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Resumen

La exploracion de alternativas en el campo de materiales nanoestructurados, incluyendo
nanoarcillas, es de interés como una opcion hacia aplicaciones bioldgicas, incluyendo vacunas,
para revolucionar el area médica y las limitaciones que presentan los bioconjugados actuales.
En este trabajo se sintetizaron arcillas sintéticas tipo hidréxidos dobles laminares (HDL) como
nanoacarreadores alternativos, con potencial como adyuvantes de biomoléculas especificas en
aplicaciones médicas. En particular, como prototipo de nanovacuna considerando la adsorcién
pasiva de albumina de suero bovino (BSA) como proteina antigeno modelo.

Mediante la coprecipitacion de nitrato de magnesio y de aluminio con hidréxido de sodio
seguida de una hidrolisis térmica (1, 2, 4, 8, 16 y 32 h) resultaron nanoparticulas (NP)
hexagonales con tamafios menores a 100 nm, estables y reproducibles, para relaciones de
precursores 3:1 y 2:1 Mg*?/Al*3. Adicionalmente, la coprecipitacion en metanol (MetOH) con
1 h de hidrolisis térmica, permitié producir NP HDL menores a las obtenidas sin el uso de este
solvente. En el mejor de los casos el tamafio obtenido para una relacion de 75:25 % v/v
MetOH/H0 fue de 66.1 + 3 nm.

En el primer estudio de conjugacion por adsorcion pasiva con tres tamafios de NP HDL (92.5,
124.5 y 169.1 nm) y diferentes tiempos de adsorcion (0.5, 4 y 24 h) las NP mas grandes
adsorbieron una menor cantidad de BSA. El empleo de HDL de 169.1 nm y una relacion masica
5:1 de BSA/HDL result6 en conjugados BSA-HDL con un tamafio final de 280.6 £ 61.7 nm y
un potencial  de —23.8 + 2.97 mV como propiedades deseables para futuras aplicaciones.

En el segundo estudio con NP HDL con un tamafio de 89.5 nm para la bioconjugacion de BSA
se obtuvieron capacidades maximas de adsorcion con valores de Qmax de 0.236 £ 0.06, 0.273 £
0.02y 0.290 + 0.24 mg BSA/ mg HDL (medicidn directa), y 0.353 £ 0.04, 0.406 + 0.02, 0.506
+ 0.09 mg BSA/ mg HDL (medicion indirecta) después de 0.5, 4 y 24 h, respectivamente,
después de ajustar los datos experimentales a isotermas de adsorcion de Langmuir.

Finalmente, los prototipos de nanovacuna BSA-HDL obtenidos en este proyecto para ambos
casos de estudio de bioconjugacién (efecto del tamafio de NP HDL y tiempo de adsorcion),
resultaron en tamafios nanométricos, con baja polidispersidad, estables y con la capacidad de
proporcionar una dosis minima de BSA (> 5 pg de antigeno) para una posible inmunizacion en
un modelo murino en etapas posteriores del proyecto.

Palabras clave: HDL, Nanoacarreadores, Bioconjugacion pasiva.
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Abstract

The exploration of alternatives in the field of nanostructured materials, including nanoclays, is
of interest as an option toward biological applications, including vaccines, to revolutionize
medical areas and the limitations that current bioconjugates present nowadays. In this work, we
synthesized synthetic clays, specifically layered double hydroxides (LDH) as an alternative
nanocarriers, with potential as adjuvants of specific biomolecules in medical applications. In
particular, as a nanovaccine prototype considering the passive adsorption of bovine serum
albumin (BSA) as a model protein antigen.

After the coprecipitation of magnesium nitrate and aluminum nitrate with sodium hydroxide
followed by a thermal hydrolysis (1, 2, 4, 8, 16 and 32 h) we obtained hexagonal nanoparticles
(NP) with sizes less than 100 nm, stable and reproducible, using precursor ratios of 3:1 and 2:1
Mg*?/Al*3. Additionally, the coprecipitation in methanol (MeOH) with 1 h of thermal hydrolysis
allowed to produce NP LDH with lower sizes than those obtained without the use of this solvent.
In the best case the size obtained with 75:25 % v/v MeOH/H20 was 66.1 £ 3 nm.

In a first conjugation study exploring passive adsorption with three sizes of LDH NP (92.5,
124.5, and 169.1 nm) and different adsorption times (0.5, 4, and 24 h), the larger NP adsorbed
a lesser amount of BSA. The use of LDH of 169.1 nm and a 5:1 BSA/HDL mass ratio resulted
in BSA-LDH conjugates with a final size of 280.6 £ 61.7 nm and a { potential of —23.8 + 2.97
mV as desirable properties for future applications.

In a second study with LDH NP of 89.5 nm for the bioconjugation of BSA we obtained
maximum adsorption capacities with values for Qmax of 0.236 + 0.06, 0.273 + 0.02, and 0.290 +
0.24 mg BSA/ mg LDH (direct measurement), and 0.353 + 0.04, 0.406 + 0.02, 0.506 + 0.09 mg
BSA/ mg LDH (indirect measurement) for 0.5, 4, and 24 h, respectively, after adjusting the
experimental data to Langmuir adsorption isotherms.

Finally, the BSA-LDH nanovaccine prototypes obtained in this project for both study cases on
bioconjugation (effect of the LDH particle size and adsorption time), resulted in conjugates of
nanometric sizes, with low polydispersity, stable, and with a capacity to provide more than a
minimum dose of BSA (= 5 pg antigen) for a possible immunization in murine models in future
stages of this project.

Keywords: LDH, Nanocarriers, Passive bioconjugation
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1 Introduccién

Actualmente la nanotecnologia en el ambito biolégico ha tomado una gran relevancia con el uso
de nanodispositivos con el objetivo de mejorar las técnicas de diagndstico, asi como las de
imagenes médicas y tratamientos actuales contra diversas patologias. En este Gltimo ambito el
uso de nanoconjugados se ha propuesto como una alternativa para aumentar la biodisponibilidad
de los farmacos y mejorar su eficacia, a la vez que se reduce la dosis y la frecuencia de
administracion, dando lugar a modelos de tratamientos més efectivos y menos agresivos para
los pacientes (Slowing, et al., 2008).

Las arcillas son materiales comunmente utilizados en la industria farmacéutica, ya sea como
excipientes o sustancias activas. En especial, una de sus recientes aplicaciones se enfoca en la
liberacion de biomoléculas. Las arcillas pueden ser funcionalizadas con alguna otra molécula a
través de un enlace covalente o por adsorcion pasiva sobre su superficie, para crear un complejo
formado por ambas moléculas unidas entre si. En la mayoria de los casos, al menos una de las
moléculas es de origen bioldgico o es un fragmento derivado de una biomolécula. En otros, el
conjugado que se forma es totalmente sintético, pero su uso se dirige hacia aplicaciones
bioldgicas o biomédicas (Aguzzi, et al., 2007)

Estas interacciones pueden ser utilizadas para lograr ventajas tecnoldgicas y biofarmacéuticas
en cuanto al control de la liberacion de biomoléculas especificas. En este sentido, las
formulaciones empleando arcillas naturales y sintéticas, recientemente resultan prometedoras
para retardar, extender o vectorizar la liberacion de farmacos. En consecuencia, esto aumenta la
biodisponibilidad de biomoléculas especificas, disminuye efectos secundarios y/o potencia el
efecto terapéutico del farmaco (Levis & Deasy, 2002).

Los hidroxidos dobles laminares (HDL) también conocidos como arcillas anidnicas o "similares
a la hidrotalcita" tienen caracteristicas interesantes. Entre estas, morfologia laminar, una elevada
area superficial (20 a 85 m?/g) respecto a otros minerales y una estructura hexagonal u octaédrica
formada por hojas octaédricas comparada con la estructura de la brucita (Mg(OH)2). Los HDL
también tienen una densidad de carga positiva debido a los cationes trivalentes parcialmente
sustituidos cationes divalentes. Esto los hace atractivos como un compuesto anfitrion o
nanoacarreador de biomoléculas cargadas negativamente mediante fisisorcion o bioconjugacion
pasiva (Martinez & Carbajal, 2012; Osipov, 2012; Christidis, 2011).

Los HDL pueden ser sintetizados por diferentes métodos, incluyendo tratamiento hidrotermal,
sol-gel o coprecipitacion, solo por mencionar algunos ejemplos, donde el principal reto se
encuentra en la obtencion de tamafios nanométricos, ya que comdnmente en las rutas de sintesis



reportadas, obtienen tamarios de particulas en el orden de micras. En este estudio se empleara
un método de sintesis por coprecipitacion, seguido de un tratamiento hidrotermal para la
obtencion de nanoparticulas HDL estables y reproducibles. Por otra parte, la eleccién de esta
ruta de sintesis, resulto del uso de una ruta de sintesis econdmica y escalable principalmente
(Choy & Park, 2004). En este trabajo se usé para la sintesis de HDL Al*3 como cation trivalente
y como cation divalente Mg*2.

Por otro lado, los HDL son solubles a pH menor a 4, lo cual pueden actuar rapidamente y liberar
el farmaco en una forma molecular apropiada para la absorcion. Las particulas HDL tienen
caracteristicas viscoelasticas similares a la mucina gastrica y puede permitirse la proteccion de
la mucosa por su capacidad de mantener o imitar las propiedades de barrera del gel de moco
gastrico (Nogueira, et al., 2016; Vasti, et al., 2017).

Con las ideas anteriores, surge la innovacion por el uso de HDL como nanoacarreadores de
biomoléculas, donde se tiene informacion muy limitada sobre la adsorcion pasiva empleando
HDL y méas aun sobre adsorcion activa que resulta en retos de mayor magnitud, asi como la falta
de exploracion en el ambito de la nanomedicina. Es por ello que se ha convertido en un
nanomaterial sintético candidato en aplicaciones como nanoacarreador de biomoléculas. Se
tiene evidencia de la obtencion de NP HDL con las técnicas de ruta seleccionadas en este trabajo,
sin embargo, no se tienen claras las ideas sobre la obtencion de las mismas, asi como los
fendmenos que resultan en el transcurso de la misma. Por otro lado, se identificd que la idea
sobre tener una propuesta de prototipo de nanovacuna empleando BSA/HDL no esta aterrizada
en tener una formulacion final con las mejores caracteristicas como lo es el tamario, estabilidad
y cantidad de antigeno modelo minima para una posible inmunizacion, asi como la pureza del
sistema coloidal resultante.

Este trabajo se enfocara en el potencial como nanoacarreador para futuras aplicaciones
biolégicas empleando nanoparticulas (NP) HDL, principalmente por la densidad de carga
positiva, asi como sus propiedades fisicoquimicas que conllevan como lo es su punto de carga
cero (PZC) a un pH de 11.2 (Lifian Gonzalez & Padilla Ortega, 2020), lo cual presentd diversas
ventajas y desventajas para la sintesis de un bioconjugado final empleando Albumina de Suero
Bovino (BSA) como proteina modelo para obtener un prototipo de nanovacuna. Se evaluara los
parametros de sintesis como lo es el tiempo de hidrolisis térmica, asi como el uso de solventes
y relacion de sales 3:1 y 2:1 Mg*¥Al*3, para posteriormente sintetizar mediante una
bioconjugacion pasiva un bioconjugado BSA/HDL en escala nanométrica, estable y con la
proteina necesaria para futuras aplicaciones en un modelo murino y asi definir el potencial como
nanoacarreador de NP HDL.



2 Antecedentes
2.1 Arcillas

Las arcillas son minerales de origen natural que se encuentran en la superficie de la tierra,
definidas como granos finos con un didmetro menor a 2 um. Las arcillas incluyen diferentes
especies de minerales como silicatos, o0xidos y/o carbonatos. Por otra parte, ademas de
pertenecer a la familia de los filosilicatos, estan compuestas de materiales que aportan o no
plasticidad y dureza (Bergaya & Lagaly, 2006).

Actualmente han sido de interés en diferentes aplicaciones en el sector industrial, por ejemplo,
en la fabricacion de materiales de construccion y agregados, fabricacion de papel, produccion
de pinturas, preparacion de farmacos, como catalizadores, entre otras (Obaje, et al., 2013).

2.1.1 Estructura de las arcillas

Las arcillas al igual que otros filosilicatos, estan formadas por dos unidades fundamentales en
su estructura, basada en apilamientos de iones hidroxilo y oxigeno (tetraedros y octaedros), y
compuestas principalmente de silicio, aluminio, oxigeno e hidrogeno (Murray, 2006).

La unidad fundamental tetraédrica (T), esta constituida por &tomos de Si**, 02y OH™; en donde
el atomo de Si** en ocasiones es intercambiado por cationes trivalentes como Al*3 o Fe*3. El
atomo de Si** se encuentra en el centro de cada tetraedro, rodeado por cuatro &tomos de O 2 u
OH™ de manera equidistante, de tal forma que se genera la estructura tetraédrica. Cada tetraedro
se une entre si de manera repetitiva compartiendo tres de sus vértices de oxigeno para formar
un patron bidimensional hexagonal de hojas tetraédricas de (SiO4)™ 0 (AlO4)°, donde el cuarto
atomo de oxigeno (oxigeno apical) queda libre (Figura 1) (Bergaya & Lagaly, 2006).

Tetraedros Hojas tetraédricas (T)

Figura 1. Unidad fundamental de tetraedros y hojas tetraédricas.



Por otro lado, la unidad fundamental octaédrica (O) esta constituida por atomos de Al*3, 02y
OH; en donde el 4tomo de Al*3 en ocasiones es intercambiado por cationes divalentes como
Mg*?, Fe*?, Cu*?, o cationes trivalentes como Fe*® y Cr*3, El tomo de Al*3 se encuentra en el
centro de cada octaedro, rodeado de seis tomos de O~2 u OH~ de manera equidistante al igual
que la estructura tetraédrica. Las hojas octaédricas se forman compartiendo las aristas de cada
octaedro con atomos de aluminio adyacentes para formar la red de octaedros (Figura 2). Cuando
en el centro de las hojas octaédricas se tienen cationes trivalentes se les denomina di-
octaédricas, es decir, solo se ocupan dos tercios de los posibles sitios para equilibrar las cargas.
En consecuencia, cuando se tienen cationes divalentes en el centro de las hojas octaédricas se
les denomina tri-octaédricas lo que requiere que se ocupen los tres sitios disponibles para
balancear la carga (Velde & Meunier, 2008).

Octaedros Hojas octaédricas (O)

Figura 2. Unidad fundamental de octaedros y hojas octaédricas.

La estructura de las arcillas esti formada en base a la unién de las dos unidades fundamentales
mencionadas anteriormente, para asi formar las diferentes clases de las arcillas. La union de
estas hojas se puede efectuar mediante atomos de oxigeno apicales de ambas hojas (tetraédricas
y octaédricas), es decir, el &omo de oxigeno estara coordinado con dos atomos de Al*® y con
un atomo de Si**. De esta manera se pueden encontrar estructuras de arcillas tipo 1:1, 2:1 0 2:2,
donde la capa 1:1 (conocida como T:O) esté integrada por una hoja tetraédrica y una octaédrica
(Figura 3A). La estructura 2:1 también denominada como T:O:T, esta formada por una hoja
octaédrica, rodeada por dos hojas tetraédricas (Figura 3B) (Velde, 1992).
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Figura 3. A) Estructura tipo 1:1; B) Estructura tipo 2:1.



2.1.2 Clasificacion de las arcillas

Las arcillas se pueden clasificar en funcion de su estructura, dioctaédricos o trioctaédricos y

bilaminares (T:O) o trilaminares (T:O:T), en la Tabla 1 se muestra su clasificacion:

Tabla 1. Clasificacion de las arcillas en funcion de su estructura (Garcia Romero & Suarez

Barrios, 2008).

Dioctaédricos Trioctaédricos
Caolinita Antigorita
Bilaminares Nacrita Crisolito
T.0 Canditas: Serpentina:
) Dickita Lizardita
1:1
Halloysita Bertierina
Pirofilita Talco
Montmorillonita Saponita
Esmectitas: | Beidellita Esmectitas: | Hectorita
. Nontronita
Trilaminares
T:O:T Vermiculitas Vermiculitas
2:1 llitas
Moscovita Biotica
Micas: Paragonita Micas: Flogotipa
Lepidolita
T:0:T:0 2:1:1 | Cloritas
Fibrosos Paligorskita Sepiolota

2.1.3 Propiedades de las arcillas

Las propiedades de las arcillas estan directamente relacionadas con su estructura. De manera
general, (Bergaya & Lagaly, 2006) han reportado que estos minerales estan formados por capas
con dimensiones nanomeétricas, tal es el caso de la capa T:O (1:1) de aproximadamente 0.7 nm



y 0.1 nm para la capa T:O:T (2:1). Las propiedades més relevantes de estos minerales son las
siguientes:

e Capacidad de intercambio catiénico y anionico.

¢ Plasticidad.

e Capacidad de hinchamiento.

e Tixotropia.

o Alta superficie especifica.

e Diversidad de morfologia: laminar, tubular o cilindrica y fibrosa.
e Presenta carga residual debido a sustituciones isomorfas.

Cuando el silicio de las hojas tetraédricas se intercambia por cationes de menor valencia, se
genera una carga negativa la cual, para equilibrarse, atrae cationes. De igual forma, la carga
negativa se puede equilibrar con cationes intercambiables divalentes (Mg*?, Mn*?, Fe*?, etc.) o
trivalentes (AI*3, Mn*3, Cr*3, etc.).

Las caracteristicas quimicas de estos cationes intercambiables determinan muchas de las
propiedades fisicoquimicas de las arcillas. Por ejemplo, estos cationes son capaces de adquirir
capas de hidratacion completas o parciales, las cuales generan la propiedad hidrofilica de las
arcillas. Cuando el sodio es el catién interlaminar, se presenta la capacidad de hinchamiento, la
cual es debida a la capacidad de adsorber moléculas de agua u otros iones polares en su espacio
interlaminar (Velde & Meunier, 2008).

2.1.4 Arcillas anidnicas sintéticas

2.141HDL

Los HDL son también conocidos como “arcillas anionicas o arcillas sintéticas” dentro del grupo
de los filosilicatos, con formula general [M*?1xM*3(OH)2]** (A" )xn-mH20. Donde M*2 es un
cation divalente como Ca*?, Mg*?, Zn*2, Co*? o Ni*?; M*® es un cation trivalente como Al*3,
Cr3 o Fe*; y A" es un anion como CI~, NOs~, CO3 2 0 SO4 2. Sin embargo la relacion molar x
= M*3/(M*3 + M*?) se encuentra confinada entre 0.2 y 0.4.

Es una arcilla que presenta una estructura laminar y capacidad de intercambio cationico, ésta
ultima debido a la presencia de aniones interlaminares que balancean las cargas positivas de los
hidroxidos metalicos de las ldminas. Los HDL tienen diversas aplicaciones, como adsorbente,
catalizador, composito con material polimerico para la liberacion de farmacos o capacitor, entre
otras (Martinez & Carbajal, 2012; Centi & Perathoner, 2007). En la Figura 4 se muestran la
gran variedad de aplicaciones que ha tenido recientemente este tipo de materiales.
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Figura 4. Aplicaciones de HDL.

Los HDL tienen en su espacio interlaminar una estructura cristalina hexagonal u octaédrica con
aniones intercambiables (Figura 5). Presentan variaciones isomorficas de capas tipo brucita
Mg(OH). cuando se sustituyen cationes Mg*? por cationes Al*3, proporcionando carga positiva
a las laminas. La hidrotalcita es en tipo de HDL el cual es el nombre aplicado a los materiales
que forman estas laminas, en el cual el carbonato es el anién predominante (Gu, et al., 2015).

Por otro lado, es importante el tamafio de los cationes metélicos, puesto que la sustitucion es
mas eficiente en iones con radio ionico similar. El rango de admisién en la estructura para los
cationes trivalentes es de 0.67 A a 0.93 A, fuera de este rango la estructura se hace cada vez mas
inestable. Otras fuentes verifican también que todos los cationes trivalentes son un radio mayor
a 0.5 A pueden formar HDL (Martinez & Carbajal, 2012). En la Tabla 2 se muestran ejemplos
de cationes trivalentes y divalentes con su respectivo radio ionico.



e e

2 * N

>~ > A T
0 s I s ——
LI A I IS AL

OH/V v W e o

Figura 5. Estructura de HDL (Martinez & Carbajal, 2012) .

Tabla 2. Radios de cationes di- y trivalentes (Martinez & Carbajal, 2012).

Me(" r (A) Me(") r(A)
Fe 0.61 Fe 0.55
Co 0.65 Co 0.55
Mg 0.72 Al 0.54
Ni 0.68 Vv 0.74
Cu 0.73 Cr 0.62
Zn 0.74 Ga 0.62
Cd 0.97 In 0.80

Por otro lado, en la Tabla 3 se muestran las propiedades mas destacables de HDL.

Tabla 3. Propiedades de HDL (Ramirez-Llamas, et al., 2015; Lifidn Gonzélez & Padilla
Ortega, 2020).

Capacidad de

: . Area
. . intercambio .. o lones de
Mineral Morfologia o superficial ~ Formula quimica . .
cationico (m2/g) intercambio
(meq/100g9) g
T Cl, NO3~
HDL B —— M*2,_«M*3(OH ' ’
- —— 52 150 20a85 | . (Ol 0,20
(aniénica) e T (A" )xn-mH20 SO.2




2.1.4.2 Propiedades de HDL

Algunas de las propiedades mas interesantes de las arcillas tipo HDL son una alta éarea
superficial de 20 a 85 m?/g, hidratacion e hinchamiento, estabilidad térmica, efecto de memoria
y buena capacidad de intercambio anionico. La propiedad de memoria de los HDL se refiere a
que, aunque la arcilla sea calcinada a altas temperaturas (de 500 a 800 °C), estos pueden
recuperar su estructura laminar en contacto con soluciones aniénicas y agua (Rives, 2001;
Cavani, et al., 1991).

Los HDL presentan interés en diversas areas de aplicacion, incluyendo su empleo como carga
de polimeros, como substrato para cromatografia, como antiacido, como soporte o agente para
la liberacion controlada de farmacos y pesticidas, como substrato para inmovilizacion de
enzimas, como precursores de materiales magnéticos o de catalizadores, como adsorbentes de
colorantes, captadores de especies contaminantes, fluoruros, acidos y gases como el diéxido de
carbono y oxidos de azufre y de nitrégenos, asi como en la proteccion contra la corrosion (Gu,
etal., 2015).

En la Figura 6 se muestra un estudio de difraccion de rayos X (XRD, X-ray diffraction) y un
estudio de microscopia electronica de transmision (MET) por (Giraldo Osorio, et al., 2015). En
este utilizaron una relacion molar de Mg/Al 2:2, en el que se evidenci6 la fase pura de HDL
similar a la fase hidrotalcita, donde los planos cristalinos se encuentran en los angulos 26 de
11°, 22°, 35° 39° y 60°, correspondiente a los planos (003), (006), (009), (012) y (110),
respectivamente. El espaciamiento basal calculado fue de 0.89 nm, que corresponde a la sefial
mas intensa de difraccidn asociada a la difraccion del plano (003), es consistente con la presencia
de nitratos en la region interlaminar.

a)

intensidad (u

26 (%)

Figura 6. Estudio de HDL con una relacién molar de Mg/Al 2:2. A) Estudio DRX. B)
Imagen TEM (Giraldo Osorio, et al., 2015).
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Una explicacion més a detalle de las propiedades mas interesantes de los HDL son las siguientes:

e Estabilidad quimica: Est4 relacionada con la solubilidad del agua. La estabilidad
incrementa en el orden Mg*? < Mn*2 < CO*2 = Ni*? < Zn*? para cationes divalentes y, Al
< Fe*3 para cationes trivalentes.

e Estabilidad térmica: La descomposicion térmica de los HDL tienen tres etapas
diferenciadas:

I: Tiene lugar la perdida de agua superficial e interlaminar.

I1: Descomposicion de la estructura con la perdida de grupos hidroxilo y descomposicion
a mayores temperaturas.

I11: Los 6xidos reaccionan formando carbonatos de transicion que se descomponen a
mayores temperaturas.

e Efecto memoria: Uno de los mas caracteristicos. Al producirse la deshidroxilaciéon y
descarbonatacion la estructura de la hidrotalcita colapsa, pero es posible recuperar la
estructura laminar al rehidratar el material con una solucion que contenga aniones. Estos
pueden ser los originales o sustancias contaminantes que quieran eliminarse de medios
acuosos. En la Figura 7 se muestra el proceso de rehidratacion de este material.

e Capacidad de intercambio ionico: Otra de las caracteristicas relevantes de estos materiales
en su capa intermedia, el orden de preferencia de los aniones para quedarse retenidos entre
las capas catidnicas en el siguiente: NO 3 <Br < ClI" <F <OH < Mo0s %< S04 2. Hay
preferencia por los aniones multivalentes ya que intervienen fuerzas electroestaticas mas
fuertes (Chen, et al., 2018; Carrado, et al., 1998).

m Calcinacion entre . L.
Rehidratacion m

v.«i- ,3,.ﬁi 500°Cy600°C  RpRnom, . A S
LR gy R 1
m Oxido mixto de precursores

Reconstruccion de
HDL estructura lamiar

Figura 7. Proceso de rehidratacién de HDL (Vergara Arenas, 2013).

2.1.4.3 Métodos de sintesis

El método de coprecipitacion es el mas comun para la sintesis de HDL, el cual consiste en la
adicion de cationes divalentes y trivalentes a un pH constante para asegurar una alta
homogeneidad quimica con soluciones base como hidréxido de sodio (NaOH) e hidrdxido de
potasio (KOH) (Bergaya & Lagaly, 2006). Por otra parte, destacan algunos otros métodos de
sintesis como el método de sol-gel y actualmente se ha desarrollado un método hidrotermal.
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Una de la diferencia entre los métodos es que en el de coprecipitacion las estructuras de los HDL
son mas cristalinas, pero con un menor rango de estabilidad térmica (Gu, et al., 2015; Dupin, et
al., 2004).

El método de sol-gel parte de precursores moleculares como alcoxidos metalicos o sales
inorganicas. En este se obtiene un esqueleto del 6xido mediante reacciones de hidrolisis y
polimerizacion a baja temperatura. Esto permite la sintesis de fases metaestables del 6xido e
incluso de s6lidos mixtos érgano-inorganicos. Las especiales caracteristicas de los soles y geles
permiten la sintesis de fibras, laminas, cadenas, geles y polimeros tridimensionales. Una
caracteristica particular del proceso sol-gel es la posibilidad controlar el proceso de sintesis
desde el precursor molecular hasta el producto, lo cual supone la viabilidad de sintetizar nuevos
materiales 6rgano-inorgénicos (Luisa, 2012).

En la Figura 8 se ilustra el método de coprecipitacion , el cual es el mas comun para la sintesis
de HDL y se observan los parametros que pueden involucrarse en el control de la sintesis.

1
constant flow automated
titrator titrator
MhMm alkaline
G lution
salts solution chart
pH-oonitmllet ed
4 pH-meter

Inert % flow

Figura 8. Esquema experimental para la preparacion de HDL por el método de
coprecipitacion (Bergaya & Lagaly, 2006).
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2.2 VVacunas

Una vacuna es cualquier formulacion farmacéutica que tiene el objetivo de generar efectos
profilacticos o terapéuticos en contra de una patologia determinada mediante la induccion de
respuestas inmunes adaptativas (Chen, et al., 2016). Puede tratarse, por ejemplo, de una
suspension de microorganismos muertos o atenuados, o de productos o derivados de
microorganismos, o bien autoantigenos (Tabla 4). Actualmente, el método para administrar las
vacunas comunmente es la inyeccion, aunque algunas veces se puede administrar via nasal u
oral (HHS, 2021).

2.2.1 Tipos de vacunas

Existen distintos tipos de vacunas de acuerdo con la fuente de los antigenos que contiene
(Plotkin, et al., 2013; Philadelphia, 2018) y las cuales se mencionan a continuacion:

Organismos vivos atenuados: La atenuaciéon del microorganismo se lleva a cabo mediante
pases sucesivos en distintos huéspedes animales 0 medios de cultivo, de esta manera se garantiza
la eliminacion de la capacidad de inducir enfermedad. Este tipo de vacunas poseen una gran
inmunogenicidad que conduce a proteccion a largo plazo y con un minimo de dosis.
Generalmente inducen una respuesta inmune, celular y humoral, aunque con menor intensidad
a la provocada por la infeccion natural.

Inactivadas o muertas: Formuladas con microorganismos inactivados, térmica o
guimicamente, sin la capacidad de reproducirse, y por ello, incapaces de producir la enfermedad
en el huésped o de transmitirse a otro sujeto. Generalmente son de alta inmunogenicidad, pero
menor a la de las vacunas atenuadas.

Toxoides: Se obtienen de toxinas bacterianas que se purifican a partir de cultivos bacterianos y
se detoxifican por el efecto del calor, 0 empleando glutaraldehido o formol. En general, estas
vacunas no previenen la infeccion, pero neutralizan los efectos de esta dado que los anticuerpos
inducidos neutralizan los efectos de las toxinas.

Subunitaria: Estas vacunas se formulan con antigenos purificados o sintetizados de
determinados componentes (proteinas, péptidos, carbohidratos, toxinas, etc.) de

microorganismos. Su desventaja es que generalmente son de baja inmunogenicidad.

A continuacion en la Tabla 4 se muestran ejemplos de los tipos de vacunas mencionadas
anteriormente:
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Tabla 4. Ejemplos de tipos de vacunas contra enfermedades/patologias especificas (HHS,

2021).
Atenuadas Influenza, varicela, fiebre amarilla, rotavirus, sarampion.
i Poliomielitis, hepatitis A, rabia, polio (solo vacuna
Inactivadas :
inyectable).
Toxoides Difteria, tétanos.

Hepatitis B, herpes zoster, Haemophilus influenzae B,
Subunitaria/ Conjugada | infeccion neumococica, meningitis meningocdcica, tos
ferina, virus del papiloma humano (HPV).

2.2.2 Materiales como vehiculos de entrega y adyuvantes

El empleo de nanoparticulas (NP) ha tenido un gran interés en ultimos afios tanto a nivel
industrial como en investigacién cientifica. En informes de la OCDE (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo) es evidente un notable incremento del uso de NP en diferentes
aplicaciones en ambos campos, reportando particularmente en aplicaciones de investigacion
cientifica un incremento del 0.1 % en 2013 hasta un 15 % en 2015 (Bavasso, et al., 2016).

Los nanomateriales han surgido como una plataforma prometedora para administrar vacunas,
por ejemplo, como adyuvantes para vacunas de subunidad, con menos inconvenientes y efectos
secundarios indeseables en comparacion con adyuvantes comerciales tales como Alum, QuilA
y emulsiones de aceite (adyuvante incompleto de Freund). De las nanoparticulas de uso comun,
las nanoparticulas de silice, de copolimeros de &cido lactico/glicdlico (PLGA) y de arcillas como
HDL y hectorita, han surgido como plataformas prometedoras de administracion de vacunas
con adyuvantes (Yan, et al., 2014; Zhang, et al., 2021; Navarro-Tovar, et al., 2018).

La alta densidad de carga superficial de NP HDL y hectorita permite transportar grandes
cantidades de moléculas biolégicas como acidos nucleicos y proteinas, mediante interaccién
electrostatica, que. Esta funcion como transportadores de biomoléculas es esencial para el
desarrollo de nanovacunas. Anteriormente, se habia demostrado que NP HDL y hectorita de
tamafio optimizado para ser potentes adyuvantes mediante la estimulacion continua de células
inmunes y la liberacion sostenida de antigenos, que podrian inducir respuestas inmunes fuertes,
a largo plazo y equilibradas contra el antigeno intimina 3 de E. coli (Chen, et al., 2016; Deng,
etal., 2013).
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Las NP HDL tienen carga positiva, que se puede usar para ratraer electrostaticamente moléculas
bioldgicas cargadas negativamente (como oligonucleodtidos, ADN, ARN y proteinas) para su
transporte y entrega a nivel celular. Las NP HDL han demostrado baja citotoxicidad y una
excelente biocompatibilidad, asi como el uso para una liberacion controlada. Como resultado,
las NP HDL han sido ampliamente investigadas para aplicaciones médicas y clinicas, ya que los
datos de citotoxicidad demuestran claramente que los nanomateriales de arcilla no son toxicos
y son adecuados para la aplicacion transdérmica o la administracion oral. Recientemente, las
NP HDL se investigan como adyuvantes para mejorar la respuesta inmune a ciertos antigenos
(SIRNA, BSA, OVA, AfB1, 5-FU, Intimin B y algunos antigenos para el tratamiento de linfoma)
(Yan, et al., 2014; Williams, et al., 2014; Chen, et al., 2016; Zuo, 2017; Zhang, et al., 2021,
Wong, et al., 2010).

Relative OD for IgG (450 nm)
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Figura 9. Eficiencia especifica de respuestas inmunes humorales estimuladas por
adyuvantes de nanoparticulas de arcilla (LDH, hectorita) comparadas con adyuvantes
tipicos (QuilA, Alum) y PBS como control. a) Nivel de Absorbancia anti-1B 1gG en suero
de ratones femeninos C57BL/6J (n = 5) medido a los 49 dias (Chen, et al., 2018).

Otros nanomateriales, como las particulas tipo virus carentes de acidos nucleicos (VLPs) y
liposomas (vesiculas artificiales formadas a partir de fosfolipidos y colesterol), han sido también
empleados como adyuvante de vacunas para la malaria (Sheng, et al., 2018). Muchos de estos
materiales son capaces de ser internalizados por las células presentadoras de antigeno por
diferentes vias, dando lugar a una regulacion de la respuesta inmune dirigida hacia el antigeno
de interés. Ademas, los nanomateriales también pueden empleados en la entrega de vacunas a
través de las mucosas (Gregory, et al., 2013).

De estas arcillas, NP HDL y hectorita, como nanomateriales de interés, se desconoce con
precision el mecanismo por el cual estimulan el sistema inmunoldgico. Sin embargo, se ha
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demostrado que complejos de antigeno-NP HDL y antigeno-hectorita forman aglomerados
disueltos en medio de cultivo y en suero similar a fluido corporal. También forman ndédulos con
estructuras dispersas en el tejido después de la inyeccion subcutanea, donde actGan como
deposito hasta por 35 dias (Figura 10). M&s importante aun, las nanoparticulas de arcilla
reclutan células inmunitarias hasta por un mes, y estimulan respuestas inmunitarias mas fuertes
que los adyuvantes Alumbre y QuilA aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) (Figura 9).

Se observa una liberacion sostenida de antigenos en depdsitos de nanoparticulas de arcilla, con
un 50 a 60 % de antigenos liberados después de 35 dias. Por el contrario, el adyuvante Alumbre
se ha reportado que muestra una liberacion de antigena minima del depdsito. Por otro lado, las
NP HDL y hectorita han demostrado promover una mejor proliferacion de células T de memoria,
es por ello que estas arcillas son un candidato potencial como plataformas activas de vacunas y
detonador de respuesta inmunolégica (Chen, et al., 2018; Cunha, et al., 2016; Niikura, et al.,
2013).
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Figura 10. Esquema de nanoadyuvantes de arcillas con antigeno en la cual se forman
nodulos con agregados laxos en el sitio de inyeccion, seguido del mecanismo de respuesta
inmunoldgica por células T de memoria (Chen, et al., 2018).
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2.3 Bioconjugacion

La unién de una molécula con otra, generalmente por un enlace covalente es conocida como
bioconjugacion activa, formandose un complejo por ambas moléculas unidas entre si. En la
Figura 11 se muestra un esquema de la formacion de un bioconjugado entre una molécula A'y
B (Hermason, 2013).

0-0=00

reactivo
Conjugado A-B

Figura 11. Formacion de un conjugado mediante la reaccion entre dos moléculas y un
agente de reactivo, unidos covalentemente.

Normalmente en la formacion de un bioconjugado una de las moléculas es de origen biol6gico,
con la finalidad de utilizarle en aplicaciones bioldgicas o médicas. El proposito de estos
bioconjugados es doble: buscar un compuesto en donde las proporciones de ambos sean casi
iguales y otra donde son disefiados para obtener mas moléculas de uno que de otro (Hermason,
2013).

Actualmente el impacto de la bioconjugacion es muy relevante y discreto al mismo tiempo.
Conlleva el descubrimiento de nuevas moléculas, la elucidacién de procesos bioldgicos
complejos, y de avances en las areas de medicina, microelectrdnica y ciencias de los materiales.
Por otra parte, la formulacion de farmacos depende en gran medida de la creacion de
bioconjugados altamente especificos con eficacia terapéutica hacia ciertas células, tejidos o
estados de enfermedad. Con el avance en las técnicas de bioconjugacion se ha logrado tener una
invencion e innovacion en el area médica principalmente (Eiros, et al., 2018; Nogueira, et al.,
2016).

La bioconjugacion se puede apreciar de una manera muy sencilla si se cuenta con los conceptos
basicos de los mismos, para llegar a tener procesos controlables a través de la eleccion adecuada
de reactivos, reacciones y condiciones. En la Figura 12 se muestran algunas de las diferentes
bioconjugacidnes que se pueden llevar a cabo entre dos moléculas (Hermason, 2013).

El proceso de bioconjugacidn se lleva a cabo tipicamente usando agentes reactivos de reticulado

0 agentes activadores secundarios para acoplarse con grupos funcionales de las especies en una
0 mas de las moléculas a conjugar.
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Figura 12. Ejemplos de algunas conjugaciones comunes en &reas bioldgicas: A) conjugado
estreptavidina-enzima, B) un ligando de afinidad inmovilizado en una particula, C) un
oligbmero que contiene dos marcadores fluorescentes, D) estreptavidina marcada con
florescencia, E) un ligando de afinidad unido a una superficie, F) una enzima biotinilada, G) un
conjugado anticuerpo-enzima, H) un anticuerpo marcado con fluorescencia, 1) un anticuerpo
biotinilado, J) conjugado anticuerpo-farmaco (Hermason, 2013).

Por otro lado, tenemos la bioconjugacidn pasiva, donde se tienen interacciones mas débiles
como electrostaticas (entre cadenas laterales ionizadas, con carga de signo opuesto),
hidrofobicas (entre cadenas laterales apolares), fuerzas de van der Waals o hidrofilicas (entre
cadenas laterales polares) y fuerzas de polaridad (interacciones dipolo-dipolo). Por ejemplo, en
este caso las proteinas con una alta estabilidad interna se adsorben sobre superficies hidrofilicas
ya que el uso de plataformas hidrofébicas tiende a causar cambios estructurales de la proteina.
En este tipo de adsorcién se aprovecha las caracteristicas fisicoquimicas superficiales del
adsorbente y del adsorbato como es la carga electrostatica y la capacidad de atraer o repeler
moléculas de agua en su superficie. Este tipo de bioconjugacidn requiere menos pasos para
Ilevarse a cabo, debido a que en la bioconjugacion covalente requiere de agentes reactivos y
estabilizantes como el uso de 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) o Glutaraldeido
respectivamente (Vermonden, et al., 2001; Kondo, et al., 1991; Majoul, et al., 2015).

Finalmente es importante considerar la hidrofobicidad o la hidrofilicidad de las biomoléculas

de estudio, ya que es una limitante muy importante a considerar, debido a que limita el medio
acuoso a realizar la bioconjugacion del sistema, asi como las interacciones controlantes del
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mismo Yy el plegamiento de la proteina en la superficie del adsorbente. Por ejemplo, las
interacciones entre moléculas hidrofébicas favorecen los puentes de hidrogeno (Rodil, 2009;
Hermason, 2013).

2.3.1 Aplicaciones

La aplicacion de las diferentes técnicas y estrategias de bioconjugacion son muy diversas, entre
ellas se encuentran seis areas principales: (1) ensayo y cuantificacion; (2) deteccion,
seguimiento e iméagenes; (3) purificacion, captura y barrido; (4) catélisis y modificacion
quimica; (5) terapéutica y diagndstico in vivo; y (6) vacunas y modulacion inmune (Hermason,
2013).

Dentro de estas aplicaciones, las vacunas y la modulacion inmune son de las mas impactantes
actualmente. Las vacunas son agentes terapéuticos disefiados para estimular al sistema
inmunitario a reconocer y atacar a un patdégeno invasor o a una célula especifica para producir
anticuerpos contra antigenos. Los agentes inmunogénicos han sido una forma original y en
avance de las vacunas que consisten en virus inactivados o atenuados o células bacterianas. Por
ejemplo, en la vacuna contra el célera, los tratamientos han progresado significativamente hasta
el uso de conjugados inmunogénicos que utilizan acarreadores de ayuda con secuencias
peptidicas o epitopes antigénicos de virus o bacterias (Dra, 2012; Eiros, et al., 2018).

Las vacunas conjugadas se han comenzado a utilizar para prevenir o tratar ciertos tipos de
cancer. La inmunoterapia contra este tipo de neoplasias es una alternativa novedosa y potente a
los tratamientos convencionales como lo es la radioterapia y quimioterapia. La finalidad de estos
nuevos enfoques es utilizar biomarcadores especificos para causar una respuesta inmunitaria
para destruir células malignas (Chaudhuri, et al., 2009).

2.3.2 Proteinas modelo

Recientemente ha comenzado a incrementar el interés de la adsorcion de biomoléculas sobre
plataformas solidas en el campo de la nanomedicina y nanotecnologia. Algunas de las
principales aplicaciones de la nanomedicina incluyen la produccion de vacunas, terapias
antitumorales y la regeneracion ésea y dental, con el empleo de nanomateriales como NP,
liposomas, micelas, entre otras (Garzon, 2019; Chen, et al., 2018). Actualmente se ha obtenido
gran avance en esta area con la sintesis de nanovacunas como las vacunas de Pfizer y de
Moderna contra el SARS-CoV-2 con el empleo de liposomas (Rosales-Mendoza, et al., 2020).
Por otro lado, el empleo de proteinas modelo como BSA y Ovoalbumina (OVA) son empleadas
comunmente para definir el potencial como nanoacarreadores de nanomateriales para futuras
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aplicaciones médicas, por las caracteristicas especificas de ambas proteinas, incluyendo su bajo
costo y alta disponibilidad (Nogueira, et al., 2016).

Existen diferentes factores que afectan la adsorcion de una proteina. Los més relevantes
incluyen las propiedades fisicoquimicas de la proteina, su tamafio y carga, y las condiciones de
adsorcion. La estabilidad de las proteinas son clave en el proceso de adsorcién. Las proteinas
con una alta estabilidad interna se adsorben por bioconjugacion pasiva sobre superficies
hidrofilicas y el uso de plataformas hidrofébicas tiende a causar cambios estructurales de la
proteina. Por otro lado, las proteinas que tienen una estabilidad interna baja, se adsorben sobre
cualquier plataforma independientemente de las interacciones que se estén favoreciendo debido
a un cambio de entropia favorable causado por los grandes cambios estéricos resultados de la
adsorcion (Vermonden, et al., 2001; Kondo, et al., 1991).

La adsorcion de una biomolécula en medio acuoso esta regida principalmente por el transporte
de la biomolécula desde el resto de la solucion hasta la superficie de la plataforma solida,
seguido por la fijacién de la biomolécula en la superficie y los cambios estéricos de la
biomolécula por las fuerzas de adsorcion presentes en el sistema (Luensmann & Jones, 2008;
Vorobyov & Allen, 2011).

2.3.2.1 Albumina de suero bovino (BSA)

BSA se obtiene a partir de sangre bovina como subproducto de la industria ganadera. Algunas
de sus principales propiedades son: esta formada por 583 residuos de aminoacidos, tiene un pl
a pH 4.8, su peso molecular es de 66.5 kDA, sus dimensiones son de 4 nm x 4 nm x 14 nmy es
una proteina hidrofilica. Como BSA es una proteina de bajo costo y de alta disponibilidad, tiene
numerosas aplicaciones como marcador para cuantificacion indirecta de otras biomoléculas, y
se utiliza como nutriente en cultivos celulares y microbianos (Parés, et al., 2011; Carter & Ho,
1994; Hirayama, et al., 1990).

BSA ha sido evaluada en diferentes materiales con distintos enfoques de aplicacion. Hay
evidencia de su uso en silicio mesoporosa, titania y algunos minerales arcillosos como sepiolita
(Santos, et al., 2016; Cengiz, et al., 2012; Ellingsen, 1991). Recientemente el uso de minerales
inorganicos, especialmente las NP HDL han tomado gran relevancia por las propiedades
fisicoquimicas que esta posee y su potencial para adsorber biomoléculas con aplicaciones en
nanomedicina. En 2016 reportaron el estudio de la bioconjugacion BSA-HDL en donde se
evaluo la influencia de la composicion quimica del material, asi como las condiciones de
adsorcion como el pH (Nogueira, et al., 2016). Finalmente, en un estudio reciente, reportaron
una de las primeras evidencias de formulacion de un prototipo de nanovacuna terapéutica
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utilizando como plataforma NP HDL y BSA como antigeno modelo, aunque la via de
administracion fue intravenosa y no subcutanea como comunmente se realiza, considerando la
inmunidad antitumoral limitada que puede presentar (Zhang, et al., 2021).

2.4 Antecedentes bibliogréaficos

El empleo del HDL es asignado usualmente a particulas que no cumplen la escala nanométrica
en sus tres dimensiones, sin embargo, la tendencia en la nanomedicina apunta hacia el uso de
NP HDL, las cuales cumplen la escala nanométrica en sus tres dimensiones y han resultado ser
atractivas para esta area de investigacion (Bavasso, et al., 2016). Las nuevas investigaciones se
dirigen hacia el uso de NP HDL como un candidato nanoacarreador de biomoléculas, gracias a
la carga superficial positiva que estas presentan (Nogueira, et al., 2016).

El futuro de las NP HDL, actualmente se enfoca en la propuesta de prototipos de nanovacunas
con antigenos modelos como es el caso de BSA, OVA o intimin B, entre otros, donde los
esfuerzos se concentran en entender los fendmenos de adsorcion, estabilidad coloidad, tamafio
del bioconjugado y cantidad de antigeno modelo adsorbida en la superficie, ante una posible
inmunizacion en un modelo murino, entre otros casos de estudio (Wong, et al., 2010; Xu & Lu,
2006; Chen, et al., 2016). De esta manera se evaluaria el impacto de NP HDL como un
nanoacarreador, utilizando un antigeno especifico como segunda opcion.

La obtencion de NP HDL se ha reportado con €l uso de un tratamiento hidrotermal, en donde
en funcién del tiempo de tratamiento y/o temperatura de operacion, entre otras variables, se
controla el tamafio de NP, resultando atractivas para pruebas de adsorcion (Xu, et al., 2006).
Por otra parte, se ha reportado la obtencidn de concentraciones elevadas para NP HDL (mayor
a 3 mg/mL) ya que en muchos casos para proponer un nanoacarreador, resulta en una de las
limitantes para una futura formulacion de prototipos de nanovacunas (Dong, et al., 2015). Una
alta concentracion de la suspension coloidal de NP, proporciona la oportunidad de caracterizar
fisicoquimicamente el nanoacarreador, asi como sus posibles bioconjugaciones con proteinas
modelo y entender los fendbmenos que se presenten, asi como entender los resultados obtenidos
en el trayecto de cualquiera de los proyectos en aplicaciones bioldgicas que puedan surgir.

El objetico principal en la comunidad cientifica para prototipos de nanovacunas, es obtener
tamafos nanométricos de un posible bioconjugado para favorecer la incorporacion intracelular
y potenciar una respuesta inmunologica empleando nanoacarreadores como NP HDL (Jaber, et
al., 2018). Por otra parte, la adsorcion de proteinas modelo es atractivo ya que no se limita la
cantidad de masa respecto a un antigeno especifico y una vez comprendiendo el comportamiento
con estas proteinas modelo, se podra extrapolar hacia antigenos mas especificos.
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3 Justificacion

Las vacunas son una de las intervenciones de salud puablica més exitosas para prevenir y
controlar enfermedades infeccionas. En este sentido, la probleméatica en México es la falta de
tecnologia propia y la dependencia de suministros y vacunas extranjeras (universal, 2021).

Es por ello que surge la necesidad de producir vacunas o0 nanovacunas en el pais para hacer
frente a pandemias actuales o futuras. Asi, se requiere proponer nanomateriales como futuros
adyuvantes de biomoléculas y probar en sistemas in vivo para generar diferentes prototipos de
nanovacunas que puedan competir contra adyuvantes comerciales (soluciones oleosas y sales
de alumbre) en términos de la respuesta inmunoldgica generada (Zayago-Lau & Foladori, 2010).

Las principales problematicas para adyuvantes comerciales son criticas y de particular interés
ya que desencadenan efectos secundarios graves, como hemolisis para el caso del adyuvante
completo de Freund. Este tipo de reacciones adversas genera el interés por innovar con nuevos
vehiculos de entrega para evitar efectos secundarios, pero sin perder el potencial inmunogénico
del antigeno.

Los nanomateriales han sido ampliamente probados como adyuvantes de vacunas de nueva
generacion, pero pocos provocan inmunorreacciones eficientes. Las nanoparticulas de arcilla,
por ejemplo, NP de HDL han demostrado su potente potencial adyuvante para generar
respuestas inmunitarias efectivas y duraderas, ademas de presentar ventajas como su bajo costo
de sintesis, superficie funcionalizable y nula toxicidad. Sin embargo, el mecanismo por el cual
los nanoacarreadores de arcilla estimulan el sistema inmunolégico adn no esta bien entendido.
Hay reportes que indican que una vez inmunizado un complejo con este nanomaterial, este
forma nodulos en el tejido que actan como depdsito hasta por 35 dias, liberando asi un de 50 a
60 % del antigeno en estudio. Se ha reportado NP HDL como plataforma de vacunas activas
para respuestas inmunitarias sostenidas y potente, estimula respuestas inmunitarias mas fuertes
que otros adyuvantes aprobados por la FDA.

Con lo anterior, se han obtenido resultados favorables enfocados a usar arcillas sintéticas como
un nanoacarreador potenciador de una respuesta inmunoldgica. Sin embargo, aldn falta
informacidn sobre el material y las condiciones 6ptimas para lograr obtener un bioconjugado
final prometedor utilizando un antigeno mas especifico. Los propositos de este trabajo fueron
explorar condiciones de sintesis para producir HDL en escala nanométrica y evaluar el efecto
del tamafio y las condiciones de bioconjugacion pasiva para obtener un prototipo de nanovacuna
utilizando BSA como antigeno modelo. La informacion recopilada servird como base para el
uso de un péptido como segunda opcidn para futuras aplicaciones en nanomedicina.
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4 Hipotesis

El estudio del tiempo de reaccion hidrotermal, asi como el uso de solventes y la relacion de los
metales 3:1y 2:1 de Mg*2y Al*3 en la sintesis de NP HDL, afectara el tamafio nanométrico del
material y la estabilidad de las NP HDL en medio acuoso. La estabilidad del bioconjugado
propuesto (BSA/HDL) estaré restringido por el tamafio de las NP, asi como por la cantidad de
BSA que se adsorba en la superficie. La cantidad de antigeno modelo adsorbido sobre la
superficie de las NP HDL alcanzara la dosis minima requerida (> 5 ug de antigeno) para realizar
estudios de inmunizacion via subcuténea en estudios posteriores.

5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Sintesis de HDL de tamafio nanométrico y su bioconjugacion pasiva con BSA como prototipo
de nanovacuna.

5.1.1 Objetivos especificos

1. Evaluar una ruta de sintesis de NP HDL para obtener tamafios menores a 100 nm y
rendimientos mayores a 3 mg/mL, evaluando las variables siguientes: tiempo de hidrolisis
térmica (1, 2, 4, 8, 16 y 32 h), relacion de los metales precursores Mg:Al (3:1y 2:1) y
relacion de solventes MetOH/H20 %v/v (0:100, 25:75, 50:50, 75:25 y 100:0).

2. Obtener las isotermas del equilibrio de adsorcion pasiva de BSA sobre NP HDL.
Cuantificar la BSA en suspension y en solido mediante espectrofotometria ultravioleta-
visible (UV-vis) y electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), respectivamente y
comparar.

3. Caracterizar fisicoquimicamente las NP HDL mediante dispersion dindmica de luz (DLS),

potencial zeta (PZ), analisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica de
transmision (MET) y espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).
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6 Metodologia
6.1 Materiales

Nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NOz3).-6H20), nitrato de aluminio nonahidratado
(AI(NO3)3-9H,0) y albumina de suero bovino (BSA) fueron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO).
Hidroxido de sodio (NaOH) y metanol (MetOH) fueron de PQF (Xalostoc, México). Acido
clorhidrico (HCI) fue de PQM-Fermont (Monterrey, Nuevo Ledn).

6.2 Equipos

Tabla 5. Equipos esenciales en el desarrollo y caracterizacion de NP HDL y bioconjugado

BSA/HDL.
Equipo Modelo Compaiiia | Ciudad | Pais Aplicacion
Sonicador de punta Vibra-Cell Sonics & Materials Inc., Dispersion de
VCX 750 Newtown, CT suspension coloidal
Sonicador de Bransonic Branson Corp., Danbury, Dispersion de
inmersion CPX-1800H- CT suspension coloidal
E
Centrifuga para Prism C2500 | Labnet International Inc., Lavados de NP
microtubos Edison, NJ
Reactor de acero ZQ-857 Baoshishan, Shenzhen, Hidrolisis térmica
inoxidable 304 con China
camara de
politetrafluoroetileno
(PTFE) de 100 mL
Zetasizer Nano ZS Malvern Ltd., Malvern, | Tamafio de NP, PDI
UK y potenical {
pH-metro o Bante920 Bante Instruments, Mediciones de pH.
potenciometro Shanghai, China
Difractometro de D8 Advance Bruker Corp., Billerica, Estudio DRX
rayos X MA
Espectrometro Nicolet iS 10 Thermo-Fisher Sci., Estudio FTIR
FTIR-ATR Waltham, MA
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Analizador para TGA 550 TA Instruments Inc., New Estudio TGA
termogravimetria Castle, DE
Microscopio JEM-2100 Jeol Limited, Tokyo, Micrografias MET
electronico de Japan
transmisién
Sistema de miniProtean Bio-Rad Inc., Hercules, Cuantificacion
electroforesis Tetra CA directa de BSA
Handcast
Espectrofotdmetro Genesys 50 | Thermo-Fisher, Waltham, Cuantificacion
UV-Vis MA indirecta de BSA
Membrans para 131135012E | Whatman Ltd., Maidstone, Filtracién de
filtracion de nitrato UK sobrenadante
de celulosa de con BSA/HDL
un tamario de poro
de 0.45 um
Celdas capilares DTS1070 Malvern Ltd Medicion de tamano
plegadas y potenical
Celdas de cuarzo QS Hellma GmbH, Jena, Medicion de
Germany absorbancia
6.3 Métodos

6.3.1 Arcillas sintéticas
6.3.1.1 Sintesis de NP HDL

La ruta de sintesis de NP HDL consisti6 en dos etapas, inicialmente una coprecipitacion seguida
de un método hidrotermal, similar a lo reportado por (Xu, et al., 2006). Las NP HDL se
sintetizaron variando la relacion de Mg*%/AI*® (3:1 y 2:1), el solvente (soluciones de
metanol/agua, 0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 100/0 % v/v) y tiempos de tratamiento hidrotermal
(1, 2, 4, 8, 16 y 32 h); las condiciones para cada experimento se indican en la Tabla 6. La
metodologia se describe a continuacion:

Inicialmente, para la coprecipitacion, en 10 mL de solvente, se mezclo cierta masa de
Mg(NOz)2:6H20 y de Al(NO3)3-9H.0 (Tabla 6) y después se agregaron 15 mL de una solucion
de NaOH 0.4M. Esta solucion se mantuvo en agitacion vigorosa durante 10 min. Una vez pasado
este tiempo, el solido formado se separé por centrifugacion y se lavdé con 25 mL agua
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desionizada. La suspension con el solido generado fue sonicada en una punta con 20 % de
amplitud por 6 s para resuspender las NPy se centrifugd por 6 min a 21200 RFC (g). Este lavado
se repitié una vez mas, para asegurar la eliminacion de sales precursoras y aglomerados de
particulas.

Después, el solido lavado se sometid a una hidrolisis térmica donde 25mL de la suspension de
NP HDL se colocaron en un reactor de acero inoxidable a 100°C y se dejé a temperatura
constante en un bafio con aceite mineral durante un tiempo dado.

Finalmente, se retird la suspension del reactor y por centrifugacion se separ6 de la solucion y
las NP se lavaron 3 veces con la solucidn de metanol/agua de estudio, utilizando un sonicador
de inmersion se resuspendieron las NPy se centrifugaron a 21200 RFC (g) durante 40 min para
tiempos cortos de tratamiento hidrotermal y disminuyendo 20 min para tratamiento hidrotermal
a partir de 8 h en cada uno de los lavados.

En la Figura 13 se muestra un esquema del proceso de sintesis para las NP HDL.

Tabla 6. Relacion de precursores en la sintesis de NP HDL.

# Relacio | Mg(NOs)2-6H20 | AI(NO3)3-9H.0 solvente tiempo
n hidrotermal
m m MetOH:H.0O
Mg*/Al (mg) (mg) 2 i
+3 %v/v
A19-37 2:1 256.4 187.5 0:100 1,2,4,8,
16y 32
E1-18 3:1 384.5 187.5 0:100 1,248,
16y 32
M38-40 3:1 3845 187.5 25:75 1
M41-43 3:1 384.5 187.5 50:50 1
M44-46 3:1 384.5 187.5 75:25 1
M47-49 31 384.5 187.5 100:0 1
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Relacion 1) Reactor A= Mg(NO,), - 6H,0
2) Bano de aceite mineral B = Al(NO;); - 9H,O
3:1 3) Placa de calentamiento
1.5 mmol A 4) Termémetro

0.5 mmol B Co-Precipitacién
T HT
2:1 amb
1 mmol A - 100 °C
0.5 mmol B (\ t(1,2,4, 8 16y 32h)
NaOH 5
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Figura 13. Esquema del sistema de coprecipitacion y tratamiento hidrotermal para la
sintesis de NP HDL.

6.3.1.2 Concentracion relativa de NP HDL

La concentracion relativa de NP HDL en solucidn se cuantificé tomando una alicuota de 1 mL
de la suspension final y ésta se sec6 a 70 °C en tubos eppendorf durante 12 h, asegurando la
evaporacion completa del solvente. Se midi6 el peso del material final y se calculd la
concentracion en mg de NP HDL por mL de muestra. Este proceso se realizo en los 3 puntos
que se definieron anteriormente para el monitoreo de las NP a lo largo de la sintesis: preRC,
posRC y posRC ws.

6.3.2 Bioconjugacion
6.3.2.1 Efecto del tamafio de NP HDL

Con la finalidad de evaluar la capacidad de las NP HDL para adsorber de forma pasiva el BSA,
se realizaron experimentos de equilibrio de adsorcidn con 3 tamafios de particula diferente (92.5,
124.5y 169.1 nm), a cada tamafio de particula se evaluaron diferentes concentraciones iniciales
de BSA (0.25:1, 0.5:1, 1:1, 5:1y 10:1).

La adsorcion pasiva se llevo a cabo a un pH de 5.7 en H2O, T =25°C y V= 0.5 mL. Se siguio la
siguiente metodologia: en un reactor de lote que consistio en un tubo de centrifuga de 1.5 mL,
se contactaron 125, 250, 500, 2500 y 5000 pg de BSA sobre 500 pg de NP HDL de cierto tamafio
especifico en medio acuoso (H20). El adsorbedor se mantuvo en agitacion constante durante 24
h en un mezclador rotatorio digital tipo disco, tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio. Una
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vez pasado este tiempo, se separ6 por centrifugacion y el solido se lavé 3 veces con PBS,
centrifugando 5 min a 21200 RFC (g) en cada uno de los lavados. En la Figura 14 se muestra
el esquema de la adsorcién pasiva de BSA sobre NP HDL.

BSA:HDL Adsorcién
. pasiva
Relacion
0.125-10:1 BSA/HDL
t Rxn ( 24h)
Agitacion. cte Lavados (PBS) 3x

ki Tamb
o S e
NP HDL BSA

Figura 14. Esquema de adsorcion pasiva de BSA/HDL.

6.3.2.2 Cinética de adsorcion

El tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de adsorcién de BSA sobre NP HDL se obtuvo
generando isotermas de adsorcidn sobre NP HDL con tamafio de 89.45 nm a diferentes tiempos
(0.5, 4y 24 h). Se investigaron las relaciones BSA/HDL.: 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 2:1y 4:1,
a pH de 5.7. Para ello, se agregaron 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 y 3000 pg de BSA sobre
500 pg de NP HDL en medio acuoso (H20). En tubos de 1.5 mL se llevd a cabo el contacto de
las NP HDL con BSA para posteriormente agitar las muestras en un mezclador rotatorio digital
tipo disco a temperatura ambiente dentro de tubos de 50 mL para mejorar la agitacion.
Finalmente, la solucién remanente se analiz6 y el bioconjugado se lavé 3 veces con H2O en una
microcentrifuga durante 10 min el lavado inicial y 15 min para los dos ultimos lavados a 21200
RFC (g) (Figura 15).

BSA:HDL Adsorcién
.. pasiva
Relacion
0.125-10:1 - BSA/HDL
tRxn (0.5, 4y 24h) LN
Agitacion cte 4 y 9 Lavados (PBS y H,0) 3x
o Tam
2 a8 - 1 e
NP HDL BSA

Figura 15. Esquema sobre el estudio del tiempo de adsorcion pasiva de BSA/HDL.
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6.3.3 Caracterizacion fisicoquimica

6.3.3.1 Potencial  y diametro hidrodinamico

Se utilizaron estos parametros para las NP HDL y los bioconjugados durante la medicion de
potencial { 'y didmetro hidrodindmico por dispersion dinamica de luz (DLS) a 25 °C.

Material:
e NP HDL (RI: 1.714. Absorcion: 0.000)
e BSA/HDL (RI: 1.45. Absorcién: 0.001)
Dispersante:
e H>O (Viscosidad: 0.8872 cp. RI: 1.33. Constante dieléctrica: 78.5)
e 0.1x PBS (Viscosidad: 0.8882 cp. RI: 1.33. Constante dieléctrica: 79)

Cuando un medio liquido mueve una particula dispersa, la mayoria de las veces se adhiere una
capa eléctrica dipolar a su superficie, de ahi nace el térmico “didmetro hidrodinamico”, el cual
se define como el tamafio de una esfera hipotética suponiendo una capa de hidratacion que rodea
la particula en movimiento. Este parametro depende de varios factores, entre los cuales la
conductividad eléctrica del liquido y la viscosidad son uno de ellos. Este pardmetro la mayoria
de las ocasiones es mayor al diametro que se puede medir en un TEM. En consecuencia y
derivado de lo anterior, el PDI muestra que tan monodisperso o polidisperso se encuentran los
tamafos hidrodindmicos en la suspension de estudio, en donde valores mayores a 0.7 indican
una distribucién muy amplia y probablemente no sea apta para técnicas como DLS, finalmente
valores cercanos a 0.1 se atribuyen a patrones altamente monodispersos (Mayoral, et al., 2014;
Marsalek, 2014).

Por otro lado, el potencial  es un pardmetro asociado a la estabilidad de la suspension coloidal
de estudio, en este caso, es una medida de la magnitud de la repulsién electrostatica entre
particulas. Entre méas lejanos estén los valores de 0 mV la estabilidad es mejor. Se recomienda
el empleo de al menos 1 mM de NaCl para la medicion de este pardmetro, debido a que se
considera la descompensacion de carga global, provocado por la interaccion de iones Na* y
Cl con la superficie de las particulas, ya que, sin una cantidad minima de iones controlados, las
mediciones se complican (Clogston & Patri, 2011; Bhattacharjee, 2016).

El didametro hidrodindmico y potencial { se midieron en los 3 puntos relevantes definidos en la
Figura 13 con 750 uL de muestra en una celda capilar para medicion de potencial C.

La estabilidad de las NP HDL, asi como de los cambios en la carga superficial, se midi6
indirectamente con el potencial . El potencial { de NP HDL fue medido en los 3 puntos
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relevantes definidos en la Figura 13 con 750 puL de muestra en una celda capilar para medicion
de potencial {. En principio la carga superficial la registra el equipo en funcidon del movimiento
de las NP en solucién acuosa cuando se aplica un campo eléctrico, en la cual la velocidad de
dichas NP es proporcional a la magnitud de carga eléctrica en su superficie.

Dos parametros importantes son el punto de carga cero (PZC, point of zero charge) de las NP y
el punto isoeléctrico (pl) de las biomoléculas, para entender los fenédmenos al formar un
bioconjugado con NP inorganicas. El PZC se determina midiendo el potencial { en funcion de
los cambios de pH de la suspension, donde el punto de carga cero o PZC se localiza cuando se
tiene un potencial { de 0 mV a un pH determinado.

ElI PZC de NP HDL se obtuvo midiendo el potencial { en un intervalo de pH definido, utilizando
1 mM de NaCl y soluciones con fuerza idnica constante de HCl y NaOH de pH 2 a 12, en el
cual se utilizé una concentracién de NP HDL 0.03 mg/mL. EIl sistema se dejé en equilibrio
durante 9 dias a temperatura ambiente, controlando el pH cada dia con soluciones 0.1 M de HCI
y NaOH. Al terminar este periodo de tiempo se confirmo el pH del sistema y se tomo6 una
alicuota de 750 uL para hacer la medicion de potencial { en el equipo y obtener la relacion de
potencial { en funcion del pH.

6.3.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Los grupos funcionales de las NP HDL se identificaron mediante espectroscopia FTIR. Esta
técnica se enfoca en la excitacion de las moléculas al absorber radiacion infrarroja que se incide
sobre la superficie. Las moléculas se encuentran en un estado de vibracion excitado al absorber
la radiacion infrarroja, de manera que los enlaces pueden presentar vibraciones por flexién o
alargamiento caracteristicos para cada material de estudio. El resultado es un espectro
caracteristico para cada compuesto de estudio en donde se observan caracteristicas especificas
de los grupos funcionales presentes ocasionado por las vibraciones a las que son expuestas
(Skoog, et al., 2008). Las muestras de NP HDL fueron secadas 24 h a 70 °C y se realizé una
molienda previa a la medicion con un mortero de agata para dispersar la muestra y evitar
aglomerados. Los resultados fueron tomados por triplicado para tamafios de particula
especificos.

6.3.3.3 Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico proporcioné informacion sobre la estabilidad térmica de las NP
HDL, la cual esta asociada a su naturaleza estructural, cuando estas son sometidas a un
calentamiento de forma automatizada. Esta técnica mide el porcentaje y velocidad de pérdida
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de peso en funcion de la temperatura, debido a la descomposicion, sublimacion, desorcion,
reduccion o vaporizacion de una muestra.

Mediante esta técnica se obtuvo la cantidad y tipo de agua presente en las NP HDL, ademas de
evaluar la estabilidad térmica de las mismas respecto al uso de una relacion molar 2:1 y 3:1
Mg*?/Al*3 durante su sintesis.

Este estudio se realizé con un analizador termogravimétrico en donde se coloco en una charola
de platino previamente pesada muestras de NP HDL 2:1'y 3:1 Mg*¥/Al*3, poniendo al menos 5
mg. Una vez que el equipo se encontro estabilizado, se comenzd con el andlisis en un intervalo
de temperatura de 30 a 800 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C por minuto.

6.3.3.4 Microscopia electronica de transmision

Para analizar la morfologia y el tamafio de las NP HDL estas fueron visualizadas en un
microscopio electronico de transmision JEM-JEOL-2100 operado a 200 kV. Con esta técnica
se puede obtener informacién acerca de la configuracion, estructura y composicion quimica de
las muestras. Para la preparacion de las muestras se llevo a cabo una dilucién 1 a 100.

6.3.3.5 Electroforesis

La cuantificacion directa de BSA adsorbida en NP HDL se llevo a cabo mediante electroforesis.
Esta consiste en el movimiento de proteina en relacién con un flujo bajo la influencia de un
campo eléctrico espacialmente uniforme. De esta manera es posible desplazar la proteina
adsorbida sobre la superficie de las NP HDL y cuantificarla comparando con un estandar de la
misma proteina con concentraciones conocidas. La composicion para los geles utilizados en esta
cuantificacion se muestra en la Tabla 7 de acuerdo con el protocolo Tricine-SDS-PAGE
(Schéagge, 2006). Una vez preparados, los geles fueron inmersos en un buffer para preservarlos
hasta su uso.

La preparacién de las muestras BSA/HDL para su cuantificacion directa consistio primero en
calentar 15 pL de muestra con 5 pL de buffer de carga a 100 °C durante 15 min. En seguida se
adiciond una alicuota de 10 uL a cada pozo para llevar a cabo la electroforesis, la cual ocurrio
durante 2 h a 120 V en la camara con buffer. Los marcadores colocados en cada gel para la
cuantificacion por densitometria consistieron en estandar de proteina con 4 puntos: 3, 2,1y 0.05
mg/mL.
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Una vez terminado el tiempo de electroforesis, se prosiguio a tefiir el gel por 30 s de
calentamiento en un horno de microondas con cada uno de los reactivos (A, B, Cy D), en el
orden mencionado anteriormente. Finalmente, el anlisis de la cuantificacion directa se llevé a
cabo por densitometria utilizando ImageJ (NIH, Bethesda, MD) para la obtencién de resultados
en concentracion. Esta relativa a las intensidades de la linea de calibracion del estandar de
proteina de 4 puntos incluido en cada gel por cada ensayo de adsorcion realizado.

Tabla 7. Composicion de gel de poliacrilamida para electroforesis (preparacion para 2

geles).
Separador Gel 10 %
AB-3 2 mL
Buffer 3x 3.33 mL
Glicerol 1 g
Agua 10 mL
APS (10 %) 50 pL
TEMED 5 uL
Concentrador Gel 4%
AB-3 0.33 mL
Buffer 3x 1 mL
Agua 4 mi
APS (10 %) 30 upL
TEMED 3 uL

6.3.3.6 Cuantificacion de BSA en solucion

Mediante esta técnica fue cuantificada indirectamente la adsorcion de proteina sobre las NP
HDL. En este caso, BSA no adsorbida previa a los lavados finales del bioconjugado para mejorar
su pureza. Asi, comparando la concentracion de BSA inicialmente adicionada a las NP HDL y
la concentracion de BSA no adsorbida por estas, fue posible obtener una isoterma de adsorcion
para este sistema. Considerando la isoterma de Langmuir y suponiendo el equilibrio dinamico
en el que la velocidad de adsorcion de proteina es igual a la velocidad de desorcion de proteina
adsorbida sobre la superficie del adsorbente, esta es representada por la ecuacion:

KeQmCe
Qe =
1+ K,.C,
Donde:
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Qe:  Masa de proteina adsorbida por unidad de masa de NP HDL adsorbente (mg/mg).
Qm: Capacidad méxima de adsorcion, considerando una monocapa adsorbida (mg/mg).
Ke:  Constante que relacionada a la afinidad entre el absorbato y el absorbente (mL/mg).
Ce: Concentracion de proteina en solucion en equilibrio (mg/mL).

Este modelo esta fundamentado en las siguientes suposiciones:

a. La adsorcion ocurre en sitios especificos de la superficie y todos los sitios activos son
homogéneos.
En cada sitio se adsorbe solo una molécula del adsorbato (proteina).
. Laenergia de adsorcion es la misma en cada sitio activo.
d. No existen interacciones entre las moléculas adsorbidas adyacentes.

La medicion de absorbancia se fundamenta en la absorcion de radiacion electromagnética
cuando ésta interacciona con diferentes moléculas, en longitudes de onda entre 10y 750 nm. La
absorcion en la regién ultravioleta (10 a 380 nm) se puede relacionar con la estabilidad y la
estructura presente de las biomoléculas de interés (Picollo, et al., 2019; Perkampus, 2013). En
la region lejana de UV (180 a 240 nm) corresponde a la adsorcion de enlaces peptidicos, por
otro lado, en la region cercana a UV (260 a 320 nm) se presentan sefiales correspondientes a
proteinas como lo son sus sefiales laterales de aminoécidos que dependen del contenido de
tirosina y triptofano (y en muy pequefia medida en la cantidad de fenilalanina y enlaces
disulfuro) (Kelly & Price, 2000; Aitken & Learmonth, 2009).

Las muestras se obtuvieron justo antes del primer lavado del bioconjugado, donde se recuper6
el sobrenadante de las relaciones méasicas de BSA /HDL probadas (0.125:1, 0.25:1, 0.5:1, 1:1,
2:1 y 4:1) para posteriormente ser filtradas con filtros de membrana de nitrato de celulosa
Whatman de 0.45 um. Las muestras se colocaron directamente en celdas de Quarzo y fueron
medidas en el espectrofotometro de 200 a 330 nm con una velocidad media de medicién de 1 s.
Para los calculos necesarios para estimar la capacidad méaxima de adsorcién de BSA sobre las
NP HDL, se utiliz6 como base la Absorbancia éptica de BSA a 279 nm de 0.667 para un estandar
de 1 mg/mL (Sigma-Aldrich, n.d.).
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10.4 Perspectivas

La cantidad de muestra para la caracterizacion fisicoquimica de NP HDL fue una limitante en
el desarrollo del proyecto, es por ello que en este trabajo no se tiene estudio de técnicas de alto
valor en este tipo de estudios como lo es DRX, los cuales son importantes para inferir la
formacion de una estructura tipo brucita y corroborar los resultados obtenidos mediante los
resultados TGA y FTIR principalmente. En particular con las NP HDL sintetizadas con el uso
de MetOH, la complementacion de los resultados con estudios de DRX y TGA, son algo con
una alta relevancia a estudiar en un corto plazo a futuro, por los resultados interesantes que
mostraron como lo fue su cambio de apariencia y el menor diametro hidrodindmico que la
sintesis de NP HDL en medio acuoso (H20).

En el desarrollo de la parte experimental en la bioconjugacion pasiva con BSA, se optimizo de
la mejor manera la interaccion inicial BSA/HDL, ya que en la literatura se tienen diferentes
metodologias de interaccion y los resultados varian entre una metodologia y otra, los cuales, en
comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo, se logra llegar a una conclusion mas
precisa sobre las oportunidades de mejora en la interaccion de NP HDL con BSA. Es por ello
que la adicion de NP HDL mediante goteo a la solucion de BSA, asi como el pH de adsorcion,
son dos estudios relevantes que se deben contemplar en una etapa inicial de la continuacion de
este trabajo, asi como una mejor caracterizacion fisicoquimica del bioconjugado BSA/HDL
mediante estudios de TGA, TEM, SEM vy técnicas viables para elucidar con exactitud los
fendmenos observados en este estudio.

El prototipo de nanovacuna propuesto en este trabajo BSA/HDL resulto en un candidato con las
caracteristicas necesarias para realizar pruebas in vivo en un sistema murino como una segunda
etapa del proyecto, sin embargo, es necesario realizar pruebas de citotoxicidad de las NP HDL.
Las NP HDL en caso de resultar potenciadoras de respuesta inmunoldgica, se tendra la seguridad
de probar con antigenos mas especificos y obtener resultados favorables para la comunidad
cientifica con el uso de NP HDL como nanoacarreador de biomoléculas, donde se buscar evitar
problemas como efectos secundarios de vacunas convencionales y dosis con concentraciones
elevadas, asi como otras problematicas de interés social. Finalmente, el avance en esta
investigacion, ayudara como base para entender la interaccion superficial de un material
inorganico con biomoléculas, el cual actualmente sigue presentando grandes retos para la
comunidad cientifica.
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