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RESUMEN

Las emulsiones han sido ampliamente utilizadas como adyuvantes inmunolégicos, sin
embargo, el uso de materiales derivados de plantas como el aceite de semilla de algodén
y el a-tocoferol o minerales como el Zinc, asi como su uso a escala nanométrica, ha sido
poco explorado. En este estudio, nuestro objetivo fue desarrollar una nueva nanoemulsién
y evaluar su capacidad antioxidante y fagocitica, asi como los parametros relacionados
con la estimulacion de la respuesta inmune mediante la expresion de citoquinas y la

produccion de anticuerpos en un modelo de ratones.

Las nanoemulsiones formuladas CN (Nanoemulsion de aceite de semilla de algodon) y
CNZ (Nanoemulsion de aceite de semilla de algodon con nanoparticulas de 6xido de zinc)
se caracterizaron mediante imagenes de microscopia, DLS y FTIR. Se disefiaron una serie
de experimentos in vitro e in vivo para evaluar la actividad de las nanoemulsiones
formuladas. En cultivos primarios de macrofagos, esplenocitos y timocitos murinos se
comprobd la seguridad y la dosis de las nanoemulsiones formuladas. En macrofagos se
evalu6 la capacidad antioxidante y fagocitica. En ratones Balb/C, la estimulacion del
sistema inmunoldgico estuvo determinada por la expresion de citocinas y la produccion

de anticuerpos.

La CN y CNZ presentaron estabilidad durante 90 dias. Inmediatamente después de la
preparacion, la CN presentd un tamafio de particula mayor (543.1 nm) que la CNZ
presentd un tamafio de 320 nm. FTIR detecta la interaccion entre los materiales que
componen las nanoemulsiones, asi como la correcta sintesis de las nanoparticulas de ZnO.
CN y CNZ (1.25 a 10 pL/MI) no tuvieron efecto toxico (P > 0.05) sobre macréfagos,
esplenocitos y timocitos. Todas las dosis probadas de CN y CNZ estimularon la
produccién de oxido nitrico y antioxidantes de manera dosis dependiente en comparacién
con el control. En tejido subcutaneo en el area femoral) con CN o CNZ con ovoalbimina
mostrd inflamacidén con mayor infiltracion de leucocitos en comparacion con CFA. La
inoculacion intraperitoneal con CN, CNZ y CFA mostro6 un alto reclutamiento de células
intraperitoneales totales con fenotipo CD14+, a las 24 h de la inoculacidén en comparacién
con el control (p<0.05). CN y CNZ aumentaron la capacidad fagocitaria con respecto a

los macrdfagos no tratados en el ensayo de macréfagos Candida albicans-fagocitosis, La

VI



evaluacion de las UFC residuales indicé que s6lo el CN disminuy6 significativamente
(p<0.05) este valor hasta las 3 h. Por otro lado, solo el CN incrementd (p<0.01) la
produccién de 6xido nitrico en todos los tiempos evaluados. CNZ estimulé una mayor
secrecion de INFy en comparacién con AFC en el dia 7. Se observo una mayor secrecion
de IL-2 en los dias 7'y 14, estimulada con CN y CNZ. CN y CNZ no afectan la produccion
de isotipos de anticuerpos (IgG1, 1gG2a, 1gG3, IgA e IgM) en los dias 7, 14, 28 y 42.CN
indujo una produccién significativa de IgG contra OVA, pero menor que CFA. Las dos
nuevas nanoemulsiones con capacidad adyuvante y antioxidante, capaces de generar

infiltracidn leucocitaria y aumentar la produccion de citocinas y anticuerpos.
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ABSTRACT

Emulsions have been widely used as immunological adjuvants, however, the use of
materials derived from plants such as cottonseed oil and alpha tocopherol or minerals such
as zinc, as well as their use at the nanometric scale, have been little explored. In this study,
we aimed to develop a new nanoemulsion and evaluated its antioxidant and phagocytic
capacity as well as parameters related to stimulation of immune response by expression
of cytokine and antibodies production in a mice model. Formulated nanoemulsions CN
(Cottonseed oil nanoemulsion) and CNZ (Cottonseed oil nanoemulsion whit Zinc oxide
nanoparticles) were characterized by microscopy images, DLS and FTIR. A series of in
vitro and in vivo experiments were designed to evaluate the activity of the formulated
nanoemulsions. In primary cultures of murine macrophages, splenocytes and thymocytes
was the safety and the dose of the formulated nanoemulsions. In macrophages the
antioxidant and phagocytic capacity were evaluated. In Balb/C mice, the stimulation of
the immune system was determined by the expression of cytokines and the production of
antibodies.The CN and CNZ presented stability for 90 days. Immediately after
preparation, the CN presented a higher particle size (543.1 nm) that CNZ presented a size
of 320 nm. FTIR detects the interaction between the materials that make up the
nanoemulsions as well as the correct synthesis of the ZnO nanoparticles.CN and CNZ
(2.25 to 10 pL/mL) had no toxic effect (P > 0.05) on macrophages, splenocytes, and
thymocytes. All doses tested of CN and CNZ induced nitric oxide and antioxidants
production in dose dependent manner when compared with the control. In subcutaneous
tissue on femoral area) with CN or CNZ with ovalbumin showed inflammation with
higher leukocyte infiltration compared with AFC. The intraperitoneal inoculation with
CN, CNZ and CFA showed a high recruitment of total intraperitoneal cells with the CD14*
phenotype, after 24 h of inoculation compared with control (p<0.05).CN and CNZ
increased the phagocyte capacity with respect to the untreated macrophages in the
macrophages Candida albicans-phagocytosis assay, The evaluation of residual CFU
indicated that only CN significantly decreased (p<0.05) this value until the 3 h. By other

side, only CN increased (p<0.01) the nitric oxide production in all times evaluated. CNZ

Vil



stimulated a major INFy secretion compared with FCA at day 7. A major secretion of IL-
2 was observed at days 7 and 14, stimulated with the CN and CNZ.

CN and CNZ not affect the production of antibody isotypes(lgG1, 1gG2a, 19gG3, IgA and
IgM) at days 7, 14, 28 and 42. CN induced a significant production of 1gG against OVA,
but lesser than CFA. The two new nanoemulsions with adjuvant and antioxidant capacity,
capable of generating leukocyte infiltration and increasing the production of cytokines and

antibodies.



1.- INTRODUCCION

Los adyuvantes se han utilizado para aumentar la inmunogenicidad de antigenos en
vacunas o para modular el sistema inmunitario en diversas condiciones de enfermedad.
Estos se pueden obtener de plantas, productos bacterianos, carbohidratos complejos,
extractos animales y citocinas sintéticas (Shahbazi y Bolhassani, 2016). Las emulsiones
basadas en aceites minerales tienen una amplia historia de uso clinico como adyuvantes
que se remonta a la década de 1930 (Shah et al., 2015). Diferentes tipos de emulsién se
han utilizado como inmunoestimulantes o adyuvantes en la vacunacion terapéutica o
profilactica. Una emulsién se forma cuando dos liquidos inmiscibles se juntan y uno de
ellos se organiza en pequefias gotas dispersas dentro del otro y se estabiliza por una capa
interfacial de tensioactivo. Las emulsiones pueden ser agua en aceite (W/O), aceite en
agua (O/W) o agua en aceite en agua (W/O/W) (Burakova et al., 2018). Sin embargo, el
uso de la emulsion basadas en aceite mineral en ocasiones produce fuertes reacciones
adversas, como lesiones inflamatorias locales, dolor y malestar, que han prohibido suuso
en vacunas animales y humanas (Burakova et al., 2018). Por lo tanto, se han explorado
emulsiones de aceite en agua biocompatibles basadas en aceites vegetales o animales en
un esfuerzo por mejorar la tolerabilidad al disminuir la cantidad de aceite en el adyuvante
y mejorar su biodegradabilidad (Shah et al., 2015).

Algunas emulsiones desarrolladas como adyuvantes estaban basadas en escualeno. El
escualeno es un tipo de lipido insaponificable que actia como precursor biosintético de
todos los esteroides en plantas y animales (He y Corke, 2003). Se han administrado
adyuvantes a base de escualeno a humanos, incluidos nifios, y se ha establecido un buen
perfil de seguridad. Dada la percepcion del publico con respecto a la seguridad del
escualeno y los malentendidos con respecto a su fuente, es necesario determinar si se
podria usar algun otro aceite como reemplazo del escualeno (Fox et al., 2011). Los aceites
vegetales se pueden utilizar como coadyuvante alternativo a las emulsiones a base de
escualeno en vacunas e inmunoestimulantes, por su gran variedad de principios activos
que pueden afectar al sistema inmunitario. Varios aceites vegetales contienen a-tocoferol
(Grilo et al., 2014). El a-tocoferol tiene un efecto inmunomodulador sobre el desarrollo,

la funcion y la regulacion de las células dendriticas (DC), los macréfagos, las células



asesinas naturales (NK), las células T y las células B (Lee y Han, 2018). El aceite de
semilla de algodon contiene a-tocoferol (411 + 8.23 a 470.0 £ 9.4 mg/kg) (El-Mallah et
al., 2011). Ademas, la emulsion comercial AS03® utilizada como adyuvante en las
vacunas contra la influenza Prepandrix® (prepandémica H5N1) y Pandemrix®
(pandémica HIN1) contiene a-tocoferol como inmunopotenciador (Shah et al., 2015).
Ademas, el zinc (Zn) es un mineral nutricional que participa en una variedad de funciones
celulares, incluida la transduccién, transcripcion y replicacion de sefiales; influye
fuertemente en el sistema inmunoldgico afectando tanto la inmunidad inespecifica como
la adquirida (Dardenne, 2002). Sin embargo, el Zn en forma de nanoparticulas no se ha

utilizado antes como parte de un adyuvante inmunogénico.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Adyuvantes

Los adyuvantes juegan un papel muy importante en la tecnologia de vacunas para
animales o humanos (Burakova et al., 2018). El uso de adyuvantes promueve una mayor
respuesta inmunitaria en el sitio de inoculacion que es responsable de la mayor produccién
de anticuerpos neutralizantes de antigenos (Burakova et al., 2018). Los adyuvantes
mejoran la eficacia de las vacunas al aumentar la amplitud de la respuesta inmunitaria y
aumentar la memoria inmunolégica asociada con el sistema inmunitario adaptativo, lo que
reduce la dosis de antigeno necesaria y, por lo tanto, reduce la frecuencia de vacunacion
(Shah et al., 2015).

Durante el siglo pasado, hemos agregado diferentes sustancias como sales de aluminio,
cloruro de calcio, saponinas, almidon, derivados bacterianos y emulsiones de aceite

vegetal para mejorar las vacunas.

2.2.- Emulsiones como adyuvantes

Las emulsiones se forman cuando se juntan dos liquidos inmiscibles; uno de ellos puede
organizarse en pequefias gotas, dispersarse dentro del otro y estabilizarse por una capa
interfacial de tensioactivo. Se han utilizado diferentes tipos de emulsiones como
adyuvantes de vacunas: agua en aceite (W/O), aceite en agua (O/W) y agua en aceite en
agua (W/O/W). La emulsion W/O es una dispersion de gotas de agua dentro de una fase
de aceite continua, las emulsiones O/W se forman por la dispersion de gotas de aceite en
la fase acuosa y las emulsiones W/O/W son emulsiones multifasicas de gotas de aceite
que contienen gotas de agua internas que se dispersan en una fase de agua continua
(Burakova et al., 2018). Los adyuvantes de emulsion también tienen una extensa historia
de uso clinico que se remonta a la década de 1930 (Shah et al., 2015). Los adyuvantes
completos de Freund (FCA) son emulsion W/O a base de aceite de parafina. Sin embargo,
esta emulsion produce fuertes reacciones adversas, como lesiones inflamatorias locales,
dolor y malestar, que han prohibido su uso en vacunas animales y humanas (Burakova et

al., 2018). Ademas, algunos componentes del adyuvante de Freund también resultaron ser



oncogenicos en estudios preclinicos que excluyeron a FCA del uso clinico generalizado
(Shah et al., 2015). Por lo tanto, se han explorado emulsiones de aceite en agua
biocompatibles basadas en aceites vegetales o animales en un esfuerzo por mejorar la
tolerabilidad al disminuir la cantidad de aceite en el adyuvante y mejorar la
biodegradabilidad del aceite (Shah et al., 2015).

2.3.- Adyuvantes basados en emulsiones biocompatibles

Algunas emulsiones desarrolladas para aplicaciones de vacunas, como MF59® y AS03®,
estan basadas en escualeno. El escualeno es un tipo de lipido insaponificable y actia como
precursor biosintético de todos los esteroides en plantas y animales (He y Corke, 2003).
En modelos murinos y de rata se ha observado patogenia autoinmune asociada al
escualeno. Sin embargo, se han administrado millones de dosis de MF59® y AS03® a
humanos, incluidos nifios, y se ha establecido un buen perfil de seguridad. Dada la
percepcion del pablico sobre la seguridad del escualeno y los malentendidos con respecto
a su fuente, es necesario determinar si se pueden usar otros aceites como reemplazo del
escualeno (Fox et al., 2011). Los aceites vegetales pueden ser un adyuvante alternativo a
la emulsion a base de escualeno como en la vacunacion, ya que estos contienen una gran

variedad de sustancias activas que pueden afectar el sistema inmunoldgico.

2.4.- Aceites vegetales como sustituto del escualeno

Los aceites vegetales tienen un potencial minimo de efectos secundarios adversos ya que
son compuestos biodegradables. Los aceites vegetales como el de soja, maiz, oliva,
sésamo, semilla de murici, colza, linaza, arroz, cacahuete, semilla de algodon y anacardos
estimularon potentemente la respuesta inmunitaria humoral y celular (Freitas et al.,
2013).

El metabolismo de los lipidos y la inmunidad innata tienen una estrecha relacién, la
formacion y acumulacion de cuerpos oleosos celulares durante la induccion de las
condiciones inflamatorias y la presentacién cruzada en las células dendriticas se
encuentran entre los principales mecanismos funcionales propuestos de los adyuvantes a

base de aceite para mejorar las respuestas inmunitarias (Mohammadzadeh et al., 2020).
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Los recursos vegetales se consideran una fuente potencial de escualeno y se han
investigado ampliamente; aceites como el de oliva, salvado de arroz, maiz, mani, colza,
girasol y semilla de algodén contienen de 0,1 a 4 g/kg (He y Corke, 2003) o de 1,3 a 3,1
g/kg de escualeno (Kalogeropoulos y Andrikopoulos, 2004). Los adyuvantes comerciales
como MF59® y ASO3® contienen 0,0975 g y 0,1069 g por dosis, respectivamente (Shah
et al., 2015). Si se compara el escualeno por dosis de adyuvantes comerciales con el
méaximo de escualeno contenido en los aceites vegetales, se necesitan 2,43-2,67 g de
aceite por dosis. Sin embargo, los aceites vegetales contienen otras fracciones con
potencial inmunogeénico, diferentes clases estructurales de aceites, incluido el a-tocoferol,
el aceite de triglicéridos de cadena media (MCT) y varios aceites de triglicéridos de cadena

larga (LCT), aceite que podria usarse como reemplazo del escualeno (Fox et al., 2011).

2.5.- Otras fracciones inmunogénicas de aceites vegetales

2.5.1.- a-tocoferol

Se han observado efectos inmunomoduladores del a-tocoferol o la vitamina E que regulan
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno
(RNS) y modulan la transduccion de sefiales. Ademas, en modelos animales y humanos
en condiciones normales y de enfermedad. Con avances en la comprension del desarrollo,
la funcién y la regulacién de las células dendriticas (DC), los macréfagos, las células
asesinas naturales (NK), las células T y las células B. El a-tocoferol es un antioxidante
soluble en grasa que puede proteger los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en la
membrana de la oxidacion (Lee y Han, 2018).

Varios aceites vegetales contienen a-tocoferol, sin embargo, se encontrd una diferencia
significativa entre las concentraciones de a-tocoferol en los aceites vegetales. Por ejemplo,
el contenido de a-tocoferol en el aceite de canola es de 120.3 + 4.2 mg/kg, aceite de girasol
432.3 £ 86.6 mg/kg, aceite de maiz 173.0 + 82.3 mg/kg y aceite de soja 71.3 + 6.4 mg/kg
(Camara et al., 2014). El a-tocoferol contenido en el aceite de semilla de algoddon esta
entre 470.0 + 9.4 y 411 + 8.23 mg/kg (El-Mallah et al., 2011). La emulsion comercial

AS03® utilizada como adyuvante en las vacunas contra la influenza Prepandrix®
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(prepandemia H5N1) y Pandemrix® (pandemia HIN1) contiene a-tocoferol como

inmunopotenciador (Shah et al., 2015).

2.5.2.- Triglicéridos de cadena media (MCT) y triglicéridos de cadena larga (LCT)

Los MCT y LCT tienen efecto sobre la inmunidad celular, estos triglicéridos aumentan la
expresion de las integrinas B2, aumenta la captacion de antigeno por parte de los linfocitos
(18%) y macrofagos (387%), respectivamente, no estimulan las células, ademas,
promueven la desgranulacién celular CD63 (210 %), granulos especificos CD66b (370

%) y adhesion aumentada e ICAM-1 (34 % £ 4 %). Aunque el MCT y el LCT aumentaron
la expresion, la adhesion y la desgranulacion de la integrina 2 de los neutréfilos, el LCT
no tiene este efecto por si mismo. Por lo tanto, la longitud de la cadena de triglicéridos
podria ser una caracteristica clave en la interaccion de las emulsiones de lipidos y el
sistema inmunitario de los fagocitos (Wanten et al., 2000). Varios aceites vegetales de

soja, sésamo y cartamo son ricos en MCT y LCT (Fox et al., 2011).

2.6.- Emulsiones basadas de aceite vegetal como adyuvantes en humanos

Los adyuvantes de emulsion MF59 y AS03 ya se han utilizado en vacunas humanas
autorizadas para la influenza, para mejorar la inmunogenicidad de los antigenos (O"Hagan
et al., 2011; Garcon et al., 2012). Estos adyuvantes de vacunas han sido aprobados en la
Unidn Europeay en los EE. UU. (p. ej., el MF59 se usd en la vacuna inactivada estacional
para ancianos y, en Canada, para nifios; las vacunas pandémicas con adyuvante MF59 y
ASO03 en Europa; la MF59- y las vacunas contra la influenza aviar HSN1 con adyuvante
ASO03 para almacenamiento en los EE. UU.) (Del Giudice et al., 2018).

Los aceites minerales utilizados en las vacunas adyuvadas de primera generacion no eran
metabolizables y, a pesar de ser fuertes potenciadores de la respuesta de anticuerpos,
provocaban abscesos asépticos que no se reabsorbian (Del Giudice et al., 2018). En
comparacion con el aluminio, MF59 puede provocar una inmunidad més equilibrada,
posiblemente al mejorar la captacion de antigenos, reclutar células inmunitarias y

promover la migracion de células presentadoras de antigenos activadas (Liang et al.,



2020). Emulsiones como MF59 y ASO03, que utilizan aceites completamente
metabolizables, resolvieron el problema de los adyuvantes a base de aceites minerales al
tiempo que mejoraron el desempefio de los a base de sales de aluminio y permitieron el
desarrollo de vacunas inactivadas estacionales mejoradas contra la influenza, seguidas de
vacunas contra la influenza aviar H5N1 y la influenza pandémica HIN1 en 2009 (Del
Giudice et al., 2018).

Estos adyuvantes de emulsion se utilizan en vacunas comerciales contra la gripe, por
ejemplo, MF59 utilizado en (Fluad ®, Aflunov ®, Focetria ® y Celtura®) y ASO3
utilizado en (Prepandrix ® y Pandemrix ®) (Shah et al., 2015). El beneficio y la seguridad
de la emulsion como adyuvante de vacunas ahora estan muy bien establecidos, luego de
su uso en millones de personas en todo el mundo. Las emulsiones se han utilizado como
adyuvantes con varios antigenos en un amplio grupo de personas, como adultos, ancianos,

nifios, incluso recién nacidos, mujeres embarazadas, etc. (Del Giudice et al., 2018).

2.7.- Adyuvante de emulsion a base de aceite vegetal en modelos animales

En animales, los aceites vegetales como adyuvantes son seguros y efectivos. Por ejemplo,
Marinho et al. (2016) en modelo murino demuestran que el efecto adyuvante de los aceites
vegetales (soya, oliva y maiz) fue mas efectivo que el hidroxido de aluminio
(convencional usado en adyuvantes de vacunas) cuando se usa ovoalbumina (OVA) como
antigeno. El aceite de oliva tuvo el efecto adyuvante mas lento de los tres aceites vegetales.
Sin embargo, esto estimulé una mayor produccion de anticuerpos especificos (anti-OVA
IgG) y menores niveles de anti-OVA IgE, esto ultimo indica un bajo riesgo de producir
reacciones alérgicas a la vacuna. Los aceites vegetales como el de cacahuate y el aceite de
semilla de algodon pueden ser utilizados como adyuvantes de vacunas, por ejemplo, el
aceite de mani aument6 significativamente la sintesis de anticuerpos anti-OVA en la
respuesta primaria, pero no favorecié la respuesta celular.

En ratones inmunizados con Leishmania amazonensis, los antigenos emulsionados con
aceite de cacahuate exacerbaron las lesiones cutaneas y la deteccion del antigeno en los
ganglios linfaticos, lo que sugiere una estimulacion de la respuesta inmunitaria Th2 y una

regulacién a la baja de la respuesta Thl. El aceite de semilla de algodon demostro tener



efecto adyuvante a la respuesta humoral, estimulando una respuesta secundaria y
favoreciendo la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) a la OVA. El
aceite de arroz estimul6é una fuerte reaccion de DTH a OVA y mejoro la sintesis de
anticuerpos después de la tercera dosis. Los ratones inmunizados con antigenos de L.
amazonensis emulsionados con aceite de arroz o aceite de semilla de algoddn quedaron
protegidos contra el desarrollo de lesiones en la piel y la carga de paréasitos en los ganglios
linfaticos (Freitas et al., 2013).

Actualmente se estan formulando emulsiones adyuvantes con aceites vegetales y otros
derivados de plantas como a-tocoferol y/o saponinas. Cui et al. (2019,2020) formularon
emulsion adyuvante a base de aceite de soya, a-tocoferol y saponinas de ginseng; su grupo
de estudio utilizo el virus de la fiebre aftosa (FMDV) como antigeno. Cuando los ratones
fueron inmunizados con la vacuna contra el virus de la fiebre aftosa y un adyuvante de
emulsion a base de aceite de soya que contenia tanto a-tocoferol como saponinas de
ginseng, se observd una produccion significativamente mayor y mas temprana de 1gG
sérica especifica contra el virus de la fiebre aftosa. Este adyuvante aumento el nimero de
BMPC, una respuesta de proliferacién de linfocitos mejorada promovio la produccion de
IL-4 e IL-6 y promovi6 una mayor respuesta de proliferacién de linfocitos y la proporcion
de células T CD4+/CD8+ con produccion de IFNy aumentado y TGFB1 disminuido por
linfocitos. Estos resultados sugirieron que el adyuvante a base de aceite de soya activaba

las respuestas inmunitarias Th1/Th2.

Yuang et al., (2020) evaluaron el efecto adyuvante de la emulsion de aceite de semilla de
girasol que contiene saponinas sobre la respuesta inmune inducida por un virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV) inactivado en pollos. Demostraron que la emision
promovid mayores respuestas séricas de anticuerpos neutralizantes y especificos de NDV,
niveles de IFN-y e IL-4 y respuestas proliferativas de linfocitos. Mediante un ensayo de
transcriptoma se determind que este adyuvante activan vias relacionadas con el sistema
inmunitario predominantes en esta emulsion incluyeron "via de sefializacion del receptor
tipo Toll", "via de sefializacion del receptor tipo NOD", "via de sefializacion del receptor

de lectina tipo C" y "sistema de sefializacién del fosfatidilinositol".



Aunque se han aprobado algunas emulsiones para su uso como adyuvantes en vacunas
humanas, se basan en sustancias que contienen los aceites vegetales y no en el aceite en
si. Numerosas sustancias naturales como la emulsion de aceite vegetal pueden utilizarse
como adyuvantes para mejorar la eficacia de las vacunas animales. Se deben considerar
varios criterios al seleccionar/desarrollar adyuvantes para vacunas animales: eficacia en
la especie animal de destino, induccién de una inmunidad protectora rapida y duradera,
seguridad para los animales, cumplimiento de la normativa de seguridad alimentaria,
viabilidad para aumentar la produccion, por Gltimo, pero no menos importante, la
rentabilidad (Burakova et al., 2018).

2.8.- Minerales nanoparticulas (NPs) como adyuvantes

La nanotecnologia es una de las innovaciones industriales méas relevantes del siglo XXI,
se utilizan en diversas aplicaciones y productos industriales, incluidos articulos
deportivos, neumaticos, protectores solares, cosméticos, productos electronicos y aditivos
de combustible, asi como variedad de fines medicos, como diagnostico por imagenes y
suministro de medicamentos, la aplicacion de las NPs en el sistema inmunitario es un
campo emergente, aunque ciertas NPs son inmunotoxicos o inmunomoduladores, una
descripcion concisa de las interacciones entre las nanoparticulas y el sistema inmune seria
valiosa (Luo et al., 2015).

La toxicidad debido a algunas NPs a base de metal como plata, oro y cobre aumenté con
la disminucion del tamafio, las NPs a base de metal no deben considerarse una poblacion
homogénea con atributos toxicos simples porque actian independientemente para mediar
diversas reacciones bioldgicas, otras propiedades fisicoquimicas como la composicion
elemental, la carga, la forma, la cristalinidad, el area superficial, la solubilidad y los
derivados superficiales también influyen en el potencial toxico de los compuestos (Luo et
al., 2015). Algunos estudios han informado que Zn?* liberado de ZnO NP esta relacionado
al menos parcialmente con su potencial citotoxico (Shen et al., 2013).

Las ZnO NP son citotoxicas para el sistema inmunitario humano y pueden causar efectos
negativos tanto a corto como a largo plazo en una dosis de 25y 12 pg/mL con untamario

de particula de entre 100 y 130 nm. El dafio mitocondrial conduce a la activacion de la



cascada de caspasas y, en consecuencia, a la apoptosis celular (Czyzowska y Barbasz,
2020). La citotoxicidad inducida por ZnO NP en monocitos y macréfagos humanos fue el
resultado de la liberacién intracelular de Zn?* iénico provocada por el cambio de pH (Shen
et al., 2013; Muller et al., 2010). Se ha observado que las ZnO NP en concentraciones
menoras a 1 pg/mL no tienen efecto citotdxico sobre macrofagos, ademas, las ZnO NP
fueron comparativamente més efectivas para mejorar la generacion de ROS y la
produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-17) en comparacién
con las particulas de ZnO de mayor tamafio, sin embargo, los macréfagos captaron a las
particulas de ZnO de mayor tamafio en mayor cantidad en comparacion con las ZnO NP
(Roy et al., 2011).

2.9.- Efecto del Zn en el sistema inmune

El Zn puede afectar la inmunidad a través de su importante papel en la replicacion y
proliferacion celular, investigaciones en humanos, animales de laboratorio, ganado y
cerdos se ha documentado que la deficiencia de Zn deteriora las respuestas inmunes y
reduce la resistencia a las enfermedades (Spears y Weiss, 2008).

El Zn regula varios procesos cruciales implicados en la respuesta inmune innata a través
de mecanismos alin no completamente entendidos, por ejemplo, el efecto de Zn sobre la
fagocitosis permite el anclaje de la membrana y es critica para la funcion y maduracién
del fagosoma y endosoma (Bonaventura et al., 2015; Merithew et al.,2003; Simonsen et
al., 1998) Para la neutralizacion de patogenos, el Zn es igualmente importante, tanto la
deficiencia de Zn como el exceso de Zn inhiben la NAPDH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato), que regula la produccion de anion superdxido responsable de la
destruccion de los patdgenos después de la fagocitosis (Bonaventura et al., 2015;
Hasegawa et al., 2000). Ademas, el Zn promueve la adhesion de monocitos a las células
endoteliales in vitro y es importante para la produccion de citocinas proinflamatorias como
el TNF-a, las interleucinas IL-1B y IL-6, también modula la respuesta de las células NK,
la maduracion de las CD observandose cambios dinamicos en la expresion de los
transportadores de Zn (ZIP6 ZIP10 y ZnT) en la superficie celular dependiendo de la

concentracion de Zn en el medio (Bonaventura et al., 2015).
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Las células T son especialmente vulnerables a la deficiencia de Zn, tanto a nivel de
desarrollo como funcional, debido a que la deficiencia de Zn causa atrofia timica y
posterior linfopenia de células T, el Zn también es crucial para el equilibrio entre los
diferentes subconjuntos de células T, su deficiencia disminuye la produccién de citocinas
TH1 (IFN-y, IL-2 y TNF-a), lo que resulta en un desequilibrio entre TH1 y TH2. Las
celulas proinflamatorias TH17 también se ven afectadas por los niveles plasmaticos de
Zn. El desarrollo de estas células se controla criticamente mediante la activacion de
STATS inducida por IL-6- durante la inflamacion cronica (Bonaventura et al., 2015).
Considerando el efecto que el aceite de semilla de algoddn, a-tocoferol y ZnO NPs tienen
sobre el sistema inmune en las dosis adecuadas, en el presente trabajo se explora el uso
potencial como adyuvante de la respuesta inmune de una nanoemulsion (aceite en agua)
basada en estos materiales y determinar si esta puede emplearse como un adyuvante

terapéutico y profilactico.
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3.- JUSTIFICACION

Los inmunoestimulantes representan una clase prometedora de farmacos para el
tratamiento y prevencién de enfermedades infecciosas y cancer. Los extractos de plantas
y minerales traza como Zn tienen una aplicacion potencial como inmunoestimulantes, ya
que se pueden obtener facilmente y no son costosos. Ademas, la utilizacion de
inmunoestimulantes en escala nanométrica es un enfoque novedoso para mejorar las
propiedades de inmunoestimulantes de estos. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
identificar inmunoestimulantes efectivos sin efectos secundarios adversos y determinar su

mecanismo de accion.
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4.- HIPOTESIS

La aplicacion de una nanoemulsion enriquecida con a-tocoferol y ZnO tendré un efecto

estimulante sobre la respuesta inmune innata y/o adaptativa en un modelo murino.

5.- OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto de una nanoemulsion enriquecida con a-tocoferol y ZnO sobre la

induccion de la inmunidad innata y adaptativa de un modelo murino.
Objetivos especificos
Caracterizar fisico- quimicamente la nanoemulsion con y sin ZnO.

Probar el efecto de la nanoemulsion con y sin ZnO sobre la funcién de macr6fagos
peritoneales (RNS, CAT, fagocitosis, y CD14).

Analizar el efecto de la nanoemulsion con y sin ZnO sobre el perfil de citocinas.

Determinar el efecto de la aplicacion de la nanoemulsion con y sin ZnO sobre la

especificidad y cambio de isotipos de inmunoglobulinas en un modelo murino.

Determinar el efecto de la nanoemulsion con y sin ZnO sobre la memoria inmunoldgica

de un modelo murino.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Desarrollo y caracterizacion de nanoemulsiones

6.1.1.- Reactivos

El aceite de semilla de algodon de grado farmacéutico, el a-tocoferol (96 % de pureza) y
el sulfato de zinc monohidrato (ZnSO4 « H20) se adquirieron de Sigma-Aldrich Inc (Saint
Louis, EE. UU.)

6.1.2.- Sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) se obtuvieron por el método de coprecipitacion.
Se disolvio el sulfato de zinc monohidrato (ZnSO4 « H20) en agua desionizada para
obtener una solucion 0,5 M que permanecid en agitacién a 300 rpm mientras se afiadia
gota a gota solucion (2M) de hidréxido de sodio (NaOH). Posteriormente, se descarto el
sobrenadante y el precipitado formado se lavd con agua desionizada y se centrifugd a
8.000 rpm durante 10 min. El precipitado se sec6 en una estufa de aire caliente a 60 °C

durante 24 h. Luego, el polvo obtenido se calcind a 300 °C durante 2 h. en una mufla.

6.1.3.- Formulacidon de nanoemulsion

Se formularon dos nanoemulsiones de la siguiente manera: 1) Nanoemulsion de aceite de
semilla de algodon (CN), para formar la fase oleosa, a-tocoferol (25 mg), Tween 20 (35
mg) y DMSO (50 mg) fueron disueltos en aceite de semilla de algodon (275 mg), 2)
Nanoemulsion de aceite de semilla de algodon + nanoparticulas de ZnO (CNZ) se
formularon de la misma manera que se describié anteriormente y se agregaron
nanoparticulas de ZnO (2,5 ug) en la fase oleosa. La fase oleosa se aforé con solucion
salina (1 mL) y se mezcl6 a 12.000 rpm en homogeneizador durante 10 minutos (ULTRA-
TURRAX®, IKA Works Inc, Wilmington, EE. UU.).
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6.1.4.- Caracterizacion de nanoemulsiones

El tamafio de particula, el indice de polidispersidad (PDI) y el potencial Zeta (PZ) se
determinaron mediante dispersion de luz dindmica (DLS) en un Zetasizer ZS90-Nano
(Malvern Instruments). Todos los resultados se midieron por triplicado a temperatura
ambiente (25 °C). La morfologia y el tamafio de ZnO se confirmaron mediante
microscopio electrénico de barrido (SEM), y el tamafio de la nanoemulsion se confirmo
mediante microscopio de fuerza atdmica (AFM). La caracterizacion de los grupos
funcionales de nanoemulsiones y sus componentes (aceite de semilla de algodon, a-
tocoferol y nanoparticulas de ZnO) se determin6 mediante reflexion total atenuada (ATR)
en conjunto con la técnica de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-
IR). Las muestras se colocaron en el cristal ATR de diamante y los espectros se registraron
con un espectrometro infrarrojo por transformada de Fourier (PERKIN ELMER, Waltam,
MA, EE. UU.), con una acumulacion de 16 escaneos a una resolucion de 4 cm-1 entre
4500-500 cm -1. Los datos se analizaron con el software PERKIN ELMER espectro 10.

6.2.- Animales

Se usaron ratones macho Balb/C (de 6 a 8 semanas de edad) para todos los experimentos
in vivo y ex vivo. Los animales se obtuvieron de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, Facultad de Ciencias Bioldgicas (UANL, FCB) Bioterium. Los animales se
mantuvieron a 24 °C y 50 % de humedad relativa en jaulas de polipropileno con cama de

mazorca de maiz. El alimento y el agua se suministraron ad libitum.

6.3.- Obtencidn celular y condiciones de cultivo

Cultivos primarios de timo, bazo y macrofagos peritoneales, obtenidos de ratones sanos.

Los cultivos celulares se mantuvieron en un medio que contenia suero fetal bovino (FBS)
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al 5% y antibidtico y antimicotico, bajo una atmosfera de CO2 al 5% vy aire al 95% a una

temperatura constante de 37 °C.

6.4.- Declaracion ética

Todos los experimentos relacionados con el uso de animales y su cuidado siguieron
estrictamente los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999)
sobre especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio. Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica Animal de la
UANL FCB.

6.5.- Toxicidad celular

La toxicidad de las nanoemulsiones se evalu6 in vitro en cultivos primarios de timo, bazo
y macrdfagos peritoneales. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 2 x 10° células/pocillo con 100 pl de medio de cultivo DMEM. Después de
24 h. de medio de cultivo de incubacion se reemplaz6 por uno nuevo que contenia CN o
CNZ (0, 1,25, 2,5, 5y 10 pL/ml). La viabilidad celular se evalué 24 h. después de
tratamientos mediante la técnica del metabolismo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il-2,5-difeniltetrazol) (MTT). La medicidn espectrofotométrica se realizo por triplicado a
570 nm en un lector de placas (Synergy HT, Biotec), el porcentaje de viabilidad se

determind mediante la siguiente ecuacion:

Viabilidad (%) = (Absorbancia de la muestra / Absorbancia del control) * 100
6.6.- Produccion de 6xido nitrico (ON) y antioxidantes en macréfagos
Para la determinacion del efecto de las nanoemulsiones sobre la produccion de ON (en

forma de nitrito) y la capacidad antioxidante total (CAT) se utilizaron macr6fagos
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peritoneales murinos (MPM). Como control positivo se utiliz6 lipopolisacarido (LPS) en
una concertacion de 5 pL/mL (L2262, Sigma-Aldrich Inc Saint Louis, EE. UU.).

El ON se determind en base a la cantidad de nitrito producido. La concentracion de nitrito
en el sobrenadante de las células tratadas se determind mediante la reaccion de Griess
(Griess Reagent, Catalog No. ab234044, Abcam, Cambridge, UK). MPM se cultivaron de
la misma manera que se menciona en la seccion de ensayos de toxicidad celular descrita
anteriormente. Se recogieron los sobrenadantes (50 uL), se centrifugaron a 600 x g durante
5 min, se mezclaron con 100 uL de reactivo de Griess [N-(1-naftil)-etilendiamina al 0,1
%, sulfanilamida al 1 % en acido fosfoérico al 5 %] y se incubaron a temperatura ambiente

durante 10 min. La absorbancia se midi6 a 540 nm (Bie et al., 2019).

Se determind CAT en sobrenadantes de cultivo de MPM. Se cultivaron MPM vy se
recogieron los sobrenadantes en las condiciones descritas anteriormente. El kit de ensayo
de antioxidantes (N° de catalogo KA1622, Abnova, Taipei, Taiwan) se usé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El ensayo mide la CAT por la reduccién de Cu*? a
Cu* observada por la formacion de un complejo coloreado. La curva estandar de Trolox

(6-hidroxilo-2,5,7,8-tetrametilcroOmano-2-carboxilico) se midio a 540 nm

6.7.- Captacion y fagocitosis de macroéfagos

Se disefiaron dos ensayos para determinar la captacion de nanoemulsiones y el efecto de
la actividad fagocitica en MPM. Para la estimulacion celular se utilizaron CN y CNZ (10
puL/mL), para el control de la inhibicién de la fagocitosis se utilizo clodronato disédico
(0,6 mg/mL) y para el control negativo se utiliz6 medio DMEM. La capacidad de
captacion cuantitativa de MPM se determind mediante un ensayo de rojo neutro (Bie et
al., 2019) utilizando el kit de ensayo de rojo neutro: viabilidad celular/citotoxicidad (n.°
de catalogo ab234039, abcam, Cambridge, Reino Unido) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Para el ensayo, se sembraron 2 x 10° macréfagos peritoneales murinos en
placas de 96 pocillos, se lavaron 3 veces y luego se incubaron con rojo neutro al 10 %
durante 2 h. Después de 3 lavados, el rojo neutro incorporado a los lisosomas se disolvid

en la solucién de lisis proporcionada por el kit y se leyd la absorbancia a 540 nm. La
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actividad fagocitica cualitativa se determiné utilizando el kit de ensayo de fagocitosis (IgG
FITC) (N° de catdlogo 500290 Cayman Chemical, MI, EE. UU.). Los MPM se sembraron
en cubreobjetos en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24 h en medio DMEM.
Después de 1 h de tratamientos, las células se incubaron con perlas de latex-complejo 1gG-
FITC de conejo durante 2 h. Las fotografias se observaron en microscopio de

fluorescencia (Axioscope 5 Pol, Zeiss, Oberkochen, Alemania).

6.8.- Fagocitosis de macréfagos de candida albicans

Para la evaluacion de la capacidad fagocitica de MPM se utilizé C. albicans (ATCC
10261). MPM, obtenido de 3 ratones sanos. Se sembraron MPM en las condiciones
descritas anteriormente en el ensayo de toxicidad celular. ElI ensayo de fagocitosis se
realizd con base en el método propuesto por Alieke et al (2002). Se recolecto sobrenadante
del cocultivo (macréfagos (1X10° células) / C. albicans (1X108)) para evaluar el aumento
o disminucion de unidades formadoras de colonias (UFC) por el método de Mc-Farland
(César-de Vasconcelos et al., 2014). El porcentaje de microorganismos fagocitados se
definié como (1- (nimero de UFC/UFC no fagocitadas al inicio de la incubacién)) *100.
Se evalu6 la muerte de C. albicans por fagocitos en las mismas monocapas. La produccion

de nitrito se determind como se menciond anteriormente.

6.9.- Vacunacion y toma de muestras

Se disefiaron tres experimentos independientes. Se utilizé ovoalbdmina (OVA), Sigma-
Aldrich Inc Saint Louis, EE. UU.) como antigeno (10 mg por animal en 50 pL de solucion
salina). Todas las inmunizaciones se aplicaron por via subcutanea (s.c.) en un volumen
total de 100 pL por animal (50 pL de nanoemulsién y 50 pL de antigeno). Como control
positivo se utiliz6 adyuvante completo de Freund (FCA, Sigma-Aldrich Inc Saint Louis,
EE. UU.); como control se utiliz6 un grupo de antigenos nicos (ovoalbumina 10 mg por

dosis en 100 pL de solucidn salina)
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Experimento A. Los ratones inoculados con CN, CNZ, FAC y control fueron sacrificados
por dislocacidon cervical 24 h. postoperatorio. El tejido anatémico del sitio de inoculacion
(tejido subcutaneo sobre el area femoral) fijado en formaldehido al 10% y tefiido con
hematoxilina y eosina (H&E) para determinar la infiltracion de leucocitos. Para la
cuantificacion y tipificacion de células, los ratones fueron tratados por via intraperitoneal
con nanoemulsiones sin antigeno. Las células (células/uL) se ubicaron por tamafio y
granularidad para establecer la puerta, y la expresion de CD14+ se determind por
citometria de flujo. Estos ensayos se llevaron a cabo mediante citometria de flujo (Accuri
C6, DB biosciences, San Jose, Ca, EE. UU.).

Experimento B. Se inmunizaron ratones con OVA, y su combinacion con CN, CNZ y
FAC o control (solucion salina) los dias 0 y 14. Se tomaron muestras de sangre los dias 7,
14, 28 y 42. Se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca en ratones
anestesiados. El suero sanguineo se separd y congelé a -80 °C hasta el momento de la
determinacion de anticuerpos de isotipo (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgA e IgM) y
determinacion del perfil de citoquinas TH1 (IFN-y y IL-2) /TH2 (IL-10). Las citoquinas
se midieron por citometria de flujo (Accuri C6, DB biosciences, San Jose, Ca, EE. UU.).
utilizando un kit de citocinas Th1/Th2/Th17 de raton de matriz de perlas citométricas
(CBA) comercial (n.° de catadlogo 560485, DB biosciences, San Jose, CA, EE. UU.).

Experimento C. Los ratones fueron inmunizados los dias 0 y 14 con las diferentes
nanoemulsiones (CN o CNZ) mencionadas anteriormente y desafiados con OVA el dia 42
ya las 72 h. se tomaron muestras de sangre. El suero sanguineo se separd para evaluar

anticuerpos especificos y se congeld a -80 °C hasta su analisis.

6.10.- Isotipos de anticuerpos e 1gG anti-OVA elisa

Los anticuerpos anti-OVA fueron evaluados por ELISA, como se describié previamente
(Thommen et al., 2011). Brevemente, se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos
(Falcon) durante la noche a4 °C con 0,5 mg de OVA por pocillo en tampon de carbonato-
bicarbonato pH 9,6, después se lavaron con PBS 0,05 %-Tween-20 y luego se bloguearon

con 1 %. -BSA/PBS durante 1h. a temperatura ambiente. Se afiadié antisuero de ratén de

19



42 dias por triplicado (diluciones en serie de 1:100) y se incubd durante la noche a 4 °C.
Las placas se lavaron y se incubaron durante 1 h. a 37 °C con IgG-HRP anti-ratén de cabra
(Catalogo No. sc-2005, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Tx). Después de eso, se
lavaron los pocillos y se afiadio tetrametilbencidina (TMB). La reaccion se detuvo con
H2S04. La placa se leyo a 450 nm en un lector de placas (Synergy HT, Biotec), valores
que indican la densidad Optica (DO). Los isotipos de anticuerpos (IgG1, 1gG2a, 1gG2b,
1gG3, IgA e IgM) se determinaron mediante el kit comercial 1g Isotyping Mouse Uncoated
ELISA (Catalog No. 88-50630, Thermo Fisher Scientific Inc, Viena, Austria).

6.11.- Andlisis estadistico

Todo el andlisis de datos se realizd con el software Minitab® (2014). Los datos se
expresaron como media + error estandar (EE). La significacion estadistica (o= 0.05) se
determind mediante ANOVA. La comparacion de medias se realizd mediante la prueba

de Tukey.
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7.-RESULTADOS
7.1.- Desarrollo y caracterizacion de nanoemulsiones

La nanoemulsion CN y CNZ presentd estabilidad por 90 dias, y esto fue confirmado por
analisis DLS (Cuadro 1y Figura 1A'y 1B).

Tabla 1. Andlisis DLS de las nanoemulsiones CN y CNZ a 25°C.

Tiempo (meses)
Nanoemulsiones

0 1 3
CN
Tamafio de Particula (d.nm) 543.1 506.1 542.7
PDI 0.074 0.192 0.225
Potencial Zeta (MmV) -26.6 -22.1 -13
CNz
Tamafio de Particula (d.nm) 320 266.1 259.6
PDI 0.449 0.279 0.312
Potencial Zeta (MmV) -28.1 -30.6 -29.5

Inmediatamente después de la preparacion, la nanoemulsién de CN present6 un tamafio
de particula mayor (543,1 nm) con un PZ = -26.6 mV y PDI = 0.074, en contraste con la
CNZ que present6 un tamafio de 320 nm, un PZ =-28.1 mV y PDI = 0.449. Sin embargo,
a los 90 dias se observaron ligeras diferencias, la nanoemulsion de CN presento
disminucién de potencial zeta (-13 mV) y aumento de PDI (0.225), y CNZ present6
disminucién de tamafio (259.4 nm) y PDI (0.312) pero aumento de potencial zeta (-29.5
mV). La diferencia de tamafio de particula de CN y CNZ se confirmd mediante
microscopia de fuerza atomica (AFM) (Figura 1C), donde CN mostrd grandes estructuras

semiesféricas y CNZ pequefias estructuras esféricas.
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Figura 1. Medicién de distribucién de tamafio de particulas e imagenes AFM de nanoemulsiones. (A)
Mediciones de (1) CN y (2) CNZ por dispersién de luz dindmica. (B) Mediciones del potencial zeta de (1)
CN 'y (2) CNZ por dispersion de luz dinamica. (C) Imagenes por AFM 2D de (1) CN y (3) CNZ, y 3D de
(2) CNy (4) CNZ.

Los espectros FTIR de las nanoparticulas de ZnSO4 » H.O y ZnO se muestran en la Figura
2A 'y 2B, respectivamente. En la Figura 2A, se pueden observar los picos caracteristicos
de ZnSO. « H20, un grupo hidroxilo (OH) a 3.135 cm™1, un grupo carbonilo (C=0) a 1.506
cmt y grupos sulfato (S04)? a 1.090 y 855 cm™. Los espectros de las nanoparticulas de
ZnO (Figura 2B) mostraron un pico a 576 cm, caracteristico del modo de estiramiento
de ZnO. La fotografia por microscopia electronica de barrido (SEM) (Figura 2C) mostrd

aglomerados de nanoparticulas de ZnO con morfologia esférica.
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Figura 2. Caracterizacion de las nanoparticulas de 0xido de zinc (ZnO) sintetizadas. (A) Espectros
FTIR de sulfato de zinc (precursor). (B) Espectros FTIR de nanoparticulas de ZnO. (C) Imagen de

microscopia electronica de barrido (SEM) de las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas con un tamafio
inferior a 200 nm.

La Tabla 2. indica los principales grupos de nanoparticulas de ZnSO4 « H20O y ZnO
observados en los espectros FTIR.

Tabla 2. Espectro FTIR de los principales grupos funcionales de sulfato de zinc y nanoparticulas de
Zn0O.

Espectro FTIR de las nanoparticulas de ZnO y su precursor.

Grupo Funcional Longitud de onda(cm-?)

Sulfato de Zinc

OH 3135
C=0 1506
SO, (Grupo Sulfato) 1090 y 855

Nanoparticulas de ZnO

Zn0O 576
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Existe una diferencia cualitativa entre las dos muestras en el tamafio de las emulsiones,
considerando que en la Figura 1 las emulsiones son méas grandes en comparacion con la
Figura 2, ademas se observa un tamafio homogéneo en el caso de las emulsiones con CNZ,
evidencia de una gran cantidad de residuos en la primera muestra probablemente debido
a la ineficiencia del sistema de sintesis, lo que indica que en CNZ hay una mejora en la
sintesis al agregar nanoparticulas de zinc, probablemente debido a sus caracteristicas

hidrofilicas.
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Figura 3. Caracterizacion de nanoemulsion CN y CNZ. (A) espectros FTIR de aceite de semilla de
algodon, (B) espectros FTIR de a-tocoferol, (C) espectros FTIR de CN, (D) espectros FTIR de CNZ y (E)

espectros FTIR de nanoemulsiones CN, CNZ y aceite de semilla de algodon.

La Figura 3 muestra los espectros FTIR de nanoemulsiones y sus precursores. En aceite
de semilla de algodon (Figura 3a) se observo el grupo C-H fuertemente estirado a 2.922

cmty 1,465 cm; vibraciones de estiramiento del grupo carboxilo (COOH) a 2856 cm™,
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grupo cetona (C=0) a 1744 cm y grupo C-O a 1156 cm™. Los espectros de a-tocoferol
(Figura 3b) mostraron picos en 2927 cm y 2867 cm que corresponden a las vibraciones
de estiramiento asimétricas y simétricas de CH> y CHa, respectivamente. Se observaron
picos a 1758 cm* para un grupo alqueno (C=C), a 1461 cm™! para una flexién asimétrica
de un grupo fenilo (C¢Hs), y picos de flexion simétrica de metilo y metileno a 1365 cm*
y 1203 cm, respectivamente. Los espectros de nanoemulsiéon CN FTIR mostraron la
interaccion de los grupos funcionales COOH, C=0y C-O del aceite de semilla de algoddn
con los grupos funcionales C=C y CeHs del a-tocoferol (Figura 3c), ademéas de la

interaccion de las nanoparticulas de ZnO en la nanoemulsion de CNZ (Figura 3d).

La Figura 3e representa la comparacion de espectros FTIR de nanoemulsiones CN, CNZ
y aceite de semilla de algodon, y la Tabla 3 muestra los principales grupos funcionales de

los precursores.
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Tabla 3. Grupos funcionales de aceite de semilla de algodén, a-tocoferol y nanoemulsion CN y CNZ.

Espectro FTIR de las nanoemulsiones

Grupo Funcional

Logitud de onda (cm™)

Aceite de semilla de algodén

C-H

COOH

C=0

C-H

C-0

a- Tocoferol

CH;

CH;

c=C

CsHs

CH;

C-0

C=0

CN

Interaccion con el grupo CH; (a- Tocoferol)

Interaccion con el grupo CHs (a- Tocoferol)

Interaccion con el grupo C=0 (Aceite de semilla de algodén)
Interaccion con el grupo C-H (Aceite de semilla de algodon)
Interaccidn con el grupo C-O (o- Tocoferol)

Interaccion con el grupo C=0 (a- Tocoferol)

CNz

Interaccion con el grupo CH; (a- Tocoferol)

Interaccion con el grupo CHs (a- Tocoferol)

Interaccion con el grupo C=0 (Aceite de semilla de algodon)
Interaccion con el grupo C-H (Aceite de semilla de algodén)
Interaccion con el grupo C-O (o- Tocoferol)

Interaccion con el grupo C=0O (a- Tocoferol)

ZnO

2922
2856
1744
1465
1156

2927
2867
1758
1461
1365
1203
1076

2925
2852
1745
1436
1014
950

2921
2855
1742
1439
1018
951

670
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7.2.- Efecto de las nanoemulsiones sobre la funcién de las células inmunitarias

Las nanoemulsiones de CN y CNZ en concentraciones de 1.25 a 10 pL/mL no tuvieron
efecto sobre la viabilidad de macrofagos (p=0.108), esplenocitos (p= 0.413) y timocitos
(p=10.923) in vitro (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de las nanoemulsiones sobre la viabilidad celular. Las nanoemulsiones (CN y CNZ) a
concentraciones de 1.25 a 10 pL/mL no afectaron la viabilidad de los macréfagos, esplenocitos ytimocitos
evaluados por MTT. Los valores se expresan como media + EE. El andlisis se realiz6 mediante una prueba
de ANOVA con una significacion de P < 0.05.

Todas las dosis ensayadas de CN y CNZ indujeron la produccion de ON de manera

dependiente de la dosis en comparacion con el control (0 uL). EI CN indujo una
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produccién similar de ON a dosis de 1.25 (p=0.998) y 2.5 (p= 0.112) ul/mL y mayor a
dosis de 5y 10 ul/mL (p=0.0001) cuando se compar6 con el control positivo (LPS). No
se encontraron diferencias (p=0.935) en la produccidn de 6xido nitrico en todas las dosis

probadas de CNZ en comparacion con LPS (Figura 5).
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Figura 5. Produccion de RNS en macro6fagos peritoneales murinos. Se estimularon macréfagos
peritoneales murinos con diferentes dosis de nanoemulsiones (CN y CNZ). Se utilizé LPS 5 pug/mL como
control (+) y células sin tratamiento como Control (-). EI RNS se determiné como nitrito. Se realizé un

ANOVA (p < 0.05) para comparar el efecto de las diferentes dosis. Para determinar la diferencia entre

tratamientos, Tukey realiz6 una comparacion de medias.

7.3.- Capacidad antioxidante

Todas las dosis de CN y CNZ probadas tuvieron la capacidad de inducir la produccion de
antioxidantes de manera dosis dependiente en comparacion con el control (p= 0.0001).
Las dosis de 5-10 uL/mL de CN indujeron una mayor produccion de antioxidantes
(p=0.0001) que LPSy las dosis de 2.5 uL/mL (p=0.979) / 1.25 uL/mL (p=1.0) indujeron
niveles de produccién similares. El tratamiento con CNZ a dosis de 10 uL/mL (p=0.002)
indujo una mayor produccion total de antioxidantes que LPS, pero a dosis menores de 5
uL/mL (p=0.115), 2.5 uL/mL (p=0.925) y 1.25 uL/ mL (p= 1.0) no se encontro diferencia

(Figura 6). Existe una fuerte correlacion entre la produccion de 6xido nitrico y
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antioxidantes en los macréfagos tratados con CN (r= 0.905, p= 0.0001) como en los
tratados con CNZ (r= 0.804, p=0.002).
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Figura 6. Capacidad antioxidante total (CAT) en macrdfagos peritoneales murinos. Macréfagos
peritoneales murinos estimulados con diferentes dosis de nanoemulsiones (CN y CNZ). Se utiliz6 LPS 5
pg/ml como control (+) y células sin tratamiento como Control (-). Se realizé un ANOVA (p < 0.05) para
comparar el efecto de las diferentes dosis. Para determinar la diferencia entre tratamientos, Tukey realizo

una comparacion de medias.

7.4.- Reclutamiento leucocitario

La evaluacion histoldgica del tejido en el sitio de inoculacion (tejido subcutaneo en el area
femoral) con CN o CNZ con ovoalbdmina mostré inflamacion con mayor infiltracion de

leucocitos en comparacion con ACF (Figura 7).
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Figura 7. Migracién de leucocitos al sitio de inoculacién de las nanoemulsiones. Iméagenes histologicas
tefiidas con H&E a 40X de la s.c. sitio de inoculacion. de tratamientos A) Control sin adyuvante, B) ACF,
C) CN y D) CNZ usando Ovoalbimina como antigeno. Se observa inflamacién e infiltracién leucocitaria
&en los tratamientos B) ACF, C) CNy D) CNZ.

La inoculacion intraperitoneal con CN, nanoemulsién de CNZ y ACF mostré un alto
reclutamiento de células intraperitoneales totales con fenotipo CD14+, después de 24 h de
inoculacion en comparacion con el control (p=0.0001), sin embargo, no se encontrd
diferencia entre CN, CNZ y ACF (Figura 8).
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Figura 8. Cuantificacion de macréfagos reclutados al sitio de inoculacion. Los macrofagos
intraperitoneales reclutados se determinaron mediante citometria de flujo. (A) Seleccion de puerta
(poblacién de macrofagos) por tamafio y granularidad, y lectura por el canal FL 1 del receptor CD14+. (B)
Estimacion de la cantidad (macréfagos/uL) por tamafio y granularidad en macréfagos peritoneales murinos
estimulados in situ (en peritoneo). (C) Expresion de CD14+ en macrofagos peritoneales murinos
estimulados in situ durante 24 h. Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante un ANOVA,
determinando diferencias (p<0.05) mediante un analisis de Tukey.

7.5.- Captacion celular y fagocitosis de macrofagos

Las nanoemulsiones de CN (p= 0.158) y CNZ (p= 0.495) evaluadas mediante el ensayo
de rojo neutro no afectaron la actividad de absorcion de los macréfagos en comparacion

con los macrofagos no tratados (Figura 9).
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Figura 9. Actividad de captacion de macréfagos estimulados con las nanoemulsiones. Los macréfagos
se estimularon con las nanoemulsiones CN, CNZ o control negativo durante 2 h. Se utiliz6 clodronato
disodico (0.6 mg/mL) como no fagocitico (Control -). Se realizé6 un ANOVA (p < 0.05) para comparar el
efecto de los diferentes tratamientos. Para determinar la diferencia entre tratamientos, Tukey realizé una

comparacion de medias.

Sin embargo, en el ensayo de macrofagos C.albicans -fagocitosis, las nanoemulsiones de
CN y CNZ aumentaron la capacidad fagocitaria con respecto a los macréfagos no tratados
(Figura 10).

32



Figura 10. Evaluacion cualitativa de la actividad fagocitica de los macréfagos. La actividad fagocitica
se evalué mediante microscopia de fluorescencia 100X en macrdfagos tratados con a) clodronato disédico
(0.6 mg/mL) como (Control -) de no fagocitosis, b) sin tratamiento, ¢) CN (10 pL/mL) y d) CNZ (10 pl/mL).

A continuacidn, la evaluacion de las unidades formadoras de colonias residuales indicd
que solo CN disminuya significativamente (p= 0.004) este valor respecto a CNZ., pero a
las 4 h. no se encontrd diferencia con respecto a los macrofagos no tratados (Figura 11a).
Por otro lado, solo la nanoemulsién de CN incrementd (p=0.002) la produccion de 6xido

nitrico en todos los tiempos evaluados (Figura 11b).
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Figura 11. Actividad fagocitica de macrdfagos co-cultivados con C. albicans. Los co-cultivados fueron
tratados con nanoemulsiones (CN o CNZ). (A) Unidades formadoras de colonias residuales (UFC) después
de diferentes tiempos en co-cultivo. (B) produccién de éxido de nitrito (ON) medida en forma de nitrito
inducida por el cocultivo. Los valores se expresan como la media (+ EE). Se realiz6 un ANOVA (p < 0.05)
para comparar el efecto de las diferentes dosis. Para determinar la diferencia entre tratamientos, Tukey
realiz6 una comparacion de medias.

7.6.- Evaluacion del perfil de citocinas

En comparacion con ACF el dia 7 (p=0.0001), esta diferencia no se observé el dia 14
(p=1.0) (Figura 12). Se observé una mayor secrecion de IL-2 a los dias 7 (p=0.027) y 14
(p=0.007), estimulados con las nanoemulsiones CN y CNZ (Figura 12). Sin embargo, la
IL-10 no se vio afectada (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de las nanoemulsiones sobre la produccién de citoquinas en un modelo murino.
Niveles séricos (Pg/mL) de citocinas (INFy, IL2 e IL 10) en ratones Balb/C inoculados s.c. con los 50 pl de
nanoemulsiones (CN y CNZ), control positivo AFC o control negativo un antigeno (ovoalbdmina sin

adyuvante) los dias 0 y 14 del protocolo. A los 7, 14 y 28 dias después de la primera inoculacion. En todos
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los tratamientos se utilizé ovoalbimina (OVA) como antigeno. Los valores se expresan como media + EE.

Cuando se observé una diferencia (p > 0.05), se realizé una prueba de Tukey para determinar diferencias.

7.7.- Evaluacion de isotipos de conmutacion

Las nanoemulsiones de CN y CNZ no afectaron la produccién de IgG1. Sin embargo, el
ACF estimuldé una mayor produccion de IgG1 el dia 42 en comparacion con los ratones
no tratados (p=0.044) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de las nanoemulsiones sobre la produccidn de isotipos de anticuerpos en un modelo
murino. Los Isotipos de anticuerpos (niveles séricos de 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgA e IgM) en ratones
Balb/C inoculados s.c. con 50ul de nanoemulsiones (CN y CNZ), control positivo (FCA) o control negativo
(ovoalbimina sin adyuvante) los dias 0y 14 del protocolo. En todos los tratamientos se utilizé ovoalbimina
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(OVA) como antigeno. Los valores se expresan como media + EE. Cuando se observé una diferencia (p >

0.05), se realizé una prueba de Tukey para determinar diferencias.

Las nanoemulsiones de CN y CNZ no afectaron la produccién de IgG2b en todos los
tiempos evaluados, solo se encontro diferencia significativa (p= 0.044) con FCA al dia 28
(Figura 13). Por ultimo, las nanoemulsiones no afectaron la produccion de isotipos de
anticuerpos (1gG1, 1gG2a, 1gG3, IgA e IgM) en los dias 7, 14, 28 y 42,

7.8.- 1gG especifica anti-OVA

La nanoemulsion de CN indujo una produccion significativa de IgG anti-OVA, pero
menor que ACF. La nanoemulsion de CNZ no afectd esto, en comparacion con el
tratamiento con OVA (p=0.0001) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de las nanoemulsiones sobre la produccion de anticuerpos especificos en un modelo
murino. Anticuerpos especificos contra OVA (IgG) 45 dias después de la Gltima inmunizacidn (antigeno +

adyuvante). Los ratones se expusieron al antigeno (OVA) el dia 42 después de la vacunacion. Los valores
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se expresan como media £ EE. Cuando se observé una diferencia (p > 0.05), se realizd una prueba de Tukey

para determinar diferencias.
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8.- DISCUSION

El término “nanoemulsion” se refiere a una dispersion fina de aceite/agua o agua/aceite
con un rango de tamafio de gota de 20 a 600 nm que puede actuar como transportador de
moléculas (Jaiswal et al., 2014). El tamafio de particula obtenido de la formulacion CN
(543.1 nm) y CNZ (320 nm) permite clasificarlas como nanoemulsiones. Ademas, el
potencial zeta (-26.6 mV para CN y -28.1 mV para CNZ) y los valores de PDI (0.074 para
CN y 0.449 para CNZ) indican una emulsién monodispersa con una mayor fuerza

repulsiva de moléculas lo que aumenta su estabilidad (Malik et al., 2016).

Los resultados de los espectros FTIR confirmaron la sintesis de nanoparticulas de ZnO
con un pico a 576 cm-1, caracteristico del modo de estiramiento ZnO (Del Buono et al.,
2022; Nagaraju et al., 2017), y las imagenes por SEM demostraron aglomerados con una
morfologia esférica (Vasile et al., 2015; Shah et al., 2016).

De manera similar, los espectros FTIR confirmaron la naturaleza de los precursores del
aceite de semilla de algoddn (carboxilo a 2856 cm™ y cetona a 1744 cm™) (Bajaj et al.,
2015) y a-tocoferol (alqueno a 1758 cm-?, fenilo en 1461 cm™, metilo en 1365 cm™ y

metileno en 1203 cm?) (Lucarini et al., 2020).

En nuestro estudio la estimulacidén con nanoemulsiones de CN y CNZ podria activar la
produccion de éxido nitrico en macréfagos, esta molécula se utiliza como marcador de
activacion de macrofagos. Se ha demostrado que los macrofagos desafiantes con
antigenos, adyuvantes o vacunas responden a través de PRR, la produccién de o6xido
nitrico y su capacidad para inducir la fagocitosis mediada por el receptor FC aumenta la
respuesta inmune (Van den Biggelaar, et al., 2020). La produccién de ON inducida por
las nanoemulsiones de CNZ y CN trae resultados interesantes, ya que las especies oxigeno
reactiva (ROS) intermediarios que tienen una gran influencia en las respuestas inmunes al
activar o inhibir la accion de ciertos factores de transcripcion o citoquinas y al modificar

vias de muerte celular programada (Arruda, et al., 2004).

Por esta razon, se estudié la capacidad de produccidn total de antioxidantes, determinando
que ambas nanoemulsiones tienen la capacidad de inducir niveles mas altos de

antioxidantes, lo que se puede correlacionar con la promocion de la biogénesis
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mitocondrial aumentando la expresion génica de enzimas antioxidantes, disminuyendo la
exacerbacion de citoquinas proinflamatorias. y bloqueando o eliminando la respuesta
excesiva de ROS y RSN, que en cantidades mas altas pueden afectar una respuesta inmune
saludable (Maldonado, et al., 2021). Es importante mencionar que el aceite de semilla de
algodon puede contener antioxidantes que pueden actuar como fuentes antioxidantes
exdgenas, sin embargo, es posible que los antioxidantes puedan sintetizarse a través de

diferentes mecanismos intracelulares.

Los resultados, como la infiltracion de leucocitos después de la inyeccion subcutanea y el
aumento del reclutamiento de células intraperitoneales, predominantemente CD14+
después de la inyeccion de nanoemulsiones intraperitoneales, son similares a los de MF59,
que es una emulsién de aceite en agua que contiene escualeno (4.3 %) en tampoén de acido
citrico con tensioactivos no ionicos estabilizadores Tween 80 (0.5%) y Span 85 (0.5%)
utilizados como adyuvantes en vacunas (Ko y Kang, 2018). Siendo el MF59 capaz de
crear un entorno inmunocompetente en el lugar de la inyeccién mediante el reclutamiento
de células inmunitarias como neutréfilos, macro6fagos, granulocitos, monocitos y otras
células inmunitarias que captan el antigeno (Shah et al., 2015). Ademas, laCN y la CNZ
promueven en los macrofagos la capacidad fagocitica, resultados similares se demuestran
con MF59, donde los antigenos y MF59 son fagocitados por neutréfilos y monocitos, y
luego por las células dendriticas (DC) y las células B que luego se trasladan a los ganglios
linfaticos de drenaje (Ko y Kang, 2018). La nanoemulsion de CN indujo la produccién de
oxido nitrico, probablemente CFA en ratones donde se observo una alta produccion de
oxido nitrico en suero (Khan et al., 2001). El 6xido nitrico se considera una molécula dual
en relacion con su beneficio sobre el sistema inmunoldgico; a baja concentracion, juega
un papel saludable en el sistema inmunoldgico, pero a niveles mas altos se induce la
inmunosupresion (Shreshtha, et al., 2018). Este estudio no esta disefiado para determinar
el papel del éxido nitrico; sin embargo, por los datos obtenidos, asumimos que la

nanoemulsién de CN o CNZ puede activar respuestas inmunitarias saludables.

Hay estudios que informan que el IFN-y derivado de células inmunitarias innatas mejora
las respuestas Th1l antiparasitarias protectoras y la proteccidn contra la malaria después

del uso del adyuvante ASO1 (que contiene dos inmunoestimulantes [ligando TLR4 3-O-

41



desacil-4’-monofosforil lipido A (MPL) y la saponina purificada QS-21] en una
formulacion a base de liposomas) o0 ASO3 (que contiene a-tocoferol y escualeno en una
emulsion de aceite en agua (O/W)). Ademas, la produccion de IFN-y podria estar mediada
por la IL-2 producida por las células T de memoria efectoras inducidas por la vacuna
(Burny, et al., 2017). En nuestro estudio se encontr6 aumento en la produccion de IFN-y

e IL-2 con el tratamiento de nanoemulsiones de CN o CNZ.

Solo la nanoemulsién de CN indujo una produccion significativa de 1gG especifica de
OVA, sin embargo, no se observd cambio de isotipo de anticuerpos 1gG. Esto puede
sugerir la falta de dependencia de las células T CD4+ (Ko y Kang, 2018). Sin embargo,
para definir estos resultados es necesario el uso de nanoemulsion de CN combinada con

OVA en ratones deficientes en CD4+, y establecer la dependencia de Thl o Th2.

La deteccion de 1gG en el dia 42 puede sugerir una inmunidad adaptativa madura inducida
por la nanoemulsion de CN. La causa de encontrar una concentracion mas alta de 1gG
inducida por CFA que la nanoemulsion de CN puede deberse a la formacion de depositos
por parte de CFA en el sitio de inyeccidn, lo que induce la formacion tardia del centro
germinal, pero promueve respuestas de anticuerpos mas altas que un adyuvante que no
induce depdsitos. como la emulsion de escualeno como MF59® y AddaVax® después de
una sola inmunizacion (Pedersen, et al., 2020). Estos resultados indican que la

nanoemulsién de CN es un adyuvante que no induce depdsito.

Nuestra formulacion tiene mecanismos de accion similares a la emulsion de escualeno
como MF59® y AddaVax®. Los aceites como el de oliva, salvado de arroz, maiz,
cacahuete, colza, girasol y semilla de algodon contienen de 0.1 a 4 g/kg (He y Corke,
2003) o de 1.3 a 3.1 g/kg de escualeno (Kalogeropoulos y Andrikopoulos, 2004). Los
adyuvantes comerciales como MF59® y AS03® contienen 0.0975 g y 0.1069 g por dosis,
respectivamente (Shah et al., 2015). Si se comparan las dosis de escualeno de los
adyuvantes comerciales con el contenido maximo de escualeno contenido en los aceites
vegetales, es necesario utilizar 2.43-2.67 g. de aceite por dosis. Esta dosis es
perfectamente factible para animales de granja y humanos. Los aceites vegetales pueden

ser adyuvantes alternativos a la emulsion a base de escualeno para la vacunacion, debido
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a que estos contienen una gran variedad de sustancias activas que pueden afectar el sistema

inmunoldgico (Fox et al., 2011).
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9.- CONCLUSIONES

En este estudio se logré sintetizar dos nuevas nanoemulsiones con capacidad adyuvante y
antioxidante, capaces de generar infiltracion leucocitaria y aumentar la produccion de
citocinas y anticuerpos. Por otro lado, es necesario realizar evaluaciones para determinar

su efecto sobre el sistema inmunoldgico con diversos antigenos y especies.
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10.- PERSPECTIVAS

Es importante considerar enfocar la investigacion de emulsiones basadas en aceite vegetal
como adyuvantes para mejorar la respuesta a tratamientos profilacticos o curativos para

distintas enfermedades causadas por patdgenos o cancer

Por los resultados obtenidos en el presente estudio es pertinente considerar evaluar las
nanoemulsiones formuladas con tintitos antigenos, asi como en modelos animales de

mayor complejidad.

De igual forma, enfocar las investigaciones en dilucidad el mecanismo de accién deestas
nanoemulsiones para poder proponer las modificaciones pertinentes para mejorar sus

efectos.
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