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RESUMEN

La pandemia por el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2) dejé patente la necesidad de plataformas vacunales
innovadoras que ofrezcan seguridad, eficacia y adaptabilidad frente a variantes
emergentes. De entre las tecnologias aplicables al desarrollo de vacunas innovadoras,
las nanoparticulas de oro (AuNP) han emergido como una opcioén promisoria para el
desarrollo de vacunas de subunidad, debido a su biocompatibilidad, estabilidad
fisicoquimica y capacidad para modular la respuesta inmunitaria. Esta tesis doctoral
tuvo como objetivo el disefo, caracterizacion y evaluacion preclinica de conjugados
antigénicos basados en AuNP funcionalizadas con péptidos derivados de la proteina
espicula (Spike, proteina S) del SARS-CoV-2, con el fin de explorar su potencial como

nanovacunas.

La metodologia incluyd la sintesis controlada de AuNP, su funcionalizacién con
polietilenglicol heterobifuncional (PEG) y posterior conjugacion con péptidos
inmunogénicos. La caracterizacion estructural y fisicoquimica de los conjugados se
llevd a cabo mediante espectroscopia UV-Vis, dispersion de luz dinamica (DLS),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), analisis
termogravimétrico (TGA) y microscopia electronica de transmisién (TEM). Se evalué
la citotoxicidad en lineas celulares y la captacidon por células dendriticas (DCs), asi
como la expresion de marcadores de maduracion y el perfil de citocinas. Se determiné
la inmunogenicidad de los conjugados antigénicos basados en AuNP en términos de
la induccién de respuestas humorales y se analizaron los efectos histopatolégicos de

la inmunizacion.

Los resultados revelaron una alta eficiencia en la conjugacion de péptidos, estabilidad
coloidal y ausencia de citotoxicidad significativa. Las AuNP fueron eficientemente
internalizadas por DCs, induciendo maduracion y modulaciéon del perfil inflamatorio,
destacando una reduccion en la secrecion de TNF-a. La evaluacién de la respuesta

humoral especifica evidencié titulos elevados de IgG y de subclases funcionales, sin
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observarse dafo tisular sistémico, salvo una inflamacion hepatica localizada

compatible con efectos inmunomoduladores.

En conjunto, los hallazgos de este trabajo experimental sustentan el potencial de las
AuNP como plataforma vacunal segura y eficaz, y establecen una base sélida para su

optimizacion y futura evaluacion en biomodelos de desafio infeccioso.
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INTRODUCCION

La pandemia de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) afecté a mas de 777
millones de personas en todo el mundo y causo la muerte de poco mas de 7 millones
hasta mayo de 2025, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2023). Este impacto devastador evidencio la vulnerabilidad de los sistemas de salud a
nivel global y destacé la necesidad urgente de una respuesta eficaz y coordinada ante
los virus emergentes derivados de eventos zoonéticos. El agente causal de la COVID-
19, SARS-CoV-2, pertenece a la familia Betacoronaviridae, que también incluye otros
coronavirus patégenos como el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 1
(SARS-CoV-1) y el coronavirus relacionado con el sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV). Estos virus han causado brotes epidémicos significativos en el
pasado, especificamente en 2003 y 2012, respectivamente (Krishnamoorthy et al.,
2020). La historia reciente de estos brotes evidencia la importancia de la vigilancia
epidemioldgica y la preparacion para pandemias, asi como la necesidad de desarrollar

rapidamente herramientas efectivas para combatir nuevos patégenos.

La rapida propagacion del SARS-CoV-2 llevdé a un impacto epidemiolégico sin
precedentes, que condujo a un desarrollo acelerado de vacunas. En un tiempo récord
se aprobaron diversas vacunas para uso de emergencia, basadas en diferentes
plataformas, que incluyen vacunas de ARNm (Moderna y Pfizer-BioNTech), vectores
virales no replicantes (Oxford-AstraZeneca), virus inactivados (Sinovac y Bharat
Biotech) y proteinas recombinantes (Novavax y Sanofi-GSK) como inmundgenos
(Callaway, 2020; Chung et al., 2021). Este esfuerzo global ha sido un testimonio de la
capacidad de la ciencia y la tecnologia para responder a una crisis de salud publica,
pero también ha revelado desafios significativos relacionados con la equidad en la
distribucién de vacunas, la eficacia frente a variantes emergentes, la adopcién de un

conjunto amplio de nuevas tecnologias y la aceptacion publica de las vacunas.

Actualmente, aunque no se han identificado variantes de preocupacion (VOC) activas,

la aparicién de nuevas variantes del SARS-CoV-2 continua siendo objeto de vigilancia
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estrecha. En particular, las variantes de interés (VOI) y las variantes bajo monitoreo
(VUM) presentan mutaciones con posibles implicaciones fenotipicas que podrian
afectar la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad o la eficacia de la respuesta
inmunitaria (OMS, 2023b). Algunas de estas variantes han mostrado un potencial
aumento en la capacidad de transmision o una menor sensibilidad a los anticuerpos
neutralizantes inducidos por la vacunacion o infecciones previas (OMS, 2023c). Esto
destaca la necesidad de mantener actualizadas las estrategias de vigilancia genémica,
asi como de desarrollar formulaciones vacunales adaptadas a las caracteristicas
genéticas emergentes del virus (OMS, 2024). Este contexto resalta la necesidad de un
enfoque proactivo y flexible en el desarrollo de vacunas, que incluya la investigacion

de nuevas plataformas y estrategias.

El desarrollo de nuevas vacunas que utilicen antigenos disefados racionalmente y
meétodos de administracion por rutas de mucosas (por ejemplo, vias oral o intranasal)
se presenta como una estrategia prometedora para superar las limitaciones de las
vacunas existentes en cuanto a su facilidad de administracién, asi como a su
efectividad contra la infeccion, la transmisién y la evasion por nuevas variantes (Dai &
Gao, 2021; European Medicines Agency., 2021; U.S. Food and Drug Administration.,
2021). Esta busqueda de nuevas soluciones se apoya en la creciente comprension de
la biologia del virus y la respuesta inmune del huésped, asi como en los avances en

tecnologia de vacunas.

El objetivo tipico en las vacunas COVID-19 actuales es la proteina S, que se ha
identificado como un potente inmundgeno, incluso en su forma soluble, capaz de
inducir respuestas inmunitarias celulares y humorales protectoras (Kang et al., 2021).
La proteina S es fundamental para la entrada del virus en las células huésped vy, por
lo tanto, es un objetivo estratégico para las vacunas. Sin embargo, la dependencia de
la proteina S ha llevado a la necesidad de explorar alternativas, como el uso de
péptidos sintéticos que representan epitopos de la proteina S. Esta estrategia permite

enfocar la respuesta inmune en los determinantes antigénicos que median la
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proteccion, aunque los péptidos por si solos son generalmente poco inmunogénicos.
Por ello, la inclusion de un vehiculo de entrega particulado que funcione como

adyuvante es crucial para mejorar la inmunogenicidad de estas formulaciones.

Las nanoparticulas, en particular las nanoparticulas de oro (AuNP), se han convertido
en un material prometedor para su uso en nanovacunas debido a su biocompatibilidad
(Shukla et al., 2005), su capacidad de modificacion superficial con biomoléculas
(Bartczak & Kanaras, 2011; Perry et al., 2012; Rahme et al., 2013; Vasquez et al.,
2014; W. Wang et al., 2013), su tamafo conveniente y a sus métodos de sintesis (Favi
et al., 2015; Mironava et al., 2010; Niikura et al., 2013). Estas caracteristicas ofrecen
un potencial significativo para el desarrollo de vacunas seguras y altamente
inmunogeénicas. La viabilidad de los prototipos de vacunas basadas en AuNP ha sido
evaluada con resultados prometedores en términos de induccion de respuestas
humorales y de células T (L. A. Dykman et al., 2018; Li et al., 2020a; Liu et al., 2021;
C. Wang et al.,, 2017; Q. Zhou et al., 2016). Algunos estudios han reportado la
induccion de respuestas Th1 (Climent et al., 2018; Shinchi et al., 2019), Th2 y Th17
(Tapia et al., 2021; Trabbic et al., 2021), lo que indica que estos vehiculos son
entidades versatiles para el disefio de un grupo diverso de vacunas. Ademas, las AUNP
han mostrado ser internalizadas de manera eficiente por células dendriticas (DCs), lo
que resulta en su activacion y explica sus efectos adyuvantes (Raghuwanshi et al.,
2012; Tomic et al., 2014).

Hasta ahora, la mayoria de las vacunas COVID-19 basadas en subunidades se han
dirigido hacia la proteina S completa o su dominio de union al receptor (RBD) como
antigenos objetivo. Sin embargo, explorar vacunas basadas en epitopos formuladas
con péptidos especificos se presenta como una alternativa viable para la generacion
de vacunas universales que no dependan exclusivamente del RBD, sino de epitopos

lineales y conservados con potencial neutralizante (Poh et al., 2020).
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La pandemia por COVID-19 desencadend el desarrollo de vacunas innovadoras y de
nueva generacion como una via alternativa para la induccidon de respuestas
inmunitarias éptimas. Los posibles puntos criticos al respecto son la induccion de
respuestas humorales neutralizantes robustas que eviten la induccion de anticuerpos
facilitadores de la infeccion. Un enfoque para lograr tales objetivos se basa en el uso
de vacunas basadas en epitopos formuladas con péptidos, que permiten enfocar la
respuesta en los epitopos particulares que inducen anticuerpos neutralizantes vy
evitando aquellos inductores de anticuerpos facilitadores. Por lo tanto, las vacunas
basadas en epitopos son posiblemente el mejor enfoque para lograr la induccién de
respuestas inmunitarias O6ptimas. Sin embargo, el uso de tales formulaciones
antigénicas simplificadas en comparacién con las vacunas basadas en virus completos
impone el desafio de lograr una inmunogenicidad robusta, que a menudo se remedia
mediante la inclusion de adyuvantes y/o vehiculos para mejorar la inmunogenicidad de

la vacuna mediante varios mecanismos.

Entre los nanovehiculos utilizados para este propdsito, las AuNP son agentes
prometedores, ya que tienen una toxicidad reducida y son aptas para la
funcionalizacion con antigenos. A la fecha ya se han descrito algunos de los
mecanismos moleculares que respaldan la aplicacién de AuNP como vehiculos de
antigenos. Por ejemplo, se sabe que las AuNP son capturadas de manera eficiente
por DCs, y este proceso se mejora si estan cubiertas con polietilenglicol (PEG). La
internalizacién celular ocurre por fagocitosis, macropinocitosis y endocitosis mediada
por receptores en DCs y depende en gran medida de las propiedades fisicoquimicas

de las AuNP, determinadas por el tamafo y la modificacion superficial de las éstas.

Se sabe que los conjugados de AuNP-antigeno aumentan el proceso de presentacion
de antigenos al promover la maduracion efectiva de DCs y la proliferacion de células
T (linfocitos T) y NK (natural killer), logrando una mayor secrecion de citocinas como
IL-4 (asociada a respuestas humorales), IFN-y e IL-12 (proinflamatorias, relacionadas

con la activacion de Th1 y citotoxicidad) e IL-10 (antiinflamatoria, con funcién
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reguladora). Una revision reciente sobre el uso de nanomateriales el desarrollo de
vacunas contra SARS-CoV-2, destaca el potencial de algunas vacunas previamente
reportadas contra otros virus basadas en particulas metalicas, incluidas las AuNP. De
hecho, se han reportado esfuerzos previos en el desarrollo de vacunas basadas en
AuNP contra coronavirus, pero se requiere optimizacién en la formulaciéon dada la
limitada capacidad de neutralizacién limitada en algunos casos, posiblemente
relacionada con el uso de la proteina S completa, la cual podria inducir una respuesta
humoral no suficientemente neutralizante. Hasta ahora, se han reportado las
evaluaciones preclinicas de varias vacunas basadas en AuNP con hallazgos
prometedores. Por lo tanto, las vacunas basadas en AuNP representan un camino
prometedor para el desarrollo de vacunas de subunidades disefiadas racionalmente.
En este contexto, en la presente tesis doctoral se desarrollaron candidatos vacunales
basados en AuNP a las que se ha conjugado un péptido derivado de la secuencia de
la proteina S del SARS-CoV-2 como prototipos de nanovacuna; incluyendo su
caracterizacion en términos de propiedades fisicoquimicas y de su inmunogenicidad

en un biomodelo murino.
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ANTECEDENTES
1. Introduccion a la COVID-19 y SARS-CoV-2

La pandemia de COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2, ha tenido un impacto
global sin precedentes desde su aparicion a finales de 2019. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), hasta octubre de 2023, se reportaron casi 676.6 millones
de infecciones y aproximadamente 6.9 millones de muertes a nivel mundial (World
Health Organization, 2020). La COVID-19 ha desafiado los sistemas de salud publica,
la economiay la vida cotidiana de millones de personas, provocando no solo una crisis
sanitaria, sino también una crisis econdmica y social. Las medidas de contencion,
como el distanciamiento social, el uso de mascarillas y las restricciones de viaje se
implementaron en todo el mundo para mitigar la propagacion del virus (Guan et al.,
2020).

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los coronavirus, especificamente al género
Betacoronavirus, que también incluye otros virus patégenos conocidos como el SARS-
CoV-1 (que causé un brote epidémico en 2003) y el MERS-CoV (responsable de brotes
en 2012). Estos dos virus comparten similitudes genéticas con SARS-CoV-2, lo que
sugiere un origen zoondético comun (P. Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). Estos virus
son conocidos por su capacidad para causar enfermedades respiratorias graves y su
estudio ha proporcionado informacion valiosa sobre la patogénesis y la transmisiéon de

los coronavirus (Peiris et al., 2004).

El SARS-CoV-2 se clasifica como un virus de ARN de cadena simple, con un genoma
que codifica varias proteinas estructurales y no estructurales. La proteina S del virus
es fundamental para su capacidad de infectar las células huésped, ya que permite la
entrada del virus en éstas al unirse a los receptores ACE2 presentes en ellas
(Hoffmann et al., 2020). La evolucion y adaptacion del SARS-CoV-2 han dado lugar a

la aparicion de diversas variantes, algunas de las cuales han mostrado un aumento en
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la transmisibilidad y la capacidad de evadir la respuesta inmune, lo que planted

desafios adicionales para el control de la pandemia (Korber et al., 2020).

Desde el inicio de la pandemia, se desarrollaron multiples vacunas para combatir a la
COVID-19. Hasta octubre de 2023, mas de 13,000 millones de dosis de vacunas se
habian administrado a nivel global, incluyendo formulaciones basadas en ARNm
(como las de Pfizer-BioNTech y Moderna), vectores virales (como la de AstraZeneca)
y proteinas recombinantes (como la de Novavax) (Callaway, 2020; Chung et al., 2021).
Estas vacunas han demostrado ser efectivas en la reduccién de la severidad de la
enfermedad, hospitalizaciones y muertes, aunque la eficacia puede variar frente a

nuevas variantes del virus (Dai & Gao, 2021).

Comparando SARS-CoV-2 con otros coronavirus patégenos, como el SARS-CoV-1y
el MERS-CoV, se observan diferencias significativas en su tasa de mortalidad y en su
capacidad de propagacion. Mientras que el SARS-CoV-1 tuvo una tasa de mortalidad
de 9.6 % y fue contenido relativamente rapido, el MERS-CoV tiene una tasa de
mortalidad aun mas alta, del 34 %, pero su transmision entre humanos es menos
eficiente. El nUmero basico de reproduccion (Ry) es un parametro epidemiolégico que
representa el promedio de infecciones secundarias generadas por un individuo
infectado en una poblaciéon completamente susceptible, en ausencia de intervenciones
de control (Delamater et al., 2019). Este valor es fundamental para estimar el potencial

de propagacion de un agente infeccioso (Wu et al., 2020; Yan et al., 2020).

El impacto de la COVID-19 ha sido patente en multiples dimensiones: la salud publica
ha sido severamente afectada, con hospitales saturados y un aumento en la
prevalencia de enfermedades cronicas y mentales. La economia global ha sufrido
recesiones, y se han producido cambios significativos en el comportamiento social y
en las dinamicas laborales (Baker et al., 2020). La rapida propagacion de la
enfermedad y su gravedad indujo una investigacion acelerada para el desarrollo de
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vacunas y tratamientos, destacando la importancia de la colaboracion internacional en

la ciencia y la salud publica (Ranney et al., 2020).

2. Desarrollo de Vacunas Contra COVID-19

Desde el inicio de la pandemia de COVID-19 se desarrollaron multiples plataformas de
vacunas para combatir al SARS-CoV-2, cada una con sus caracteristicas y
mecanismos de accidn propios. Las vacunas de ARNm, como las de Pfizer-BioNTech
y Moderna, utilizan una porcién del material genético del virus (ARN mensajero) para
inducir la expresion de la proteina S del virus en las células del individuo vacunado, lo
que desencadena una respuesta inmune especifica (Baden et al., 2021; Polack et al.,
2020). Por otro lado, las vacunas de vectores virales, como las de AstraZeneca y
Johnson & Johnson, emplean un virus diferente (no patégeno) para transportar el
material genético de la proteina S a las células humanas, induciendo asi una respuesta
inmune derivada de la expresion transitoria de la proteina S en las células del individuo
vacunado pero sin causar la enfermedad (Sadoff et al., 2021; Voysey et al., 2021).
También existen vacunas que utilizan virus inactivados, como las de Sinovac y
Sinopharm, que utilizan virus muertos para estimular la inmunidad (Guo et al., 2021),
y vacunas de proteinas recombinantes, como la de Novavax, que combinan la proteina
S recombinante con un adyuvante para mejorar la respuesta inmune (Heath et al.,
2021).

La emergencia sanitaria provocada por la COVID-19 llevo a un desarrollo acelerado
de vacunas sin precedentes. La colaboracion global entre gobiernos, empresas
farmacéuticas y organizaciones de salud permiti6 movilizar recursos y reducir
significativamente los tiempos de desarrollo. Iniciativas como COVAX se establecieron
para asegurar el acceso equitativo a las vacunas en todo el mundo (COVAX, n.d.), y
las fases de ensayos clinicos se llevaron a cabo de manera simultanea en lugar de
secuencial, lo que permitid una evaluacion mas rapida de la seguridad y eficacia de
las vacunas (Slaoui & Hepburn, 2020).
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Sin embargo, a medida que el SARS-CoV-2 se propago, surgieron varias variantes de
preocupacion (VOC) que generaron inquietudes sobre la eficacia de las vacunas. Las
variantes mas notables incluyen la alfa (B.1.1.7), beta (B.1.351), gamma (P.1) y
omicron (B.1.1.529). Estas variantes mostraron cambios en la transmisibilidad y la
capacidad de evadir la respuesta inmune inducida por las vacunas (Tegally et al., 2020;
P. Wang et al.,, 2021). Por ejemplo, la variante 6micron ha demostrado ser
significativamente mas transmisible que las variantes anteriores y ha mostrado una
capacidad reducida para neutralizarse con anticuerpos generados por las vacunas de
ARNm, aunque estas todavia ofrecen una proteccion considerable contra
enfermedades graves y hospitalizaciones (Britton et al., 2022). Esto ha llevado a la
necesidad de adaptar las vacunas y considerar dosis de refuerzo para mantener una

proteccion adecuada (Faria et al., 2021).

3. Desafios en la Vacunacion

La vacunacion ha sido una de las herramientas mas efectivas en la lucha contra
enfermedades infecciosas, incluido la COVID-19. Sin embargo, a medida que la
pandemia por COVID-19 fue evolucionado, surgieron desafios significativos en
términos de la accesibilidad y la eficacia de las vacunas disponibles. A pesar de que
varias vacunas contra SARS-CoV-2 recibieron rapidamente la autorizacion para uso
de emergencia y mostraron una alta eficacia para reducir la severidad de la
enfermedad y la hospitalizacién, su eficacia en la prevencion de la infeccion y la
transmision del virus ha mostrado limitaciones notables. Se ha reportado que aunque
las vacunas de ARNm, como las de Pfizer-BioNTech y Moderna, logran inducir
respuestas inmunitarias robustas, su capacidad para prevenir la infeccién asintomatica
y la transmision entre individuos puede verse reducida frente a ciertas variantes del
SARS-CoV-2. En particular, algunas VOI y VUM, que presentan mutaciones en la
proteina S, han mostrado potencial para disminuir la eficacia de la neutralizacion por
anticuerpos, lo que podria comprometer parcialmente la proteccion conferida por estas
vacunas (Dai & Gao, 2021; McLean et al., 2022).
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La eficacia de las vacunas actuales se ve afectada no solo por la aparicién de variantes
que pueden evadir parcialmente la respuesta inmune inducida por las vacunas, sino
también por la duracion limitada de la inmunidad. La disminucion de los niveles de
anticuerpos con el tiempo ha llevado a la necesidad de dosis de refuerzo, lo que
plantea preguntas sobre la sostenibilidad de las estrategias de vacunacion a largo
plazo. Ademas, se ha observado que las vacunas tienen una eficacia variable en
diferentes grupos demograficos, lo que sugiere que ciertos individuos pueden no
responder de manera 6ptima a la inmunizacion (European Medicines Agency, 2021;
U.S. Food and Drug Administration, 2021).

Ante estos desafios, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias
de vacunacién que vayan mas alla de las formulaciones actuales. Una de las areas
prometedoras de investigacion es el uso de antigenos racionalmente disefiados que
puedan mejorar la capacidad de las vacunas para inducir respuestas inmunitarias mas
amplias y duraderas. Estos antigenos se centran en epitopos especificos que son
conservados entre diferentes variantes del virus, lo que podria proporcionar una
proteccion mas efectiva contra la infeccion y la transmision (Ng et al., 2022). Ademas,
la administracion mucosal de vacunas, ya sea por via oral o intranasal, ha sido
identificada como una estrategia potencial para mejorar la respuesta inmune en las
mucosas, donde los virus suelen entrar al organismo. Este enfoque tiene el potencial
de inducir respuestas inmunitarias tanto sistémicas como locales, lo que podria reducir
la transmisién del virus y proporcionar una proteccion mas efectiva en las poblaciones,
sobre todo en términos de prevenir la infeccion y la transmision entre individuos (Dai
& Gao, 2021).

4. AuNP: Propiedades y Aplicaciones

Las AuNP son una plataforma prometedora en el ambito de la nanomedicina y la
biotecnologia. Su singular conjunto de propiedades fisicoquimicas, que incluye un
tamano ajustable, una amplia gama de formas, una quimica superficial que permite su

funcionalizacion eficiente con biomoléculas y sus caracteristicas Opticas y térmicas
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unicas, las convierte en herramientas versatiles para diversas aplicaciones, desde la
terapia del cancer hasta el desarrollo de vacunas. Este apartado examina en detalle

las propiedades fisicoquimicas de las AuNP y sus aplicaciones en el campo biomédico.

Propiedades Fisicoquimicas de las AuNP:

Tamario, Forma, y Carga Superficial

El tamafio y la forma de las AuNP son determinantes clave en sus propiedades 6pticas
y en su interaccion con sistemas biologicos. Las AuNP pueden ser sintetizadas en un
rango de tamanos que va desde menos de 1 nm hasta mas de 150 nm, y su forma
puede variar desde esférica hasta cubica, cilindrica o incluso en forma de estrella (L.
Dykman & Khlebtsov, 2012).

Los estudios han demostrado que las AuNP esféricas de aproximadamente 15 nm
exhiben un color rojo intenso debido a la resonancia plasmonica superficial (SPR),
mientras que las nanoparticulas mas grandes tienden a mostrar un desplazamiento
hacia el rojo en su espectro de absorcion (Huergo et al., 2022). Esta propiedad 6ptica
ha sido aprovechada en aplicaciones de imagenologia, donde las AuNP se utilizan
como agentes de contraste en técnicas como la tomografia computarizada (CT) y la

resonancia magnética (MRI) (Anik et al., 2022).

La carga superficial de las AuNP también es un factor determinante en su estabilidad
y en su interaccion con las células. Las AuNP pueden ser funcionalizadas para tener
cargas positivas o negativas, lo que influye en su comportamiento en medios
bioldgicos. Por ejemplo, la carga negativa generada por la adsorcion de citrato en la
superficie de las AuNP permite una mejor dispersién en soluciones acuosas, mientras
que la modificacion con grupos amino puede conferirles una carga positiva, facilitando
la interaccion con la superficie celular que posee una carga negativa (Gupta & Rai,
2017).
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Propiedades Opticas y Térmicas

Las propiedades opticas de las AuNP son principalmente atribuibles a su resonancia
plasmonica superficial, que es el fendmeno que ocurre cuando los electrones libres en
la superficie de las nanoparticulas oscilan en respuesta a la luz incidente. Este
fendmeno no solo les otorga un color caracteristico, sino que también permite que las
AuNP absorban y dispersan luz de manera eficiente, lo que se traduce en aplicaciones

de deteccion in situ y terapia (Link & EI-Sayed, 1999).

Ademas, las AuNP tienen propiedades térmicas favorables, ya que pueden convertir
la energia de la luz en calor. Esta propiedad ha sido utilizada en terapias fototérmicas,
donde las AuNP se dirigen a células tumorales y, al ser irradiadas con luz, generan
calor suficiente para inducir la muerte celular (Huang & El-Sayed, 2010). Esta
capacidad ha sido aplicada para evaluar en ensayos clinicos posibles tratamientos
para diversos tipos de cancer, como el cancer de mama y el cancer de prostata, donde
se ha demostrado que las AUNP mejoran la eficacia del tratamiento al focalizar el calor

en las células malignas (Vines et al., 2019).

Biocompatibilidad y Funcionalizacion Superficial

La biocompatibilidad de las AuNP es un aspecto crucial para su aplicacién en
medicina. Aunque las AuNP en su forma nativa son generalmente consideradas
biocompatibles, su funcionalizacidn es esencial para mejorar su interaccion con células
y tejidos (Tiwari et al., 2011). La funcionalizacion superficial implica la modificacion de
la superficie de las AuNP con biomoléculas, como péptidos, proteinas o acidos
nucleicos, lo que les confiere propiedades especificas para su aplicacion terapéutica
o diagndstica. Sin embargo, esta modificacion puede alterar la estabilidad coloidal de
las nanoparticulas, por lo que es fundamental optimizar las condiciones para mantener

su dispersion y funcionalidad.

Por ejemplo, la incorporacion de ligandos especificos en la superficie de las AuNP

puede facilitar su reconocimiento y captacién por las células diana, como las células
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presentadoras de antigenos (APC), aumentando asi la eficacia de las vacunas
basadas en AuNP (Climent et al., 2018). Ademas, la funcionalizacién con
polietilenglicol (PEG) es comun porque mejora la estabilidad de la nanoparticula y
prolonga su circulaciéon en el torrente sanguineo, al mismo tiempo que reduce la
reactogenicidad y la respuesta inmune adversa contra el nanomaterial, lo cual es
beneficioso para evitar la rapida eliminacion y mejorar su eficacia terapéutica (Oh et
al., 2011; W. Wang et al., 2013). La modificacion con PEG también ha demostrado
aumentar la estabilidad de las AuNP en soluciones biolégicas, lo que es fundamental

para su uso en aplicaciones clinicas.

Aplicaciones de las AuNP

Las aplicaciones de las AuNP son diversas y abarcan campos como la terapia del

cancer, la entrega de farmacos, la imagenologia biomédica y la vacunacion.

Terapia del Cancer

Las AuNP han demostrado ser prometedoras en la terapia del cancer, principalmente
por su capacidad de acumularse en tumores y su habilidad para generar calor bajo
irradiacion (Huang & El-Sayed, 2010). La terapia fototérmica utilizando AuNP ha
mostrado resultados promisorios en estudios preclinicos y clinicos, donde se ha
observado que las AuNP pueden destruir células tumorales sin dafar los tejidos

circundantes (Vines et al., 2019).

Ademas, las AuNP se estan investigando como vehiculos para la entrega de
medicamentos anticancerigenos, donde su superficie puede ser funcionalizada para
liberar farmacos de manera controlada. Este enfoque no solo mejora la
biodisponibilidad de los farmacos, sino que también permite la administracion dirigida,
reduciendo los efectos secundarios asociados con la quimioterapia convencional
(Yafout et al., 2021).

27



Entrega de Farmacos

La entrega de farmacos utilizando AuNP permite mejorar la biodisponibilidad y la
eficacia terapéutica. Las AuNP pueden asociarse a farmacos y liberarlos en un entorno
especifico, como el microambiente tumoral, lo que minimiza los efectos secundarios
en tejidos sanos (Meng et al., 2024). Un ejemplo notable es el uso de AuNP para la
entrega de agentes quimioterapéuticos como la doxorrubicina, donde se ha
demostrado que las AuNP mejoran la eficacia del tratamiento al aumentar la

concentracion del farmaco en el sitio tumoral (Hameed et al., 2025).

Ademas, se han desarrollado sistemas de liberacién controlada que utilizan AuNP para
administrar simultdneamente multiples farmacos, lo que puede ser especialmente util
en el tratamiento de enfermedades complejas como el cancer, donde se requiere una

terapia combinada para mejorar la eficacia (Appidi et al., 2025).

Imagenologia Biomédica

Las propiedades opticas de las AuNP también se han explotado en imagenologia
biomédica. Su capacidad para mejorar el contraste en imagenes de tomografia
computarizada (CT) y resonancia magnética (MRI) ha sido ampliamente investigada.
Las AuNP pueden ser utilizadas como agentes de contraste debido a su alta densidad,
lo que permite una mejor visualizacion de estructuras biolégicas (Ahmadyani et al.,
2024).

Por ejemplo, en un estudio reciente, se demostré que las AuNP funcionalizadas con
anticuerpos especificos para marcadores tumorales mejoraron significativamente la
deteccidon de tumores en modelos animales, lo que sugiere su potencial en la

imagenologia clinica (Thakur & Sharma, 2024)

Vacunacion

Las AuNP se estan explorando para dar lugar a una nueva plataforma de desarrollo

de vacunas. Su capacidad para presentar antigenos de manera eficiente y estimular
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respuestas inmunitarias robustas las convierte en candidatas ideales para la
formulacion de nanovacunas. Por ejemplo, se ha demostrado que las AuNP
funcionalizadas con antigenos especificos pueden inducir respuestas inmunitarias

mas elevadas en comparacion con las vacunas tradicionales (Salazar et al., 2024).

Actualmente, esta tecnologia avanza hacia la aplicacion clinica, como lo demuestra un
estudio de fase | (NCT05605987) que evalua una vacuna peptidica basada en
nanoparticulas contra SARS-CoV-2. Este ensayo se centra en evaluar la seguridad,
tolerabilidad y la respuesta inmunitaria en voluntarios humanos, representando un
paso importante para validar la eficacia y seguridad de las vacunas basadas en AuNP

en humanos (ClinicalTrials.gov, 2024).

Ademas, las AuNP pueden ser utilizadas para mejorar la eficacia de las vacunas
mediante la co-administraciéon de adyuvantes. Por ejemplo, la combinacion de AuNP
con adyuvantes como los oligodesoxirribonucledtidos CpG (CpG ODN), secuencias
sintéticas de ADN que contienen motivos no metilados ricos en citosina y guanina
reconocidos por los receptores tipo Toll 9 (TLR9), ha demostrado aumentar la
respuesta inmune en modelos preclinicos, lo que sugiere que las AuNP pueden ser

una herramienta valiosa en el disefo de vacunas mas efectivas (Zhao et al., 2024).

Mecanismos de Accion de las AuNP en el Sistema Inmunolégico

Las AuNP han emergido como herramientas innovadoras en el ambito de la
inmunologia, especialmente en el desarrollo de vacunas e inmunoterapias. Su
capacidad para interactuar con células del sistema inmune, en particular las DCs, es
fundamental para comprender su contribucion a la activacion de respuestas
inmunitarias eficaces. Las DCs son consideradas las principales APC y desempefian
un papel crucial en la induccién y regulacidén de la respuesta inmune adaptativa. La
interaccion de las AuNP con estas células se produce a través de varios mecanismos
que incluyen la endocitosis y la fagocitosis, lo que permite a las AuNP ser

internalizadas de manera eficiente. Esta internalizacién promueve la maduracion de
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las DC, un proceso caracterizado por la expresion aumentada de moléculas
coestimuladoras, como CD80 y CD86, asi como la produccion de citocinas
proinflamatorias, que son esenciales para la activacion de linfocitos T (Alobaid et al.,
2024). La activacién de las DCs no solo facilita la presentacion de antigenos, sino que
también influye en la polarizacién de la respuesta inmune, permitiendo que se dirija
hacia un perfil Th1 o Th2, dependiendo del contexto del antigeno y del adyuvante
utilizado (You, 2024).

La capacidad de las AuNP para estimular la respuesta humoral y celular del sistema
inmunoldgico es otro aspecto clave que sustenta su uso como plataforma vacunal. La
respuesta humoral se refiere a la produccion de anticuerpos por parte de las células
B, que son esenciales para neutralizar patégenos y prevenir infecciones. Las AuNP
pueden actuar como adyuvantes que incrementan la eficacia de las vacunas al
promover la activacion de las células B y facilitar la produccion de anticuerpos
especificos. Esto se logra mediante la presentacion de epitopos en la superficie de las
AuNP, lo que potencia la interaccion con los receptores de las células B y, en
consecuencia, la activacion de estas células (L. A. Dykman & Khlebtsov, 2017; Li et
al., 2020a). En estudios recientes, se ha demostrado que las AUNP pueden aumentar
significativamente la produccién de anticuerpos IgG en modelos murinos cuando se
utilizan en combinacién con antigenos especificos, o que indica su capacidad para

mejorar la respuesta inmune adaptativa (Li et al., 2020b).

Por otro lado, la respuesta celular implica la activacion de linfocitos T, que son cruciales
para la eliminacién de células infectadas y la regulacion de la respuesta inmune. Las
AuNP, al ser reconocidas por las DCs resultan en una mejora en la presentacion del
antigeno a los linfocitos T, detonando la proliferacién y diferenciacion de estas células
en subtipos efectores, como las células T citotdxicas y las células T colaboradoras
(helper), que son fundamentales para una respuesta inmune adaptativa eficaz
(Chauhan et al., 2021; Est-Witte et al., 2021). Las investigaciones han mostrado que

la administracion de AuNP conjugadas con péptidos antigénicos puede inducir una
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respuesta robusta de células T CD8+ en modelos murinos, lo que sugiere que estas
nanoparticulas no solo actuan como vehiculos de entrega, sino que también pueden
influir en la calidad de la respuesta inmune, favoreciendo tanto la respuesta humoral
como celular, ambas criticas para la proteccion contra infecciones virales (Horwitz et
al., 2021; Q. Zhou et al., 2016).

La mejora de la respuesta inmune inducida por las AuNP también se traduce en una
memoria inmunolégica mas robusta, un componente esencial del sistema
inmunoldgico adaptativo que permite al organismo responder de manera mas rapida y
eficaz ante reexposiciones al mismo patégeno. La capacidad de las AuNP para inducir
una respuesta de memoria se relaciona con su habilidad para generar una activacion
sostenida de las células T y B, lo que resulta en la formacion de células de memoria
de larga duracion. Estas células son capaces de persistir en el organismo durante afios
y proporcionar proteccion a largo plazo contra infecciones (Kang et al., 2021; Dai y
Gao, 2021). El uso de AuNP en formulaciones de vacunas puede optimizar la duracién
y la calidad de la memoria inmunoldgica, lo que representa un avance significativo en
el disefio de estrategias vacunales efectivas. En un estudio reciente, se observo que
la vacunacion con AuNP que portaban antigenos especificos no solo inducia una
respuesta inmune primaria, sino que también resultaba en una mayor cantidad de
células T de memoria en comparacion con las formulaciones tradicionales (Ng et al.,
2022).

El disefio racional de vacunas que incorporan AuNP ha llevado a la exploracién de
diferentes estrategias de formulacion, incluyendo la modificacion de la superficie de
las nanoparticulas con ligandos que mejoran la captacion por células inmunitarias o
que proporcionan sefales coestimuladoras adicionales. Por ejemplo, la
funcionalizacion de AuNP con péptidos que activan receptores tipo Toll (TLR) ha
mostrado un aumento en la activacion de DC y una mejora en la produccién de
anticuerpos (Climent et al., 2018; Shinchi et al., 2019). Este enfoque no solo amplifica

la respuesta inmune, sino que también permite un enfoque mas dirigido en el
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tratamiento de enfermedades infecciosas y cancer, donde la especificidad de la

respuesta inmune es crucial.

5 AuNP en el Desarrollo de Vacunas

Las AuNP han emergido como una plataforma innovadora en el desarrollo de vacunas,
debido a sus propiedades fisicas y quimicas unicas que las hacen ideales para ser
utilizadas como portadoras de antigenos y adyuvantes. Esta seccion explora las
caracteristicas que hacen a las AUNP adecuadas para el desarrollo de nanovacunas,
su papel en la mejora de la presentacion antigénica, ejemplos de estudios que

respaldan su eficacia y las ventajas que ofrecen sobre otros nanomateriales.

Propiedades de las AuNP Como Vehiculos de Antigenos

Las AuNP presentan un conjunto de propiedades que las convierten en vehiculos de
antigenos altamente efectivos. Su tamano, que puede ser ajustado entre 1y 150 nm,
permite una mayor interaccién con las células del sistema inmunoldgico, como las
APC. Esta capacidad de modificacion de tamaro es crucial para optimizar la captacion
y el procesamiento del antigeno (Dykman & Khlebtsov, 2012; Huang et al., 2020). Por
ejemplo, se ha demostrado que las AuNP con tamafnos entre 10 y 50 nm son mas
eficaces para ser internalizadas por las APC, lo que resulta en una presentacion mas

eficiente del antigeno a los linfocitos T (Niikura et al., 2013).

La alta relaciéon superficie-volumen de las AuNP permite alcanzar altas capacidades
de carga de las biomoléculas de interés. La unién de los antigenos de interés se puede
mediar por una adsorcion fisica o bien mediante la formaciéon de enlaces covalentes
(Shinchi et al., 2021). Esta funcionalizacién no solo mejora la estabilidad del antigeno,
sino que también incrementa su biodisponibilidad, lo que se traduce en una respuesta
inmunitaria mas robusta. Por ejemplo, la funcionalizacion de AuNP con péptidos
especificos ha demostrado aumentar la activacion de linfocitos T, lo que sugiere que
estas nanoparticulas pueden ser diseiadas para inducir respuestas inmunitarias mas

especificas y efectivas (Zhang et al., 2016).
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Otro aspecto relevante es la biocompatibilidad de las AuNP, que ha sido ampliamente
documentada, lo que las convierte en una opcion segura para aplicaciones biomédicas
(Bae et al., 2014). Esta biocompatibilidad reduce el riesgo de efectos adversos, lo que
es esencial para su uso en vacunas. Ademas, las AuNP pueden ser disefiadas para
liberar el antigeno de manera controlada, lo que permite una exposicion prolongada
del sistema inmunoldgico al antigeno y, por lo tanto, una respuesta inmunitaria mas
robusta (Zhang et al., 2016).

La posibilidad de modificar la superficie de las AuNP con grupos funcionales
especificos también permite mejorar la biodisponibilidad y la estabilidad de los
antigenos, aumentando asi su inmunogenicidad. Por ejemplo, se ha demostrado que
la adiciéon de grupos funcionales que interactuan con receptores especificos en las
APC, tales como manésidos, puede aumentar significativamente la captacion de las
AuNP y, como resultado, mejorar la presentacion del antigeno (Climent et al., 2018).
Esto es particularmente importante en el contexto de vacunas que requieren una

respuesta inmunitaria robusta y duradera.

Uso de AuNP como Adyuvantes

Las AuNP no solo actuan como vehiculos para la entrega de antigenos, sino que
también funcionan como inmunoestimulantes, potenciando la respuesta inmunitaria.
Su capacidad para inducir la activacion del sistema inmunolégico se debe a la
activacion de vias de senalizacion en las células inmunitarias, lo que resulta en una
produccion aumentada de citocinas y una mayor activacion de linfocitos T (Huang et
al.,, 2006; Khan et al., 2020). Por ejemplo, se ha demostrado que las AuNP
funcionalizadas con oligodeoxinucleétidos CpG inducen respuestas inmunitarias mas
robustas en comparacion con antigenos administrados solos, lo que resalta su eficacia

como adyuvantes (Almeida et al., 2015).

Un estudio especifico demostrd que la administracion de AuNP junto con un antigeno

de la influenza A H1N1 no solo aumentd la produccion de anticuerpos IgG, sino que
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también mejord la respuesta de células T CD4+ y CD8+ (Kumar et al., 2021). Esto
sugiere que las AuNP no solo actuan como vehiculos, sino que también pueden
mejorar significativamente la eficacia de las vacunas al actuar como

inmunoestimulantes.

Ademas, las AuNP mejoran la presentacion antigénica facilitando la internalizacion del
antigeno en las APC. Estas nanoparticulas pueden ser disefiadas para dirigirse
especificamente a receptores en la superficie de las APC, aumentando asi la eficiencia
en la captura y procesamiento del antigeno (Climent et al., 2019). Este mecanismo es
fundamental para inducir respuestas inmunitarias efectivas, especialmente en el

contexto de vacunas contra enfermedades infecciosas y cancer.

Un ejemplo adicional se observa en el uso de AuNP en la formulacion de vacunas
contra el cancer, donde se ha demostrado que estas nanoparticulas pueden activar el
sistema inmunolégico para atacar a las células tumorales. Se ha reportado una vacuna
basada en AuNP para inducir una respuesta inmune contra células de melanoma,
resultando en una disminucion significativa del crecimiento tumoral en modelos
murinos (Zhang et al., 2021). Este enfoque no solo mejora la eficacia de la vacuna,
sino que también puede reducir los efectos secundarios asociados con tratamientos

convencionales.

Ademas, se ha investigado el uso de AuNP en combinacion con otros adyuvantes
tradicionales, como el hidréxido de aluminio (HA), para mejorar aun mas la respuesta
inmunitaria. En estos estudios, se observé que la combinacion de AuNP y el HA resulto
en una respuesta inmune sinérgica, lo que sugiere que las AuNP pueden ser una
herramienta valiosa para optimizar las formulaciones de vacunas existentes (Huang et
al., 2020).
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Ejemplos de Eficacia de las AuNP en Vacunas

Numerosos estudios han demostrado la eficacia de las AuNP en el desarrollo de
vacunas. Por ejemplo, un estudio pionero utiliz6 AuNP para la entrega de ADN
plasmidico en ratones BALB/c, lo que resultdé en un incremento significativo en las
respuestas humorales y celulares, evidenciado por un aumento en los titulos de IgG y
en la activacion de linfocitos T CD8+ (Huang et al., 2006). Este estudio no solo
demostrd la capacidad de las AuNP para actuar como vehiculos de antigenos, sino
que también subrayd su potencial para inducir respuestas inmunitarias robustas a

través de la entrega eficiente de material genético.

Investigaciones recientes han explorado el uso de AuNP para desarrollar nanovacunas
contra el SARS-CoV-2, donde se observdé que estas formulaciones inducian una
respuesta inmune robusta, incluyendo la produccién de anticuerpos neutralizantes y la
activacion de células T (Kumar et al., 2021). En este contexto, las AuNP fueron
utilizadas para mediar la entrega de antigenos especificos del virus, mejorando la

estabilidad de la vacuna y prolongando la respuesta inmunitaria.

En el campo de la oncologia, se ha demostrado que las AuUNP aumentan la infiltracion
de linfocitos T en tumores y mejoran la eficacia del tratamiento. En un estudio realizado
por Zhang et al. (2021), se utilizé una formulacién de AuNP para administrar un
antigeno tumoral en combinacién con un adyuvante, lo que resulté en una respuesta
inmune significativa y una reduccion en el tamafio del tumor en modelos de raton. Este
enfoque no solo demuestra la eficacia de las AuNP en la inmunoterapia del cancer,
sino que también resalta su capacidad para mejorar las respuestas inmunitarias en un

contexto terapéutico.

Un estudio de Climent et al. (2019) mostr6 que las AuNP funcionalizadas con
antigenos de virus también pueden aumentar la respuesta inmune, lo que subraya su
potencial en la creacién de vacunas efectivas y seguras. En este caso, se utilizé una

formulacion de AuNP para presentar antigenos del virus de la inmunodeficiencia
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humana (VIH), lo que resulté en una mayor produccion de anticuerpos y una respuesta

de células T mas fuerte en comparacion con la administracién de antigenos solos.

Ademas, se ha investigado el uso de AuNP en la formulacion de vacunas contra la
malaria, donde se demostré que estas nanoparticulas podian mejorar la presentacion
de antigenos y la activacion de células T, lo que resultdé en una mayor eficacia de la
vacuna (Huang et al., 2020). Estos estudios resaltan la versatilidad de las AuNP en el
desarrollo de vacunas para diversas enfermedades infecciosas y su capacidad para

mejorar las respuestas inmunitarias en multiples contextos.

Finalmente, la investigacion sobre el uso de AuNP en vacunas contra enfermedades
autoinmunitarias también ha mostrado resultados promisorios. Se ha demostrado que
las AuNP pueden modular la respuesta inmune, lo que podria ser benéfico para el
tratamiento de enfermedades en las que la regulacién de la inmunidad es crucial
(Zhang et al., 2021). Este enfoque innovador abre nuevas posibilidades para el uso de

AuNP en la medicina personalizada y en el desarrollo de terapias dirigidas.

Ventajas de las AUNP sobre otros nanomateriales

Las AuNP ofrecen varias ventajas sobre otros nanomateriales en el contexto del
desarrollo de vacunas. Su biocompatibilidad y baja toxicidad son caracteristicas
ampliamente documentadas, lo que las convierte en una opcion atractiva para
aplicaciones biomédicas (Bae et al., 2014). En comparacion con otros nanomateriales,
como las nanoparticulas de plata o de silice, las AuUNP presentan un perfil de seguridad
mas favorable. Ademas, la capacidad de las AuNP para ser funcionalizadas con una
variedad de biomoléculas permite la personalizacion y optimizacion de las
formulaciones vacunales, lo cual no siempre es posible con otros tipos de
nanoparticulas (Climent et al., 2019). Esta versatilidad en la modificacion superficial
permite ajustar las propiedades de las AuNP para maximizar su eficacia como

vehiculos de antigenos y adyuvantes.
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No obstante, es necesario tener en cuenta ciertas limitaciones: la biodistribucion de las
AuNP tiende a concentrarse en oérganos del sistema mononuclear fagocitico —
principalmente higado y bazo— donde pueden acumularse incluso a dosis
consideradas seguras. Estudios en ratones han reportado que dosis intravenosas
unicas de hasta 1 mg/kg no generan alteraciones histopatoldgicas significativas tras
14 dias (Sadauskas et al., 2007; Sonavane et al., 2008). Sin embargo, evaluaciones a
mas largo plazo han mostrado que una sola dosis de 1mg/kg puede generar
acumulacion persistente en higado, bazo y rifidn durante hasta 120 dias, acompafnada
de signos leves de inflamacién o fibrosis (Kang et al., 2011), lo que subraya la
importancia de controlar la dosis, la frecuencia de administracién y la via de eliminacion

para su uso clinico.

6. Diseno de Vacunas Basadas en Péptidos

En el ambito de la inmunologia y el desarrollo de vacunas, los péptidos sintéticos son
una alternativa a las proteinas completas. El uso de péptidos como antigenos presenta
varias ventajas que los hacen atractivos en la formulacion de vacunas. En primer lugar,
los péptidos sintéticos pueden ser disefiados para incluir unicamente las secuencias
especificas que son reconocidas por el sistema inmunolégico, lo que permite una
respuesta mas dirigida y eficiente (Huang et al., 2020). Esta especificidad es crucial
para minimizar las reacciones adversas y maximizar la eficacia de la respuesta

inmunitaria.

Ademas, los péptidos sintéticos ofrecen una mayor estabilidad en comparacion con las
proteinas completas, que pueden ser susceptibles a la degradacion y cambios
conformacionales. La estabilidad de los péptidos permite una mejor conservaciéon y
manejo durante el proceso de formulacién y almacenamiento de las vacunas (Kumar
et al., 2021). Esta caracteristica es particularmente importante en contextos de

vacunacion masiva, donde la logistica y la durabilidad del producto son fundamentales.
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Otra ventaja significativa de los péptidos sintéticos es su produccion mas sencilla y
economica. Existen diversos métodos para su obtencidn, entre los cuales destaca la
sintesis en fase solida (SPPS, por sus siglas en inglés), que permite ensamblar
secuencialmente aminoacidos sobre una resina insoluble y facilita la incorporacion de
modificaciones especificas (Merrifield, 1963; Behrendt et al., 2016). También puede
recurrirse a la sintesis en fase liquida, que se utiliza principalmente para péptidos
cortos o con requerimientos particulares de pureza, aunque su eficiencia es menor
para secuencias largas (Bodanszky & Bodanszky, 1984). Por otro lado, algunos
péptidos de interés pueden producirse por métodos recombinantes en sistemas como
Escherichia coli, mediante la expresidon de secuencias génicas disefiadas, lo que
puede ser util para obtener péptidos mas largos o con estructuras secundarias

complejas (Costa et al., 2014).

La sintesis quimica de péptidos permite la obtencidon de grandes cantidades de
antigenos a un costo relativamente bajo, lo que se traduce en un acceso mas amplio
a las vacunas (Zhang et al., 2020). Ademas, los péptidos pueden ser sometidos a
modificaciones que mejoren su inmunogenicidad, tales como la inclusion de

secuencias de adyuvantes o la optimizacion de su longitud.

7. Métodos de Conjugacion de Péptidos a AuNP v su Caracterizacion

Adsorcion Fisica

La adsorcion fisica es uno de los métodos mas sencillos y rapidos para la conjugacion
de péptidos a AuNP. Este proceso se basa en interacciones no covalentes, como
fuerzas de Van Der Waals y enlaces de hidrégeno, que permiten que los péptidos se
adhieran a la superficie de las nanoparticulas. Por ejemplo, en un estudio se utilizé la
adsorcion fisica para unir un péptido especifico de un antigeno viral a AuNP, lo que
resulté en una mejora significativa en la activacion de células T (Huang et al., 2020).
Sin embargo, este método puede presentar desventajas, como la posible desorcion
del péptido durante el almacenamiento o la administracion, lo que podria comprometer
la eficacia de la vacuna.
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Quimisorcién y Formacién de Enlaces Covalentes

La quimisorcion es un proceso en el cual las moléculas se unen a una superficie
mediante la formacion de enlaces covalentes, lo que implica una modificacién en la
estructura electronica tanto del adsorbato como del adsorbente (Sakono et al., 2019;
Xu et al., 2015). A diferencia de la adsorcion fisica, que se basa en interacciones
débiles como las fuerzas de Van Der Waals o puentes de hidrégeno, la quimisorcion
proporciona una union mas fuerte y especifica, debido a la formacién de enlaces
covalentes entre grupos funcionales como tioles (-SH) y la superficie de las AuNP, lo
que la hace adecuada para aplicaciones que requieren una presentacion estable y

controlada del antigeno.

Dependiendo del enfoque experimental, estos enlaces pueden generarse de dos
formas principales: (i) mediante el uso directo de grupos funcionales que se
quimiosorben espontaneamente a la superficie del oro, como los tioles, fosfonatos o
aminas primarias, o bien (ii) a través de reacciones quimicas dirigidas que emplean
agentes de acoplamiento, como glutaraldehido (GTA), EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) y NHS (N-hidroxisuccinimida), para enlazar grupos
funcionales del péptido (por ejemplo, aminas o carboxilos) con la superficie
previamente modificada de las AuNP (Hermanson, 2013; Sperling et al., 2008; Conde
et al., 2012). Estos agentes de acoplamiento forman enlaces covalentes amida o imina
entre los grupos funcionales disponibles, permitiendo una unién mas dirigida y

permanente.

Este método suele requerir condiciones quimicas mas controladas, como un pH
adecuado (por ejemplo, entre 4.5 y 7.5 dependiendo del sistema), concentracién
optima de los reactivos de acoplamiento y tiempos de reaccion especificos para evitar
reacciones cruzadas, asi como posteriores pasos de purificacion para eliminar
residuos reactivos o productos secundarios no deseados (Hermanson, 2013; Wang et
al., 2015).
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Ambos enfoques han sido ampliamente utilizados en el desarrollo de vacunas basadas
en AuNP. Por ejemplo, en el estudio de Niu et al. (2017) se empled la conjugacion de
un péptido inmunogénico antitumoral mediante quimisorcion a AuNP catidnicas, lo que
mejord significativamente la presentacion del antigeno, favorecio la captacion celular

y potencio la respuesta inmune en un modelo murino de melanoma cutaneo.

8. Estudios Preclinicos Sobre el Uso de AuNP Como Plataformas Vacunales Contra
SARS-CoV-2

Varios estudios han mostrado que las AuNP pueden mejorar significativamente la
respuesta inmune contra SARS-CoV-2. Khaing et al. (2021) investigaron el uso de
péptidos derivados de SARS-CoV-2 conjugados a AuNP en un modelo de raton. Los
resultados indicaron que la inmunizacion con los complejos AuNP-antigenos indujo
una respuesta inmune robusta, caracterizada por una produccion elevada de
anticuerpos IgG especificos y activacion de células T. Los ratones vacunados
mostraron niveles de anticuerpos significativamente mas altos que aquellos que
recibieron el antigeno libre, lo que sugiere que las AUNP mejoran la presentacion del

antigeno y la activacion de las células B (Khaing et al., 2021).

Zhang et al. (2022) también contribuyeron al campo con un estudio en el que utilizaron
AuNP que contenian el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2. Los ratones
inmunizados no solo generaron anticuerpos neutralizantes, sino que también
mostraron una proliferacién significativa de linfocitos T CD4+ y CD8+. Este hallazgo es
crucial, ya que las células T son esenciales para la respuesta inmune adaptativa y la

proteccion a largo plazo contra infecciones virales (Zhang et al., 2022).

Chen et al. (2021) demostraron que la formulacion de AuNP con epitopos de la
proteina S resultd en una respuesta inmune mas fuerte en ratones en comparacion
con las vacunas basadas en proteinas convencionales. Este estudio subraya la

capacidad de las AuNP para mejorar la inmunogenicidad de los antigenos virales.
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Un estudio adicional realizado por Wu et al. (2022) mostré que una vacuna basada en
AuNP que contenia multiples epitopos de SARS-CoV-2 resultdé en una respuesta
inmune mas elevada en comparacion con una vacuna convencional. Los ratones
vacunados mostraron niveles significativamente mas altos de anticuerpos IgG y una
mayor activacion de células T, lo que indica que las AuNP pueden ser una estrategia
efectiva para mejorar la inmunogenicidad de las vacunas contra el SARS-CoV-2 (Wu
et al., 2022).

Ademas, un estudio de Bansal et al. (2021) evalué el uso de AuNP funcionalizadas
con antigenos de SARS-CoV-2 en un modelo de raton. Los resultados mostraron que
la inmunizacion con estas nanoparticulas condujo a una respuesta inmune robusta,
con una produccion significativa de anticuerpos neutralizantes y activacion de células
T, lo que sugiere que las AuNP pueden ser efectivas en la creacion de vacunas contra
SARS-CoV-2 (Bansal et al., 2021).

La respuesta humoral, que implica la produccion de anticuerpos por parte de las
células B, y la respuesta celular, que involucra la activacion de células T, son
componentes criticos para una respuesta inmune eficaz contra el SARS-CoV-2. Los
estudios preclinicos han demostrado que las AuNP pueden inducir tanto respuestas
humorales como celulares, lo que las convierte en herramientas prometedoras para el

desarrollo de vacunas.

La comparaciéon de estos estudios indica que las AuNP constituyen una plataforma
promisoria para la formulacion de vacunas innovadoras contra el SARS-CoV-2.
Mientras que las vacunas tradicionales a menudo dependen de un solo antigeno, las
AuNP pueden facilitar la presentacién de multiples antigenos, lo que puede resultar en
una respuesta inmune mas amplia y efectiva. Esta capacidad de las AuNP para
mejorar tanto la respuesta humoral como celular es particularmente relevante en el
contexto de SARS-CoV-2, donde la variabilidad del virus plantea desafios significativos

para el desarrollo de vacunas duraderas y efectivas.
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Los estudios preclinicos han demostrado que las AuNP son plataformas prometedoras
para la induccién de respuestas inmunitarias efectivas contra antigenos de SARS-
CoV-2. La capacidad de las AuNP para mejorar tanto las respuestas humorales como
celular sugiere su potencial como herramientas valiosas en el desarrollo de vacunas.
Estos resultados preliminares son alentadores y subrayan la necesidad de continuar
investigando el uso de AuNP en la formulacion de vacunas para combatir
enfermedades infecciosas. La investigacion futura deberia enfocarse en la
optimizacion de las formulaciones de AuNP y la evaluacion de su eficacia en ensayos
clinicos, con el objetivo de proporcionar soluciones efectivas y seguras para la

prevencion de enfermedades virales.

9. Sequridad y Evaluacion de Toxicidad de AuNP

La creciente aplicacion de AuNP en biomedicina, particularmente en la formulacién de
vacunas Yy terapias, ha suscitado un interés considerable en la evaluacion de su
seguridad y toxicidad. La biocompatibilidad de las AuNP es un factor critico que
determina su viabilidad como agentes terapéuticos y de diagndstico. En este contexto,
multiples estudios han abordado la evaluacion de la biocompatibilidad y la toxicidad de
estas nanoparticulas, proporcionando informacion valiosa sobre sus efectos en

sistemas biologicos.

La biocompatibilidad de las AuNP se refiere a su capacidad para interactuar con tejidos
y células sin inducir respuestas adversas. Investigaciones recientes han demostrado
que las AuNP, dependiendo de su tamano, forma y funcionalizacion, pueden exhibir
diferentes perfiles de biocompatibilidad. Por ejemplo, diversos estudios han indicado
que las AuNP mas pequeias tienden a ser mas toxicas que sus contrapartes mas
grandes, lo que sugiere que el tamafo de las nanoparticulas tiene un impacto
fundamental en su toxicidad. En particular, nanoparticulas con diametros inferiores a
10 nm han mostrado una mayor capacidad para penetrar en las células, lo que puede
llevar a una acumulacion intracelular y, potencialmente, a efectos citotdxicos (Huang
et al., 2020).
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La funcionalizacion de las AuNP también es un aspecto crucial que afecta su
biocompatibilidad. La modificacién de la superficie de las nanoparticulas con diferentes
ligandos, como péptidos, anticuerpos o polimeros, puede mejorar su solubilidad,
estabilidad y capacidad de reconocimiento celular. Sin embargo, algunas de estas
modificaciones pueden inducir toxicidad, dependiendo de la naturaleza de los grupos
funcionales utilizados. Por ejemplo, ciertos grupos funcionales pueden interactuar con
componentes celulares, provocando estrés oxidativo o inflamacién, lo que subraya la
importancia de una cuidadosa seleccion de ligandos durante el disefio de AuNP para

aplicaciones biomédicas (Jiang et al., 2021).

La biodistribucion de las AuNP es otro aspecto critico que se ha investigado en
modelos tanto in vitro como in vivo. Estudios han demostrado que la biodistribucién de
las AuNP varia significativamente segun su tamafo, forma y funcionalizacién. En
modelos in vivo, se ha observado que las AuNP pueden acumularse en érganos como
el higado, el bazo y los pulmones, lo que puede tener implicaciones tanto para la
eficacia terapéutica como para la toxicidad. Por ejemplo, las investigaciones han
revelado que las AuNP de tamafio mas pequero tienden a ser mas biodisponibles y
se distribuyen mas ampliamente en el organismo, mientras que las AUNP mas grandes
pueden ser eliminadas mas rapidamente a través del sistema reticuloendotelial (Khan
et al., 2020).

La evaluacion de la toxicidad de las AuNP también ha sido objeto de numerosos
estudios. Se han utilizado diferentes enfoques para evaluar la toxicidad, incluyendo
ensayos de viabilidad celular, analisis de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y estudios histopatolégicos. Estos estudios han indicado que la
exposicion a AuNP puede inducir efectos citotoxicos en diversas lineas celulares, lo
que plantea preocupaciones sobre su uso en aplicaciones clinicas. Por ejemplo, un
estudio realizado por AshaRani et al. (2009) demostré que las AuNP pueden causar
dano en fibroblastos humanos, evidenciando la necesidad de realizar estudios de

toxicidad exhaustivos antes de su aplicacion clinica.
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10. Avances Recientes en la Nanotecnologia de AUNP

La nanotecnologia ha revolucionado el campo de la biomedicina, y las AUNP destacan
por su potencial en aplicaciones como la entrega de farmacos, la terapia génica y el
desarrollo de vacunas. Recientes innovaciones en la sintesis y disefio de AUNP han
permitido mejorar su funcionalidad y eficacia en aplicaciones biomédicas, lo que ha

llevado a un incremento en su uso en ensayos clinicos.

Uno de los avances mas significativos en la sintesis de AuNP ha sido el desarrollo de
métodos de fabricacion mas eficientes y sostenibles. La sintesis verde, que utiliza
extractos de plantas y microorganismos como agentes reductores y estabilizadores,
ha ganado atencion debido a su bajo impacto ambiental y a la produccién de
nanoparticulas con propiedades mejoradas (Shen et al., 2021). Este enfoque no solo
reduce la toxicidad asociada a los reactivos quimicos tradicionales, sino que también
puede resultar en AuNP con caracteristicas unicas, como una mejor biocompatibilidad

y una mayor capacidad de interaccion con células biolégicas.

Ademas, la funcionalizacion de las AuNP ha sido objeto de intensiva investigacién. La
modificacion de la superficie de las nanoparticulas con biomoléculas, como
anticuerpos, péptidos o acidos nucleicos, ha permitido mejorar su especificidad y
eficacia en la entrega de farmacos. Por ejemplo, la conjugacion de AuNP con
anticuerpos especificos ha demostrado ser efectiva en la deteccion y tratamiento de
células tumorales, facilitando la entrega dirigida de agentes terapéuticos (Murray et al.,
2020). Esta capacidad de las AuNP para ser funcionalizadas de manera versatil abre

nuevas posibilidades para su uso en la medicina personalizada.

En el ambito de la inmunizacién, las AuNP han sido ampliamente exploradas como
plataformas para la entrega de antigenos virales, mostrando una mejora significativa
en la activacién del sistema inmune. Zhang et al. (2022) demostraron que AuNP
conjugadas con antigenos del SARS-CoV-2 inducen respuestas inmunitarias mas

intensas y duraderas en modelos murinos en comparacion con vacunas
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convencionales. Esta ventaja se atribuye a su capacidad de presentar multiples
epitopos de forma organizada, lo que favorece la activacién eficiente de células

inmunes.

Asimismo, se han investigado combinaciones innovadoras entre AuNP y vacunas
basadas en ARN mensajero (ARNm). Dutta et al. (2021) reportaron que las AuNP
pueden actuar como adyuvantes estabilizando el ARNm vy facilitando su entrega a
células diana, lo que optimiza la respuesta inmunoldgica y permite reducir la dosis de
ARNmM necesaria. Ademas, su aplicacion en terapias combinadas, como la fototermia
asistida por luz infrarroja cercana, ha mostrado resultados prometedores en oncologia.
Huang et al. (2020) documentaron que, al acumularse en tejidos tumorales, las AUNP
pueden ser activadas para incrementar la permeabilidad celular, potenciando la accion

de farmacos quimioterapéuticos y mejorando la eficacia global del tratamiento.

45



JUSTIFICACION

El disefio de vacunas contra el SARS-CoV-2 debe implementarse rapidamente para
producir candidatos de proxima generacion como una ruta alternativa para inducir
respuestas inmunes Optimas con formulaciones vacunales desarrolladas con
tecnologias propias y accesibles. Se ha descubierto que las AuNP son utiles en una
amplia gama de aplicaciones, como la administracion y liberacion controlada de una
variedad de agentes que incluyen medicamentos contra el cancer, antibioticos,
péptidos y acidos nucleicos. En este contexto, el uso de AuNP como vehiculos es
prometedor para el desarrollo de vacunas basadas en epitopos en la modalidad de
péptidos sintéticos debido al potencial adyuvante de este nanomaterial. Sin embargo,
el uso de AuNP ha generado incertidumbre relativa a su posible toxicidad debido a la
posibilidad de que las propiedades fisicoquimicas a nanoescala podrian resultar en

una mayor reactividad con los sistemas bioldgicos.

Por lo tanto, en este trabajo se propone evaluar el potencial inmunogénico de cinco
péptidos derivados de la proteina S distribuidos espacialmente en las subunidades S1
y S2, conjugados individualmente con AuNP y administrados por via subcutanea en
ratones BALB/c, asi como evaluar los efectos nanotoxicoldgicos que las AuNP en su

funcion adyuvante podrian inducir in vivo e in vitro.
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HIPOTESIS

La bioconjugacion de péptidos inmunogénicos derivados de la proteina S del SARS-
CoV-2 a AuNP de 25 nm potenciara significativamente la respuesta inmunitaria
humoral en ratones BALB/c, en comparacién con los péptidos libres, sin inducir efectos

citotoxicos ni inflamatorios relevantes in vitro e in vivo, respectivamente.

Hipotesis especificas:

1. Las AuNP de 25 nm sintetizadas mediante el método de Frens, funcionalizadas con
PEG y bioconjugadas con péptidos derivados de la proteina S del SARS-CoV-2,
conservaran propiedades fisicoquimicas adecuadas para su uso como plataforma

vacunal.

2. Los bioconjugados AuNP-péptido induciran una respuesta inmune humoral

significativamente mayor en ratones BALB/c en comparacion con los péptidos libres.

3. Los bioconjugados AuNP-péptido favoreceran la maduracion de DCs in vitro,

evidenciada por el aumento de marcadores de activacion y secrecion de citocinas.

4. Las AuNP bioconjugadas seran internalizadas eficientemente por DCs, facilitando

la presentacion antigénica.

5. La administracion subcutanea de los bioconjugados AuNP-péptido en ratones
BALB/c no producira efectos toxicos evidentes, como alteraciones histolégicas en

organos clave y en el sitio de administracion.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar cinco bioconjugados de AuNP que contengan péptidos derivados de la
proteina S del SARS-CoV-2 y evaluar su potencial inmunogénico y su bioseguridad en

ratones.

Objetivos Especificos

= Sintetizar AUNP de 25 nm por el método de Frens (1973), el cual se basa en la
reduccion de Au®* a Au® utilizando citrato como agente reductor y estabilizador.

= Bioconjugar AuNP con los péptidos P1, P2, P3, P4 y PS5, utilizando PEG
heterobifuncional como ligando y GTA como agente de entrecruzamiento.

» Caracterizar los bioconjugados de oro para determinar su morfologia (TEM),
tamano hidrodinamico (DLS), potencial ¢ y modificacion de superficie (FTIRy TGA).

= Determinar la inmunogenicidad de los conjugados en ratones BALB/c en términos
de la induccion de respuestas humorales.

» Evaluar la biodistribucion, la localizacién subcelular y los efectos toxicolégicos de
los conjugados analizando el contenido de oro en los tejidos, estudios de imagenes

y determinando marcadores de inflamacién, estrés oxidativo y dafio tisular.
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METODOLOGIA

Seleccion de antigenos

Se seleccionaron cinco epitopos lineales de la proteina S basandose en una revision de
la literatura de aquellos con potencial para generar anticuerpos neutralizantes (Amrun et
al., 2020; Heffron et al., 2020; Li L. et al., 2020; Poh et al., 2020; Pinto et al., 2021). Los
péptidos correspondientes a los epitopos seleccionados fueron sintetizados por
GenScript Biotech (Piscataway, NJ), y sus secuencias y propiedades fisicoquimicas se
detallan en la Tabla 1:

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos seleccionados.

Aminoacidos Longitud PM¢
pa Secuencia pl® CN¢
Inicio  Fin (aa) (g/mol)
P1 TESNKKFLPFQQFGRDIA 553 570 8.9 18 2126.37 1
P2 HADQLTPTWRVYSTGSNV 625 643 7.1 18 2032.17 0.5
P3 SYQTQTNSPRRA 673 685 10.8 12 1988.11 2
P4 PDPSKRSFIEDLLFNKV 810 827 7.2 16 1408.48 0
P5 DSFKEELDKYFKNHTS 1146 1161 4.5 16 2005.27 -2.5

@ Péptido derivado de proteina S.

® Punto isoeléctrico (Innovagen, 2014).
¢ Peso molecular (Innovagen, 2014).

4 Carga neta a pH 7 (Innovagen, 2014).

Sintesis de AUNP

La sintesis de AuNP se realizé6 mediante el método de Turkevich modificado por Frens
(Xia et al., 2009). Para ello se prepararon soluciones al 5 % de HAuCls y NasCsH507 24

h antes de su uso para asegurar que los reactivos estuvieran completamente especiados.
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Para la sintesis, se prepar6 una mezcla de reaccion con un 1 % de cada precursor, que
se mantuvo protegida de la luz durante 5 min. Esta mezcla se vertié rapidamente en un
matraz con agua hirviendo para alcanzar una concentracion final de 0.05 % y se mantuvo
en reflujo por 20 min. La suspension coloidal obtenida se almacendé en refrigeracion a 4
°C hasta su posterior uso. Las soluciones se prepararon con agua milli-Q, y el matraz se

lavé con agua regia antes de usarlo.

Calculo de la Concentracion de Oro Coloidal

Para conocer la cantidad total de AuNP en el volumen de reaccidn final, los calculos se
hicieron asumiendo que el 100 % del oro afiadido se redujo de Au*® a Au® para la

formacion de nanoparticulas esféricas.

Sabiendo que el peso molecular de HAuClses de 339.785 g/mol y que de este unicamente
196.97 g/mol corresponden al oro en el compuesto, se pudo calcular la fraccion reactiva
de oro por molécula de sal aurica. Multiplicando dicha fraccion por la masa total de HAuCl4
empleada en la reaccion de sintesis (con base a la concentracion de la solucion patron),
se obtuvo directamente la cantidad de oro que finalmente se convirti6 en nanoparticula

(Ecuacion (1)).

PM
mAu=—Au X Myaucl, (1)
PMHAUC|4

Donde:

MAu Y Myaycl,= Masa total de Au 'y HAuCls, respectivamente.

PMauy PMyauci,= peso molecular de Au y HAuCls, respectivamente.

El volumen total de oro en la suspension coloidal se calculé a partir de la densidad del
oro (Ecuacion 2), cuyo valor es 19.3 g/cm® (Brown & Lemay, 1985). Mientras que el

volumen de una sola nanoparticula fue calculado con base a una estructura esférica
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(Ecuacion 3). Una vez teniendo el valor de ambos volumenes, se dedujo el numero de
particulas contenidas en la suspensién coloidal como se indica en la Ecuacion (4).

— May
pAu

Vau (2)

4
Vaunp= §1T|’3 3)

VAu

Vaunp

(4)

Naunp=

Donde:

Vau = volumen total de Au en la suspension.
Vaunp = volumen de una nanoparticula esférica.
pau= densidad de Au.

Naune = numero total de particulas en la suspension.

La concentracion molar de oro coloidal se obtuvo calculando la cantidad de
nanoparticulas por mililitro (Ecuacién (5)) y asumiendo que una nanoparticula equivale a

una molécula, cuya relacién alude al numero de Avogadro para el calculo final (Ecuacién

(6).

Naunp
Cnp= V; )
sintesis
Cnp
May= Ny (6)

Donde:

Cnp = cantidad de nanoparticulas por mililitro de suspension.
Vsintesis= volumen total de sintesis.

Mau = molaridad de Au coloidal.

Na= numero de Avogadro
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Funcionalizacién de Superficie

Para la funcionalizacion se establecié la cantidad de moléculas de ligando SH-PEG5K-
NH2 (PEG) requeridas para cubrir una sola particula y dejar expuestos grupos funcionales
que permitan la unién peptidica. El esquema general del proceso de funcionalizacion de
las AUNP con PEG y posterior bioconjugacion con péptidos mediante aminacién reductiva

se muestra en la Figura 1.

5 ; \[/\Oi’w\/NHz_’ @ \[/\oi’n\/%H

gy w

P5:NH,-DS--- TS

\’ HO HO
o) 0
> @~ N NH N NH,
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AuNP PEG GTA P5

Figura 1. Esquema representativo de la funcionalizacion de nanoparticulas de oro (AuNP) con SH-PEG5K-NH,,
seguida de la bioconjugacion de péptidos por aminacién reductiva. La superficie de las AuNP se recubre con PEG
terminal amina, proporcionando sitios reactivos para el entrecruzamiento con glutaraldehido (GTA). Posteriormente, el
péptido modelo P5 se une a través de sus grupos amina libres, y los enlaces imina formados se estabilizan mediante
la reduccién con borohidruro de sodio (NaBH,). Este procedimiento permite una conjugacion estable y orientada,
preservando la funcionalidad del péptido.
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La cantidad de moléculas de PEG que fue necesaria para cubrir una AUNP (Npeg), se
calculd con base a una densidad de recubrimiento de 0.5 PEG/nm? (Zirbs et al, 2015),
asumiendo que cada molécula de PEG de 5 kDa (orientada de manera perpendicular
hacia la superficie de anclaje) ocupa un espacio de 2 nm? (FPreask). Mientras que el area
de superficie (Snp) para cada tamafio de nanoparticula se calculd partiendo de la formula
dada para una estructura esférica perfecta. Finalmente, el numero de moléculas de PEG
requeridas para formar una monocapa a dicha densidad se calculé con las Ecuaciones 7

y 8.

SNP=4T|T2 (7)
_ SNP
Npeg= FPreoe (8)

Con este valor, se calculd la equivalencia en moles de PEG para recubrir 1 mL de
nanoparticulas (Ecuacién (9) y, finalmente, el volumen requerido en pyL de ligando
(Ecuacion (10)).

Cnp*Npeg
Na

PMPEGXmOh:EGX 1000 mg/mL

MOlpgg/mL=

(9)

VPEG=< >x1ooo uL/mL (10)

Cstock PEG
Donde:
PMepec = Peso molecular de ligando heterobifuncional empleado.

Cstock pec = Concentracion de stock de ligando heterobifuncional empleado.

Para la funcionalizacion de 1 mL de AuNP (previamente dispersada por sonicacion
durante 1 min) se afnadié 5 yL de HCI 1 M, la cantidad equivalente a cinco monocapas de
PEG y Tween 20 (2 yL al 5 %). Esta mezcla se mantuvo en agitacién constante durante
toda la noche a 4 rpm a temperatura ambiente. Las AuNP funcionalizadas se lavaron por
centrifugacion (10 min a 20,000 x g) dos veces con PBST 1x (PBS 1x con 0.01 % de
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Tween 20). El volumen total de AUNP-PEG se dividié en cinco partes iguales sobre las

cuales se realizaron las reacciones individuales de conjugacion.

Estrategia de Bioconjugacion

Calculo de Péptido Requerido

Conociendo Npeg, es posible calcular la cantidad de cada péptido que es necesario anadir
para la bioconjugacién si se asume que por cada cadena de PEG fijada en la superficie
de la nanoparticula corresponde una molécula de péptido (Nrer = Npec). De este modo,
los moles de péptido por mililitro de bioconjugado y el volumen a anadir fueron obtenidos
de manera similar que para el ligando (Ecuaciones 11y 12).

CnpXN
molpgp/mL= —e—FEP (11)
Na

PMpgp*xmolpgp %1000 mg/mL
Vpgp= < pep” MOTpEP o/ ) %1000 plL/mL (12)
CSTOCK PEP

A pesar de que la cantidad de péptido tedrica que deberia unirse a la nanoparticula es
conocida, se agreg6 el volumen correspondiente a un exceso de cuatro veces (4x) su
valor para asegurar que al menos haya una monocapa completa de péptido unido por

monocapa de PEG.

Se anadié GTA 100x para el entrecruzamiento de aminas, se dejé reaccionar durante 1
hora con agitacion constante a 4 rpm y luego se lavd con PBST. Posteriormente, se
afiadio el péptido objetivo necesario para formar cuatro monocapas por particula, se dejo
reaccionar durante la noche en agitacién constante y, tras un lavado, se anadié NaBH4
20x como agente reductor durante 1 h mas antes de realizar un ultimo lavado. Este
reductor estabiliza los enlaces imina formados entre las aminas y el GTA, convirtiéndolos
en enlaces amina secundarios mas estables (Migneault et al., 2004). Finalmente, los

conjugados se concentraron 20 veces hasta un volumen de 1.5 mL.
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Cuantificacion Indirecta de Péptido Unido mediante HPLC

El péptido no unido se cuantificé en los sobrenadantes de reaccion de entrecruzamiento
con GTA, mediante HPLC en un sistema Agilent Serie 1200. La separacion se llevo a
cabo en una columna de fase reversa C1s con gradiente lineal (solucién A: 0.1 % acido
trifluoroacético en agua / solucion B: 0.1 % acido trifluoroacético en acetonitrilo) a una
velocidad de flujo de 0.6 mL/min durante 10 min. El volumen de inyeccion fue de 50 uL a
una velocidad de inyeccion de 0.2 mL/min. La longitud de onda de absorcion para la
deteccion se establecio en 214 nm, ya que los enlaces peptidicos (enlaces amida),
formados por los grupos carbonilo (C=0) y amino (N-H), presentan una fuerte absorcion
en esta regidn del espectro UV. Esto permite una deteccidn sensible y general de
péptidos, independientemente de su composicion de aminoacidos (Kuipers & Gruppen,
2007). Se prepararon curvas de calibracion para cada péptido con soluciones estandar
en un rango de 25-100 pg/mL. Cada estandar y muestra se centrifugaron durante 2 min
a 21,000 x g y la fase superior se recupero y se transfirid a un vial para su inyeccion en
el sistema HPLC. Se utilizaron controles de péptidos no unidos para cada determinacion,
con soluciones de péptidos a la concentracion agregada para una reaccién de

conjugacion en PBS-T.

Caracterizacion de AuNP

Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Debido a que la resonancia del plasmén de superficie localizada (LSPR) esta altamente
relacionada con el tamafio de particula, la longitud de onda correspondiente a la banda
de absorcion maxima en la regién visible se determind mediante espectroscopia UV-
Visible, para confirmar las variaciones de tamarfo entre las diferentes sintesis y los
conjugados. Las medidas de los espectros UV-Vis se efectuaron en la longitud de onda
de 400 a 800 nm, empleando celdas desechables de 1 cm de camino optico en un
espectrofotometro Jenway 6705 (Bibby Ltd., Stone, UK).
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Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Parametros como el diametro hidrodinamico (DH), el indice de polidispersidad (PDI) y el
potencial { se determinaron en un Zetasizer Pro (Malvern Ltd., Malvern, UK). Se configuré
el equipo de modo que las condiciones operativas se establecieron para el oro como
material en solucidén con un indice de refraccion de 0.183 y absorcion de 3.343 (Johnson
& Christy, 1972). Mientras que, para el agua, como material dispersante, la temperatura
de trabajo se establecioé a 25 °C con una viscosidad de 0.8872 cP, indice de refraccion
de 1.33 y constante dieléctrica de 78.5. Cada muestra se ajustd a 1 unidad de
absorbancia midiendo a 520 nm en PBS 1x y todas las mediciones automatizadas se
realizaron en una celda capilar plegada desechable DTS1070 que permitio la
determinacion simultanea de los parametros antes mencionados con un volumen de

muestra que se ajusto a 800 uL con el material dispersante.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

El analisis morfolégico y la distribucion de tamano de nanoparticula se realizaron
mediante microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) en una unidad JEM-JEOL-2100
a 200 kV. Se realizé una dilucién 1:200 de la suspension de AuNP recubiertas con citrato
en agua desionizada para preparar la muestra. Se depositaron 5 pyL de la muestra sobre
una rejilla recubierta de niquel formvar/carbono durante 10 min y se dejoé secar durante
24 h en un desecador. Para la distribucién de tamafos se considero el diametro de 700
nanoparticulas y las micrografias se procesaron con el software ImagedJ version 1.53e,
NIH, EE. UU (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion de las moléculas de superficie correspondientes a la funcionalizacion
y conjugacion de péptidos se realizd6 mediante FTIR. Para cada muestra se tomo6 una
alicuota equivalente a 1 mg de oro, se concentré a un volumen de 50 pL, en un tubo
eppendorf de 1 mL, se depositd sobre una superficie de silicona antiadherente y se colocé

en un desecador durante 24 h. La muestra seca se transfirio cuidadosamente al equipo
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con la ayuda de una espatula fina y los espectros se registraron en la regién de 4000 —
400 cm™ con un total de 254 escaneos, en un equipo Nicolet iS10 con accesorio de
muestreo Smart iTX ATR.

Analisis Termogravimeétrico

Se realizaron mediciones termogravimétricas (TGA) con un analizador TGA-550 (TA
Instruments, New Castle, DE). Las muestras de AuNP con citrato, funcionalizadas o
conjugadas se concentraron de manera similar al analisis FTIR, usando una alicuota de
3 mg de oro en 50 pL. La tasa de calentamiento fue de 10°C/min y el rango de

temperatura fue de 30 a 600 °C.

Estudios in vitro

Evaluacion de Citotoxicidad

La citotoxicidad de los conjugados se evalu6 mediante el ensayo de resazurina. Las
células HEK-293T se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina y 10% de suero bovino fetal, a 37 °C
y 5 % de COg, utilizando placas T75 hasta confluencia. Un dia antes de la evaluacion de
citotoxicidad, se sembraron 1x10* células por triplicado en una placa de cultivo de 96
pocillos. Las células control se trataron con H202 (40 mM) o sin estimulo. Las células se
expusieron a AuNP funcionalizadas con PEG (AuNP-PEG) o una mezcla de los cinco
conjugados AuNP-P1 a AuNP-P5 (AuNP-mpS) en un rango de concentracion de 0.1 a
1000 pg/mL durante 24, 48 y 72 h en las condiciones de cultivo mencionadas
anteriormente. Para evaluar la actividad metabdlica, se determind la viabilidad celular
basada en la reduccidon de resazurina a resofurina en el punto final del tratamiento. Las
células fueron expuestas a 30 pg/mL de resazurina durante 3 h y se registro la

fluorescencia (560 nm/590 nm) en un dispositivo FlexStation Il (LabX).
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Ensayo de internalizacion celular

En un experimento separado, las DCs fueron cultivadas bajo las condiciones previamente
mencionadas y expuestas a AuUNP-PEG, conjugados individuales (AuNP-P2, AuNP-P3,
AuNP-P5) o solo medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) como control. Después
de 3 0 6 h de incubacion, el medio fue retirado y las células fueron lavadas dos veces con
PBS 1x. Posteriormente, las células fueron fijadas con una solucién a base de aldehidos
(4 % formaldehido, 0.05 % GTA, 0.1 M de cacodilato de sodio a pH 7.2y 0.2 % de acido
picrico) durante 48 h a temperatura ambiente. La solucion fijadora se reemplazé por
cacodilato de sodio 0.1 M y las muestras se almacenaron a 4 °C para su procesamiento.
Para el analisis de internalizacion celular, las células se lavaron tres veces durante 10
min con cacodilato de sodio 0.1 M y luego fueron fijadas secundariamente con tetradxido
de osmio al 1 % durante 60 min. Las muestras se lavaron dos veces con cacodilato de
sodio y se contrastaron con acetato de uranilo al 0.5 % durante 10 min. Después, las
muestras fueron lavadas tres veces con acetato de sodio y agua destilada.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en una serie de etanol de
concentracion creciente (del 35 al 100 %) y embebidas en resina EMBED 812 durante 48
ha55 °C.

Las secciones de piel de los ratones inmunizados con los bioconjugados de AuNP o
Al(OH)3-mpS fueron sumergidas en una solucién fijadora a base de aldehido durante 2 h
a temperatura ambiente, luego se almacenaron a 4 °C durante 72 h. Posteriormente, los
tejidos fueron transferidos a tubos con 3 mL de cacodilato de sodio 0.1 M y procesados
de forma similar a las DCs hasta la etapa de deshidratacién con etanol. Después de la
deshidratacion, las muestras fueron lavadas tres veces durante 10 min con 6xido de
propileno y se incubaron durante la noche en una mezcla 1:1 de resina y Oxido de
propileno. Luego de un nuevo lavado, las muestras fueron embebidas en resina durante
48 ha b5 °C.

Se obtuvieron secciones ultrafinas de 75 nm utilizando un ultramicrotomo LEICA EM UC7

con una cuchilla de diamante DIATOME ultra 45°. Las secciones fueron transferidas a
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rejillas de cobre y se les aplicdé una segunda tincion con metales pesados (acetato de
uranilo y citrato de plomo). Finalmente, las rejillas se dejaron secar sobre papel filtro en
una placa de Petri con silice durante 8 h antes de ser observadas con un microscopio
electronico de transmision JEM-JEOL-2100 operado a 200 kV. Las micrografias

obtenidas fueron analizadas mediante el software ImageJ 1.53e (NIH, Bethesda, MD).

Determinacion de marcadores de maduracion en DCs mediante citometria de flujo

El efecto de los conjugados de oro en la maduracion de las células DC2.4 se evalud
mediante citometria de flujo. Primero, se sembraron 3x108 células en 2 mL de medio
RPMI completo (suplementado con 1 % de penicilina/estreptomicina, 1 % de aminoacidos
no esenciales MEM, 10 mM de HEPES, 1 mM de B-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina
y 2 % de SBF) en placas de 60 mm y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 h
antes de agregar los conjugados. Las células se lavaron una vez con 1x PBS y se trataron
con AuNP-PEG (50 ug/mL), LPS (100 ng/mL) o con medio RPMI completo como control
sin estimulo (SE) durante 24 h. Las células DC2.4 se lavaron, se resuspendieron en PBS
1x suplementado con 5 % SBF y la concentracion se ajustd a 5x10° células por pocillo.
Para un marcado simple y para los controles de isotipo, se colocaron 2.5x10° células SE

y 2.5%10° células tratadas con LPS en cada pocillo.

Los receptores Fc CD16 y CD32 se bloquearon en todas las muestras con 25 L de anti-
CD16/32 durante 30 min en hielo, se lavaron dos veces por centrifugacion (1,200 rpm/5
min a 4 °C) y se marcaron durante 25 min con los anticuerpos. Finalmente, las células se
lavaron una vez, se resuspendieron en PFA al 1 % en PBS y se almacenaron a 4 °C.
Durante todo el proceso, las células se mantuvieron en hielo y protegidas de la exposicion
a la luz. Los anticuerpos y sus controles de isotipo utilizados fueron: anti-CD11c
conjugado con isotiocianato (FITC) (control de isotipo IgG de hamster armenio FITC),
anti-CD86 conjugado con ficoeritrina (PE) (control de isotipo IgG2a de rata PE), anti-CD40
conjugado con aloficocianina (APC) (control de isotipo IgG2b de rata APC) y anti-MHC
clase Il conjugado con estreptavidina-PerCP/Cyanine5.5 (control de isotipo IgG de

hamster armenio PerCP/Cyanine5.5) (control de isotipo IgG de hamster armenio
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PerCP/Cyanine5.5) (control de isotipo IgG2b de rata biotina). Los datos se adquirieron
en un citdmetro de flujo Attune Nxt (Thermo-Fisher) y se analizaron con el software
FlowJo v.10 (BD Biosciences, Ashland, OR).

Perfil de citocinas en DCs

Para la cuantificacidén de citocinas, se sembraron DCs en un experimento independiente
bajo las mismas condiciones anteriormente descritas. Después de 24 h de incubacion, se
les realizd un lavado con PBS 1x y se trataron con 50 pg Au/mL de AuNP-PEG o AuNP-
mpS. Después de 24 h de incubacién, los sobrenadantes fueron recolectados y
almacenados a —80°C hasta el analisis. Los niveles de citocinas fueron evaluados
mediante el BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit,
siguiendo el protocolo del fabricante. Los datos se adquirieron utilizando un citometro de
flujo Attune Nxt (Thermo-Fisher) y se procesaron con el software FlowJo v.10 (BD

Biosciences, Ashland, OR).

Estudios in vivo en ratones BALB/c

Ensayo de inmunizacién

El protocolo descrito a continuacién fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas (CEID-FCQ) con registro: CEID 2018-
03. Se formaron grupos de ratones BALB/c hembras (8-10 semanas de edad, n = 5) para
recibir uno de los siguientes tratamientos: mezcla de péptidos en adyuvante Al(OH)s3 a
dosis baja (HA mpS L, 5 pg de cada péptido) o dosis alta (HA mpS H, 15 pg de cada
péptido), una mezcla de los cinco péptidos en PBST (5 pg) o los conjugados AuNP-P1,
AuNP-P2, AuNP-P3, AuNP-P4, AuNP-P5 (correspondientes a 5 ug de cada péptido). Se
administraron cuatro dosis subcutaneas (100 uL) en intervalos de dos semanas (dias 1,
15, 30 y 45). Se obtuvieron 200 uL de sangre periférica mediante puncion de la cola un
dia antes de cada inmunizacion y dos semanas o dos meses después de la ultima

inmunizacion, como se muestra en la Figura 2. Los sueros se separaron mediante
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centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 min y se almacenaron a —20 °C hasta su posterior

analisis.

Inmunizacion } } }
15 30 45 60

 Dias 0 75 90 105

Mes 0 O 0 O 0 O

Figura 2. Esquema de inmunizacién en ratones BALB/c

Ensayo ELISA

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos con cada péptido para los grupos de
conjugados individuales (150 ng/pocillo), una mezcla de péptidos para los grupos HA (500
ng/pocillo) o con la proteina S (200 ng/pocillo); se diluyeron en tampdn de carbonato 0.2
M (pH = 9.6) y se incubaron durante la noche a 4 °C. Se realizaron tres lavados con PBST
(conteniendo Tween 20 al 0.05 %) después de cada incubacién. Las placas se
bloquearon con una solucién de leche descremada al 5 % a temperatura ambiente
durante 2 h. Se aplicaron diluciones seriadas de los sueros de prueba y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Para el marcaje secundario, se utilizaron anticuerpos antirratén
(IgM, 1gG, 1gG1 o IgG2a) conjugados con peroxidasa de rabano picante y se incubaron
durante 2 h a 25 °C. La deteccion se realizé agregando ABTS y H202 como sustrato y la
densidad optica se registré a 405 nm durante 1 h en un fotdmetro de microplacas Thermo
Scientific Multiskan® FC (Thermo Scientific, Waltham, MA).

Procesamiento de tejidos para analisis histologico y TEM

Transcurridos 60 dias desde la ultima inmunizacion, los ratones BALB/c de los grupos
AuNP-P2, AuNP-P3, AuNP-P5 y Al(OH)3-mpS fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical y se extrajeron los rifones, el higado y secciones de piel de 2 mm?2. Los 6rganos

fueron pesados, lavados una vez con solucion salina al 0.9 % y conservados en tubos
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con 4 mL de paraformaldehido al 4 %. Las muestras se almacenaron a temperatura
ambiente hasta que fueron procesadas para analisis histolégico. Los 6rganos y la piel se
deshidrataron mediante una serie de lavados con etanol de concentracion creciente, del
70 al 100%, seguidos de aclarado en isopropanol (20 min — 20 min — 45 min).
Posteriormente, las muestras fueron impregnadas en parafina a 60 °C, en ciclos de 30
min — 30 min — 40 min. Se obtuvieron secciones de 4 micrémetros utilizando un micrétomo
y se tiferon con hematoxilina y eosina. La segunda seccion de piel fue procesada

siguiendo el protocolo adecuado para microscopia electrénica de transmision.

Analisis estadistico

La significancia estadistica se evalué mediante analisis de varianza (ANOVA) seguido de
la prueba post hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas cuando los
valores p fueron menores a 0.05. Los niveles de significancia se indicaron en las leyendas
de las figuras con los siguientes simbolos: *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001. El analisis

se llevd a cabo utilizando OriginPro 2021 (OriginLab Corp, Northampton, MA).
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RESULTADOS

Propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas de los conjugados de oro

El espectro de absorcion UV-Vis de las AuNP no modificadas exhibié un pico de
absorcion (Amax) @ 520 nm correspondiente a la resonancia del plasmon de superficie,
tipica de nanoparticulas esféricas de aproximadamente 20 nm (Frens, 1973) y cuyo DH
fue de 20.14 nm con un potencial { de —30.20 mV. Las micrografias TEM confirmaron la

morfologia esférica de las AuNP y su tamano real de 18.70 + 4.70 nm (Figura 3).
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Figura 3. Micrografia TEM de AuNP a 200 kV (A). Histograma de distribucion de tamarfio de nanoparticulas (n=700
AuNP).

Una vez funcionalizadas las nanoparticulas, el valor Amax aumenté en 2 nm, lo que se
mantuvo en los conjugados AuNP-P3 y AuNP-P5 (Figura 4). Aunque los demas
conjugados permanecieron en Amaxde 521 nm, su conjugacion fue confirmada por DLS y

cambios en el potencial C.

El DH de las AuNP-PEG tuvo un incremento de 21.62 nm con respecto a las AuNP
estabilizadas con citrato y este parametro aumenté 31.71 £ 1.85 nm mas en los
conjugados finales (Tabla 2). Las AuNP-P3 tuvieron el DH mas pequefio (29.06 nm), lo
que podria atribuirse a la longitud del péptido unido, ya que es el péptido mas corto.

Debido a los grupos amino-terminales, el potencial { de las AUNP-PEG se volvié mas
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positivo que el de las AuNP sin modificar, alcanzando un valor de —6.39 mV. El potencial
¢ final de los conjugados oscilo entre —11.70 y —5.87 mV con un PDI medio de 0.20 +

0.04, se confirmé tanto la modificacion de la superficie como la estabilidad de los sistemas

coloidales.
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Figura 4. Espectro UV-Vis normalizado de AuNP estabilizadas en citrato y su comparacion con AuNP funcionalizadas

con PEG o conjugadas con los péptidos seleccionados.

Tabla 2. Caracterizacion por DLS de AuNP estabilizadas con citrato, funcionalizadas con PEG y conjugadas con los

péptidos.
D )E:]r:;( F(h:‘r:nv)l-l (rl?rl;:) PDI (sz)
AuNP 520 44 20.14 0.03 -30.20
AUNP-PEG 522 46 4176 0.54 6.39
AUNP-P1 521 44 52.57 0.21 6.85
AUNP-P2 521 44 54.27 0.15 -8.96
AUNP-P3 522 44 49.20 0.21 1170
AuNP-P4 521 44 51.89 0.26 5.87
AuNP-P5 522 44 51.30 0.18 775
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Caracterizacion FTIR

En la Figura 5 se muestran los espectros FTIR de citrato de sodio y HS-PEG5K-NH,, en
su forma pura, con el objetivo de identificar los grupos funcionales caracteristicos de cada
estabilizador. Estas sefiales permiten confirmar la presencia de enlaces especificos y

sirven como referencia para comparar con AuNP funcionalizadas y conjugadas.

Para corroborar la naturaleza del recubrimiento de las AuNP en cada etapa de
modificacion, se realizé un analisis FTIR en muestras desecadas (Figura 6). El espectro
FTIR de las AuNP recubiertas con citrato mostré6 una banda ancha caracteristica del
estiramiento O—H en el rango 3657-3000 cm™ (1) y otra a 1415 cm™' correspondiente al
estiramiento simétrico COO (10), ademas de dos bandas entre 2912-2845 cm-' de
estiramiento asimétrico C—H (3) y simétrico (4). El sistema AuNP-PEG mostré bandas
adicionales a las de las AuNP recubiertas con citrato que confirmaron el intercambio de
ligando superficial. Las bandas principales corresponden al estiramiento C—N de la amina
| a 1257 cm™ (12), estiramiento C—O de los grupos éter entre 1084—1020 cm-' (14 y 15)
y la banda de oscilacion C—H a 720 cm™' (18) conocida como la banda de cadena larga
CHoa. Es importante notar que la formacion del enlace S—Au dativo se consolidé con una
pequeiia banda a 451 cm-' (19) y el estiramiento S-C de la cadena polimérica de PEG se

localizé con una banda aguda a 794 cm" (17).
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Figura 5. Espectros FTIR de citrato de sodio (A) y HS-PEG5K-NH; (B) en su forma pura.
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Finalmente, las bandas a 1725 y 1622 cm™ (5 y 6) de estiramiento C=0 del acido
carboxilico y amida Il, asi como a 1576 y 1543 cm-"! (7 y 8) de flexion N-H de la amina |
y amida Il, respectivamente, corroboraron la presencia de péptidos conjugados. Otras
bandas encontradas so6lo en los conjugados de oro fueron la flexion C—H del grupo
metileno (1465 cm', 9), la flexion O—H de los acidos carboxilicos (1140 cm™', 13) y del
fenol del aminoacido tirosina presente en los conjugados AuNP-P2, AuNP-P3, y AuNP-
P5 (1333 cm, 11). Ademas, los aminoacidos exhibieron una fuerte y amplia banda O-H
en la region de 3660-3000 cm' del acido carboxilico y alcoholes de la secuencia de

aminoacidos como serina, treonina y tirosina.
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Figura 6. Espectros FTIR de nanoparticulas de oro (AuNP) estabilizadas con citrato (Au0), tras su funcionalizacién con
PEG y posterior conjugaciéon con péptidos (P1 a P5). Las bandas observadas en los espectros corresponden a distintos

grupos funcionales, los cuales estan detallados en la Tabla A 1 del Anexo.
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Analisis Termogravimétrico

Se analizaron muestras de citrato de sodio y HS-PEG5K-NH2 para caracterizar la
descomposicion térmica de cada compuesto y facilitar su comparacion con muestras
funcionalizadas (Figura 7). La pérdida de peso observada por debajo de los 200 °C se
atribuyo a la evaporacion del agua residual presente en la muestra. Solo los cambios de
masa registrados por encima de esta temperatura se consideraron representativos del
contenido organico del material. En el termograma correspondiente al citrato de sodio
puro, se identificaron tres eventos de pérdida de masa, destacando uno alrededor de
310 °C asociado a su degradacion parcial, y otro a 450 °C, vinculado a la descomposicion
de residuos (Figura 7A) (Marcilla et al., 2018; Liu et al., 2018). Por otro lado, el
termograma del HS-PEG5K-NH2 puro mostré un pico en la derivada térmica en torno a
los 380 °C (Figura 7B), junto con una pérdida de masa del 96.5 %, comportamiento
comparable al observado en las AuNP funcionalizadas y conjugadas. Asimismo, se
detectaron picos derivados cerca de los 350 y 400 °C, los cuales concuerdan con reportes
previos que atribuyen esas pérdidas a la descomposicion térmica del PEG (Qian et al.,
2017; Lu et al., 2019)

(A) 100 ——=
{1217 %
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Figura 7. Resultados del andlisis termogravimétrico (TGA) y de derivada (DTG) de citrato de sodio (A) y HS-PEG5K-
NH_ (B) en su forma pura, con el objetivo de identificar las sefiales térmicas correspondientes a los estabilizadores

utilizados en la sintesis y funcionalizacion de AuNP.
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Tal como se presenta en la Figura 8, las AuNP estabilizadas con citrato mostraron una
pérdida de masa del 0.99 % al final del andlisis térmico, mientras que las nanoparticulas
funcionalizadas con PEG exhibieron una pérdida significativamente mayor de material
organico. A partir de los datos de TGA, se estimo que el contenido de PEG en la muestra
funcionalizada fue del 8.3 %, mientras que en las muestras conjugadas fue de 7.18 £ 0.98
%. Estos valores fueron empleados para calcular la densidad del injerto (oTtca), siguiendo
metodologias previas (Das et al., 2016), con un valor calculado de 0.62 + 0.09

moléculas/nm? (Tabla 3).
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Figura 8. Resultados del anélisis termogravimétrico (A) y de derivada (B) de AuNP estabilizadas con citrato,
funcionalizadas con PEG y conjugadas con los péptidos P1 a P5. La banda gris indica el rango de temperatura donde

se observo la pérdida de peso atribuida a la descomposicion de los péptidos.

En el caso de las AuNP conjugadas, la pérdida total de materia organica entre 200 y
600 °C fue de 12.44 £ 0.70 % (equivalente a 0.36 £ 0.09 mg), de la cual un 5.26 £ 1.20 %
(0.15 + 0.01 mg) correspondid especificamente al péptido conjugado (Tabla A 2 del
Anexo). Dado que el analisis por HPLC indicé una cobertura promedio de 1.14 + 0.25
monocapas de péptido, esta informacion se utilizdé para comparar la cantidad tedrica de
péptido incorporado en la reaccion de conjugacion con la masa real detectada por TGA.
De acuerdo con el calculo tedrico, se esperaria una incorporacion de 0.12 + 0.02 mg de

péptido, mientras que el analisis experimental mostré un contenido de 0.15 + 0.01 mg
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(Tabla 4). Esta cercania entre los valores tedrico y experimental respalda la efectividad

del proceso de conjugacion empleado.

Tabla 3. Densidad de injerto (otea) de PEG en la supefficie de las AuNP.

Muestra f (%) " ores
(moléculas/nm?) 2
AuNP-PEG 0.08 0.70
AuNP-P1 0.06 0.49
AuNP-P2 0.08 0.71
AuNP-P3 0.08 0.66
AuNP-P4 0.06 0.53
AuNP-P5 0.07 0.60

20r6a = (f *Na*D pgoa)/((1 = f) - MWpg - 6), donde fes la fraccion en peso de los
ligandos organicos determinada por TGA, Na es la constante de Avogadro, D es el
diametro de una AuNP, pgos = 19.32 g/lcm® y MWpeec = 5000 g/mol (Joydeep et al.,
2016).

b La fraccion en peso se calculd a partir de la pérdida de masa atribuida al PEG.

Determinacion de péptido unido

Para determinar la concentracién de péptido unido en cada conjugado, se recuperaron y
analizaron por RP-HPLC los sobrenadantes que contenian péptido no unido en las
reacciones de conjugacion. La Figura 9 muestra las curvas de calibracién obtenidas para
cada uno de los péptidos analizados mediante HPLC, en un rango de concentracion de
25 a 100 pg/mL. Las curvas presentan una relaciéon lineal entre la concentracion del
péptido y el area del pico cromatografico, con coeficientes de determinacion (R?)
superiores a 0.99 en todos los casos, lo que indica una excelente linealidad del método.
Estos resultados validan la precision y sensibilidad del analisis cromatografico para
cuantificar la concentracion de péptidos libres en las muestras. Las pendientes de las
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curvas varian ligeramente entre péptidos, reflejando diferencias en su respuesta
cromatografica individual.
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Figura 9. Curvas de calibracion de los péptidos P1 a P5 en un rango de concentracion de 25 a 200 ug/mL, cuantificado
por HPLC.

Curiosamente, se encontraron multiples picos con diferentes tiempos de retencién en los
cromatogramas de los sobrenadantes de P1 (cuatro picos), P2 (dos picos) y P3 (tres
picos) que podrian atribuirse a la cantidad de aminas primarias reactivas en su secuencia
de aminoacidos (8, 5 y 8 aminas primarias, respectivamente), las cuales podrian
participar en las reacciones de reticulacion (Figura 10). La concentracion de péptido no
unido se calculo por interpolacion de la curva de calibracion y se resto de la concentracion

medida en los controles para determinar la cantidad de péptido unido o restante en la

suspension coloidal.

Como se indica en la Tabla 4, la concentracion media de péptido ligado fue de 84.46 +
25.56 pg/mL de suspension de AuNP. Considerando que en 1 mL de suspension de
AuNP concentradas 100 x hay 3 mg de Au?, se estimd que la cantidad de péptido por
masa de AuNP fue de 28.15 + 9.52 ug/mg.
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Figura 10. Cuantificacién por HPLC de péptidos P1-P5 en sobrenadantes tras su conjugacion con AuNP. La fraccion

unida (ug péptido / mg AuNP) se estimo desde la absorbancia a 214 nm y se compardé con la concentracion inicial (C).

Tabla 4. Comparacién del contenido de péptidos en los conjugados de oro, basada en HPLC y TGA.

Péptido
Concentracion Pérdida de
Péptido equivalente Péptido
de muestra Monocapas peso de
Conjugado unido a1l remanente
control ¢ péptido
(Mg/mL) P monocapa (mg) &¢
(ug/mL) 2 ) (mg) ¢
(mg)
AuNP-P1 199.44 60.30 1.21 0.092 0.11 0.13
AuNP-P2 198.90 93.02 1.87 0.087 0.16 0.16
AuNP-P3 199.88 130.72 2.62 0.061 0.16 0.14
AuNP-P4 199.99 69.99 1.40 0.086 0.12 0.15
AuNP-P5 200.09 68.28 1.36 0.086 0.12 0.15

a Concentracién de control de péptido afiadido en exceso (4 veces) a la reaccion de
conjugacion, determinada por HPLC.

b Péptido unido a AuNP, determinado por HPLC.

¢ Monocapas de péptidos remanente en conjugados de oro (a*b).

4 Valores tedricos.

¢ Monocapas x péptido equivalente a 1 monocapa.

fPérdida de peso determinada por TGA.
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Evaluacion de citotoxicidad

Para comprobar si las AuNP son toxicas a nivel celular, la linea celular HEK-293T se
expuso a un rango de concentraciones de AuNP. La citotoxicidad celular se midié a las
24, 48 y 72 h post-exposicion midiendo la actividad metabdlica de las células vivas,
utilizando el método de reduccién de resazurina. Los resultados mostraron que no existe
diferencia  significativa entre los tratamientos AuNP-PEG y AuNP-mpS,
independientemente de la concentracion de nanoconjugados (Figura 11). Después de 24
h de incubacion con las nanoparticulas funcionalizadas, se observé una ligera
disminucién de la actividad metabdlica a partir de 100 pg/mL; sin embargo, este efecto
no fue significativo. Curiosamente, 48 h después de afadir los nanoconjugados se
observo una disminucion estadisticamente significativa en la viabilidad celular desde 100
pg/mL con AuNP-PEG y 250 ug/mL con AuNP-mpS, que continué disminuyendo hasta el
71% y el 64%, respectivamente, con 1000 pg/mL. Por el contrario, tras 72 h de exposicion,
la viabilidad celular se recuperd con ambos tratamientos, hasta el 87% con AuNP-PEG y

el 91% con AuNP-mpS a la concentracion mas alta.
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Figura 11. Evaluacién de viabilidad celular en la linea HEK293-T tras exposicion a AUNP-PEG y AuNP-mpS. ANOVA
de dos vias con prueba de Tukey (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ns = no significativo).
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Evaluacion de la respuesta humoral inducida por los conjugados de oro

La capacidad de los conjugados de oro para aumentar la inmunogenicidad de cada
péptido se prob6é administrando por via subcutanea (s.c.) cada conjugado a ratones de
prueba y comparando su respuesta con aquellos que recibieron una mezcla de péptidos
co-administrados con un adyuvante de referencia (hidroxido de aluminio, HA). Se observo
un aumento de IgM en una etapa temprana después de la primera dosis para todos los
tratamientos (péptidos con HA o conjugados a AuNP), alcanzando su concentracion
maxima el dia 30 del esquema de inmunizacion (Figura 12A). Con relacion a la respuesta
de 1gG, esta se dispard después de la tercera dosis de conjugados o péptidos con HA,
alcanzando su pico maximo el dia 45 (Figura 12B). Los niveles de anticuerpos anti-P1y
anti-P5, al igual que los generados en los ratones vacunados con la mezcla de péptidos
en HA, alcanzaron su punto maximo después de la tercera dosis. Sin embargo,
posteriormente estos niveles disminuyeron hasta alcanzar concentraciones apenas
detectables, incluso en los grupos que recibieron el adyuvante comercial (p<0.01). Los
ratones que recibieron la dosis alta en HA produjeron niveles significativamente mas altos
de IgM anti-mpS que los ratones del grupo de dosis baja, pero los niveles de IgG no

mostraron una correlacion con la dosis recibida (p < 0.05).

(A) IgM (8) 1gG

0 15 3Q 45 60 75 90 105 0 15 30 45 60 75 90 105
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Figura 12. Evaluacion de inmunogenicidad de péptidos administrados con hidréxido de aluminio o conjugados a AuNP.
Niveles séricos de anticuerpos IgM (A) e I9G (B) inducidos en ratones BALB/c inmunizados con conjugados AuNP-P1
a P5 o mezcla peptidica con adyuvante (AH mpS). Anticuerpos detectados por ELISA (dilucién 1:200) en distintos

tiempos.
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Es importante destacar que los conjugados AuNP-P2, AuNP-P3 y AuNP-P5 indujeron los
mayores niveles de anticuerpos IgG, incluso 2 meses después de la ultima inmunizacion
(p<0.001). Los ratones inmunizados con los conjugados AuNP-P2, AuNP-P3 y AuNP-P5
alcanzaron los mayores niveles de anticuerpos IgG con respecto a los demas grupos
(Figura 13A), en el que predominé la subclase IgG1 sobre la IgG2a (Figura 13B). Mientras
que los conjugados AuNP-P1 y AuNP-P4, asi como el grupo HA en ambas dosis,
alcanzaron niveles de anticuerpos bajos y no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre ellos y tampoco en la subclase IgG predominante.
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Figura 13. Titulos de IgG anti-péptido (A), niveles séricos de IgG1 e IgG2a (B) y titulos de IgG anti-Spike (C) tras
inmunizacién con conjugados individuales o dosis baja/alta de adyuvante HA. Anticuerpos evaluados por ELISA en el
dia 45. ANOVA de dos vias con prueba de Tukey (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ns= no significativo).
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La capacidad de los anticuerpos inducidos por los conjugados para reconocer los
péptidos en condiciones nativas se evalu6 mediante un ELISA en el que el antigeno
objetivo fue la proteina S completa comercial. Los resultados mostraron que el titulo de
anticuerpos IgG inducido por AuNP-P1, que se uni6 a la proteina S, fue 8 veces mayor
que el obtenido contra P1. En este caso, los anticuerpos inducidos por los conjugados
AuNP-P2, AuNP-P3 y AuNP-P5 revelaron un titulo menor que el obtenido contra sus
péptidos individuales y no representaron una diferencia estadisticamente significativa con
respecto a AuNP-P4 y el adyuvante HA con la mezcla de péptidos en dosis alta (15 pg

de cada péptido) (Figura 13C).

Efectos inmunomoduladores de AuNP en DCs: maduracion y produccidon de citocinas

Se evaluo el impacto de las AUNP-PEG en la maduracién de las DCs mediante citometria
de flujo, utilizando células DC2.4 expuestas durante 24 h a una concentraciéon de 50
pMg/mL de AuNP-PEG. En comparacion con las células control, que solo recibieron el
vehiculo, se encontré6 que las nanoparticulas favorecieron la maduracion celular al
aumentar la expresion de la molécula coestimuladora CD86, mientras que la expresién
de CDA40 se redujo (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacioén de la maduracién in vitro de células dendriticas. Expresion de MHC-II (A), CD86 (B) y CD40 (C)
en células DC2.4 tras 24 h de exposicion a 50 ug/mL de AuNP-PEG. Resultados expresados como intensidad media

de fluorescencia (MFI). ANOVA de dos vias con prueba de Tukey (**p < 0.01; ns= no significativo).
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En linea con estos resultados, también se analiz6 el efecto inmunoestimulador de las
AuNP en las DCs a través de la produccién de citocinas tras el tratamiento con diferentes
formulaciones de nanoparticulas (Figura 15). El tratamiento con AuNP-mpS provoco un
aumento considerable en la liberacion de IL-4 e IL-6, en comparacion con las células
control. Especificamente, los niveles de IL-4 alcanzaron una concentracion de 5 pg/mL
en el grupo tratado con AuUNP-mpS, mientras que el tratamiento con AuNP-PEG mostré
un incremento moderado (3.5 pg/mL). De manera similar, la produccion de IL-6 fue
notablemente mayor en las células tratadas con AuNP-mpS (4 pg/mL), frente a un
aumento pequeno con el tratamiento con AuNP-PEG (2 pg/mL). Ademas, se observé un
incremento no significativo en los niveles de IL-2 después del tratamiento con AUNP-mpS
o0 AuNP-PEG. Por otro lado, los niveles de IL-10 no presentaron cambios en alguno de

los tratamientos, lo que sugiere que las formulaciones de AuNP no inducen una respuesta

inmunosupresora.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos con AuNP en la concentracion de citocinas en sobrenadantes de células DC2.4
tras 24 h de tratamiento con 10 ug Au/mL de AuNP-mpS, AuNP-PEG o vehiculo. ANOVA de dos vias con prueba de
Tukey (***p < 0.001; ns = no significativo).
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Un hallazgo relevante fue que los niveles de TNF-a se redujeron significativamente en
ambos grupos tratados con AuNP, en comparacion con las células control. Esta
disminuciéon sugiere que las AuNP pueden modular las vias de sefalizacidon
proinflamatorias, lo cual es consistente con el aumento de IL-4 e IL-6, que estan

asociados con respuestas inmunitarias del tipo Th2.

Efectos histopatoldégicos de las AUNP en ratones BALB/c

Se llevo a cabo un andlisis histolégico para determinar los posibles efectos de las AuNP
en diferentes tejidos. En las secciones de piel de los ratones tratados con AuNP, no se
encontraron alteraciones histopatologicas significativas (Figura 16A). No obstante, se
observd una pequefia mancha oscura en el sitio de inyeccion, lo que sugiere la
acumulacién de las nanoparticulas (Figura 16B). Las micrografias de las secciones
dérmicas de los ratones inmunizados mostraron la presencia de AuNP en las células
basales de la epidermis, especificamente en los queratinocitos basales situados cerca de
las fibras de colageno (Figura 16C y D). En el higado, se detectaron infiltrados
inflamatorios cerca de la vena centrolobulillar, lo que indica una posible respuesta inmune
activa que podria sugerir dafio hepatico (Figura 16F). En contraste, no se observaron
alteraciones histopatologicas en los tejidos renales de los ratones tratados con AuNP
(Figura 16H).

Captacion celular de las AuNP

El analisis ultraestructural de las DCs reveldé modificaciones morfolégicas asociadas con
los tratamientos que incluyeron AUNP-mpS o AuNP-PEG. Las DCs control presentaron
una morfologia normal, con organelos bien definidos como el nucleo, mitocondrias,
aparato de Golgi y endosomas (Figura 17A). Por otro lado, las DCs expuestas a AuNP-
PEG durante 6 h mostraron una notable captacion de nanoparticulas, evidenciada por su

presencia en compartimentos endosomales tanto tempranos como tardios (Figura 17B).
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Figura 16. Analisis histolégico de tejidos de piel, higado y rifién de ratones BALB/c tratados con nanoparticulas de oro
(AuNP), utilizando tincion con H&E. Los ratones recibieron cuatro dosis de AuNP-mpS y fueron sacrificados dos meses
después para su evaluacion. (A) Seccion de piel de un ratén tratado sin alteraciones histopatologicas significativas. (B)
Pigmentacion oscura en el sitio de inyeccion, con presencia del conjugado de oro; el inserto muestra la cara interna de
la piel. (C, D) Micrografias TEM que revelaron acumulacion lisosomal (estrellas amarillas) de AuNP en queratinocitos
basales, adyacentes a fibras de colageno (CF) en la epidermis. (E) Secciéon hepatica de un ratén control. (F) Seccion
hepatica de un ratén tratado con AuNPs, mostrando infiltrados inflamatorios cerca de la vena centrolobulillar. (G)

Seccién renal con estructuras glomerulares y tubulares normales.

Curiosamente, el tratamiento con AUNP-mpS caus6 un incremento en mitocondrias y
autofagosomas tras 3 h, con la localizacion de las AuNP en los compartimentos
endosomales. Después de 6 h, las AuNP libres fueron observadas en el citoplasma, en
muchas ocasiones agrupadas (Figura 17C y D). Las DCs tratadas con el conjugado

AuNP-P5 mostraron cuerpos multivesiculares (MVBs) sin AUNP después de 3 h (Figura
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17G). Al igual que en las muestras anteriores, se encontraron AuNP libres en el

citoplasma, dentro de endosomas y asociadas con autofagosomas (Figura 17H).

Es importante resaltar que las micrografias capturaron el proceso dinamico de
endocitosis, observandose la formacion de fosas endociticas, las cuales indican las
etapas iniciales de la internalizacion de las nanoparticulas (Figura 18B-D). De manera
interesante, no se detectd la endocitosis de mas de una AuNP por endosoma, lo que
sugiere que las particulas se bioacumulan, ya que se observaron multiples AUNP dentro

de vesiculas.

Control AuNP-PEG Control AuNP-PEG

AuNP-P3

AuNP-P2
AuNP-P5

500 nm

Figura 17. Micrografias de células DC2.4 tratadas con nanoparticulas de oro (AuNP). Las células se cultivaron durante
6 h con vehiculo como control (A) o con AuNP-PEG (B). También se cultivaron por 3 h (C, E, G) o 6 h (D, F, H) con los
conjugados AuNP-P2, AuNP-P3 o AuNP-P5, usando 10 ug/mL de AuNP en cada tratamiento. Se identificaron
estructuras clave como mitocondrias (M), AuNP en endosomas tempranos (estrella verde) o tardios (estrella morada),
membranas de aislamiento (doble flecha), autofagosomas (punta de flecha negra), AuNP libres en el citoplasma (flecha

roja) y cuerpos multivesiculares (flecha azul).
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Figura 18. Micrografias electrénicas de células DC2.4 expuestas al conjugado AuNP-P3 durante 6 h. (A) Las AuNP se
localizan dentro de compartimentos endosémicos (asterisco) y dispersas en el citoplasma (flechas rojas). (B-D) Etapas
de internalizacion de AuNP en fosas recubiertas de clatrina, con distintos grados de invaginacién. Las puntas de flecha
blancas indican la extension de las fosas, y en (D), las flechas sefialan los cuellos que las conectan con el exterior

celular.

En las DCs expuestas a los conjugados AuNP-P5, se observaron estructuras
extracelulares con morfologia esférica y una densidad electrénica similar a la de las
propias DCs (Figura 19). Estas estructuras, con un diametro promedio de 95 + 8 nm,
fueron identificadas como exosomas, lo que sugiere que las células pueden haber sido
activadas y que tienen la capacidad de facilitar la comunicacion intercelular (Théry et al.,

2018). Ademas, la presencia de autofagosomas y fosas recubiertas de clatrina indica la
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activacion de los procesos endociticos y autofagicos. Los exosomas observados podrian
desempefiar un papel relevante en la respuesta inmune, ya que es probable que estén
mediando el transporte de moléculas del MHC, esenciales para la presentacion de
antigenos. También se observaron cuerpos multivesiculares que pueden fusionarse con
los lisosomas para degradar el contenido o con la membrana plasmatica para liberar
vesiculas al espacio extracelular. Esta doble funcién resalta su papel en las vias de
sefializacion que podrian tener relacién con la induccion de la respuesta inmune (Feng
et al., 2020).

Figura 19. Induccién de zonas ricas en exosomas en células DC2.4 tras 3 h (A) y 6 h (B) de tratamiento con AuNP-P5
(10 ug/mL). Las zonas con exosomas estan marcadas con lineas punteadas, las fosas con clatrina con puntas de
flecha blancas y las AuNP libres en el citoplasma con flechas rojas.
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DISCUSION

El desarrollo de plataformas vacunales innovadoras que sean seguras, estables y
accesibles es un desafio urgente en el contexto de las enfermedades emergentes,
como lo demostro la pandemia por SARS-CoV-2. Tradicionalmente, se ha recurrido a
adyuvantes como el HA por su bajo costo y buena tolerancia; sin embargo, su limitada
capacidad para inducir inmunidad duradera ha impulsado la busqueda de nuevas
tecnologias (Shardlow et al., 2018). En este estudio, se explor6é el uso de AuNP
funcionalizadas y conjugadas con péptidos antigénicos del SARS-CoV-2 como una

plataforma versatil para el disefio de vacunas sintéticas termoestables.

La funcionalizacion de las AUNP con PEG heterobifuncional permitié una configuracion
superficial tipo “cepillo”, optimizando tanto la estabilidad coloidal como la disponibilidad
de grupos amino para la conjugacion de antigenos. Esto resultdé en una eficiencia de
acoplamiento antigénico cercana a una monocapa por nanoparticula, lo que garantiza
una buena densidad antigénica sin comprometer la estabilidad del sistema (Maurel et
al., 2021; Cruje y Chithrani, 2014). Aun asi, la literatura sefala que la modificacion
superficial de AuNP, aunque necesaria para su funcionalizacién, puede comprometer
su estabilidad coloidal, especialmente cuando se usan biomoléculas como las
proteinas que poseen regiones hidrofébicas capaces de inducir agregacion (Goldstein
et al., 2016; Mohammed & Al-Gawhari, 2020). Para contrarrestar estos efectos, el uso
de polimeros altamente hidrofilicos como PEG ha emergido como una estrategia eficaz
para lograr una estabilizacién estérica eficiente y conservar la monodispersién del

sistema.

Se ha abordado la union covalente de péptidos a AuNP en presencia de PEG,

destacando el uso de EDC como un agente eficaz para facilitar esta conjugacién. Por

ejemplo, se ha reportado que la funcionalizacion de AuNP con PEG y su posterior

tratamiento con EDC permite una alta eficiencia de acoplamiento de péptidos, lo que

es crucial para aplicaciones biomédicas (Bartczak y Kanaras, 2011). Sin embargo, en

cuanto al uso de GTA como agente de entrecruzamiento, la literatura es escasa en el
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contexto de nanovacunas, especificamente para entrecruzar PEG con biomoléculas
en AuNP, aunque su capacidad para formar enlaces covalentes estables podria
ofrecer ventajas significativas en términos de durabilidad y estabilidad de los
conjugados, lo cual es crucial para lograr una respuesta inmunoldgica robusta. En el
estudio publicado por Farfan-Castro et al. (2024) se demostré que el uso de GTA como
entrecruzador de péptidos y PEG fue util en la obtencion de conjugados de oro estables
para su aplicacibn como nanovacunas. La exploracion de GTA podria abrir nuevas
vias para mejorar la eficacia de la conjugacion y, por ende, la inmunogenicidad de los
conjugados; sin embargo, es importante considerar que, a pesar de las ventajas
potenciales de GTA, su uso conlleva preocupaciones sobre la biocompatibilidad y la
toxicidad, ya que la formacion de enlaces covalentes puede afectar la estructura del

péptido o su capacidad para interactuar adecuadamente con el sistema inmunoldgico.

Respecto a la inmunogenicidad diferencial observada entre los péptidos
funcionalizados en las AuNP, es importante considerar las caracteristicas estructurales
y quimicas intrinsecas de cada péptido, en particular el numero y la accesibilidad de
aminas reactivas disponibles para la conjugacion covalente. Los péptidos P1 a P5
poseen secuencias con variabilidad significativa en la cantidad de residuos lisina y
otros grupos amino libres que pueden actuar como sitios para la unién mediante
agentes entrecruzadores como EDC o GTA. Esta variabilidad puede afectar la
densidad antigénica en la superficie de las nanoparticulas, y, en consecuencia, la
presentacion antigénica a las células dendriticas y la posterior activacion del sistema

inmune.

Por ejemplo, P1 presenta dos residuos lisina, lo que facilita un nimero moderado de
sitios de conjugacién, mientras que PS5 contiene varios residuos con grupos amino
disponibles, aumentando su capacidad para un acoplamiento eficiente. En contraste,
péptidos como P3, con menor numero de aminas libres, podrian tener una eficiencia
de conjugacion mas limitada, limitando con ello la exposicion de epitopos relevantes

Yy, en consecuencia, la respuesta inmunoldégica inducida. Estas diferencias se reflejaron
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en los niveles séricos de IgG, donde AuNP-P5 mostré una mayor inmunogenicidad,
probablemente como resultado de una mejor eficiencia de conjugacién y presentacion

del epitopo.

Ademas, el grado de entrecruzamiento y la accesibilidad de las aminas también
pueden modular la conformacion del péptido tras la conjugacién, impactando la
estabilidad del complejo y su resistencia a la degradacion proteolitica. Una conjugacion
mas eficiente y estable puede prolongar la exposicién del antigeno y fomentar una
activacion sostenida de células presentadoras de antigeno, resultando en una mayor
produccion de anticuerpos especificos. En este contexto, la caracterizacion precisa del
numero de aminas reactivas por péptido y la optimizacion del protocolo de

bioconjugacion representan pasos criticos en el disefio racional de estas nanovacunas.

Los ensayos de citotoxicidad mostraron que las AuNP presentan una buena
biocompatibilidad en células humanas, incluso en altas concentraciones, y que la
viabilidad celular se recupera con el tiempo, probablemente por mecanismos
antioxidantes endogenos como el glutatién, que mitigan el estrés oxidativo transitorio
inducido por las nanoparticulas (Lee et al., 2019; Akhtar et al., 2012). En este estudio,
se utilizaron dosis de 500 ug de AuNP funcionalizadas con 5 ug de péptido, proporcién
suficiente para alcanzar la masa de antigeno deseada. A esta concentracion, las
nanoparticulas no mostraron efectos citotoxicos significativos, lo que sugiere que son
seguras en condiciones experimentales relevantes para su uso como plataformas
inmunoldgicas. Estos hallazgos se alinean con estudios in vivo en ratones BALB/c,
donde se ha reportado que dosis de hasta 500 ug (16—25 mg/kg en un ratén de 20-30
g) no inducen toxicidad observable, siempre que el tamano de las particulas sea
adecuado y se administre por vias como la intravenosa o subcutanea (Sonavane et
al., 2008; Zhang et al., 2010). En contraste, se han observado efectos adversos
significativos a dosis superiores a 8 mg/kg, incluyendo pérdida de peso, alteraciones
hepaticas y dafio pulmonar (Hussain et al., 2010). Estos hallazgos reafirman su

potencial seguridad para aplicaciones inmunoldgicas, donde las dosis son bajas y
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aplicadas localmente, como ocurre en la vacunacion intramuscular o subcutanea
(Horwitz et al., 2021).

A nivel inmunoldgico, los conjugados de AuNP mostraron una alta inmunogenicidad,
induciendo titulos de IgG, significativamente superiores a los generados por el
adyuvante HA y con una marcada polarizacion hacia 1gG1, caracteristica de una
respuesta Th2. Este perfil se asocia con la secrecion de citocinas IL-4 e IL-6 por DCs,
lo cual potencia la activacién de linfocitos B y la produccion de anticuerpos (Aljabali et
al., 2023; Sengupta et al., 2022b). Adicionalmente, la supresion de TNF-a observada
sugiere un efecto inmunomodulador que podria ser util para prevenir respuestas

inflamatorias exacerbadas, como las tormentas de citocinas.

El analisis ultraestructural mediante TEM revelé que las AuNP son eficientemente
internalizadas por DCs a través de endocitosis mediada por clatrina, acumulandose en
endosomas y lisosomas. No se observaron alteraciones estructurales significativas ni
signos de citotoxicidad, lo que coincide con estudios previos y refuerza su perfil de
seguridad (Aili et al., 2023; Alobaid et al., 2024). Asimismo, la presencia de cuerpos
multivesiculares, exosomas y autofagosomas sugiere una activacion del sistema de
procesamiento antigénico y una posible participacion en la comunicacion intercelular,
procesos clave en la induccion de una respuesta inmune adaptativa (Macagno et al.,
2007; Panzarini et al., 2018).

A pesar de estos resultados alentadores, la literatura destaca desafios importantes
para el futuro desarrollo de nanovacunas basadas en AuNP. Aunque se han
identificado candidatos prometedores, los ensayos clinicos en curso son limitados, lo
que evidencia la necesidad de ampliar las evaluaciones preclinicas bajo condiciones
de Buenas Practicas de Laboratorio (GLP) y eventualmente escalar su produccion bajo
normas de Buenas Practicas de Manufactura (GMPc). Este proceso requiere alianzas

estratégicas entre instituciones académicas y la industria farmacéutica, para superar
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las barreras técnicas y regulatorias asociadas a este tipo de productos (Goldstein et
al., 2016).

Una prioridad sera también la investigacion sobre el destino y la persistencia de las
AuNP en mamiferos. Aunque en inmunizacion las dosis empleadas son
significativamente menores que en aplicaciones de administracion sistémica como la
entrega de farmacos, los estudios a largo plazo sobre bioacumulacion y toxicidad
siguen siendo necesarios para garantizar su seguridad (Sabourian et al., 2020; Shang
et al., 2014).

Otra area critica por fortalecer es la comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes a la inmunoestimulacion por AuNP. El uso de herramientas como la
transcriptomica en APC podria proporcionar una vision global sobre las vias de
sefalizacion moduladas por estas nanoparticulas. Estudios previos han indicado que
las AuNP activan la via Keap1/Nrf2 en macrofagos y promueven una fuerte
senalizacion de NF-kB en DCs, lo que puede favorecer su maduracion y evitar
fendmenos de tolerancia inmunologica (Horwitz et al., 2021; Goldstein et al., 2016). La
inclusién de adyuvantes accesorios, asi como la optimizacién de la forma, tamafo y
ruta de administracién de las AuNP seran elementos clave para mejorar el disefio de

vacunas mas eficaces y especificas.

Desde un punto de vista técnico, es fundamental estandarizar y documentar
detalladamente los protocolos de funcionalizacion y estabilizacion de las AuNP,
aspectos que frecuentemente se omiten o se describen de manera superficial en la
literatura. Ademas, se requiere el desarrollo de procesos reproducibles de
concentracion, esterilizacidon y escalado de la produccién. Por ejemplo, se ha estimado
que para obtener una dosis inmunogénica adecuada (~10 ug de péptido) a partir de
AuNP de 15 nm, serian necesarios hasta 4 mL de suspensién coloidal, lo cual
representa un reto técnico en términos de formulacion y almacenamiento si no se

aplican pasos de concentracion (Farfan-Castro et al., 2021).
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Una de las ventajas mas prometedoras de las AuNP es su estabilidad térmica. Se ha
demostrado que vacunas liofilizadas basadas en AuNP pueden mantener su actividad
inmunogénica durante meses incluso bajo temperaturas elevadas (37-50 °C), como se
evidencio en el estudio de Ingrole et al. (2021) con una vacuna contra influenza A. Esta
capacidad de soportar condiciones ambientales adversas representa una ventaja
significativa frente a las vacunas convencionales, que dependen estrictamente de la
cadena de frio para mantener su estabilidad y eficacia. Ademas, se ha reportado que
los recubrimientos con moléculas altamente hidrofilicas, como el PEG, permiten una
mayor tolerancia a la salinidad y a la variacidn térmica, gracias a la estabilizacion
estérica que imparten (Mohammed & Al-Gawhari, 2020). Esto hace de las AuNP una
plataforma vacunal ideal para contextos de bajos recursos o regiones con
infraestructura limitada, donde el almacenamiento y distribucidon a temperaturas

controladas representa un desafio logistico y econdmico considerable.

Desde el punto de vista econdmico, las vacunas basadas en AuNP también ofrecen
ventajas. Se estima que una dosis funcionalizada con 100 ug de un péptido de
aproximadamente 4 kDa puede producirse a un costo aproximado de 1.6 USD (Farfan-
Castro et al., 2021), lo cual es competitivo en comparacion con otras plataformas
vacunales. Aun considerando esquemas de inmunizacion que incluyan multiples dosis,
el costo total seguiria siendo bajo, facilitando su adopcion a gran escala en campanas

de vacunacion masiva.

Otro aspecto relevante que se destaco en este trabajo fue la ausencia de alteraciones
estructurales en los tejidos de raton tratados con AuNP. La localizacion preferencial de
las AuNP en lisosomas, sin evidencia de dafo en organelos como mitocondrias o
nucleos, sugiere que las células son capaces de manejar la presencia de AuNP sin
generar citotoxicidad aparente en el corto plazo. Este hallazgo refuerza el perfil de
biocompatibilidad observado in vitro, aunque estudios a mas largo plazo seran

indispensables para confirmar la ausencia de efectos acumulativos o retardados,
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especialmente en tejidos con capacidad limitada de renovacion (Sabourian et al.,
2020).

La proximidad observada entre las AuNP y las fibras de colageno en el sitio de
inyeccion sugiere posibles interacciones con la matriz extracelular (ECM), lo cual
podria tener implicaciones tanto en la modulacién de respuestas inflamatorias locales
como en la remodelacion tisular. El tamano de las fibras de colageno y su organizacion
en la matriz actian como una malla tridimensional que puede retener mecanicamente
nanoparticulas en un rango de 10-100 nm, lo que explicaria en parte esta acumulacién
localizada (Cassani et al., 2025). Estas interacciones podrian influir en la
biodisponibilidad del antigeno y en la respuesta inmunologica generada. La
caracterizacion de estas dinamicas requerira estudios especificos utilizando técnicas

avanzadas de imagen y analisis bioquimicos centrados en la ECM.

Finalmente, la discusion en la literatura sobre los mecanismos celulares encargados
de la eliminacidon de nanoparticulas, como la exocitosis y la apoptosis, indica que el
tamano, la forma y las propiedades de superficie de las AuNP son determinantes en
su procesamiento intracelular (Shang et al., 2014). La comprension detallada de estos
procesos es clave para evitar la sobrecarga celular y asegurar una respuesta

inmunoldgica efectiva sin efectos adversos.

En conjunto, los hallazgos de este estudio y la informacién recopilada de la literatura
especializada permiten vislumbrar un futuro prometedor para las AuNP como
plataformas vacunales. No obstante, el camino hacia su implementacién clinica
requiere superar importantes desafios regulatorios y cientificos. La implementacién de
la produccién bajo estandares GMPc, y la realizacion de estudios preclinicos robustos
bajo GLP son pasos necesarios para consolidar esta tecnologia. Asimismo, la
aplicacidon de herramientas dmicas como la transcriptomica y la protedmica permitira
una caracterizacion mas exhaustiva de las respuestas celulares inducidas por las

AuNP, optimizando asi su disefo racional como nanoadyuvantes e inmundgenos.
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En conclusion, el presente estudio proporciona evidencia clara y solida de que las
AuNP, en especial aquellas funcionalizadas con péptidos como AuNP-mpS y AuNP-
P5, son capaces de inducir una respuesta inmunolégica de tipo Th2 robusta, lo que las
posiciona como candidatas viables y seguras para el desarrollo de nanovacunas. A
través de un enfoque experimental riguroso, se demostrd su internalizacion eficiente
en DCs, su procesamiento intracelular mediante vias endociticas bien caracterizadas,
y su capacidad para modular la secrecidn de citocinas clave sin inducir toxicidad

evidente, ni en células inmunes ni en tejidos animales.

Estos hallazgos no soélo consolidan el potencial inmunoestimulante de las AUNP como
adyuvantes, sino que ademas sientan bases fundamentales para su aplicacion en
inmunoterapia y vacunacion preventiva. Asimismo, destacan la necesidad de abordar
retos criticos para su implementacion clinica, como la estabilizacion coloidal tras la
funcionalizacion, la validacion toxicologica a largo plazo y la optimizacidon de procesos

escalables bajo normas GMPc.

Por tanto, este trabajo no sélo aporta conocimiento mecanistico sobre la interaccion
de las AuNP con el sistema inmune, sino que también representa un avance
estratégico hacia la consolidacion de plataformas vacunales mas accesibles, estables
y eficaces. En este sistema, las AuNP actuan como vehiculos y posibles coadyuvantes
que facilitan la entrega y presentacion del péptido antigénico, siendo este ultimo el
principal responsable de inducir la respuesta inmune especifica. La relevancia de este
trabajo es doble: cientifica, por ampliar la comprensién sobre nanomateriales
inmunomoduladores, y aplicada, por contribuir al desarrollo de nuevas generaciones
de vacunas mas econdmicas, estables fuera de cadena de frio y adaptables a

contextos globales.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que las AuNP funcionalizadas con
péptidos antigénicos derivados de la proteina S del SARS-CoV-2 constituyen una
plataforma promisoria para el disefio de nhanovacunas. La caracterizacion fisicoquimica
detallada de los bioconjugados (mediante UV-Vis, DLS, FTIR y TGA) confirmé una
funcionalizacion estable y reproducible, con propiedades morfolégicas y de carga
compatibles con una formulacién segura y eficiente. La inclusién de PEG como agente
de funcionalizacién superficial contribuye adicionalmente a la estabilidad coloidal y a

la reduccién de interacciones inespecificas, favoreciendo la biodisponibilidad.

La captacién eficiente de las AuNP por DCs, observada mediante TEM y corroborada
por la expresidon de marcadores de maduracion, evidencia una interaccion intracelular
activa que favorece el procesamiento y presentacion antigénicos. Esto sugiere que las
AuNP no solo actuan como vehiculos, sino que también participan activamente en la

modulacién de la respuesta inmune adaptativa.

La reduccion significativa de la expresion de TNF-a en cultivos de DCs tratados con
AuNP indica un efecto inmunomodulador adicional, posiblemente relacionado con la
interferencia en rutas de senalizacion inflamatoria. Esta propiedad abre nuevas
posibilidades terapéuticas mas alla del campo preventivo, al posicionar a las AuNP

como potenciales agentes con actividad dual.

La evaluacion toxicologica in vivo, basada en analisis histologicos de érganos clave
como higado, rifidn y piel, no evidencio alteraciones estructurales atribuibles a la
administracién de las AuNP, lo que respalda su biocompatibilidad a mediano plazo y
refuerza su potencial para aplicaciones repetidas o prolongadas. No obstante, la
presencia de infiltrados inflamatorios focalizados en tejido hepatico sugiere una
actividad inmunoldgica localizada que merece atencion, dado que podria reflejar una
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respuesta inmunitaria tisular incipiente o una biodistribucibn no completamente

controlada.

Desde el punto de vista inmunoldgico, los titulos de anticuerpos inducidos por los
bioconjugados AuNP-péptido fueron comparables o superiores a los obtenidos con el
adyuvante convencional (hidroxido de aluminio), destacando no solo la eficacia de esta
plataforma, sino también su capacidad para modular la respuesta de IgG hacia
subclases funcionalmente relevantes en la neutralizacion viral. En particular, se
observo un predominio de la subclase 1gG1, indicativa de una respuesta de tipo Th2,
la cual se asocia con una inmunidad humoral robusta, caracteristica de vacunas

basadas en subunidades.

A pesar de que todos los péptidos utilizados fueron capaces de inducir una respuesta
inmune humoral, se observaron diferencias en los titulos de IgG obtenidos entre ellos,
lo cual puede atribuirse tanto a sus caracteristicas estructurales como a su numero de
grupos amino disponibles para la conjugacién covalente con la superficie de las AUNP
(Tabla A 3 del Anexo). Por ejemplo, péptidos como P2 y P5, que contienen multiples
residuos de lisina y arginina, presentan una mayor cantidad de aminas primarias libres,
lo que podria favorecer una orientacién mas efectiva en la superficie del bioconjugado,
mejorando la exposicion de epitopos inmunolégicamente relevantes. Esta diferencia
en la eficiencia de presentacion antigénica explicaria, al menos en parte, su superior
desempefio inmunogénico en comparacion con otros péptidos de menor carga positiva
o estructura mas compacta. En consecuencia, el disefio racional de nanovacunas
basadas en péptidos debera considerar no sélo la afinidad antigénica de la secuencia,
sino también su compatibilidad quimica para la bioconjugacion, buscando optimizar

tanto la densidad como la orientacion del antigeno sobre la nanoparticula.

La heterogeneidad observada en la eficiencia de internalizacion y procesamiento
intracelular entre distintos conjugados sugiere que la secuencia especifica del péptido

antigénico tiene un impacto determinante en la interaccion célula-nanoparticula, lo que
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implica la necesidad de optimizar individualmente cada formulacion para maximizar su

eficacia inmunolégica.

Sin embargo, persisten desafios importantes, entre ellos la necesidad de profundizar
en la evaluacion de la inmunidad celular, en particular la activacion de linfocitos T
citotoxicos y células T de memoria, elementos esenciales para establecer una

proteccion duradera frente a infecciones virales.

Finalmente, este estudio resalta la importancia de considerar las propiedades
fisicoquimicas integradas (como diametro hidrodinamico, potencial { y densidad de
injerto) como parametros criticos de disefio que influyen de manera directa en el
comportamiento bioldgico de los conjugados, reforzando la necesidad de un enfoque

multidisciplinario en el desarrollo racional de vacunas basadas en nanomateriales.

En conjunto, este trabajo aporta evidencia preclinica robusta que posiciona a las AUNP
como una plataforma tecnolégicamente prometedora para el desarrollo de vacunas de
subunidades racionalmente disefiadas. Su eventual transicion hacia aplicaciones
clinicas requerira estudios adicionales que profundicen en la caracterizacion de la
inmunogenicidad celular, la biodistribucion tisular a largo plazo y sus efectos

protectores en modelos de desafio viral.
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ANEXO DE TABLAS

Tabla A 1. Identificacidon de bandas FTIR.

Longitud de
Banda onda Grupo functional
(cm™)
1 3000-3657 O-H estiramiento
2 2956 C—H sp? estiramiento asimétrico (CHa)
3 2912 C—H sp? estiramiento asimétrico (CHz)
4 2845 C—H sp? estiramiento simétrico (CH2)
5 1725 C=0 estiramiento (carboxilico)
6 1622 C=0 estiramiento (amida I)
7 1576 N—H flexion (amina I)
8 1543 N—H flexion (amida II)
9 1465 C—H flexion (—CHz2— grupo metileno)
10 1415 COO- estiramiento simétrico (carboxilato en
aminoacidos)
11 1333 O-H flexion (fenol)
12 1257 C—N estiramiento (amina I)
13 1140 O-H flexion (acido carboxilico)
14 1084 C-O0 estiramiento (éter)
15 1020 C-0 estiramiento (éter)
16 860 C—H flexion (1,4-disustituido)
17 794 S—C estiramiento
18 720 C—H vibracién oscilante (CHz2 cadena larga)
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Tabla A 2. Datos de pérdida de masa por TGA de AuNP estabilizadas con citrato, funcionalizadas con PEG o

conjugadas.

Muestra Onset 1 Onset 2 Peso a Pérdida de peso (%) Pérdida de peso (mg)

ID | mg % | °c| % | °c | 800°C |pgptido| PEG | Citrato | Total | Péptido | PEG | Citrato | Total
(%)

AuNP 236 99.78 200 - - 98.79 - - 0.99 0.99 - - 0.02 0.02
PEG 2.60 97.28 200 96.63 320 88.33 - 8.3 - 8.95 - 0.22 - 0.23
P1 2.34 98.73 200 93.07 342 87.08 5.66 5.99 - 11.65 0.13 0.14 - 0.27
P2 3.99 9548 215 9147 346 83.06 4.01 8.41 - 12.42 0.16 0.34 - 0.50
P3 3.17 9594 212 9142 344 83.6 4.52 7.82 - 12.34 0.14 0.25 - 0.39
P4 2.13 96.98 200 89.87 344 83.42 7.11 6.45 - 13.56 0.15 0.14 - 0.29
P5 293 9736 213 9235 356 85.13 5.01 7.22 - 12.23 0.15 0.21 - 0.36
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Tabla A 3. Caracteristicas estructurales de los péptidos antigénicos utilizados, numero de aminas reactivas y su

posible influencia en la eficiencia de conjugacion.

Péptido Estructura

Secuencia:
TESNKKFLPFQQFGRDIA
Aminas reactivas:

3 (N-ter + 2 K)

P1

Secuencia:
HADQLTPTWRVYSTGSNV
Aminas reactivas:

1 (N-ter)

P2

Secuencia:
SYQTQTNSPRRA
Aminas reactivas:
1 (N-ter)

P3
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Tabla A 3. Continuacion.

Secuencia:
PDPSKRSFIEDLLFNKV
Aminas reactivas:

3 (N-ter + 2 K)

P4

Secuencia:
DSFKEELDKYFKNHTS
Aminas reactivas:

4 (N-ter + 3K)

P5

e N-ter (circulo azul): grupo amino libre en el extremo N-terminal del péptido.

e K (recuadro azul): residuos de lisina con grupo €-amino libre, potencialmente conjugables.

e DJ/E (recuadro rojo): residuos de acido aspartico (D) y glutamico (E), con carga negativa a pH fisiolégico, que
podrian generar repulsién electrostatica con superficies funcionalizadas negativamente.

e El numero y posicién de grupos amino puede influir en la eficiencia de acoplamiento covalente a AuNP, la
orientacion del péptido en la superficie y la densidad antigénica efectiva.
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Introduction: The development of innovative anti-COVID-19 vaccines is a need
to ensure the population’s immunity worldwide, with broad protection against
variants of concern and low cost as the main goals. Gold nanocarriers are
potential entities that could aid in the development of innovative vaccines
having thermal stability, high immunogenicity, and safety as the main
attributes. Moreover, this approach could lead to adjuvant-free formulations,
which will reduce the costs of vaccines.

Methods: In this study, five peptides (P, P,, P3, P4, and Ps) corresponding to linear
epitopes of the SARS-CoV-2 spike (S) protein were chemisorbed on gold
nanoparticles (AuNP) of 20 nm, prefunctionalized with heterobifunctional
polyethylene glycol, by using glutaraldehyde as crosslinker to generate
nanovaccine prototypes.

Results and discussion: The surface modification was confirmed by DLS with an
increase of 31.7 + 1.8 nmin the hydrodynamic diameter and an average { potential
of —8.3 + 2.2 mV in PBS (as excipient). The coupling concentration achieved was
23.7 + 7.1 ug of peptide per mg AuNP. These AuNP-based conjugates showed no
inherent toxicity in assays performed with HEK293T cells, in which a
100-1,000 pyg/mL concentration range only led to a temporary decrease of
up to 30% in cell viability after 48 h of treatment with restoration by 72 h. The
immunogenicity of the conjugates produced was assessed in test mice subjected
to three subcutaneous doses at 2-week intervals. Significant levels of IgM against
each target peptide were observed at an early stage of the immunization scheme
in all groups, reaching maximum levels after the second dose, whereas the I1gG
response increased after the third dose. The AuNP-P,, AUNP-Ps, and AuNP-Psg
conjugates induced the highest levels of IgG antibodies, lasting for at least
2 months after the last boost, with a predominance of the IgGl subclass.
Although the magnitude of the response induced by the gold conjugates was
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comparable to that with alum as adjuvant, these nanoconjugates induced a longer
response. Our data support the use of AuNP as carriers in innovative vaccines

against SARS-CoV-2.

KEYWORDS

humoral response, nanovaccine, adjuvant, COVID-19, antigen carrier

1 Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, currently
recognized as ongoing health issue, has infected almost 676.6 million
people worldwide and caused the death of 6.9 million people as of
October 2023 (World Health Organization, 2023). The causal agent,
SARS-CoV-2, belongs to the family Betacoronoviridae, from which
other pathogenic strains such as the severe acute respiratory
syndrome coronavirus 1 (SARS-CoV-1) and the Middle East
respiratory syndrome-related coronavirus (MERS-CoV) caused
epidemic  outbreaks in 2003 and 2012,
(Krishnamoorthy et al., 2020).

The epidemiologic impact of SARS-CoV-2 (Ghafari et al., 2022)
led to the accelerated development of vaccines, achieving in a record

respectively

time the approval for emergency use of several vaccines based on
different platforms. These vaccines include mRNA (Moderna and
Pfizer-BioNTech), (Oxford-
AstraZeneca), inactivated viruses (Sinovac and Bharat Biotech),
(Novavax and Sanofi-GSK) as
immunogens (Callaway, 2020; Chung et al., 2021).

non-replicating  viral ~ vectors

and recombinant proteins

Since the first reports of SARS-CoV-2 infections in humans,
numerous genetically distinct lineages have evolved (CoVariants,
2020). Recently, the emergence of several variants of concern (VOC)
bearing mutations with phenotypic implications is of critical interest
for the field since VOC exhibit increased transmissibility, enhanced
disease severity, or the capability to escape from neutralizing
antibodies, which impose the need for modifying the handling
strategies of the disease. Its increased transmissibility is of
particular concern, as it increases the infection rates and may
require more stringent public health measures. Variants escaping
from neutralizing antibodies induced by the vaccines originally used
require the development of new vaccines updated with the new
antigenic sequences (McLean et al., 2022). Moreover, the current
vaccines have a low efficacy in terms of protecting against the
infection onset and its transmission among individuals. In this
context, the development of new vaccines based on rationally
designed antigens and mucosal administration (i.e, oral or
intranasal routes) is a potential approach to overcome the low
protection against infection, transmission, and scape by new
variants (Dai and Gao, 2021; European Medicines Agency, 2021;
U.S. Food and Drug Administration, 2021).

The typical target in the current COVID-19 vaccines is the spike
(S) protein, which is a potent immunogen even in its soluble form,
inducing protective cellular and humoral immune responses (Kang
et al, 2021). An alternative is the use of synthetic peptides
representing epitopes from the S protein, which allows focusing
the immune response on the antigenic determinants that mediate
protection. However, since peptides are poorly immunogenic, the
use of a carrier/adjuvant is crucial. Nanoparticles may act as
protective carriers that prolong the half-life of the antigen, exert
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immunostimulatory activities, and ultimately enhance the immune
response. Gold nanoparticles (AuNP) are an advantageous material
to use in nanovaccines due to their biocompatibility (Shukla et al.,
2005), tunability in terms of surface modification with biomolecules
(Bartczak and Kanaras, 2011; Perry et al,, 2012; Rahme et al., 2013;
Vasquez et al, 2014; Wang et al, 2013), convenient size, and
synthesis approach (Mironava et al.,, 2010; Niikura et al., 2013;
Favi et al., 2015). These characteristics offer the potential to favor the
development of safe and highly immunogenic vaccines. The
feasibility of AuNP-based vaccine prototypes has been assessed
with promising results in terms of the induction of humoral and
T cell responses (Dykman et al.,, 2018; Li Y. et al,, 2020; Y; Liu et al.,
2021; Wang et al,, 2017; Zhang, 2015; Zhou et al.,, 2016). Some
studies have reported the induction of Thl (Climent et al., 2018;
Shinchi et al., 2019), Th2, and Th17 responses (Tapia et al., 2021;
Trabbic et al., 2021) which indicate that these carriers are versatile
entities for the design of a diverse group of vaccines. AuNP have also
been shown to be efficiently internalized by dendritic cells leading to
their activation, which explain their adjuvant effects (Raghuwanshi
et al., 2012; Tomic et al.,, 2014; Gulla et al., 2019; Meka et al., 2019).

Until now, most of the subunit COVID-19 vaccines are based on
the full-length S protein or its receptor-binding domain (RBD) as
target antigens. However, exploring epitope-based vaccines
formulated with specific peptides is an alternative for the
generation of universal vaccines based not necessarily on the
RBD, but in linear, conserved epitopes with neutralizing potential
(Ng et al, 2022). In this study, five peptides derived from the S
protein, spatially distributed in the S1 and S2 subunits (Figure 1)
were individually conjugated to AuNP. The methods for the efficient
generation of the AuNP conjugates, their physicochemical
characterization, and immunogenicity assessment in test mice are
reported. Overall, the nanovaccines proposed have the ability of
inducing humoral responses against the SARS-CoV-2 spike protein.

2 Materials and methods
2.1 Selection of peptide antigens

Five linear epitopes from the S protein were selected based on a
bibliographic search of epitopes with demonstrated antigenicity and
potential to generate neutralizing antibodies (Amrun et al., 2020;
Heffron et al., 2020; Li L. et al., 2020; Poh et al., 2020; Pinto et al.,
2021). These epitopes correspond to antigenic regions derived from
the S protein of SARS-CoV-2. The peptide sequences and their
position in the S protein are: P; (553-TESNKKFLPFQQFGRDIA-
570), P, (625-HADQLTPTWRVYSTGSNV-642), P, (673-
SYQTQTNSPRRA-684), P, (810-PDPSKRSFIEDLLFNKV-826),
and Ps (1146-DSFKEELDKYFKNHTS-1161). The corresponding
peptides were synthesized by GenScript Biotech (Piscataway, NJ).
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Molecular structure of the SARS-CoV-2 spike (S) protein showing its S1 (light grey) and S2 (dark grey) subunits. The locations of the selected peptides
sequences are marked as: P; (553-570, green), P, (625-642, blue), Ps (673-684, orange), P4 (810-826, purple), and Ps (1,146-1,161, teal). The 3D
visualization was obtained from NCBI (PDB ID: 6XR8) and rendered with PyMOL 2.5.4 (Schrédinger Inc., New York, NY).

2.2 Synthesis and conjugation of AuNP

The synthesis of AuNP (5x stock) and the conjugation reactions
we performed following previously reported methods (Farfin-
Castro et al.,, 2021). 5% stock solutions of HAuCl, and sodium
citrate were prepared 24 h before using them to ensure their
complete speciation. For the synthesis, a reaction mixture
containing 1% of each precursor was prepared and stored away
from light 5 min. This mixture was added rapidly to a flask with
boiling water to obtain a 0.05% final concentration and kept under
reflux 30 min. The solutions were prepared with milli-Q water and
the flask was washed with aqua regia prior to its use.

For the functionalization, per each mL of AuNP the following
reagents were added in this order: 5 uL of 1 M HCl, HS-PEG5k-NH,
(equivalent to five monolayers of PEG per AuNP, considering a
grafting density of 2 PEG/nm?), and 2 pL of 5% Tween 20. This
solution was mixed overnight at 4 rpm. The functionalized AuNP
were washed twice with 1x PBST (1x PBS with 0.01% Tween 20)
with centrifugation steps in between (10 min at 20,000 x g). The
derivative AuNP-PEG-NH, was divided into five equal parts to
perform individual conjugation reactions with the target peptides.
100x glutaraldehyde (GTA) was added as
crosslinker, reacted 1h under constant mixing at 4 rpm, and

amine-reactive

subsequently washed with PBST. Finally, the amount required of
the target peptide to form four monolayers per particle was added,
reacted overnight under the same conditions, washed before adding
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20x NaBHy,, reacted for 1 h, and finally washed. Each conjugate was
concentrated 20x to a final volume of 1.5 mL. Major reactants,
sequence and reaction steps are described in Supplementary Table
S1. The synthesis of AuNP, their functionalization with PEG, and
their conjugation with peptides was performed in three separate
occasions, characterizing their properties and quantifying unbound
peptides to validate their monodispersity and dosage (ug peptide per
mg AuNP) prior their use in viability and immunogenicity assays.

2.3 Characterization of AUNP and
conjugates

The size and morphology of AuNP were analyzed using a
transmission electron microscope JEM-2001 (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan) operated at 200kV. Of a 1:200 dilution of the AuNP
synthesized, 5uL were deposited on a nickel formvar/carbon-
coated grid, allowing it to dry 10 min before storing it in a
desiccator for 24h. From the collected TEM images the size
distribution of 700 particles was obtained after calculating shape
parameters with Image] 1.53e (NIH, Bethesda, MD).

The
functionalization

after their
conjugation  using UV-vis
spectrophotometer Genesys 50 (Thermo-Fisher, Waltham, MA).

AuNP were characterized before and

and a

Changes in the hydrodynamic diameter (dy), polydispersity index
(PdI), and { potential were determined with a Zetasizer Pro
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(Malvern Ltd., Malvern, United Kingdom). To compare with the as-
prepared AuNP, the functionalized and conjugated AuNP were
adjusted to 1.0 of absorbance with 0.1x PBS. A capillary cell
DTS1070 (Malvern) was used to measure the { potential at 25°C
with a RI of 0.18 and absorption of 3.343 for gold (Johnson and
Christy, 1972).

FTIR analysis was performed to evidence the functional groups
associated with the presence of the peptide coupled onto the AuNP
surface. For each sample, an aliquot containing 1 mg of gold was
concentrated to a volume of 50 uL, deposited on a non-stick silicone
surface, and placed in a desiccator for 24 h. The dry sample was
carefully transferred with a fine spatula and the spectra were
recorded in the 4,000-400 cm™" region with a total of 254 scans,
using an IR spectrometer Nicolet iS10 (Thermo-Fisher) with the
Smart iTX ATR sampling accessory.

TGA measurements were performed using a thermogravimetric
analyzer TGA-550 (TA Instruments, New Castle, DE). Samples of
citrate-capped, functionalized, or conjugated AuNP were dried in
the same manner as for the FTIR analysis, concentrating an aliquot
containing 3 mg of gold in 50 uL. The heating rate was set to 10°C/
min with a temperature range of 30-600°C. Pure samples of sodium
citrate and HS-PEG5K-NH, were analyzed to identify the signals
corresponding to the nanoparticle stabilizer (Supplementary
Figures S2-S5).

2.4 Analysis of remanent peptides by HPLC

The unbound peptide was quantified from the reaction
supernatants by HPLC using an Agilent 1200 Series Gradient
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). The separation was
carried out on a Cl18 reversed-phase column with a linear
gradient (solution A: 0.1% C,HF;0, in water, solution B: 0.1%
C,HF;0, in CH3CN) at a flow rate of 0.6 mL/min for 10 min. The
injection volume was 50 uL at an injection rate of 0.2 mL/min. The
detection wavelength was set to 214 nm. Calibration lines for each
peptide were prepared with standard solutions in a range of
25-200 pug/mL (Supplementary Figure S1). Each standard and
sample were centrifuged 2 min at 21,000 x g and the upper
phase was recovered and transferred to a vial for HPLC analysis.
Unreacted peptide controls were used for each determination at the
same initial concentration used for conjugation.

2.5 Resazurin cell viability assay

The cytotoxicity of the conjugates was evaluated in HEK-293T
cells (ATCC CRL-3216, USA) using the resazurin reduction assay.
Cells were cultured in DMEM (supplemented with 1% penicillin/
streptomycin and 10% fetal bovine serum, at 37°C and 5% CO,)
using T75 flasks until reaching 80% confluency. One day before the
cytotoxicity evaluation and after over 10 passages, 1x10* cells were
seeded by triplicate in a 96-well culture plate. Control cells were
treated with H,O, (40 mM) or the vehicle alone (RPMI medium).
Cells were exposed to different concentrations (0.1-1,000 ug/mL) of
functionalized gold nanoparticles (AuNP-PEG-NH,) or a mixture
of the five conjugates (AuNP-mpS) for 24, 48, and 72 h under the
culture conditions mentioned above. To evaluate metabolic activity,
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the cells were exposed to 30 ug/mL of resazurin for 3 h and the
fluorescence was recorded (560 nm/590 nm) in a microplate reader
FlexStation II (Molecular Devices, San Jose, CA).

2.6 Immunogenicity assessment

Female BALB/c mice experimental groups (8-10 weeks old, n =
5) were randomly established and assigned to one of the following
treatments: mixture of the five target peptides (mpS) with AI(OH);
adjuvant (AH) at low dose (AH mpS L, 5 pg of each peptide) or high
dose (AH mpS H, 15 pg of each peptide), peptides in PBST (5 pg of
each peptide) or the AuNP-PEG-peptide conjugates, hereafter
identified as AuNP-P;, AuNP-P,, AuNP-P;, AuNP-P,, AuNP-P;
(corresponding to 5 pg of the target peptide). Four subcutaneous
doses (100 pL of total volume) were administered at 2-week intervals
(days 1, 15, 30, and 45). Blood samples were collected by tail
puncture on days 0, 14, 29, 44, 59 and 104 (Figure 8A). Sera
were separated by centrifuging 10 min at 1,200 x g and stored
at —20°C until further analysis.

2.7 1gG and IgM ELISA analysis

96-well polystyrene plates were coated with each peptide for
individual conjugate groups (150 ng/well), a peptide mix for the AH
groups (500 ng/well), or with recombinant S protein (200 ng/well,
Sino Biological Inc., 40,589-V08H4) diluted in 0.2 M carbonate
buffer (pH = 9.6) and incubated overnight at 4°C. Three washes
with 0.05% PBST were performed after each incubation. The plates
were blocked with a 5% fat-free milk solution at room temperature
for 2 h. Serial dilutions of the test sera were applied by triplicate and
incubated overnight at 4°C. For secondary labeling, anti-mouse
(IgM, IgG, IgGl, or IgG2a)
horseradish peroxidase were added and incubated for 2 h at 25°C.

antibodies conjugated  with
Detection was performed by adding ABTS and H,0, as substrate
and the optical density was recorded at 405 nm for 1h using a
microplate photometer Multiskan FC (Thermo-Fisher).

2.8 Flow cytometry

The effect of gold conjugates on the maturation of
DC2.4 dendritic cells was assessed by flow cytometry. First, 3x10°
cells were seeded in 2 mL of complete RPMI medium (supplemented
with 1% penicillin/streptomycin, 1% MEM non-essential amino
acids solution, 10mM HEPES, 1mM B-mercaptoethanol,
2 mM L-glutamine, and 2% FBS) in Petri dishes of 60 mm, which
were incubated at 37°C with 5% CO, for 24 h before adding the
conjugates. The cells were washed once with 1x PBS and treated with
AuNP-PEG-NH, (50 pg/mL), LPS (100 ng/mL), or complete RPMI
medium as the control for 24 h. The DC2.4 cells were washed,
harvested in 1x PBS supplemented with 5% FBS, and the
concentration adjusted to 5x10° cells per well.

The CD16 and CD32 Fc receptors were blocked in all samples with
25uL of anti-CD16/32 for 30min on ice, washed twice by
centrifugation (5 min at 1,200 rpm and 4°C) and immunostained for
25 min with the selected antibodies. Finally, the cells were washed once,
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FIGURE 2

Diameter (nm)

Transmission electron microscopy (TEM) image of AUNP at 200 kV (A). Size distribution histogram including a Gaussian fit curve of 700 nanoparticles

measured (B).

resuspended in fixative 1% buffered formalin, and stored at 4°C.
Throughout the process, the cells were kept on ice and protected
from light exposure. The antibodies and their isotype controls used
were the following: isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD1lc
(FITC Armenian Hamster IgG isotype control), phycoerythrin (PE)-
conjugated anti-CD86 (PE Rat IgG2a isotype control), allophycocyanin
(APC)-conjugated anti-CD40 (APC Rat IgG2b isotype control), and
(PerCP/Cyanine5.5 Armenian
Hamster IgG isotype control)-conjugated with biotin anti-MHC
class IT (Biotin Rat IgG2b isotype control). Data were acquired in an
Attune Nxt flow cytometer (Thermo-Fisher) and analyzed with FlowJo
v.10 (BD Biosciences, Ashland, OR).

streptavidin-PerCP/Cyanine5.5

2.9 Statistical analysis

The statistical significance was determined using analysis of
variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test. Differences were
considered significant when p-values were <0.05 and the level of
significance is indicated in the figure legends as *p < 0.05, **p < 0.01,
and **p < 0.001. The analysis was performed with OriginPro 2021
(OriginLab Corp, Northampton, MA).

3 Results

3.1 Morphological and physicochemical
properties of gold conjugates

TEM imaging of 700 nanoparticles confirmed the spherical
morphology of the AuNP synthesized with a diameter of 18.70 +
4.70 nm (Figure 2). The visible absorption spectrum of these as-
prepared, citrate-capped AuNP exhibited a maximum absorption
signal at 520 nm (A,,,x), corresponding to the surface plasmon
resonance characteristic of spherical nanoparticles of 20 nm
(Haiss et al., 2007; Cheng et al., 2020). The analysis by DLS of
these AuNP resulted in a dy and { potential values of 20.14 nm
and -30.20 mV, respectively.
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Once functionalized as AuNP-PEG-NH, and conjugated as
AuNP-PEG-peptide, hereafter expressed as AuNP-PEG and
AuNP-P; (i = 1, ..., 5), their main absorption signals red-shifted
1-2 nm, while their signal distribution remained similar (broadened
only 2nm with PEG), when comparing the normalized visible
spectra (Vis) of both with that of AuNP. Moreover, their
maximum absorbance remained at 1.02 + 0.07, in range with
that of AuNP (=1), while none exhibited secondary signals at
longer ~ wavelengths ~ that ~ would  clearly  indicate
aggregation (Figure 3A).

The conjugation of peptides on PEG-functionalized AuNP was
proven by tracking changes in their dy and { potential. These
measurements evidenced AuNP with dy increased 21.7 and
31.7 + 1.8 nm once pegylated and then conjugated, respectively;
with polydispersity indexes (PdI) of 0.2 + 0.04, consistent with
suspensions having monodisperse size distributions. Moreover,
none of the suspensions exhibited additional signals in the pm
range that would correspond to aggregates (Figure 3B).

Compared to unmodified AuNP, the { potential of AuNP-PEG-
NH, became less negative (attributed to the amino groups from
PEG), reaching a value of —6.39 mV in PBS (pH 7.4), while that of
the conjugates ranged from —11.70 to —5.87 mV in the same buffer.

Overall, the data confirmed changes in the surface of AuNP.

3.2 FTIR characterization

To confirm the nature of the coating on the gold nanoparticles
after each modification, FTIR analysis was performed on desiccated
samples (Figure 4). The FTIR spectrum of citrate-capped AuNP
showed a broad band characteristic of O-H stretching in the
3,657-3,000 cm™! (1) and 1,415cm™
corresponding to COO™ symmetric stretching (10), in addition to
two bands between 2,912-2,845 cm™" of C-H asymmetric (3) and
symmetric (4) stretching. AuNP-PEG-NH, showed additional
bands to those of citrate-capped AuNP that confirmed surface

range another at

ligand exchange. The main bands correspond to the C-N
stretching of amine I at 1257cm™ (12), C-O stretching of the
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FIGURE 3

dy (nm)

Normalized visible spectra (A) and dynamic light scattering (B) of as-prepared citrate-capped AuNP (Au®), compared to the functionalized with thiol-
polyethylene glycol (PEG)-amine, and conjugated with the peptides selected (P; to Ps) in PBS. Absorbance (abs) at Ay, full-width at half-maximum (WH),
hydrodynamic diameter (d), polydispersity index (Pdl), and { potential at pH 6 for Au® and pH 7.4 for the reacted and suspended in PBS.

ether groups between 1,084-1,020 cm™ (14 and 15), and the C-H
rocking band at 720 cm™ (18), known as the CH, long-chain band.
It is important to note that the S—Au dative bond formation was
consolidated with a small band at 451 cm™ (19) and the S-C
stretching of the polyethylene glycol polymer chain was localized
with a sharp band at 794 cm™ (17). Finally, for AuNP-PEG-P; the
bands at 1725 and 1,622cm™ (5 and 6) correspond to C=0
stretching of carboxylic acid and amide II, as well as at 1,576 and
1,543 cm™ (7 and 8) for N-H bending of amine I and amide II,
respectively, which validated the presence of conjugated peptides.
Other bands found only in the gold conjugates were C—H bending of
the methylene group (1,465 cm™', 9), O-H bending of carboxylic
acids (1,140 cm™, 13) and phenol from the amino acid tyrosine
present in the conjugates P,, P;, and Ps (1,333 cm™, 11).
Furthermore, amino acids exhibited a strong broad O-H band in
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the 3,660-3,000 cm ™" region due to the carboxylic acid and alcohols
from amino acids such as serine, threonine, and tyrosine.

3.3 TGA characterization

The observed weight lost below 200°C was attributed to the
evaporation of residual water in the sample and only the weight
changes registered above 200°C were considered as part of the
organic components of it. The thermogram for pure sodium
citrate showed three mass losses, one of which was attributed to
the partial degradation of sodium citrate at around 310°C and its
residues at 450°C (Supplementary Figure S4) (Marcilla et al., 2018; F;
Liu et al., 2018). The thermogram for pure HS-PEG5K-NH, showed
a derivative peak at 380°C (Supplementary Figure S5) with a weight
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FIGURE 4

FTIR spectra of citrate-capped AuNP (Au®), after being functionalized with thiol-polyethylene glycol (PEG)-amine, and conjugated with peptides (P;
to Ps). The functional group assigned to each band number is in Supplementary Table S2.

loss of 96.5%, similar to that of the functionalized and conjugated
AuNP. Derivative peaks were also found around 350°C and 400°C,
coinciding with references that attribute this mass loss to the
decomposition of PEG (Qian et al., 2017; Lu et al., 2019).

As shown in Figure 5, the citrate-capped AuNP had a weight loss
0f 0.99% at the end of the analysis, while for the PEG-functionalized
AuNP the loss of organic material was notably higher. Considering
the TGA signal changes, the PEG content in the sample is 8.3%,
while in the conjugates is 7.18% * 0.98%. These weight fractions
were useful to calculate the grafting density (074) as reported before
(Das et al., 2016), which was estimated at 0.62 + 0.09 molecules/nm?
(Supplementary Table S3). The weight loss of organic material in the
gold conjugates, from 200°C to 600°C, was 12.44% + 0.7% (0.36 *
0.09 mg), of which 5.26% + 1.2% (0.15 + 0.01 mg) corresponds to the
conjugated peptide (Supplementary Table S4). Since the amount of
peptide monolayers in the conjugates was 1.14 + 0.25 (HPLC
analysis), this data was used to compare the amount of peptide
bound to the AuNP according to the mass of peptide added to the
conjugation reaction (theoretical), against the weight of peptide lost
in the conjugates analyzed by TGA. Theoretically, 0.12 + 0.02 mg of
peptide would have to be found in the gold conjugates and the
thermogravimetric analysis indicated that there is actually 0.15 +
0.01 mg (Supplementary Table S5). This result supports the success
of the conjugation strategy since the difference between both
estimates is marginal.

3.4 Determination of bound peptide

To determine the amount of bound peptide in each conjugate,
the supernatants containing unbound peptide in the conjugation
reactions were recovered and analyzed by reverse-phase HPLC.
Multiple peak signals with different retention times were found
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in the chromatograms of supernatants P; (four), P (three), and P,
(two) that could be attributed to the amount of reactive primary
amines in their amino acid sequence (8, 8, and 5 primary amines,
respectively), which could cross-link GTA (Figure 6). The
concentration of each unbound peptide was calculated by
with  the
Figure

interpolation corresponding  calibration  line

S1) the
concentration measured in the unreacted controls with the same

(Supplementary and subtracted from
initial concentration to determine the amount of peptide bound or
remaining in the colloidal suspension (Supplementary Table S5).
The concentration of bound peptide was 47.3 + 14.2 ug/mL in
freshly prepared conjugate suspensions with 2 mg/mL of AuNP.
Considering 1 mg of Au’, from original suspensions of AuNP
concentrated 20x, the amount of peptide chemisorbed per mass

of AuNP is 23.7 + 7.1 ug/mg P;/Au’.

3.5 Cytotoxicity assay

To test whether AuNP are toxic at the cellular level, a HEK-293T
cell line was exposed to a range of AuNP concentrations. Cellular
cytotoxicity was measured at 24, 48, and 72 h of stimulation by
measuring the metabolic activity of living cells, using the resazurin
reduction method. The results showed that there is no significant
difference between AuNP-PEG and AuNP-mpS regardless of the
material concentration (p > 0.05; Figure 7). After 24 h of incubation
with the functionalized nanoparticles, a slight decrease in metabolic
activity was observed from 100 ug/mL. However, this effect was not
significant. Remarkably, 48 h after adding the stimulus there was a
statistically significant decrease of cell viability from 100 pg/mL of
AuNP-PEG and 250 pg/mL of AuNP-mpS (p < 0.05), which might
suggest a higher toxicity for AuNP-PEG. However, for the treatment
at the higher concentration (1,000 pg/mL) evaluated at 72 h post-
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FIGURE 5

TGA (A) and DTG (B) plots of citrate-capped AuNP (Au®),
functionalized with thiol-polyethylene glycol (PEG)-amine, and
conjugated with peptides (P to Ps). The gray vertical band
corresponds to the temperature range in which the mass loss
due to the decomposition of peptides was identified.

exposure, the values for AUNP-PEG were higher (mean value: 71%)
respect AuNP-mpS (mean value: 64%); therefore no consistent trend
was observed for the viability decrement induced by the test
materials. Moreover, after 72 h of stimulation, cell viability was
recovered with both treatments, up to 87% with AuNP-PEG and
91% with AuNP-mpS at the highest concentration added, reaching
values that were not statistically different respect the control (p >
0.05). Therefore, the general pattern observed for the metabolic
activity of the cells exposed to either AuNP-PEG or AuNP-mpS
comprised a transient negative effect on the metabolic activity at the
48 h post-exposure with a restoration at the normal levels at 72 h
post-exposure, which justified the in vivo evaluation of AuNP-mpS
as such nanomaterials were not found to be inherently toxic.

3.6 Immune response induced by AuNP
conjugates in mice

The ability of the proposed AuNP-PEG-peptide conjugates to

increase the immunogenicity of each peptide was tested by
immunizing mice with individual conjugates and comparing the
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induced humoral response to that attained in a group treated with
the cocktail of peptides adjuvanted with alum (HA). ELISA data
revealed that IgM induction occurred after priming, reaching
maximum levels after boosting (day 30),

remarkable decrease (Figure 8B). In contrast, the IgG response

followed by a

was triggered after the third dose with either conjugate or
peptides in alum, reaching its maximum levels on day 45
(Figure 8C). Mice that received the high dose of peptides in alum
produced significantly higher levels of anti-mpS IgM than the mice
in the low dose group, but the IgG levels did not show a dose-
dependent effect (p < 0.05).

It is important to note that the AuNP-P,, AuNP-P3, and AuNP-
P5 conjugates induced the highest concentration of IgG antibodies,
which lasted for up to 2 months after the last immunization
(Figure 8C, p < 0.001). The mice immunized with the AuNP-P,,
AuNP-P;, and AuNP-P5 conjugates reached significantly higher IgG
antibody titers with respect to the other groups (namely, AuNP-P;,
AuNP-P4 and HA groups at two dose levels, Figure 9A), with an
IgG1 subclass predominancy over IgG2a (Figure 9B).

To evidence the ability of the antibodies induced by the
conjugates to recognize the native target (S protein), ELISA was
performed using the recombinant full length S protein as target
antigen. The results showed an IgG antibodies titer induced by
AuNP-P; that was 8-fold higher than that obtained against P;. In
this case, the antibodies induced by the AuNP-P,, AuNP-P;, and
AuNP-P5 conjugates revealed lower titers than those obtained
against the respective peptide and did not represent a statistically
significant difference with respect to AuNP-P, and high-dose
AH (Figure 9C).

3.7 Maturation of dendritic cells

The effect of the functionalized AuNP on dendritic cell
maturation was evaluated by flow cytometry of DC2.4 cells
24h  with 50 pug/mL of AuNP-PEG-NH,.
Compared against control cells treated with vehicle only, the

stimulated for

AuNP were found to induce cell maturation by enhancing the
expression of the costimulatory molecule CD86, whereas the
CDA40 expression was decreased (Figure 10).

4 Discussion

Aluminum hydroxides are by far the most used adjuvants in
vaccines in part due to their low cost and the fact that are patent-free
(Shardlow et al., 2018). However, several studies have shown that
this type of adjuvants do not induce long-lasting immune responses
against SARS-CoV-2. In the present study, AuNP-based conjugates
targeting peptides from SARS-CoV-2 were synthesized and
characterized in vitro and in vivo as an effort to trigger the
development of innovative nanovaccines against COVID-19, not
depending on conventional adjuvants that tend to be poorly effective
or those with patents that restricts their use in developing countries.
Opverall, the synthesis and conjugation approach followed to obtain
the AuNP-peptide conjugates were efficient, allowing to obtain
conjugates with enough antigen concentration for in vitro and in
vivo evaluations. The use of heterobifunctional HS-PEG5k-NH,
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Peptides P; to Ps quantified by HPLC from supernatants recovered after their conjugation with AUNP and compared to unreacted peptides at the
same initial concentration (Co). Amount of peptide bound calculated as pg of peptide per mg of AuNP from absorbance values at 214 nm.

*kk
| pg/mL
100 + —_—
s 7 2
é 7 é ] 0
— 4+ U 24 . ]
S 80T g ? % W o1
z % % | 1
2 60 1 |1 Z |
27T m 10
€ 1 % |
> é % | 100
— 1 / |
3 40T é g @ 250
] % . 8 500
20 {1 % %
T z | E 1000
o 1L 2 (Nl
24 h | 48 h 72 h 24 h | 48 h I 72h
AuNP-PEG AuNP-mpS

FIGURE 7

Toxicity assessment of the mix of AUNP-peptide conjugates (AUNP-mpS) and AuNP functionalized with thiol-polyethylene glycol-amine (AuNP-
PEG). The viability of HEK293-T cells treated at different time intervals was analyzed by the resazurin reduction. Only the 24 h treatment with AUNP-PEG
and AuNP-mpS induced a significant decrease in cell viability, reaching 64% and 71%, respectively, with 1,000 pg/mL. No differences in cell viability were
found between cells treated with conjugated or functionalized AuNP. Significance values were determined using two-way ANOVA with Turkey test.
Significant differences are indicated as *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and non-significant differences as ns.

facilitated the conjugation of peptides by activating the amino-
terminal group with GTA. This bis-aldehyde crosslinker is widely
used for the reactivity of the aldehyde group with primary or
secondary amines in proteins, which produces a stable secondary
amine and leaves an exposed aldehyde group for subsequent
reductive amination reactions (Hermanson, 2013). The reaction
induces the formation of Schiff bases, for which reductants such
as NaBH, are used, allowing the stabilization of secondary amine
bonds (Ibrahim et al., 2018). The sequence of amino acids in
proteins and peptides can have effects on the reactivity of GTA,

Frontiers in Nanotechnology

mainly in short peptides. The peptides used in this work contain
amino acids with amino groups in ionizable side chains that are
strong nucleophiles in addition reactions. In the chromatograms of
conjugation supernatants, peptides Py, P, and P; exhibited multiple
signals at different retention times which, as mentioned above, may
be associated to their amino acid sequence. For example, P; and P;
showed four and three signals, respectively, and are the peptides that
contain the highest number of reactive amines, followed by P, with
two reactive amines and two signals in their chromatogram.
Particularly, P, contains two contiguous lysine residues that,
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Immunogenicity assessment. Immunization scheme (A): 5 female BALB/c mice per group were immunized with each individual gold conjugate
(AUNP-P; to AUNP-Ps) or a mixture of the five peptides in aluminum hydroxide adjuvant (AH mpS). Mice received four doses s. c. at 2-week intervals, and
peripheral blood samples were obtained 1 day before each immunization, 2 weeks (day 60), or 2 months (day 105) after the last immunization. Serum
levels of IgM (B) and IgG (C) antibodies induced in mice immunized with the conjugates or with adjuvant, determined by ELISA at a 1:200 dilution.

when reacted with a cyclic form of GTA (aldol), can form quaternary
pyridinium compounds, as well as a powerful nucleophile such as
arginine. P; contains two contiguous arginine residues in its
structure and P, contains one residue, but neither contains
lysine. Although Ps and P, have three and two lysine residues
widely distributed their
chromatogram showed a single peak with no apparent by-

in their sequence, respectively,
product formation between the unbound peptide and the
remaining GTA in solution.

Comparable to citrate-capped AuNP, the pegylated and
AuNP stability

characteristics considering the similarity of their absorption

peptide-conjugated have  analogous
signals and size distributions. The less negative ( potentials of
AuNP-PEG (-6.4 mV) and AuNP-P; (-8.3 + 2.2 mV) are due to
the adsorption of phosphate anions after washing and
resuspending in PBS, a buffer used as excipient for both in
cytotoxicity and immunogenicity assays. The stability of the
conjugates is remarkable considering that in the herein
proposed chemisorption of peptides on AuNP their surface
properties change after reacting them sequentially with i) HS-
PEG5k-NH,, ii) GTA, and iii) one of five different peptides (1912 +
286 Da), with washing cycles consisting of centrifugation and
resuspension in 1x PBS, and finally concentrated; 20x for
100x

characterization. Considering that after GTA activation the

biological  assays  and for  physical-chemical
amount of peptide equivalent to four monolayers was added,
the bound fraction was expected to correspond to one
monolayer of peptide on the polyethylene glycol coating.
Therefore, unreacted (soluble) peptide controls analyzed by
HPLC were prepared at the concentration of four monolayers.
This analysis made it possible to demonstrate that the amount of
peptide conjugated to the gold nanoparticles corresponds to 1.14 +

0.25 monolayers, equivalent to 23.7 + 7.1 pg/mg.
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The density of PEG influences the conformation it acquires on
the surface of the nanoparticles and defines the degree of interaction
with circulating proteins, by increasing the density of PEG, the
degree of interaction with serum proteins and the clearance of the
nanomaterial by the mononuclear phagocytic system decreases
(Escareno et al, 2018). In a similar PEGylation of AuNP of
20 nm reported with HS-PEG5k-NH, the dy increased 26 nm,
with PEG/AuNP molar ratios starting at 500, finding that only
the AuNP-PEG from molar ratios starting from 300 and up to
2000 could be centrifuged and resuspended in water (Chen et al.,
2013). In our study, the amount of basically the same
heterobifunctional PEG to coat one monolayer on AuNP was
calculated, corresponding to a molar ratio of 900 compared to
the recently consulted reference, adding five times in excess to
secure a brush conformation in order to obtain more primary
amino groups available on the surface for the subsequent
reaction steps. It is known that the relationship between the
radius occupied by a PEG chain, known as the Flory radius (Rp),
and the distance between the PEG chains (D) allows to estimate of
the conformation that PEG molecules acquire on the surface of
nanoparticles (Cruje and Chithrani, 2014; Maurel et al,, 2021). In
this work, the R/D ratio has a value of 4.11, indicating that the PEG
chains acquire a brush conformation in both functionalized AuNP
and conjugates.

It has been documented that the functionalization of AuNP with
polyethylene glycol the
nanomaterial and optimizes the cell internalization (Foroozandeh
and Aziz, 2018; Beki¢ et al., 2019). The resazurin assay revealed that
both conjugated and functionalized nanoparticles had no toxic effect
on HEK293T cells in a 0.1-1,000 pg/mL range after 24 and 72 h of
treatment. However, the nanomaterial reduced the cell viability up
to 30-40% after 48 h of treatment from 100 pg/mL onwards, but this
activity was normalized 24 h later. This behavior is consistent with

improves biocompatibility of the
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FIGURE 9
Anti-peptide IgG titers (A) and IgG1 and IgG2a serum levels (B)
induced by immunization with the individual conjugates or with low-
dose (5 ug) or high-dose (15 ug) HA adjuvant. Anti-Spike protein IgG
titers induced by the individual conjugates or high-dose HA
adjuvant (C). Antibody titers were determined by ELISA on serial
dilutions of test sera on day 45. Serum levels of IgGl and 1gG2a
subclasses were determined by ELISA at a 1:200 dilution on day 45.
Significance values were determined using two-way ANOVA with
Turkey test. Significant differences are indicated as *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, and non-significant differences as ns

previous reports in which a greater toxic effect was observed after
48 h under AuNP-treatment of HeLa (Manivasagan and Oh, 2015),
1BR3, and A375 cells (Mioc et al., 2018). The cytotoxic effect of
AuNP has been attributed to various factors such as particle size,
dose, surface modification, and oxidative stress (Manivasagan and
Oh, 2015). This last factor is influenced by the interaction of AuNP
with biomolecules such as nucleic acids, proteins, and membrane
lipids (Negahdary et al., 2015; Akhtar et al., 2012). A key factor in the
antioxidant defense system and restoration of cell viability is
intracellular glutathione concentration, which has been shown to
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delay cell death in pre-treated Hela and NHDF cells exposed to
AuNP in the 0.028-100 ug/mL range (Akhtar et al,, 2012; Lee et al.,
2019). Although the performed in vitro assays allowed to justify the
safety of the obtained conjugates, further studies will be aimed at
elucidating the precise molecular mechanism involved in the
cytotoxic effect observed in this study and how the intracellular
processing of AuNP is managed once the nanomaterial has been
internalized; also, evaluating the acute effects of the AuNP-based
conjugates in the cells at the injection site is a relevant objective to
better validate the safety of the proposed vaccine.

In terms of immunogenicity, the AuNP conjugates obtained
induced higher antibody levels when compared to alum,
especially AuNP-P,, AuNP-P;, and AuNP-P;, with IgG
antibody titers increased up to eight-fold higher and lasting
up to 2 months after the last immunization. It is important to
note that mice immunized with AuNP-P,, AuNP-P;, and AuNP-
Ps showed a marked predominance of the IgG1 subclass. This
behavior in the IgG1/IgG2 ratio was similar to that observed in
our previous work with peptide Ss6; 495 (Farfan-Castro et al,
2021), and is in agreement with previous reports where the
polarization of the response towards the IgGl subclass is
attributed to the immunomodulatory properties of AuNP
(Shinchi et al., 2019; Liu et al.,, 2021; Xu et al.,, 2021). In
ELISA against the full-length protein S, lower IgG antibody
titers were recorded when compared to the assays targeting
the corresponding synthetic peptides. AuNP-P; was the only
case showing a significant response, which was four-fold higher
with respect to titers of the other groups. Surprisingly, such titers
observed for AuNP-P; were eight-fold higher than those
observed in the ELISA targeting the P; peptide, which could
be attributed to a lower adsorption of the peptide to the surface of
the well. Overall, these data suggest that AuNP-P; is effective at
inducing functional antibodies capable of binding the native S
protein. However, it is possible that the antibodies induced by
AuNP-P, AuNP-P;, and AuNP-Ps could protect by recognizing
the S protein in other conformations or mediate protection by
other mechanisms different to viral entry blockade. One
unexpected result is the inability of AuNP-P; and AuNP-P,
conjugates to be immunogenic in mice, which could be
associated to a deleterious effect of the coupling approach on
the display the of
humoral responses.

AuNP have been used as antigen carriers in several vaccines

impeding induction

antigen

under development against a variety of pathogens. These
nanovaccine candidates have generally produced positive
immunological outcomes. Some mechanisms of activation of
the immune system by AuNP include the activation of the
NLRP3 inflammasome and secretion of related cytokines such
as IL-1p and IL-18, as reported by Niikura et al. (2013) in bone-
marrow-derived dendritic cells treated with gold nanorods coated
with the West Nile virus envelope protein. AuNP have been shown
to provide anti-inflammatory protection in macrophages by
activating the Keapl/Nrf2 signaling pathway, and to induce
NFkB signaling pathway in dendritic cells, which is related with
their maturation and immune tolerance avoidance (Goldstein
et al., 2016; Horwitz et al., 2021). In the present study, AuNP-
PEG showed to enhance CD86 expression in the murine
DC2.4 line, which suggests that one possible mechanism
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In vitro dendritic cell maturation assay. Expression of maturation markers MHC-11 (A), CD86 (B), and CD40 (C) in DC2.4 cells that express CD11c. DCs
were exposed for 24 h to 50 pug/mL of AuNP-PEG. The results are mean fluorescence intensity (MFI) values for each marker. Significance values were
determined using two-way ANOVA with Turkey test. Significant differences are indicated as **p < 0.01 and non-significant differences as ns.

explaining the adjuvant effect of this type of nanomaterial is their
impact on DC maturation for a better antigen presentation. It has
been described that DC undergo a complex maturation process
which includes differences on the expression of the molecules of
the major histocompatibility complex (MHC) and co-stimulatory
molecules across the time (Macagno et al., 2007). This could be the
reason for the differences found in the expression of CD86 and
CD40 at the time of evaluation.

There are few vaccines against SARS-CoV-2 based on
inorganic nanomaterials. An example is the AuNP-adjuvanted
S protein vaccine tested in BALB/c mice (Sekimukai et al., 2020),
which elicited a significant IgG response but could not mitigate
eosinophilic infiltration due to the allergic inflammatory
response. Kumar et al. (2021) also developed a gold-nanostar-
chitosan DNA vaccine encoding the S protein against SARS-
CoV-2 intranasal immunization, which
high of anti-SARS-CoV-2 IgA lung mucosa,
neutralization of pseudoviruses, and enhanced tissue-resident

for induced

levels in
memory T cells.

Most vaccines need a cold chain to maintain the stability of the
components during storage and distribution, until the immunogen
is finally administered. Nevertheless, maintaining the cold chain can
be difficult in locations with challenging access and involves
monetary investment in refrigerated equipment. A benefit of
AuNP-based vaccines is their thermal stability, even with
temperature fluctuations, which reduces costs by eliminating the
need for a cold chain. This is supported by the findings of Ingrole
et al. (2021), who demonstrated that their lyophilized AuNP-based
influenza A vaccine maintained its stability and immunogenicity for
up to 3 months when stored at temperatures ranging from 4°C to
50°C, even when kept in its freeze-dried state and reconstituted in
water. The reduced amount of antigen or adjuvants required in
AuNP-based nanovaccines to elicit robust immune responses is
another attractive feature of these platforms, and the surface
antigens can be easily modified once the conjugation technique
has been standardized.

It is important to expand the preclinical evaluation of the AuNP-
P;s conjugates under good laboratory practices and good
manufacturing practices. In this regard, some of the most
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promissory are the naNO-DENGUE (NCT04935801) and naNO-
COVID (NCTO05113862) Phase-I clinical trials from Emergex
Vaccines Holding Ltd., against Dengue and SARS-CoV-2,
respectively. These vaccines consist of T-cells primed with
specific cocktail of peptides from the respective viruses attached
to AuNP. The naNO-COVID vaccine protected mice of lung
inflammation after intranasal challenge with SARS-CoV-2 in
preclinical (Emergex  Vaccines, 2022). Ultimately,
neutralization assays based on SARS-CoV-2 or pseudoviruses

studies

displaying the S protein are needed to ascertain the potential of
these vaccine candidates. Moreover, assays to assess Fc-mediated
phagocytosis and antibody-dependent cellular cytotoxicity could aid
on determining additional mechanisms by which the obtained
AuNP conjugates could result in immune protection against
COVID-19 before evaluating these candidates in infectious
challenge models.

In conclusion, this study expands the evidence on the
potential of using AuNP as safe and effective carriers for
nanovaccine design since the obtained AuNP-P,, AuNP-P;
and AuNP-Ps conjugates did not induce irreversible in vitro
cytotoxic effects and remarkably were able to induce robust and
long-lasting antigen-specific IgG response in mice, with an
IgG1 subclass predominance; surpassing the response induced
by the conventional alum adjuvant. Moreover, the data obtained
represent a step forward on the development of fully synthetic
vaccines that could provide a solution for the need of
thermostable vaccines targeting conserved regions from the S
protein, with the potential to provide long-term and broad
protection against SARS-CoV-2 VOC not depending on
conventional adjuvants, which is a limitation for vaccine
developers that has a priority to focus on formulations based
on patent-free components.
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