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RESUMEN

A lo largo de los afios la humanidad ha sido afectada por diversos microorganismos
gue han cobrado millones de vidas. En este aspecto el desarrollo de vacunas es una
respuesta critica contra futuras pandemias y las hanovacunas representan una opcion

prometedora.

Este trabajo estudié la conjugacién de diversas proteinas modelo (lisozima, a-
quimotripsina, albumina de suero bovino e inmunoglobulina G humana de plasma
sanguineo) y dos proteinas recombinantes (LTB-p50 y LTB-PRRSV) por medio de
fisisorcion en nanoparticulas de oro, sintetizadas por el método de Turkevich

modificado, obteniendo dos tamafios, 20 y 40 nm.

Distintos valores de pH y de concentracion de proteina fueron evaluados para obtener
las mejores condiciones de adsorcion de proteina en las nanoparticulas. La
conjugacion con nanoparticulas de oro de 20 nm y en un pH cercano al punto
isoeléctrico de la proteina resulté en mayor estabilidad y un aumento en la adsorcién
de la proteina. Fue observado que no solo las interacciones electrostaticas estan
involucradas en el mecanismo de adsorcion, también las interacciones hidrofébicas y

de van der Waals son relevantes en este proceso.

Al usar diversas proteinas modelo de diferentes pesos moleculares resultd importante
el tamafio que poseen ya que dan proteccion estérica a las nanoparticulas evitando la

formacion de aglomerados y agregados.

Este estudio provee evidencia de que es posible conjugar proteinas recombinantes a
nanoparticulas de oro, para obtener conjugados estables y producir un candidato

vacunal para enfermedades virales que afectan a la poblacién de todo el mundo.

Palabras clave: Nanoparticulas de oro; proteinas recombinantes; fisisorcion;

nanovacunas
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ABSTRACT

Over the years, humanity has been affected by various microorganisms that have
claimed millions of lives. In this regard, the development of vaccines is a critical
response against future pandemics, and nanovaccines represent a promising

possibility.

This study investigated the conjugation of various model proteins (lysozyme, a-
chymotrypsin, bovine serum albumin, and human immunoglobulin G from blood
plasma) and two recombinant proteins (LTB-p50 and LTB-PRRSV) through
physisorption onto gold nanoparticles synthesized using the modified Turkevich
method, yielding particles of 20 and 40 nm in size.

Different pH values and protein concentrations were evaluated to determine optimal
conditions for protein adsorption onto the nanoparticles. Conjugation with 20 nm gold
nanoparticles at a pH near the protein's isoelectric point resulted in greater stability and
increased protein adsorption. It was observed that electrostatic interactions alone were
not solely involved for the adsorption mechanism; hydrophobic and van der Waals

interactions also have significant roles in this process.

The use of model proteins with varying molecular weights proved crucial as they
provided steric protection to the nanoparticles, preventing agglomeration and

aggregation.

This study provides evidence that recombinant proteins can be conjugated to gold
nanoparticles to produce stable conjugates, offering a potential vaccine candidate

against viral diseases affecting populations worldwide.

Key words: Gold nanoparticles; recombinant proteins; physisorption; nanovaccines
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1. INTRODUCCION

A lo largo de los afos la humanidad ha sido afectada por una infinidad de
microorganismos que han cobrado millones de vidas y han causado impactos
importantes en el sector salud, la sociedad y la economia. Uno de los microorganismos
gue tiene la capacidad de alcanzar una alta tasa de morbimortalidad son los virus. La
replicacion viral requiere que una particula viral infecte a una célula hospedera,
conduciendo a alteraciones en su fisiologia y eventualmente su muerte. La muerte
celular con frecuencia provoca dafio a diversos tejidos generando multiples

enfermedades en humanos y animales (Ahmad Nafees et al., 2011).

La investigacion biomédica ha permitido el desarrollo de vacunas y tratamientos
efectivos contra diversos virus. El ejemplo mas reciente es la pandemia de la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el coronavirus tipo 2 del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), la cual tuvo un impacto que hoy
en dia sigue presentando problematicas tanto en la salud publica como en la economia
global. Paralelamente, el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV) sigue representando una amenaza significativa para la industria porcina

desde el siglo pasado, causando grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial.

Desde su introduccién, el desarrollo de vacunas es esencial debido a que éstas activan
las defensas naturales del organismo para que se entrenen y combatan infecciones
especificas (OMS, 2024). Las estrategias de vacunacion contra virus incluyen vacunas
de primera, segunda y de tercera generaciéon. En este contexto, la convergencia de la
bio y nanotecnologia y la inmunologia ofrece nuevas oportunidades para el desarrollo
de candidatos vacunales mas efectivos, seguros y baratos, a saber, a través de
nanovacunas, en las que las propiedades singulares de los nanomateriales son

aprovechadas para lograr una formulaciéon mas eficaz (Yadav et al., 2020).

Uno de los materiales mas estudiados en el campo de las nanovacunas son las
nanoparticulas de oro (AuNP), que han surgido como una plataforma promisoria
debido a sus propiedades, como biocompatibilidad, facilidad de funcionalizacién y

capacidad para inducir respuestas inmunitarias (Salazar-Gonzalez et al., 2015).



Existen distintos métodos para sintetizar AUNP, pero los mas usados son el método
de Turkevich y el método de Frens. La sintesis ocurre en un medio acuoso, en donde
una solucion de citrato de sodio es mezclada con una solucion de acido cloroaurico
(HAuUCls), lo que da lugar a AuNP por reduccion con carga negativa estabilizadas
electrostaticamente debido a los iones de citrato adsorbidos en la superficie (Farfan-
Castro et al., 2023).

Una de las formas de utilizar AUNP como vehiculo vacunal consiste en funcionalizar
las AuUNP con proteinas antigénicas por medio de fisisorcion, en donde la proteina
puede adsorberse en la superficie de las AUNP mediante interacciones electrostéticas,
hidrofébicas, de van der Waals y enlaces dativos (Salazar-Gonzalez et al., 2015).

Este trabajo busca establecer las condiciones de pH, concentracién de proteina y
tiempo de adsorcion de proteinas modelo como recombinantes que permitan
funcionalizar nanoparticulas de oro. Esto para producir conjugados estables y que
tengan la cantidad necesaria de inmundgeno en la superficie para generar una
formulacién vacunal de prueba contra SARS-CoV-2 y PRRSV, con la menor cantidad
de proteina recombinante, dado que un objetivo importante es minimizar la dosis de

antigeno dado su alto costo.

Para encontrar las condiciones apropiadas para conjugar AuNP con proteinas
recombinantes, AUNP de 20 y 40 nm fueron preparadas con la finalidad de conocer el
impacto que tiene en la adsorcion el tamafio de particula. Ademas, la caracterizacion
de los conjugados fue mediante cuantificacion directa (SDS-PAGE) e indirecta

(espectrofotometria) de la concentracion de proteina adsorbida en AuNP.

El presente trabajo de tesis incluye antecedentes en el capitulo 2 para contextualizar
la necesidad de desarrollar candidatos vacunales por medio de plataformas
novedosas, ademas de una revisidbn de trabajos hechos respecto a este tema, y

algunos de sus resultados.

El capitulo 6 describe la metodologia para la sintesis de AUNP de 20 y 40 nm, asi como

el protocolo desarrollado para la preparacion de los conjugados con proteinas modelo,



las cuales incluyeron lisozima, a-quimotripsina, albumina de suero bovino e
inmunoglobulina G. Este implic6 encontrar condiciones adecuadas de pH y la
concentracion en donde los conjugados son estables. Lo anterior permitié definir
mejores condiciones al momento de usar proteina recombinante en cantidades
mesuradas para los ensayos. Las proteinas recombinantes empleadas para la
conjugacion con las nanoparticulas fueron LTB-p50, como antigeno para ser usada
como vacuna contra el SARS-CoV-2 y la proteina recombinante LTB-PRRSV, que es

un candidato vacunal contra la enfermedad PRRS, que afecta al ganado porcino.

El capitulo 7 contiene los resultados obtenidos de los ensayos realizados durante la
elaboracién del proyecto, planteando la interpretacion de los resultados obtenidos. Con
los primeros ensayos la conclusién fue que es preciso contar con un exceso de
proteina para tener conjugados estables. Ademas de que es necesario afadir

polisorbato 20 para la viabilidad de los conjugados.

Las pruebas para estudiar la estabilidad y adsorcion de proteinas modelos sobre AUNP
con distintos valores de pH mostraron que proteinas con mayor tamafio ofrecen una
proteccion estérica evitando la formacion de aglomerados/agregados. Ademas, las
nanoparticulas de oro de un tamafio promedio de 20 nm generan conjugados mas
estables, pero es vital contar con indices de polidispersidad bajos para obtener
conjugados mas homogéneos y de menor tamafio. La conjugacién en un pH cercano
al punto isoeléctrico de la proteina va a favorecer la adsorcion sobre las nanoparticulas
de oro, debido a los diferentes mecanismos que estan involucrados en la fisisorcién de

proteinas sobre nanoparticulas de oro.

La conclusién mas importante sefiala que es crucial continuar con la optimizacién de
la generacion de nanoconjugados que permitan avanzar en el desarrollo de
formulaciones capaces de inducir una respuesta inmune robusta y protectora contra el

patogeno de interés.



2. ANTECEDENTES

2.1. Naturaleza de los virus

Un virus es un microorganismo constituido de un conjunto de genes, compuestos de
DNA o RNA, empacados en un recubrimiento que contiene proteinas. Los virus poseen
una gran dependencia de la célula hospedadora y aquellos que infectan a los humanos
son llamados virus humanos, pero estan considerados junto con la clase general de
virus animales.

La reproduccion viral requiere que una particula viral infecte a una célula hospedera
apropiada y puede producir desde cientos a cientos de miles de viriones nuevos, lo
que genera con frecuencia la muerte celular o bien una alteracion en su fisiologia. La
muerte celular con frecuencia provoca el dafio a tejidos induciendo multiples
enfermedades en humanos y animales.

La estructura basica de todos los virus coloca al genoma de 4cidos nucleicos (DNA o
RNA) dentro de una cubierta proteica llamada cépside. Los genomas de los virus con
envoltura forman un complejo proteico y una estructura llamada nucleocapside. Las
estructuras de proteinas o glucoproteinas llamadas espiculas, que a menudo
sobresalen de la superficie de las particulas virales, estan implicadas en el contacto
inicial con las células y su ingreso a las mismas (Figura 1) (Ahmad Nafees et al., 2011).

Proteina espicula

Acido nucleico
(RNA/DNA)

Capside

Figura 1. Estructura de un virus envuelto (Pattnaik & Chakraborty, 2020).



2.2. Virus respiratorios

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce que algunas Enfermedades
Respiratorias Agudas causan brotes a gran escala, con alta morbilidad y mortalidad;
por lo que constituyen una emergencia para la salud publica. En México, en 2017, a
través de la Secretaria de Salud fueron reportados mas de 26 millones de casos
de infecciones respiratorias agudas y la mayoria de origen viral (Diaz-Chiguer et al.,
2019).

Aunque la mayoria de las infecciones respiratorias solo afectan al tracto respiratorio
superior (catarro comun, rinitis y faringoamigdalitis), alrededor del 5% de las
infecciones puede afectar al tracto respiratorio inferior y producir enfermedades que
puedan requerir ingreso hospitalario (bronquitis, bronquiolitis y neumonia) (Wylie,
2017). Los virus que son la principal causa de enfermedades respiratorias agudas
incluyen los virus de influenza, de parainfluenza, rinovirus, adenovirus, virus sincitial
respiratorio (VSR), metaneumovirus humano (MNVh) y coronavirus respiratorios
(Ahmad Nafees et al., 2011).

2.3. Brotes epidémicos en humanos

En las Ultimas décadas, a nivel mundial los brotes epidémicos de virus respiratorios
han presentado un reto para la salud publica. Algunos ejemplos son, en 2002, el brote
de coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), en 2009 la
pandemia de influenza A H1N1 y dltimamente la pandemia de la enfermedad por
coronavirus de 2019 (COVID-19) que paralizé al mundo. El ultimo brote promovio la
necesidad de desarrollar vacunas en tiempo récord. Estos eventos han demostrado la
capacidad de los virus respiratorios para propagarse rapidamente y causar impactos
significativos en la salud, la sociedad y la economia.

El virus de la influenza A fue responsable de tres pandemias mundiales en el siglo
pasado: la gripe espafiola en 1918, la gripe asiatica en 1957 y la gripe de Hong Kong
en 1968. Los brotes del virus de la influenza ocurren cada afio, pero la gravedad varia
dependiendo de la cepa. La cepa H1N1, que surgi6 en abril de 2009, de influenza de

origen porcino se convirtio en la primera pandemia del siglo XXI que afectd a mas de



214 paises y generd mas de 18,449 muertes (V. C. C. Cheng et al., 2012). En los
altimos 30 afios, dos virus aviares altamente patdgenos, los virus H5N1 y H7N9, han
causado enfermedades respiratorias graves y han provocado una alta tasa de
mortalidad en humanos (Jiang et al., 2020).

No solo el virus de la influenza ha causado brotes epidémicos respiratorios a nivel
mundial: el coronavirus ha sido causante de la pandemia méas grande del siglo. En
diciembre de 2019, un nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2, provoco una epidemia de
neumonia en Wuhan, provincia de Hubei, China. La epidemia se propagdé en diversos
paises en los meses siguientes y finalmente se convirtié en una pandemia mundial en
marzo de 2020. La neumonia fue nombrada oficialmente COVID-19 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Jiang et al., 2020). Este brote no lleg6 sin
previo aviso, entre 2002 y 2003, el SARS-CoV-1 provocd uno que se volvio global, con
8000 casos, afortunadamente fue posible detenerlo antes de su expansion. En 2012,
el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) fue detectado
por primera vez en Arabia Saudita, y un gran brote de MERS-CoV en 2015 en Corea
del Sur fue detenido con rigurosas intervenciones no farmacéuticas (Krammer, 2023).
Un dato alarmante es la vigilancia en la vida silvestre en el sudeste asiatico, ya que
estd demostrado que los coronavirus similares al SARS que infectaban facilmente las
células humanas circulaban en los murciélagos de la zona (Menachery et al., 2015).

2.4. Brotes epidémicos en ganado

Es importante recalcar que no solo hay epidemias que afectan a humanos, también
existen epidemias en animales, que ademas de las pérdidas de ganado, producen
grandes pérdidas econémicas. En especial los virus respiratorios en ganado porcino
son un problema en la salud de los animales, la reproduccion, productividad y el
bienestar economico de los productores y un impacto de la cadena de suministro de
alimentos.

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) ha sido una de las
enfermedades porcinas de mayor importancia econémica en todo el mundo durante

mas de dos décadas. El costo a la industria porcina estadounidense es de al menos



600 millones de dolares anuales (Lunney et al., 2016). El virus del PRRS (PRRSV)
surgio por primera vez a fines de la década de 1980 como una enfermedad “misteriosa”
gue se propago entre las poblaciones porcinas tanto en Europa como en América del
Norte. En los 25 afios transcurridos desde la primera aparicion del PRRSV, ha
producido una epidemia global casi mundial causada por un conjunto de cepas
emergentes. Actualmente sigue siendo la enfermedad porcina més devastadora
econdémicamente y contribuye al deterioro de la salud animal a través de la enfermedad
(Kappes & Faaberg, 2015).

Desafortunadamente, aun no ha sido posible desarrollar una vacuna eficaz para
prevenir el PRRS. Ya han sido probadas vacunas de ADN, vacunas de subunidades y
vacunas vectorizadas por virus, pero su valor potencial como reemplazos de las
vacunas de virus vivos modificados (MLV, modified live virus) actualmente en uso para
el PRRSV sigue siendo incierto (Nan et al., 2017). Asi, es de vital importancia
desarrollar una vacuna que sea eficaz para la prevencion de PRRS, especialmente
dirigidas a las cepas circulantes en una region de interés. Hay proteinas recombinantes

desarrolladas contra este virus, pero aun falta probarlas y comprobar su efectividad.

2.5. Coronavirus
Los coronavirus que contienen un genoma RNA de cadena Unica y sentido positivo

estan rodeados por una envoltura que incluye una bicapa lipidica (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de un coronavirus (Ahmad Nafees et al., 2011).



Las espiculas en forma de pétalo o maza (peplémeros), que miden aproximadamente
13 nmy surgen desde la superficie de la envoltura, les dan la apariencia de una corona
de espinas o corona solar. Los péptidos que representan epitopes neutralizantes
constituyen antigenos promisorios para el desarrollo de vacunas (Ahmad Nafees et al.,
2011).

2.5.1. SARS-CoV-2

Hablando de coronavirus, la pandemia de COVID-19 transformoé radicalmente la vida
en todo el mundo y en la salud publica, desde entonces ha desafiado a la ciencia, la
medicina y la sociedad en su conjunto. El virus causal, perteneciente a la familia de los
coronavirus, es el SARS-CoV-2, cuyas siglas significan coronavirus tipo 2 del sindrome
respiratorio agudo severo. Este virus tiene cuatro proteinas estructurales: espicula (S),
membrana (M), envoltura (E) y nucleocépside (N) (Figura 3) y entra en las células
hospederas a través de endocitosis que implica tres pasos, union, escision y fusiéon
(Manna et al., 2022). Este virus se une a los receptores de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) presentes en gran parte de los tejidos del cuerpo, con una
mayor prevalencia en los pulmones, el corazon y los rifiones.

Proteina
Spike (S)

Proteina de la
membrana (M)

Proteina
nucleocapside
(N)

Proteina de
Envoltura (E)

Genoma viral
(RNA)

Figura 3. Estructura del SARS-CoV-2 (Rando et al., 2023).

La proteina espicula estd compuesta por dos subunidades funcionales, S1 y S2; la

primera se une al receptor de ACE2 y la segunda es responsable de la fusion viral



(Manna et al., 2022). La union de la subunidad S2 permite la insercion del genoma de
ARN en las células huésped, que luego sufre escisiones proteoliticas por parte de las
proteasas del hospedero y traduccion para formar poliproteinas que luego se
ensamblan para formar complejos de replicacion-transcripcion. Una vez formado el
complejo, las proteinas estructurales son sintetizadas en el citoplasma y ensambladas
con ayuda del reticulo endoplasmético y del aparato de Golgi. Las particulas virales se
liberan de la célula por exocitosis y tienen la capacidad de infectar otras células y

continuar el proceso de replicacion (Figura 4) (Rando et al., 2023).
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Figura 4. Diagrama resumen del ciclo de vida de CoV (Jiang et al., 2020).

2.6. Desarrollo de vacunas contra el SARS-CoV-2

Desde el 30 de diciembre de 2019, la OMS ha notificado mas de 775 millones de casos
y mas de 7 millones de muertes a causa de la enfermedad provocada por el SARS-
CoV-2 (WHO, 2024). Esta pandemia afecto la vida en general de todo el mundo, pero
dio lugar a un desarrollo sin precedente de vacunas con tecnologias novedosas.
Aunque la enfermedad ya no es considerada una pandemia desde mayo de 2023, la
COVID-19 sigue presente y es un peligro latente para las personas de alto riesgo, por
lo que seguir en busca de desarrollar candidatos vacunales con adyuvantes libres de

patente, econdmicos y efectivos es un reto aun.



Convencionalmente, una vacuna puede tardar al menos 10 afios desde su concepcion
hasta su implementacién. Las vacunas candidatas son probadas primero de manera
preclinica con modelos in vitro y animales para determinar su inmunogenicidad y
toxicidad. Luego, deben completar tres fases de pruebas clinicas antes de obtener la
autorizacion (Calvo Ferndndez & Zhu, 2021).

El desarrollo, produccién y aprobacion de las diferentes vacunas contra COVID-19 en
tiempo récord ha dado como resultado que hasta febrero de 2022 fueran administradas
aproximadamente 13,000 millones de dosis en todo el mundo. La mayoria de las
vacunas son basadas en la proteina espicula (S), que desempefia un papel
fundamental en la entrada del virus a las células diana (Calvo Fernandez & Zhu, 2021).
El dominio de unién al receptor (RBD, receptor binding domain) forma parte de la
subunidad S1, particularmente el segmento comprendido por los aminoacidos 319-
541.

Ejemplos de las vacunas que han sido autorizadas para uso de emergencia contra
COVID-19 son CanSino, Covaxin, Johnson & Johnson, Moderna, Oxford/AstraZeneca,
Pfizer/BioNTech, Sinopharm, Sinovac, Sputnik Light, Sputnik V, Novavax,
KoviVac/Chumakov, IMBCAMS, KCONVAC, Z2001, Abdala, Soberana Plus y 02,
Sanofi/GSK, Corbevax, COVIran Barekat, QazVac y EpiVacCorona (Wong-Arce et al.,
2024). La mayor parte de las vacunas contra COVID-19 autorizadas estan basadas en
ARNmM, adenovirus y tecnologias de virus inactivados, pero ha habido un esfuerzo

sustancial para desarrollar vacunas de subunidades (Wong-Arce et al., 2024).

2.7. Tipos de vacunas

Las vacunas que emulan la infeccion natural son uno de los logros mas sorprendentes
en la historia de la medicina humana, ya que salvan varios millones de vidas cada afo
(Badgujar et al., 2020). En el sector de la salud publica, estas vacunas tienen un
impacto mundial en la mejora del nivel de vida de los seres humanos y los animales,
al punto de erradicar enfermedades por completo.

Las estrategias de desarrollo de vacunas antivirales incluyen vacunas de primera

generacion (vacunas vivas atenuadas e inactivadas), vacunas de segunda generacion
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(vacunas basadas en subunidades proteicas y vectores) y vacunas de tercera
generacion (vacunas basadas en acidos nucleicos y nanomateriales) (Yadav et al.,
2020).

2.7.1. Vacunas de primera generacion

Una vacuna viva atenuada desarrolla una respuesta inmunitaria protectora sin producir
sintomas reales relacionados con la enfermedad en el hospedero. Sin embargo, estas
vacunas presentan problemas de seguridad, por ejemplo, el virus de la cepa viva
atenuada puede volver a su forma patdégena original o desarrollar una cepa virulenta
mas potente y mutante. Ademas de esto, tiene inconvenientes como la falta de
idoneidad de la vacunacion para la poblacion inmunolégicamente comprometida, la
reversion a la virulencia y la aparicibn de una respuesta baja en huéspedes
inmunodeprimidos que tienen comorbilidades (Badgujar et al., 2020).

Las vacunas inactivadas preservan el caracter antigénico de las particulas del virus y
carecen de capacidad infectiva. Varias formulaciones de vacunas inactivadas han sido
empleadas en el combate contra influenza, poliomelitis, hepatitis A y rabia (Badgujar
et al., 2020). Dichas vacunas son eficaces y seguras, sin embargo, sus limitantes
incluyen el requerimiento de dosis multiples y una inmunogenicidad menor respecto a

las vacunas atenuadas (Yadav et al., 2020).

2.7.2. Vacunas de segunda generacion

Una vacuna de subunidades proteicas implica el uso de subunidades proteicas
sintéticas, nativas o recombinantes (Vartak & Sucheck, 2016). Algunos ejemplos de
este tipo de vacunas son las aplicadas contra el virus del papiloma humano, hepatitis
B, neumonia y meningitis.

El dominio de unién al receptor es el segmento proteico mas utilizado en el disefio de
vacunas de subunidades contra coronavirus debido a su capacidad para inducir
anticuerpos neutralizantes. La principal ventaja de estas vacunas es la menor
probabilidad de inducir efectos adversos, ya que la formulacion solo contiene una

fraccion del patdégenos. Sin embargo, algunos reportes sugieren que la respuesta
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inmune inducida por el RBD es modesta, asi es necesario un adyuvante especifico
para alcanzar la potencia adecuada (He et al., 2004).

Las vacunas basadas en vectores virales emplean virus como herramienta de
transferencia del acido nucleico codificante del antigeno de interés. Entre los virus
empleados para este fin estan los adenovirus (Bouard et al., 2009).

El principal desafio en el disefio de este tipo de vacunas es conocer la epidemiologia,
la genotoxicidad y la virologia exacta de ambos virus (virus patégeno y virus vector)
(Badgujar et al., 2020). Otro obstaculo para el desarrollo de este tipo de vacuna es la
existencia de preinmunidad contra el vector en la poblacion a vacunar, lo cual afecta

seriamente la eficacia de la vacuna.

2.7.3. Vacunas de tercera generacion

Las vacunas de acido nucleicos inducen una expresion transitoria del antigeno vacunal
en las células de individuo vacunado (Badgujar et al., 2020). Estas vacunas poseen
ventajas singulares, tales como su produccion rapida y relativamente universal.

Hay reportes sobre el uso de genes N, S, S1, S2 o mdultiples genes de epitopos para
disefiar vacunas de acidos nucleicos contra enfermedades causadas por coronavirus.
La principal ventaja de la vacuna de 4cidos nucleicos es el uso seguro en combinacion
con otras plataformas de vacunas (como atenuadas o inactivadas), sin riesgo de
infeccion, mejor estabilidad térmica y de vida util (Zakhartchouk et al., 2005). La
principal limitacion de la vacuna de acidos nucleicos es la respuesta inmune limitada
atribuida al material genético especifico o disefiado, su reactogenicidad y la necesidad
de adyuvante para una inmunidad a largo plazo (Badgujar et al., 2020).

Una vacuna basada en nanomateriales consiste en utilizar nanomateriales como
vehiculos del componente antigénico (Shim et al., 2010). La adsorcién y la conjugacion
son las interacciones béasicas asociadas entre el antigeno y las nanoparticulas. A la
fecha han sido empleados un conjunto de materiales para este fin, incluyendo
nanopolimeros, liposomas, nanoparticulas inorganicas, nanomateriales a base de

carbono y puntos cuanticos (Badgujar et al., 2020).
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Las principales limitantes de las nanovacunas estan dadas por su toxicidad celular, la
estabilidad de los nanoconjugados y los aspectos regulatorios para su aprobacion. Por
tal razon es importante seguir investigando en este campo para superar dichos retos.
Uno de los materiales mas promisorios en este campo son las nanoparticulas de oro,
que constituyen una plataforma adecuada para la administracion de farmacos, dado
que pueden ser sintetizadas y funcionalizadas con relativa facilidad; ademéas son

biocompatibles y han mostrado tener efecto adyuvante (Salazar-Gonzalez et al., 2015).

2.8. Nanoparticulas de oro (AuNP)

El oro ha sido utilizado en la medicina moderna desde la década de 1920, como un
tratamiento comun para la tuberculosis y artritis reumatoide. Si bien la terapia con oro
fue ineficaz para tratar la tuberculosis, fue muy exitosa en la reduccion de la
inflamacion en la artritis (Hess et al., 2019). El oro ha tenido aplicaciones en
tratamientos para cancer y como agente antimicrobiano, tipicamente en
nanoparticulas.

Las nanoparticulas de oro pueden variar en tamafio de 1 nm a 100 nm y tienen una
fuerte absorcion 6ptica y dispersion de luz debido a la resonancia de plasmén de
superficie localizada (LSPR) (Algar et al., 2011). Ademas, hay multiples estudios donde

es posible conjugar las AUNP con biomoléculas que produzcan una respuesta inmune.

2.9. Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP)

La mayor parte de los métodos de sintesis de oro coloidal producen particulas cuyo
diametro varia desde 5 nm hasta 150 nm aproximadamente (Hermanson, 2013). El
estado monodisperso ocurre por un balance entre las fuerzas que actian sobre estas
nanoparticulas (Dykman & Khlebtsov, 2012). A causa de la naturaleza hidrofobica de
las AUNP; éstas tienden a agregarse en complejos mayores mediante fuerzas de van
der Waals, en donde la agregacion causa un cambio de un color naranja rojizo a rojo
violeta o azul. Este puede ser medido con un espectrofotbmetro por el cambio de

absorbancia (Faz Hernandez, 2023), debido a esto deben ser estabilizadas, por
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ejemplo, con moléculas de citrato sobre su superficie, aportando cargas negativas que
inducen fuerzas de repulsién entre las particulas.
Existen varios métodos para sintetizar AUNP, pero los mas usados son el método de

Turkevich y el método de Frens, y diversas variantes de éstos.

2.9.1. Método de Turkevich

El método Turkevich, si bien es el mas antiguo de los métodos de sintesis, sigue siendo
popular debido a su facilidad. Produce AuNP de 15 a 20 nm de una manera directa y
reproducible. La sintesis ocurre en un medio acuoso, los iones citrato son mezclados
con una solucion de acido cloroaurico (HAuCls) (Figura 5). Al calentar, ocurre el
proceso de reduccién, que es visible por un cambio de coloracién en la solucion inicial
(convirtiéndose en una suspension). EI cambio de coloracién sigue el orden: amarillo,
incoloro, morado y rojo (Figura 6). Esto sucede porque los iones citrato son
adicionados en exceso para acelerar la reaccion de reduccién y éstos se adsorben en
la superficie de las AuNP producidas para la estabilizacién. Por lo tanto, este método

genera AUNP con carga negativa (Farfan-Castro et al., 2023).
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Figura 5. Reaccion de sintesis de AuNP.
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Figura 6. Cambio de coloracion durante la sintesis.
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2.9.2. Método de Frens

El método de Turkevich fue modificado posteriormente por Frens para producir AUNP
de diferentes tamafos (Farfan-Castro et al., 2023). Esta basado en un sistema acuoso
donde la relacion de volumen de una solucion de HAuCIls con concentraciones
decrecientes de citrato puede ser variada para cambiar el tamafio de las AUNP en un
rango de 16 a 147 nm (Faz Hernadndez, 2023). Una relacion menor estabiliza
rapidamente las AUNP mas pequefas, mientras que la situacién opuesta promueve la
agregacion de AuNP pequefias en AUNP mas grandes (Kimling et al., 2006). Al igual
que con el método de Turkevich, el método de Frens produce AuNP con carga negativa
estabilizadas electrostaticamente debido a los iones de citrato adsorbidos en la

superficie.

2.10.Caracterizacion de las AuNP

Es posible caracterizar las nanoparticulas de oro utilizando diferentes técnicas para
determinar sus propiedades fisicoquimicas. Las mas usadas son la
espectrofotometria, dispersion de luz dindmica (DLS, dynamic light scattering) y
microscopia electrénica de transmision (TEM).

La espectrofotometria es una técnica para caracterizar la absorcion de luz por las
nanoparticulas de oro principalmente en el espectro visible, lo que permite el calculo
de coeficientes de extincion. El andlisis por DLS es util para determinar la distribucién
hidrodindAmica del tamafio, lo que permite asegurar que las nanoparticulas sean
homogéneas y medir su dispersidad. La visualizacion por TEM es adecuada para
obtener imagenes de nanoparticulas de oro para medir su tamafio y observar su

morfologia (Farfan-Castro et al., 2023).

2.10.1. Espectrofotometria

Las AuNP dispersas en un medio apropiado muestran coloraciones intensas debido a
su resonancia plasmoénica superficial localizada (LSPR). La LSPR de las AuNP es un
fendbmeno visual que resulta de la interaccién entre la luz y los electrones de la

superficie de las nanoparticulas que tienen un tamafio menor que la longitud de onda
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de la luz que las excita (L. Cheng et al., 2020). A medida que aumenta el tamafio de
las AuUNP, su sefial LSPR tiende a desplazarse hacia el rojo y a ensancharse més. Las
AuNP esféricas adecuadamente dispersas absorberan principalmente la region azul-
verde del espectro electromagnético.

Teniendo en cuenta estos efectos, las suspensiones liquidas de AuNP esféricas con
tamafos que van desde 5 a 50 nm serian observadas con tonalidades de color que

abarcan desde rojo oscuro hasta el rojo claro.

2.10.2. Dispersion de Luz Dinamica

La dispersion de luz dindmica (DLS) es un método de caracterizacion basico de las
nanoparticulas de oro (AuNP) dado que la DLS mide aproximadamente 100 conteos
por segundo, durante al menos 10 segundos, realizando un minimo de 10 ejecuciones
de medicion por evento, lo cual proporciona numerosos resultados rapidos.
Considerando un coloide monodisperso, el resultado mostrado sera una distribucion
Gnica del tamafio hidrodinamico en un gréfico de intensidad, incluyendo un indice de
polidispersidad (Pdl). El instrumento mide fluctuaciones dependientes del tiempo de la
luz dispersada por las particulas en una suspension que estan permanentemente en
movimiento browniano aleatorio. La intensidad de tales fluctuaciones es relacionada
con el coeficiente de difusion de la ecuacion de Einstein-Stokes para calcular el radio
de una particula esférica (Farfan-Castro et al., 2023). El tamafio obtenido es el
diametro hidrodinamico de la particula, es decir, el tamafio de particulas suspendidas
en agua rodeadas por una doble capa acuosa, por lo cual siempre serd mas grande el
diametro medido en DLS que en TEM.

2.10.3. Microscopia electronica de transmisién (TEM)

En la microscopia electronica de transmision (TEM), un haz de electrones de alta
energia (~200 keV) interactia con una muestra transparente a los electrones (de ~100-
150 nm de espesor) para estudiar la microestructura y la composicion de las

nanoparticulas de oro (Sridhara Rao et al., 2010).
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Las AuNP aparecen como objetos soélidos bidimensionales de material denso al
observarles con un microscopio electronico de transmision. A medida que el haz de
electrones incide en éstas, las nanoparticulas de oro aparecen como marcadores
oscuros e impenetrables debido a la luz transmitida por estas. Esta apariencia es
debida a la alta densidad electrénica del oro, que causa la dispersion de electrones
(Farfan-Castro et al., 2023).

2.11.Funcionalizacion de proteinas en AuUNP (bioconjugacién)

La adsorcion de una molécula de proteina sobre la superficie de una nanoparticula de
oro es referida como bioconjugacion, y puede ser de forma fisica o quimica. En la
metodologia fisica o fisisorcidén, que ocurre al adicionar una proteina a una suspension
de nanoparticulas de oro, la proteina puede adsorberse en la superficie de las AuNP
mediante interacciones electrostaticas, hidrofébicas, de van der Waals y de
coordinacion (Salazar-Gonzalez et al., 2015).

Las proteinas son biomoléculas compuestas por cadenas de residuos de aminoacidos
con grupos laterales que poseen cargas (ya sea positiva 0 negativa), no cargados
(polares), hidrofobicos o especiales (cisteina). En suspensién acuosa, las proteinas
constituyen principalmente un electrolito coloidal anfétero (Farfan-Castro et al., 2023).
En la fisisorcion por interaccion electrostética, el objetivo es favorecer que las proteinas
cargadas positivamente interacten con las nanoparticulas de oro cargadas
negativamente por estar estabilizadas con citrato.

Al agregar proteina en pequefas cantidades a las AuNP las sensibilizaran hasta formar
aglomerados, lo que provocara la agregacion de estos conjugados. Dichos efectos
seran influidos por el pH de la solucién en donde la proteina resida. Por su parte la
adicidbn en exceso de proteina ayudard a las AuNP a estabilizarse y evitara la
agregacion (Farfan-Castro et al., 2023).

La interaccion hidrofébica comprende la adsorcion de proteina en la superficie de la
nanoparticula de oro que involucra las regiones hidrofébicas en la superficie de la
proteina. La adsorcion de moléculas de proteina a la superficie de una nanoparticula

de oro que involucra dipolos esta contenida en las interacciones de van der Waals, y
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este tipo de interacciones suele ser mas complicadas de predecir. Las interacciones
de coordinacion, o enlaces dativos, consideran el establecimiento de un enlace de
coordinacion entre la molécula de proteina y la superficie de la nanoparticula de oro

(Figura 7) (Salazar-Gonzélez et al., 2015).

Interacciones
electrostaticas

Interacciones
hidrofébicas

Enlace dativo Fuerzas de

Van der Waals

Figura 7. Unién de proteinas a nanoparticulas de oro (AuNP) por fisisorcion.

2.12.Factores importantes en la conjugacién AuNP-proteina
El desarrollo de conjugados estables depende de varias interacciones, como fue
descrito en la seccion anterior. Adicionalmente estos factores deben ser considerados:
e el punto isoeléctrico (pl) de la proteina
e el pH de la solucién para conjugaciéon
e la cantidad afiadida de proteina
En general, la adsorcibn maxima de proteinas ocurre cuando el pH esti cerca o
ligeramente por encima de su pl (Zhang et al.,, 2020). Otro factor relevante es
determinar la cantidad minima de proteina necesaria para conservar la estabilidad del
conjugado frente a la agregacion de las nanoparticulas. Es posible monitorear la

agregacion por medio de espectrofotometria y por el cambio de color (Figura 8).

18



Estabilidad Aglomeracion Agregacion

Figura 8. Cambios de coloraciones en los conjugados al ser estables, aglomerados y cuando
presentan agregacion.

2.13.Vacunas utilizando nanoparticulas de oro

Durante los ultimos afios han sido publicados diversos estudios de vacunas que usan
AuNP ya que tienen una toxicidad reducida y son aptas para la funcionalizacién con
antigenos modelo (Farfan-Castro et al., 2023).

La mayoria de los estudios han obtenido respuestas inmunoldgicas, describiendo
propuestas del mecanismo molecular para que las AuNP sean transportadoras de
antigenos. Las AuNP son capturadas por las células dendriticas, para que
posteriormente la internalizacion celular ocurra por fagocitosis, macropinocitosis y
endocitosis mediada por receptores en las células dendriticas (Farfan-Castro et al.,
2023).

Una vez internalizados, los antigenos son cargados en moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC), las cuales son expresadas en la superficie celular, para
ser presentados a los linfocitos (L. A. Dykman & Khlebtsov, 2017). En estos estudios
concluyeron que los conjugados AuNP-antigeno aumentan el proceso de presentacion
de antigenos al promover la maduracion efectiva de las células dendriticas y la
proliferacion de células Th y NK, logrando una mayor secrecion de las citocinas IL-4,
IFNg, IL-12 e IL-10. No obstante, el tamafio de particula, la funcionalizacién, el tipo de
célula, la forma de las AuNP, la orientacion del proceso (con/contra la gravedad) y la
concentracion son factores que influyen en la captacion de AuNP por lo que el
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mecanismo aun no es definitivo (L. A. Dykman & Khlebtsov, 2017; Farfan-Castro et al.,
2021; Salazar-Gonzalez et al., 2015).

Sanofi-Pasteur y GlaxoSmithKline (GSK) (VAT00002), Clover Biopharmaceuticals y
GSK (SCB-2019), Nanogen Pharmaceuticals Biotechnology (Nanocovax) y el Instituto
Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (MCV-COV1901) ya han
desarrollado vacunas candidatas basadas en la proteina espicula (S) recombinante
del SARS-CoV-2 (Wong-Arce et al., 2024). La mayoria de estos candidatos estan en
fases 2 y 3, y usan como adyuvante aluminio.

Hay estudios previos sobre el progreso de una vacuna basada en AuNP contra el
coronavirus, pero es necesario optimizar la formulacion ya que las respuestas
inmunologicas deseadas aun no han sido obtenidas (Sanchez-Villamil et al., 2019).
Por otro lado, la construccion de proteinas quiméricas puede dar lugar a vacunas
multiepitopicas capaces de inducir una respuesta inmunitaria centrada en aquellas
dianas que resulten en la neutralizacion, mejorando la inmunogenicidad y la inmunidad
de memoria (Wong-Arce et al., 2024).

Por estas razones, el considerar una vacuna basada en una proteina recombinante en
donde el acarreador y posible adyuvante sea la nanoparticula de oro puede mejorar la
inmunogenicidad de la vacuna, y provocar menores efectos secundarios que el
adyuvante de aluminio usado comercialmente. Ademas de tener una plataforma como
las AUNP que no solo sean para vacunas humanas, sino también para uso veterinario,

como para una posible vacuna contra el PRRS.
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3. JUSTIFICACION

La sociedad desde sus inicios ha convivido con diversos microorganismos que han
causado enfermedades tanto en humanos como en animales. El ejemplo mas reciente
fue la pandemia de COVID-19, la cual causo la muerte de 7 millones de personas
alrededor del mundo. Esto demostré la importancia del desarrollo de candidatos
vacunales que puedan dar respuesta a futuras pandemias en tiempos cortos.

Hoy en dia existen distintas tecnologias para desarrollar vacunas, que incluyen
aguellas basadas en virus atenuados, por ejemplo, las vacunas contra el sarampion y
el rotavirus, o las vacunas basadas en virus inactivados, como la vacuna contra la
poliomielitis. Durante las Ultimas décadas han sido desarrolladas mas plataformas, de
menor costo, seguras y de rapido desarrollo. Durante la pandemia de la COVID-19
hubo un récord en el tiempo de desarrollo, basandose en las plataformas de ARNm,
adenovirus y virus inactivados. A pesar de estos logros, aun es necesario desarrollar
candidatos vacunales con adyuvantes libres de patente, econémicos y efectivos, que
permitan usar dosis menores de los inmundgenos y que favorezcan la respuesta
inmune deseada. Esto es relevante tanto para enfermedades que perjudican a seres
humanos como para aquellas que impactan al ganado, provocando significativas
pérdidas econdémicas anuales debido a la falta de vacunas contra los virus mas
prevalentes en el ganado.

El propdsito de este proyecto es desarrollar una nanovacuna mediante la adsorcion de
proteinas recombinantes en nanoparticulas de oro por medio de fisisorcion, el cual es
un método rapido y de bajo costo, como un esfuerzo para detonar el desarrollo de

vacunas contra patégenos relevantes.
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4. HIPOTESIS

Encontrando condiciones especificas de pH, tiempo y concentracién de proteina, es
posible adsorber proteinas modelo y recombinantes sobre nanoparticulas de oro para
producir conjugados estables con concentraciones suficientes de antigenos como

prototipos de nanovacunas que provoguen una respuesta inmune deseada.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Establecer condiciones de adsorcidon de proteinas antigénicas que permitan
funcionalizar nanoparticulas de oro, que sean estables y que tengan la cantidad
necesaria de inmundgeno en la superficie para generar una formulacion vacunal de

prueba contra virus respiratorios.

5.2. Objetivos especificos

1. Preparar y caracterizar (por espectrofotometria visible, dispersion dinamica de
luz y microscopia electronica de transmision) nanoparticulas de oro de 20 y 40
nm.

2. Evaluar condiciones de adsorcion (pH y concentracién de proteina) de proteinas
modelo (lisozima, a-quimotripsina, albimina de suero bovino e inmunoglobulina
G humana de plasma sanguineo) obtener conjugados estables.

3. Cuantificar directa (por electroforesis en gel de poliacridamida) e indirectamente
(por espectrofotometria UV) la concentracion de proteina adsorbida en
nanoparticulas de oro.

4. Obtener una cinética de adsorcién de una proteina modelo similar a una
proteina recombinante de interés para caracterizar parametros de adsorcion.

5. Evaluar las condiciones anteriores para producir conjugados estables con dos
proteinas recombinantes y cuantificar si contienen concentraciones suficientes

de éstas para considerarles prototipos de nanovacuna.

22



6. MATERIALES Y METODOS
La parte experimental fue realizada en el Laboratorio de Bioseparaciones de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi.

6.1. Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP)

Los equipos empleados para la sintesis de AUNP fueron una placa de calentamiento
MS-H280-Pro (DLAB Scientific, Beijing, China) y un recirculador de agua fria (LabTech,
Namyangju, Corea). Para la caracterizacion de las suspensiones obtenidas fue
empleado un espectrofotometro Genesys 50 (Thermo Fisher, Waltham, MA), durante
la evaluacion de cambios de absorbancia de AuNP sintetizadas y de conjugados de
AuNP-proteina, y un Zetasizer Advance Pro (Malvern Panalytical, Malvern, UK) para
la medicion de diametros hidrodinamicos. Los reactivos utilizados fueron citrato de
sodio tribasico dihidratado (NasCsHsO7:2H20) y acido cloroaurico trihidratado
(HAuCls-3H20), ambos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), y agua de un sistema Milli-Q
(Millipore, Burlington, MA).

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP) fue usando el método de Turkevich
modificado por Frens en 1973, como muestra la Figura 9. Utilizando agua de un
sistema Milli-Q, fueron preparadas soluciones de 1 % NasCsHsO7y 1 % HAuUCIs un dia
antes de la sintesis. La mezcla de reaccion fue de 1 mL de HAuClsy 1.3y 0.5 mL de
NasCsHsO7 para particulas de 20 y 40 nm, respectivamente. Cada una de las mezclas
fue agitada constantemente, dejando reposar por 5 min. En 100 mL de agua en
ebullicién fue incorporada la mezcla de precursores con agitacion continua por 15 min
en calentamiento. La concentracion final de HAuCls fue de 0.01 % para ambos lotes
de AuNP y de 0.013 % y 0.005 % de NasCsHsO7 para el lote de 20 y 40 nm,
respectivamente. Las suspensiones obtenidas permanecieron en reflujo 30 min

adicionales, y posteriormente fueron almacenadas a 4 °C.
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Figura 9. Sintesis de AUNP usando el método Turkevich-Frens modificado.

40 nm

6.2. Conjugados AuNP-proteinas modelo y estudio de adsorcién

Los equipos empleados para la preparacion de los conjugados fueron un Vortex Genie-
2 (Scientific Industries, Bohemia, NY), una microcentrifuga Prism C2500 (Labnet
International, Edison, NJ), un sonicador de inmersién 1510 (Branson, Danbury, CT) y
el espectrofotbmetro Genesys 50 (Thermo Fisher Scientific) para cuantificacion
indirecta. La cuantificacion directa fue por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato (SDS-PAGE) con el equipo Mini-Protean® Tetra
System (Bio-Rad, Hercules, CA)

En el estudio de adsorcién de proteinas en AuNP fueron utilizadas cuatro proteinas
modelo: lisozima (Lyz), a-quimotripsina (CMT), albumina de suero bovino (BSA) e
Inmunoglobulina G humana de plasma sanguineo (IgGH), todas de Sigma-Aldrich.
Como surfactante fue empleado polisorbato 20 (Tween 20) y para los lavados una
solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS) 1x que contiene cloruro de sodio
(NaCl) 137 mM, cloruro de potasio (KCI) 2.7 mM, fosfato disodico (NazHPO4) 10 mM y
fosfato monopotasico (KH2PO4) 1.8 mM. En la técnica SDS-PAGE los reactivos fueron
agua desionizada, acrilamida (Bio-Rad, 161-0101), bis-acrilamida (Sigma-Aldrich,
146072), Trizma® Base (Sigma-Aldrich, T1503), dodecilsulfato sédico (Sigma-Aldrich,
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L3771), tetrametiletiienodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, T7024) y persulfato de
amonio (APS) (Sigma-Aldrich, A3678).

Para la elaboracion de 200 pL de conjugado AuNP-proteina modelo 100 pyL de
suspension de AUNP concentrada 2x, 2 L de polisorbato 20 (1%) y 100 uL de proteina
(200 pg/mL) fueron combinados para obtener un conjugado con una concentracion
final de 0.01 % de polisorbato 20 y 100 pg/mL de proteina modelo, dejando reaccionar
durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente el conjugado fue centrifugado 3
min a 8100 x g para aquellos conjugados con AuNP de 40 nm y por 15 min para las
AuNP de 20 nm. El sobrenadante fue recuperado para su posterior medicion y
reemplazado con PBS 1x con 0.01 % de polisorbato 20 (Figura 10).

Para la cuantificacion directa de los conjugados fue empleada la técnica SDS-PAGE,
y mediante el programa ImageJ fue determinado el valor de proteina adsorbida en

cada conjugado.
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Figura 10. Metodologia general para la preparacion de conjugados AuNP-Proteina.

6.2.1. Evaluacion del efecto del pH en la adsorcidén de proteina en AUNP

La evaluacién del impacto del pH en la adsorcion de proteinas modelo en AuNP fue
en un rango de 6 a 11 empleando dos soluciones amortiguadoras, una de fosfato 20
mM que contiene Na2HPO4 y NaH2POa4, y otra de carbonato 20mM con Na2COs y
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NaHCOs, las cuales fueron ajustados con HCl y NaOH para obtener valores de pH 6,
7y 8 con fosfato y 9, 10, 11 con carbonato.

Para la elaboracion de 200 pL de conjugado AuNP-proteina modelo 100 pyL de
suspension de AuNP concentrada 2%, con 2 pL de polisorbato 20 (1%) fueron
centrifugados a 10,000 x g por 5 min las de 40 nm y por 20 min las de 20 nm. El
sobrenadante fue remplazado con 100 pL de solucién amortiguadora de interés.
Seguido fueron agregados 100 pL de proteina modelo resuspendida en el buffer (200
png/mL), dejando reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente el
conjugado fue centrifugado a 8100 x g por 3 min para aquellos conjugados con AuNP
de 40 nm y por 15 min para las AuNP de 20 nm. El sobrenadante fue recuperado para

su posterior medicion y reemplazado con PBS 1x con 0.01 % de polisorbato 20.

6.2.2. Cinética de adsorcion

A partir de un concentrado de 500 pug/mL de CMT fueron preparados 6 conjugados
AuUNP-CMT, en donde a 970 pL de AuNP 1x de 20 nm fueron adicionados 48.5 pL de
1 % de polisorbato 20, para conseguir una concentracién final de 0.05 % de
estabilizante, para afadir 30 pL del concentrado de CMT. Los conjugados estuvieron
a temperatura ambiente y con agitacion constante. El proceso de reaccién fue detenido
a distintos tiempos (0, 5, 10, 15, 60 y 120 min), centrifugando 20 min a 19,500 x g.
Después, el sobrenadante fue recolectado para determinar la concentracion de CMT

remanente con el espectrofotometro Genesys 50 a una longitud de onda de 280 nm.

6.3. Conjugados AuNP-proteinas recombinantes

Para la preparacion de los conjugados AuNP-proteina recombinante fueron usadas
dos proteinas, la LTB-p50 y la LTB-PRRSV proporcionadas por el Laboratorio de
Biofarmacos recombinantes en el Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y
Biomedicina (CICSaB).

6.3.1. Conjugado AuNP-LTB-p50
Para la preparacion de 200 pL de conjugados AuNP-LTB-p50 fueron usados 100 uL
de suspension de AuNP concentrada 2 x y ajustada a un pH 8 con 100 mM CO32"y 2

uL de polisorbato 20 (1 %) para que el conjugado tuviera una concentracion final de
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0.01 % de polisorbato 20. Después fueron adicionados 100 pL de LTB-p50 (200
pug/mL), la cual previamente fue dializada durante 24 h en una solucién amortiguadora
de carbonato 20 mM, pH 8, dejando reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente el conjugado fue centrifugado a 8100 x g por 15 min para las AuNP de
20 nm. El sobrenadante fue recuperado para su posterior medicién y reemplazado con
PBS 1x con 0.01 % de polisorbato 20.

6.3.2. Conjugado AuNP-LTB-PRRSV

Para la preparacion de 200 pL de los conjugados AuNP-LTB-PRRSV fueron
empleados 100 pL de suspension de AuNP concentrada 2x afiadiendo 2 pL de
polisorbato 20 (1%) para que el conjugado tuviera una concentracion final de 0.01 %
de polisorbato 20. Después fueron incorporados 100 pL de PRRSV (400 pg/mL), la
cual previamente fue dializada durante 24 h en una solucién amortiguadora de fosfato
20 mM, pH 9.5, dejando reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente el conjugado fue centrifugado a 8100 x g por 15 min para las AuNP de
20 nm. El sobrenadante fue recuperado para su posterior medicion y reemplazado con

agua desionizada.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Sintesis de Nanoparticulas de oro (AuNP)

Cuatro lotes de AuNP fueron sintetizados, 2 lotes de 20 nm y 2 lotes de 40 nm, para la
preparacion de conjugados por fisisorcion. La sintesis de AuUNP de dos tamarios fue
para comparar la adsorcion de proteinas modelo y recombinantes. Diversos estudios
reportan resultados favorables para inmunizacion al usar AuNP esféricas con

diametros entre 15 y 50 nm segun Dykman, L. A. (2020).

El tamafio y, en algunas aplicaciones, el nivel de agregacion de las AuNP son clave
para monitorear cambios debido a sus propiedades quimicas, 6pticas y biologicas
(Igbal et al., 2016). De éstos, el espectro de absorcién es una forma rapida para
caracterizar estas propiedades. En el primer lote fueron obtenidas nanoparticulas con
absorbancia maxima en longitudes de onda de 517 nm para las de 20 nm y 529 nm
para las de 40 nm (Figura 11a). En el segundo lote para las AuNP de 20 nm la sefal
caracteristica fue en 520 nm y para las de 40 nm fue en 523 nm (Figura 12a). Para
ambos lotes, esto corresponde a la sefial del plasmén de resonancia de AuNP dado
gue cuando la luz incide sobre las AuNP éstas absorben principalmente luz verde y
transmiten luz roja, color caracteristico de las particulas preparadas (Zhang et al.,
2020).

Para ambos lotes hubo cambios en la sefial maxima dependiendo del tamafio de las
AuNP sintetizadas, en el caso de las de mayor tamafio existe un desplazamiento a la

derecha, lo que es congruente con lo reportado (Huang & El-Sayed, 2010).

Mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) fue determinado el tamafio de las AuNP,
en donde el movimiento browniano de las particulas en suspensién es medido para
estimar su didmetro hidrodinamico (dw), relativo al coeficiente de difusion traslacional
(Hinterwirth et al., 2013). En el primer lote los diametros promedios fueron de 27.92
nmy 44.72 nm. En el segundo fueron obtenidas AuNP de 34.56 nmy 48.50 nm (Figura
11b). Estos cambios son resultantes de factores como la viscosidad de la solucion, la
temperatura y la fuerza iénica, los cuales van a tener efecto en los didmetros medidos

(Hinterwirth et al., 2013). Los indices de polidispersidad (Pdl) menores a 0.3 indican
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particulas mas monodispersas y homogéneas. En contraste, el lote con un Pdl de 0.47
mostro indicios de que al momento de la sintesis factores externos como la
temperatura o el tiempo de reaccion afectaron la uniformidad de las nanoparticulas.
(Figura 12b) (Zabetakis et al., 2012).

Al tener estos tamafios distintos, es factible hacer una comparacion en los resultados

de las conjugaciones con las proteinas modelo y las recombinantes.
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Figura 11. Caracterizacion de AuNP del lote 1 de 20 y 40 nm. a) Espectros de UV-Vis de AUNP
en suspension sefialando la absorbancia méxima (Amax). b) Diametros hidrodinamicos (dw) e
indice de polidispersidad (Pdl).
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Figura 12. Caracterizacion de AuNP del lote 2 de 20 y 40 nm. a) Espectros de UV-Vis de AUNP
en suspension sefialando la absorbancia maxima (Amax). b) Diametros hidrodinamicos (dw) e
indice de polidispersidad (Pdl).
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En la medicidén realizada por microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) fue
observada la morfologia de los lotes sintetizados, en donde la forma predominante fue
la esférica. Al medir los diametros de las AuNP del lote 2, fue obtenido un diametro de
14.8 + 2.8 nm para las AuNP identificadas como de 20 nm, por lo cual si hay una
diferencia con el diametro hidrodindmico obtenido de 34.56 nm. Al ser de menor
tamafio es posible estudiar el impacto que tiene un tamafio mas pequefio en la
conjugacion con proteinas modelo y recombinantes. Con las AuNP sintetizadas para
obtener un tamafio de 40 nm el didmetro fue de 35.6 £ 4.6 nm, lo que es muy cercano

al tamafo deseado, y no tan alejado del didmetro hidrodindmico (Figura 13).
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Figura 13. Caracterizaciéon de AuNP por medio de TEM del lote 2 mostrando AuNP esféricas.
C) AuNP identificadas como de 20 nm, contabilizando un total de 146 nanoparticulas. D) AUNP
identificadas como de 40 nm, contabilizando un total de 114 nanoparticulas.

7.2. Conjugados AuNP-Proteinay estudio de adsorcion

Una vez caracterizadas las AuNP, y tras confirmar tamafnos y propiedades objetivo, lo
siguiente fue la preparacion de distintos conjugados con proteinas modelo modificando
factores como pH y concentracion de proteina. El propadsito fue encontrar condiciones
para adsorber una mayor cantidad de proteina en las AuNP y obtener conjugados

estables con la finalidad de ser candidatos vacunales.
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La preparacion de conjugados con proteinas modelo disponibles en el laboratorio fue
para establecer las condiciones de fisisorcion previo a utilizar la proteina recombinante,
la cual no estaba disponible en grandes cantidades, ademas de que su tiempo de

obtencion es prolongado.

En un principio los conjugados fueron hechos con lisozima debido a la abundancia de
ésta, ademas de que es una proteina altamente estudiada. La lisozima es una pequefia
proteina globular monomérica de 14.6 kDa, con un punto isoeléctrico (pl) cercano a 11
(Yang et al., 2007).

Como una primera prueba fueron exploradas distintas concentraciones de lisozima
para analizar la estabilidad del conjugado y la cantidad adsorbida de proteina en las
AuNP. El rango de concentraciones iniciales de proteina fue propuesto de 56 a 900
Mg/mL en una solucion amortiguadora de Tris. Los conjugados con AuNP de 20 nm se
aglomeraron formando conjugados de color violeta, lo cual modific6 su espectro UV-
Vis (Figura 14a).

a) b)

ng Lyz/mL ng Lyz/mL

56

s 4 112
225

ceeee 450

-=- 900

S
N
“\
7

o
< 054 R4

0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

~ (nm) 2 (nm)

Figura 14. Espectro de 400 a 800 nm del conjugado AuUNP-Lyz. Lisozima (Lyz) en Tris 20 mM,
pH 8. Conjugado resuspendido en PBS 1x con 0.01 % de polisorbato 20. a) Conjugado con
AUNP de 20 nm. b) Conjugado con AuNP de 40 nm.

En contraste, los conjugados de 40 nm colapsaron, tornandose transparentes e

imposibilitando la medicion de espectros de absorcién, excepto en la concentracion
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mas alta de proteina que provoco la aglomeracion de las nanoparticulas, pero no su
agregacion (Figura 14b). De acuerdo con los espectros y las coloraciones de los
conjugados la decision fue aumentar la concentracion de lisozima, puesto que esta
reportado que es necesario tener proteina en exceso para favorecer la adsorcion y

estabilidad del conjugado (Hermanson, 2013).

Al aumentar la concentracion de proteina adicionada a las nanoparticulas al doble y
triple de la concentracion mas alta probada en un comienzo los espectros comenzaron
a mostrar una sefal del plasmon de resonancia mas parecido a una suspension de
AuNP sin proteina. La estabilidad de los conjugados preparados con las
nanoparticulas de 20 nm (Figura 15a) fue mejor en contraste con los conjugados

preparados con AuNP de 40 nm que aun presentaban aglomerados (Figura 15b).
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Figura 15. Espectro del conjugado AuNP con lisozima en solucién amortiguadora de Tris 20
mM, pH 8. Conjugado resuspendido en PBS 1x con 0.01 % de polisorbato 20. a) Conjugado
con AUNP de 20 nm. b) Conjugado con AuNP de 40 nm.

Con estos resultados es necesario agregar un exceso de proteina. En la misma
relevancia, un aspecto importante al momento de la conjugacion es el punto
isoeléctrico (pl) de la proteina. Como fue mencionado en antecedentes, en la
fisisorcion las interacciones electrostaticas son importantes para que una proteina sea

adsorbida en la superficie de las AuUNP (Hermanson, 2013). En este caso, las AUNP
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tienen una carga negativa y para lograr este tipo de interaccion la proteina debe estar
cargada positivamente. Si la proteina tiene un pl de 11, la solucion amortiguadora
requerida para cargarla positivamente deberia tener un pH menor al pl. Asi, la
preparacion de lisozima en 10 % de sacarosa con 0.01 % de polisorbato 20
modificando su pH original de 6 a 9, permitié acercarle mas a su punto isoeléctrico sin
perder su carga positiva. De igual manera, la adicibn de un equivalente a 50
monocapas de proteina es aproximada a una concentracion inicial de 100 pg/mL en el

conjugado.

Con las condiciones anteriormente mencionadas mejora tanto la estabilidad como la
cantidad de proteina adsorbida en las AUNP de 20 nm (Figura 16a). El aumento de la
absorbancia maxima en la sefial del plasmon de resonancia de las AUNP de 20 nm,
pasando de 517 nm a 523 nm, y el cambio en el ancho de la sefial indica la modificacion
de las AuNP debido a la adsorcién de proteina en las nanoparticulas (Faz Hernandez,
2023). Por su parte, en las AuNP de 40 nm, aunque mejoraron su espectro respecto a
menores concentraciones, hubo un desplazamiento importante hacia la derecha, de
529 nm a 537 nm, y su cambio en anchura fue mas pronunciado por la posible

presencia de aglomerados en los conjugados (Figura 16b).
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Figura 16. Espectro del conjugado AuNP-Lyz. AuNP con 0.01 % de polisorbato 20. Lisozima
en solucion de 10 % de sacarosa con 0.01 % de polisorbato 20, pH 9. 100 pg/ml de proteina
afiadida. Conjugado resuspendido en PBS 1x con polisorbato 0.01 % de 20. a) Conjugado con
AUNP de 20 nm. b) Conjugado con AuNP de 40 nm.
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7.2.1. Conjugado AuNP-LTB-p50

Una vez que fue viable producir conjugados mas estables con AuNP de 20 nm al
adicionar una mayor cantidad de proteina y cerca de su punto isoeléctrico, lo siguiente
fue realizar conjugados con la proteina recombinante de interés. LTB-p50 tiene un
peso molecular de 25981.96 Da y un pl tedrico entre 7-8, por lo cual fue disuelta en
una solucion de 10 % de sacarosa con 0.01 % de polisorbato, ajustando el pH a 8 con
una solucién amortiguadora de carbonato (COs? pH 10, 100 mM). Las AuNP 2x fueron
ajustadas a pH 8, lo cual acercaba al punto isoeléctrico de la proteina. Para este caso,
fueron probadas 30 y 50 monocapas de LTB-p50 que equivalen a una concentracion
en el conjugado de 80 pg/mL y 100 ug/mL para corroborar tanto la estabilidad del
conjugado como la adsorcion de la proteina en las AuNP. La Figura 17 muestra
conjugados concentrados 5x, después de lavar con PBS 1x y con un volumen final de
40 pL en lugar de los 200 pL iniciales, esto con la finalidad de observar en SDS-PAGE
la cantidad adsorbida de proteina del conjugado.

30 monocapas 50 monocapas

M 1
f A1/ \
L B

Figura 17. Estabilidad de los conjugados AuUNP-LTB-p50 con 30 y 50 monocapas.

Una vez confirmada la estabilidad del conjugado, la proteina adsorbida fue cuantificada
mediante SDS-PAGE, analizando muestras de los conjugados y los sobrenadantes,
relativo a una linea de calibracion de BSA. La Figura 18 muestra que al usar 80 pg/mL
(30 monocapas) se adsorbi6 un total de 31.63 pug/mL y con 100 pg/ml (50 monocapas)
fueron 77.03 pg/ml. En un futuro al inmunizar con esta concentracion de proteina
adsorbida en las nanoparticulas seria suficiente para obtener una respuesta
inmunologica (Salazar-Gonzalez et al., 2015). Como fue mencionado en un principio,

la cantidad de proteina recombinante es limitada dado su costo de produccion, ademas
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de que su produccién es prolongada y su replegamiento dependera en gran medida
de las soluciones amortiguadoras; asi, es necesario usar la menor cantidad de proteina
recombinante. Con este propdsito fue hecho un estudio detallado sobre el efecto del
pH en la adsorcion de proteinas modelo en las AuUNP para lograr disminuir el nUmero

de monocapas de proteina recombinante encontrando las condiciones apropiadas.

Conjugado Sobrenadante
3omMc | so0mMCc | 30MC | 50MC

5 6 7 8

[

Figura 18. SDS-PAGE del conjugado AuNP-LTB-p50 con AuNP de 20 nm. AuNP con 0.01 %
de polisorbato 20. LTB-p50 en 10 % de Sacarosa con 0.01 % de polisorbato 20, pH 8.
Conjugado resuspendido en PBS 1 x con 0.01 % de polisorbato 20. Concentrado 5 veces.

7.3. Evaluacion del efecto del pH y el polisorbato en la adsorciéon de proteinas
modelo en AuNP

Para la estabilidad de los conjugados por fisisorcion hay diferentes parametros que
deben de ser considerados: el punto isoeléctrico (pl) de la proteina, el pH de la
conjugacion y la cantidad adicionada de proteina (Geoghegan, 1988). Como fue visto
anteriormente es importante la cantidad de proteina adicionada a las nanoparticulas y
es clave para evitar agregados de las nanoparticulas con la finalidad de obtener un
conjugado que sea apto como candidato vacunal.

7.3.1. Conjugados de AuNP con lisozima (Lyz)

El pH de la conjugacion va a depender directamente del pl de la proteina. Hay
referencias que mencionan que la adsorcion maxima de proteina ocurre cuando el pH
de conjugacion esta cerca del pl (Zhang et al., 2020). Tomando en cuenta las

interacciones electrostaticas, en principio una molécula de proteina cargada
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positivamente va a adherirse a una superficie cargada negativamente; en este caso a
una nanoparticula de oro, debido a los citratos de su superficie (Salazar-Gonzalez et
al., 2015). Debido a esto con las cuatro proteinas modelo fue estudiada la estabilidad
y adsorcion de cada una en los distintos tamafios de nanoparticulas. La Figura 19
muestra Unicamente los espectros de los conjugados con AuNP de 20 nm debido a
gue los conjugados con AuNP de 40 nm se agregaron dejando conjugados totalmente
transparentes. Los conjugados con nanoparticulas de 20 nm presentaron
agregaciones en aquellos sin incluir polisorbato 20 para la conjugacion. Al adicionar
polisorbato 20 fue notable que en el pH mas cercano al pl es en donde el conjugado
mas estable. Ademas, hay que considerar que el peso molecular de la lisozima es
pequefio, 14.6 kDa, lo que no garantiza el recubrimiento de las nanoparticulas
permitiendo que entre ellas interactien y se agreguen. Medidos por DLS, Figura 20,
los tamafios de los conjugados con las nanoparticulas de 20 nm con 0.01 % de
polisorbato 20 fueron superiores a 600 nm y con Pdl mayores a 0.3, lo que indica una
polidispersidad grande y conjugados poco homogéneos, indicando que las AuNP se
agregaron y no es posible su separacion. Debido a esta prueba la decision fue usar
polisorbato 20 en los conjugados a realizar, ademas ya esta reportado que estabiliza
a los conjugados de nanoparticulas de oro (Hormozi-Nezhad et al., 2013).

a) b)
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Figura 19. Efecto del pH y el polisorbato en los conjugados de AuNP de 20 nm con lisozima.
Espectro visible de conjugados hechos en fosfato 20 mM, pH 6 a 8, y en carbonato 20 mM, pH
9 a 11, sin polisorbato 20 (a) o adicionando 0.01 % de este (b).
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20 Muestra | d,(nm) | PDI
pH 6 665.3 0.6379
—  pHT 7447 0.7017
— D8 700.2 0.4373
pH9 706.0 0.3085
—— pH10 674.3 0.3074
— pH11 1104 0.3643

Int (%)
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dy (nm)

Figura 20. Didmetros hidrodindmicos (dw) e indice de polidispersidad (Pdl) de los conjugados
de lisozima en AuNP de 20 nm con 0.01 % de polisorbato 20.

7.3.2. Conjugados de AuNP con quimotripsina (CMT)

La siguiente proteina modelo para preparar conjugados fue a-quimotripsina (CMT), la
cual tiene un peso molecular de 25 kDa y un punto isoeléctrico de 8.75. La
consideracion fue que al ser de mayor tamafio que la lisozima, daria una mayor
proteccion a las nanoparticulas y los conjugados no formarian agregados, o al menos

disminuiria la aglomeracion.

Al realizar los conjugados con las nanoparticulas de 20 nm; éstos presentaron una
mayor estabilidad que los conjugados realizados con lisozima al no mostrar
coloraciones violetas, manteniendo un color rojizo. Ademas, su espectro mostré un
comportamiento muy similar al de las nanoparticulas solas, con un desplazamiento a
la derecha lo que sefiala que la proteina si modifica la superficie de la AUNP (Figura
21a). En este caso, la quimotripsina fue suficiente para ofrecer proteccion a las
nanoparticulas de 20 nm y evitar que entre ellas se aglomeren. La adicion de
polisorbato ayuda a que no se aglomeren las AUNP y evita que las proteinas se peguen
a las paredes del tubo, lo cual es un punto importante, ya que puede quedar adherida
proteina a la pared y no seria tomada en cuenta. Los conjugados de 40 nm siguieron

mostrando un color violeta, con espectros desplazados a la derecha y con absorbancia
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disminuida (Figura 21b), significando que no son estables y forman aglomerados, por

lo que no tienen un comportamiento deseado para un candidato vacunal.

El diametro hidrodindmico disminuyé considerablemente, comparado con los
conjugados con lisozima, pero los valores de Pdl para ambos tamafos de
nanoparticulas mantuvieron un valor elevado, lo que indica que los conjugados son
polidispersos (Figura 22), llegando a tener conjugados de micras por lo cual no es
posible garantizar que sean buenos candidatos vacunales, ya que el objetivo son
valores de Pdl iguales o menores a 0.2, dado que significa menor polidispersidad. Por
lo visto en los ensayos anteriores, las aglomeraciones impiden significativamente la

correcta adsorcion de proteinas.

Dada la similitud de quimotripsina con la proteina de interés, LTB-p50, fue empleado
SDS-PAGE para cuantificar en qué pH habia una mayor adsorcion de proteina. Los
conjugados hechos con AuNP de 20 nm, incluyendo 0.01 % de polisorbato 20,
resultaron con una mayor adsorcién de proteina con pH de conjugacién entre 7 y 8
(Figura 23), llegando a adsorber 33.79 ug/ml en el pH 8, lo que sigue con la idea de
una mayor adsorcién de proteina cuando el conjugado esta cercano al punto
isoeléctrico de la proteina. En el punto isoeléctrico la proteina tiene una carga neta de
cero, lo que significaria una menor repulsion electrostatica entre las mismas moléculas
de proteina al momento de adsorberse en la superficie de las AuNP. Ademas, las
proteinas presentan una mayor cantidad de regiones expuestas de residuos
hidrofébicos, lo que posibilita la interaccién con las superficies hidrofébicas de las
AuNP. Pero algo a resaltar es que la adsorcion es mayor al acercarnos al punto
isoeléctrico en un pH en donde la proteina tiene una carga positiva, lo cual favorece
las interacciones electrostaticas con las nanoparticulas de oro que poseen carga

negativa (Salazar-Gonzalez et al., 2015).
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Figura 21. Efecto del pH de conjugacion en la adsorcién de quimotripsina en AuNP, incluyendo
polisorbato 20. Espectro visible de conjugados hechos en fosfato 20 mM, pH 6 a 8, y en
carbonato 20 mM, pH 9 a 11, con AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b).
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Figura 22. Diametros hidrodinamicos (dw) e indice de polidispersidad (Pdl) de los conjugados
de quimotripsina con AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b) resuspendidos en PBS 1x con 0.01
% de polisorbato 20.
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pH 6 7 8 9 10 11

Concentracion

adsorbida (ug/ml) 22.80 29.87 33.79 2474 15.70 15.04

Figura 23. Gel SDS-PAGE del conjugado AuNP-CMT con AuNP de 20 nm y 0.01 % de
polisorbato 20.

7.3.3. Conjugados de AuNP con albumina de suero bovino (BSA)

Para demostrar que una proteina mas grande influye en la estabilidad de los
conjugados, evitando su agregacion, fueron probadas proteinas de mayor peso
molecular. Esto comenzo con albumina de suero bovino (BSA), de 66 kDa y un pl entre
5.1y 5.5, lo cual es méas del doble de la CMT. Los conjugados de AuNP-BSA fueron
elaborados de la misma manera que con lisozima y quimotripsina. Al medir el espectro
UV-Vis los conjugados hechos con AuNP de 20 nm (Figura 24a) mostraron una
absorbancia similar a las AuNP sin conjugar, con un ligero desplazamiento a la
derecha. Haciendo la conjugacion en soluciones con pH de 7, 8 y 9 la presencia de
agregados fue notable en longitudes de onda entre 550 y 700 nm, lo cual podria estar
relacionado con la carga negativa que tendria la proteina en estos valores pH, lo que
en teoria evitaria su adsorcion con las NP. Por otro lado, los espectros de los
conjugados con las nanoparticulas de 40 nm presentaron aglomerados mas intensos
en pH 10 y 8 (Figura 24b), lo cual puede ser por la misma razén que con las de 20
nm. No obstante, son particulas mas grandes y la posibilidad de que la proteina proteja

la superficie de la nanoparticula disminuye.

Al medir el didmetro hidrodinamico de AuNP-BSA partiendo con AuNP de 20 nm, los
valores no sobrepasaban los 55 nm, pero los indices de polidispersidad eran mayores
a 0.4 (Figura 25a). Esto significa que hay conjugados de diversos tamanos, en parte
por emplear AUNP de 20 nm con un Pdl de 0.47, lo que dificultaria obtener conjugados

homogéneos y sin tanta variabilidad en su tamafio. Los conjugados AuNP-BSA con
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AuNP de 40 nm (Figura 25b) tuvieron un tamafio menor a 100 nm y Pdl menores a
0.4, pero no tuvieron estabilidad, ya que se tornaron de color violeta al ser lavados con
PBS, lo que demuestra que tanto el dw, el Pdl y la estabilidad son elementos clave para

obtener un conjugado con la finalidad buscada.
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Figura 24. Efecto del pH de conjugacién en la adsorcion de BSA en AuNP, incluyendo
polisorbato 20. Espectro visible de conjugados hechos en fosfato 20 mM, pH 6 a 8, y en
carbonato 20 mM, pH 9 a 11, con AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b).
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Figura 25. Didmetros hidrodinamicos (dw) e indice de polidispersidad (Pdl) de los conjugados
de BSA en AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b) resuspendidos en PBS 1x con 0.01 % de
polisorbato 20.
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7.3.4. Conjugados de AuNP con inmunoglobulina humana (IgGH)

La ultima proteina modelo probada fue inmunoglobulina G humana (IgGH) de plasma
sanguineo, siendo la mas grande en el estudio del impacto del pH en la conjugacion.
IgGH tiene un peso molecular de 150 kDa, lo cual es méas del doble que BSA, para
demostrar que el tamafio de la proteina impacta en la estabilidad del conjugado. Todos
los conjugados fueron estables resultando con color rojizo, y espectros con una forma
muy similar a las NP sin conjugar, ademas de que no habia aglomerados (Figura 26a).
El desplazamiento a la derecha de la absorbancia maxima indica que si hay una
modificacion en la superficie de las nanoparticulas. Los conjugados con AuNP de 40
nm fueron los primeros conjugados de este tamafio que mostraron un comportamiento
estable, y los espectros fueron muy similares a las nanoparticulas sin conjugar,
afirmando que el tamafio de la proteina si impacta en la estabilidad de los conjugados
(Figura 26Db).

Los resultados obtenidos del analisis por DLS siguen indicando que el Pdl de los
conjugados realizados con nanoparticulas de 20 nm son altos debido al Pdl de la
sintesis de las nanoparticulas (Figura 27a). En los conjugados de 40 nm hay una
menor polidispersidad obteniendo valores menores a 0.25 y los tamafios no
sobrepasan los 100 nm (Figura 27b). Este hecho indica que si es necesaria una
proteccion a las nanoparticulas para obtener conjugados de menor tamafio y Pdl bajo.
El tamafio de la proteina impacta tanto en la estabilidad como en los tamafios y Pdl de
los conjugados, debido a que la proteina es un polimero, y de comparar la fisisorcion
con la quimisorcién, la proteina tendria el papel de este polimero protector como lo es
el polietilenglicol (PEG) que proporciona una excelente estabilizacion estérica de las
nanoparticulas, por tanto, si la molécula estabilizadora es pequefia la probabilidad de
choque entre nanoparticulas es mayor, a tener una molécula de gran tamafio que

impida estas agregaciones entre las nanoparticulas (Farfan-Castro et al., 2023).

Con estos ensayos probando soluciones amortiguadoras con un rango de pH de 6 a
11 para la conjugacién de cuatro proteinas modelo con los dos distintos lotes de AuNP,

fue obtenida mas informacion acerca de la adsorcion de las proteinas en la superficie
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de las AuNP. EIl uso de polisorbato 20 es necesario para la estabilidad de los

conjugados. Las AuNP de 20 nm muestran mayor estabilidad adn con proteinas de

bajo peso molecular, lo cual las hizo mas aptas para seguir con los ensayos con las

proteinas de interés. La mayor adsorcion ocurrio en los valores de pH cercanos a los

pl de las proteinas, y no en el pH en donde serian positivas y favorecerian las

interacciones electrostaticas.
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Figura 26. Efecto del pH de conjugacion en la adsorcion de IgGH en AuNP, incluyendo
polisorbato 20. Espectro visible de conjugados hechos en fosfato 20 mM, pH 6 a 8, y en
carbonato 20 mM, pH 9 a 11, con AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b).

a)

Muestra | d, (nm) |
pH 6 97.28
pH7 95.90
pH8 129.9
pH9 87.80
pH 10 88.53
pH 11 57.97

Int (%)

PDI
0.2423
0.3128
0.2477
0.2972
0.3183
0.4242

1000
dy (nm)

1
10000

b)

20 +

Muestra | dy(nm) | PDI

pH6
pH7
pH8
- pHY9

pH 11

pH 10

84.18 0.1899
69.40 0.1993
73.01 0.2221
68.32 0.2073
77.08 0.2392
64.36 0.1453

. d

dy (nm)

T
1000

1
10000

Figura 27. Didmetros hidrodinamicos (dw) e indice de polidispersidad (Pdl) de los conjugados
de IgGH en AuNP de 20 nm (a) y de 40 nm (b) resuspendidos en PBS 1x con 0.01 % de

polisorbato 20.
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Asi, en este trabajo fue relevante que las interacciones hidrofébicas, asi como enlaces
dativos y fuerzas de van der Waals son responsables en gran medida de la adsorcion

de la proteina en las NP.

Un punto importante es la sintesis de las nanoparticulas de oro, debido a que impacta
directamente en la conjugacion la polidispersién, por lo que seria adecuado el realizar
varias sintesis y seleccionar aquellas con menor Pdl, para obtener conjugados con

menores valores de polidispersion y mas homogéneos.

7.4. Calculo de monocapas de proteina sobre AuNP

Para el célculo de la concentracion de proteina adherida sobre una nanoparticula de
oro (1 monocapa) fue necesario partir de la concentracion de AuNP (1x) que es igual
a 50 ug/mL. A partir de esta concentracion es posible conocer el nimero total de AUNP
por mL, ya sean las AuNP de 20 o 40 nm. Con este dato conocido, lo siguiente fue
calcular el area superficial de una nanoparticula de oro y el dx de cada proteina modelo
usada en los ensayos. Considerando las proteinas con un arreglo globular, y
colocando de forma compacta sobre el area superficial de una nanoparticula (en 2D)
fue posible calcular el nimero de proteinas que tiene una sola nanoparticula de oro.
Al relacionar el nimero de proteinas en una nanoparticula de oro con el nUmero de
nanoparticulas de oro que hay en un mL de solucién, es factible obtener el nUmero de
proteina que hay por mL de solucion de nanoparticulas de oro, y con este dato ya es

posible convertir a concentracion de proteina que hay por mL de solucion (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de las proteinas modelo, didmetro hidrodindmico (dw) y nimero de
monocapas calculados para su fisisorcién sobre nanoparticulas de oro (AuNP, 1x) de 20y 40
nm.

Conc. para formar

Caracteristicas de las proteinas modelo
una monocapa

Peso Punto
ID Proteina molecular  isoeléctrico dy | AuNPy  AuNP,
(kDa) (pl) (nm) | (ug/mL)  (ug/mlL)
Lyz Lisozima 14.3 11.35 3.2 2.08 1.04
CMT  a-quimotripsina 25 8.75 3.86 2.50 1.25
Bsa  Albuminade 66.43 4.8 534 | 3.46 1.73

suero bovino

Inmunoglobulina

G 150 6.9 7.01 4.54 2.27

IgG

7.5. Cinética de adsorcion

Para caracterizar el proceso de fisisorcién por medio de una cinética fue empleada a-
qguimotripsina, dado que era la mas similar en peso molecular y con pl cercano a la
proteina de interés. Ademas, para garantizar la estabilidad del conjugado fue utilizada
una mayor cantidad de polisorbato 20 en el conjugado, 0.05 %. El ensayo fue realizado
durante 2 h a temperatura ambiente y con AuNP de 20 nm, tomando muestras a
distintos tiempos para medirlas por medio de espectrofotometria. De acuerdo con los
datos obtenidos el conjugado AuNP-CMT llega a un equilibrio en 15 min, sugiriendo
una cinética rapida en donde el proceso que controla la velocidad de adsorcion del
sistema es la adsorcion de la proteina sobre la superficie de la AuNP.

Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados a un modelo cinético de pseudo
primer orden, postulado originalmente por Lagergren (Moussout et al., 2018). La

velocidad de adsorcion relativa al equilibrio es:
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U _ (e - a),q(0) = 0
dr de —49),q =

Resolviendo la ecuacion, resulta:

q=q.(1—e*)

Donde q (pg/ug) es el soluto adsorbido (CMT) en el adsorbente (AuNP) en funcién del
tiempo, ge (Mg/ug) el soluto adsorbido en el adsorbente en el equilibrio, k (1/min) es la
velocidad especifica de adsorcion y t (min) es el tiempo. Al resolver la ecuacion
diferencial y ajustando el modelo con los valores experimentales, resultaron k = 0.449
minty ge = 0.296 ug/ug (Figura 28).

0.6
05 4
0.4 4
03 4

0.1 1

q (pg/pg) proteina/AunP

T — — —
4] 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

Figura 28. Cinética de adsorcion de a-quimotripsina (CMT) sobre AuNP de 20 nm con 0.05 %

de polisorbato 20. La proteina adsorbida en las AUNP fue de 0.296 ug/ug, equivalente a una
concentracion de 14.8 uyg/mL.

El tiempo de adsorcion de a-quimotripsina fue de 2.22 min, lo cual indica que la
fisisorcion ocurre en un tiempo muy rapido. En un estudio previo con inmunoglobulina

G humana de plasma sanguineo esta tuvo un tiempo de adsorcion de 4.8 min (Faz
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Herndndez, 2023). Esto indica que para una proteina mas pequefia el tiempo de
adsorcién también es méas pequefio, que para aquellas que tienen un mayor peso
molecular. La proteina adsorbida en las AuNP fue de 0.296 ug/ug, equivalente a una

concentracion de 14.8 ug/mL.

Este ensayo corrobora que la fisisorcion es un mecanismo muy rapido, y faltaria
realizar cinéticas con proteinas de mayor y menor tamafio para realmente comprobar

gue el tamafio de las proteinas tienen un impacto directo en el tiempo de adsorcion.

7.6. Conjugado AuNP-LTB-PRRSV

La produccion de proteinas recombinantes solubles con fines farmacéuticos requiere
la capacidad de expresar y purificar proteinas recombinantes en distintas plataformas,
como en E. coli. No obstante, alin existen problemas para su produccién, como lo son
la expresion escasa del gen de interés y el plegamiento incorrecto de la proteina
expresada en agregados insolubles llamados cuerpos de inclusién (Papaneophytou &
Kontopidis, 2014).

Estos aspectos clave determinan el uso de la proteina recombinante, y contrario a lo
esperado en la ultima produccion de la proteina de interés (LTB-p50), no fue posible
obtener la concentracion necesaria para emplearla en los conjugados. Asi, fue
empleada la proteina recombinante LTB-PRRSV, que igualmente es producida en el
Laboratorio de Farmacéuticos Recombinantes y aunque sus caracteristicas son
distintas a la LTB-p50 fue util para explorar las condiciones de adsorcién de proteinas

recombinantes sobre AuNP con el propésito de lograr un candidato vacunal.

Para la conjugacion de LTB-PRRSV, originalmente en una solucion de 10 % sacarosa
con 0.01 % polisorbato 20; ésta fue solubilizada por microdialisis en Tris pH 9.5y 8.75,

donde no mostro precipitados (Figura 29).
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Muestra | Concentracién (ug/ml)

—— PRRSV S§T20 550
PRRSV 8.75 Tris 491.08
PRRSV 9.5 Tris 467.41

Abs

1- \
\
\

T T T 1
200 250 300 350 400

A (nm)

Figura 29. Espectro de 200 a 400 nm de la proteina PRRSV antes y después de dialisis.

Al dializar la proteina hubo una disminucién en la concentracion de la proteina, esto
debido al volumen incrementado durante la didlisis, pero sin observar precipitados que

es algo no deseado al preparar el conjugado.

Los conjugados fueron preparados con dos tamafios de AuNP, y al momento de medir
directamente la proteina adsorbida (Figura 30), los mejores resultados fueron
obtenidos con los conjugados de 20 nm en un pH de 9.5. La adsorcién de LTB-PRRSV
sobre las AuNP fue de 141.47 ug/mL en la muestra concentrada 5 veces, lo cual seria
suficiente para considerarlo como candidato vacunal. Por su parte en un pH de 8.75 la
proteina adsorbida fue de 96.4 ug/mL. Esta informacion corrobora mas la propuesta
de que no solo las cargas influyen en la adsorcion de proteina en las AuNP, si no que
las fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofobicas tienen también un papel
importante. Acorde a lo reportado, las interacciones hidrofébicas constituyen uno de
los tipos mas significativos de interacciones no especificas en los sistemas biologicos
(Sanchez-Iglesias et al., 2012). Por esta razon, aun cuando no hay control directo
sobre este tipo de interacciones se fomenta el que no se formen precipitados y la

estabilidad del precipitado.
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a) 20 nm 40 nm 20 nm 40 nm
\ pH 9.5 pH 9.5 “pH 8.75 pHB8.75 J
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16 kDa ——>‘ -
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Figura 30. a) Andlisis por SDS-PAGE de los conjugados preparados con las AuNP de 20 y 40
nm en valores de pH de 8.75 y 9.5. b) Estabilidad de los conjugados concentrados 5 veces y
con lavados en agua desionizada.
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8. CONCLUSIONES

Dos lotes de nanoparticulas de oro esféricas fueron sintetizados, y al caracterizarlos
por dispersion dindmica de luz (DLS) resultaron un primer lote con diametros
hidrodinamicos de 27.92 y 44.72 nm y el segundo lote de 34.56 y 48.50 nm. Por medio
de microscopia electronica de transmision (TEM) la forma esférica de AuNP fue
corroborada, con tamafios para el lote 2 de 14.8 = 2.8 nm para las AuNP identificadas

como de 20 nm y de 35.6 = 4.6 nm para las identificadas como de 40 nm.

Distintas condiciones de adsorcidn fueron evaluadas con proteinas modelo, las cuales
fueron lisozima, a-quimotripsina, albimina de suero bovino e inmunoglobulina G
humana de plasma sanguineo. Mediante los primeros ensayos la conclusion que es
necesario contar con un exceso de proteina para mantener conjugados estables.
Ademas de que la presencia de polisorbato 20 es vital para la estabilidad de los

conjugados.

Los ensayos para analizar la estabilidad y adsorcion de proteinas modelos sobre AUNP
con distintos valores de pH demostraron que el tamafio de la proteina brinda una
proteccion estérica. La preparacion de conjugados con proteinas de mayor peso
molecular evita la formacion de aglomerados/agregados. Ademas, las nanoparticulas
de oro de un tamafio promedio de 20 nm proporcionan conjugados con mayor
estabilidad, pero son necesarios valores de Pdl bajos para obtener conjugados mas
homogéneos. Por lo cual es necesario realizar diferentes sintesis de AuNP y elegir

aguella con un menor Pdl para evitar conjugados polidispersos y poco homogéneos.

Una cinética de adsorcion fue obtenida con una proteina modelo similar a una proteina
recombinante de interés. Las condiciones de adsorcion fueron a una concentracion
inicial de 0.015 mg/mL, en un volumen de 970 pL de AuNP de 20 nm con una
concentracion de polisorbato de 0.05% en el conjugado, realizando el ensayo sin
agitacion. De acuerdo con los datos obtenidos el conjugado AUNP-CMT llega a un

equilibrio en 15 min.

La conjugacién realizada a un pH cercano al punto isoeléctrico de la proteina favorece

la adsorcion sobre las nanoparticulas de oro. Al analizar la cantidad adsorbida de
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proteina en el conjugado por electroforesis en gel de poliacridamida, fue obtenida una
concentracion mayor de proteina en valores de pH proximos al pl de las proteinas,
logrando adsorber hasta 77 pg/mL de LTB-p50y 141.47 ug/mL de LTB-PRRSV lo que
seria suficiente para un candidato vacunal. Aun falta evaluar mas condiciones para

disminuir la cantidad de proteina afadida inicialmente.
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