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Resumen

Actualmente, la mayoria de las vacunas disponibles en el mercado son de uso parenteral;
intramuscular y subcutaneo principalmente. Sin embargo, esto puede no ser la mejor opcién
en varias ocasiones. Las rutas de administracion mucosal como la intranasal, sublingual y
bucal, generan gran interés debido a los beneficios que ofrecen. Estos van desde aumentar
el cumplimiento del paciente hasta inducir una respuesta inmune mas efectiva que la
inducida a través de las rutas convencionales. Gracias a la activaciéon del sistema inmune
mucosal comun, es posible generar una respuesta inmune efectiva tanto sistémica como
local, lo cual no es posible lograr a través de la via parenteral. La proteccion contra
patégenos que utilizan rutas de entrada a las mucosas se proporciona mediante una
induccion eficaz de la inmunidad de las mucosas. Se estan desarrollando sistemas de
liberacién por via mucosal, como peliculas y microagujas, que han demostrado ser eficaces,
seguros y faciles de administrar. Estos sistemas tienen mdultiples ventajas sobre las
inyecciones; son sencillas de fabricar, estables a temperatura ambiente e indoloras para el
paciente ya que no requieren puncién. Por lo tanto, estos sistemas de entrega no necesitan
ser administrados por personal médico de hecho, podrian ser autoadministradas. Esta
memoria bibliogréfica presenta una recopilacion de investigaciones en las cuales se
desarrollan sistemas de entrega de biol6gicos. Entre los mas relevantes se encuentran las
peliculas mucoadhesivas disefiadas como monocapa o multicapa y las matrices de
microagujas siendo las soélidas y las solubles la que seran vistas en detalle a lo largo de
esta recopilacién. Junto con el avance de estas formas farmacéuticas, se han desarrollado
diferentes estrategias para lograr una mucopenetracion efectiva como lo es por ejemplo a
través de la funcionalizacién de nanovehiculos. El conjunto de elementos claves como la
via de administracion y la capacidad de la formulacién para inducir una respuesta inmune
efectiva, pueden ser capaces de otorgar grandes beneficios siendo posible lograr

respuestas que generen una memoria mas duradera.

Palabras clave: Inmunidad mucosal, vacunas bucales, vacunas sublinguales, adyuvantes,

sistemas de entrega de antigenos.



Summary

Currently, most vaccines available on the market are for parental use; however, this may
not be the best option on several occasions. Mucosal routes of administration such as
intranasal, sublingual, and buccal generate great interest due to the benefits they offer.
These range from increasing patient compliance to inducing a more effective immune
response than that achieved through conventional routes. Due to the activation of the
common mucosal immune system, it is possible to generate an effective systemic and local
immune response, which is not achieved through parenteral administration. Protection
against pathogens that use mucosal entry routes is provided by an effective induction of
mucosal immunity. Mucosal delivery systems are being developed, such as films and
microneedles, which have proven to be effective, safe, and easy to administer. These
systems have multiple advantages over commonly used injections, which are simple to
manufacture, stable at room temperature, painless for the patient since they do not require
puncture. Therefore, these delivery systems do not require to be administered by medical
personnel; in fact, they could be self-administered. This bibliographical report presents a
compilation of research in which biological delivery systems are developed. Among the most
relevant are mucoadhesive films designed as monolayer or multilayer and microneedle
arrays. Solid and soluble microneedles will be seen in detail throughout this compilation.
Along with the progress of these pharmaceutical forms, different strategies have been
developed to achieve effective mucopenetration, such as nanocarriers functionalization. The
set of key elements such as the route of administration and the ability of the formulation to
induce an effective immune response may be capable of granting great benefits, being

possible to achieve responses that generate a longer lasting memory.

Key words: mucosal immunity, buccal vaccines, sublingual vaccines, adjuvants, antigen

delivery systems.



Introduccién

En su gran mayoria, los patdgenos que generan infecciones sistémicas, y en algunos casos
de cardcter crénico, son capaces de entrar al organismo a través de las mucosas. Hoy en
dia las principales vias de administracién de vacunas son a través de la via subcutanea e
intramuscular [1, 2]. Si bien estas vias son ampliamente conocidas y estudiadas, pueden
no ser la mejor opcién para lograr una proteccion suficiente frente a la invasion de
patdgenos ya que generalmente no se observa la induccion de una respuesta inmune
mucosal efectiva [3, 4]. Con el objetivo de frenar una posible infeccién en el sitio donde
ocurre la exposicion, es necesario contar con un sistema de defensa adecuado. Esto es

posible de lograr gracias a la inmunizacién a través de la via mucosal.

El sistema inmune mucosal es una compleja red que integra los sitios mucosales presentes
en el tracto respiratorio, gastrointestinal y urogenital, originando asi, el sistema inmune
comun de las mucosas. Este sistema comun puede llegar a compartir sus mecanismos de
defensa entre los distintos sitios a lo largo del organismo, lo cual abre la posibilidad de
presentar un antigeno en un sitio especifico para luego obtener una respuesta inmune en
un tejido distante ademas del original [4, 5]. Una vacuna en una formulacién administrada
a través de la mucosa puede ser capaz de inducir ambas fracciones del sistema inmune;
local y sistémico [3, 6]. A diferencia de las vacunas administradas por vias parenterales las

cuales en su gran mayoria solo efectian respuestas eficientes a nivel sistémico.

La entrega de vacunas por via mucosal puede proporcionar multiples beneficios al
compararlas con las vacunas parenterales, ya sea en temas de eficacia, seguridad,
logistica, comodidad para el paciente e incluso en términos de costo-efectividad [7, 8]. En
esta memoria se realizd una revision bibliografica de los aspectos mas relevantes de la
inmunizacion mucosal, en donde se consideran aspectos de la fisiologia del sistema inmune
mucosal, las vias de administraciéon mas utilizadas ademas de las formas farmacéuticas en
desarrollo detallando sus estructuras y componentes tales como antigenos y adyuvantes
utilizados. Esta revision bibliografica fue publicada durante 2021 bajo el titulo de “Buccal
and Sublingual Vaccines: A Review on Oral Mucosal Immunization and Delivery Systems”

en la revista Vaccines [9].



Objetivo general

Realizar una revision bibliografica sobre los factores claves en la inmunizacion a través de
la mucosa oral, entregando ademas una base sobre las funciones del sistema inmune
mucosal principalmente y las distintas formas farmacéuticas que hacen posible la

inmunizacién a través de esta via no convencional.

Objetivos especificos

1. Introducir las diferentes vias de administracion utilizadas para inmunizar, realizando
una breve comparacion entre ellas.

2. Describir las funciones y estructuras mas importantes que componen el sistema
inmune mucosal. Incorporar detalles sobre la calidad de las respuestas inmunes
inducidas a través de estas vias comparandolas con las vias parenterales.

3. Presentar las formas farmacéuticas y vehiculos utilizados en el desarrollo de
formulaciones mucosales.

4. Entregar informacion detallada sobre las principales formas farmacéuticas ya
mencionadas; las peliculas bucales y las matrices de microagujas. Indicando los
principales métodos de fabricacion e ilustrando sus estructuras principales.

5. Revisar los adyuvantes mucosales mas utilizados entregando informacion acerca
de los aspectos mas importantes de cada adyuvante mencionado sobre su

seguridad y eficacia.



Metodologia

Durante el trabajo preliminar al desarrollo de la escritura de la revision, fue necesario
realizar una amplia busqueda de articulos para luego seleccionar los que serian incluidos
en el texto final. Esta recopilacion se realizé principalmente a través de la plataforma Web
of Science [10] en la cual se realizaron numerosas busquedas desde lo mas amplio hasta
los temas més especificos. Dentro de la plataforma es posible dirigir la basqueda de
documentos segun campos (titulo, topico, abstract, entre otros) siendo posible también la
inclusion de todos estos para obtener una mayor diversidad de resultados.

En la bdsqueda inicial se indagd por documentos, especificamente articulos de
investigacion, los cuales mencionaran las palabras truncadas immun* o vaccin* donde el
asterisco abarca cualquier terminacion de la palabra como por ejemplo vaccine, vaccination,
vaccinated y que en los tépicos se mencionara buccal u oral* o sublingual. Al realizar esta
busqueda se obtuvo un resultado de 438 articulos, por lo que se decidié realizar busquedas
mas especificas y dirigidas dado al gran volumen de articulos encontrados en la plataforma.
Las busquedas siguientes incluyeron los siguientes conceptos claves: vaccin*, immun?*,
buccal, sublingual, oral*, oral mucosa, buccal mucosa y adjuvant. Para refinar las
busquedas se filtrd por tipo de documento, articulo o revision.

En total, se realizaron 20 busquedas aproximadamente. De estas busquedas se eliminaron
los documentos duplicados y se realizdé una primera seleccion de articulos. Esta seleccién
fue basada en la relevancia del articulo y/o revisiébn en cuanto a los margenes definidos
para la elaboracion de esta revision. En este aspecto, se considera la via bucal como via
principal, la administracion de antigenos, las respuestas inmunes generadas y formas
farmacéuticas innovadoras que sean administradas por vias mucosales principalmente.
Esta primera seleccion qued6 compuesta por 223 documentos.

Finalmente al analizar en detalle cada documento, se realiz6 una seleccion final para ser
incorporados a la revision. Se excluyeron en su mayoria las investigaciones en donde la
mucosa gastrointestinal y nasal fueron los tejidos principales de investigacién a excepcion

de las investigaciones que incluian la mucosa bucal a modo de comparacion.



1. Rutas de inmunizacién mucosal

La cavidad oral es una de las vias de administracion mas ampliamente aceptadas y
amigables con el paciente para la administracién de una gran variedad de farmacos. La
cavidad oral incluye las areas gingivales, las areas ventrales y dorsales de la lengua, las
mejillas, la zona interna de los labios y el suelo de la boca (Figura 1). La cavidad oral permite
el acceso a distintas rutas de administracion de medicamentos, la mas utilizada es la ruta
gue incluye el tracto gastrointestinal en donde el farmaco pasa a través del es6fago hacia
el estbmago y luego es absorbido principalmente en el intestino. Por otro lado, existen las
vias sublinguales y bucales que se enfocan Unicamente en la boca, por lo tanto, no incluyen
otros sitios del tracto gastrointestinal. En consecuencia, a través de la cavidad oral es
posible tener acceso a la via sublingual, bucal, oral e intragéstrica. Siendo la via oral la mas
utilizada para pacientes ambulatorios ya que es segura, facil de usar, econémica e indolora
para los pacientes. Esto puede ayudar a mejorar el cumplimiento por parte de los pacientes,
lo cual es muy importante, particularmente en situaciones en las que una gran parte de la
poblacién necesita adquirir inmunidad contra ciertos patdgenos a través de la vacunacion.
Por otro lado, en ocasiones particulares, es necesario evitar la via oral debido a la alta
actividad enzimatica y los niveles de pH presentes en esta. Debido a que los ambientes
acidos pueden ser perjudiciales para la estabilidad de ciertas moléculas [11, 12],
destruyéndolas inmediatamente al entrar en contacto con los acidos gastricos. Ademas, la
administracion sublingual y bucal son capaces de evadir la circulacion enterohepéatica y, por
tanto, el efecto de primer paso resultante del metabolismo hepatico [13]. Por tanto,
utilizando las vias sublingual y bucal, es posible sortear estos obstaculos. En la tabla 1 se
muestra un resumen de las principales caracteristicas de las vias de administracion
mencionadas. Estas rutas han adquirido un creciente interés para la administracion de un
amplio grupo de moléculas principalmente las de naturaleza peptidica. Existen numerosos
péptidos y proteinas que se utilizan con fines terapéuticos, ya sea para tratar una
enfermedad o para prevenirla. Dentro de la cavidad oral, hay dos sitios principales de
liberacién de la mucosa, las areas sublingual y bucal. Estas regiones, debido a su epitelio
estratificado y no queratinizado, dan como resultado un tejido mas elastico y permeable que
otras regiones de la boca, ayudando asi a la absorcién del farmaco. Mientras que el paladar
y las zonas gingivales estan revestidas con epitelio estratificado queratinizado, lo que las
hace mas dificiles de penetrar. Estas caracteristicas convierten a las regiones sublingual y

bucal en rutas viables para la administracion de farmacos, para moléculas pequefias y para



vacunas ya que el sistema inmunol6gico asociado a las mucosas es altamente desarrollado

[14].

Tabla 1. Comparacion entre rutas de administracion.

Via de administracion Ventaja Desventaja Referencia
* Absorcién asegurada - Dolor en el sitio de puncion
* Evita el efecto de primer paso  * Requiere personal médico
Subcutanea * Induce respuestas inmune * No induce respuestas [15]
sistémicas inmunitarias mucosales [8]
efectivas
+ Absorcién asegurada * Dolor en el sitio de puncién
* Evita el efecto de primer paso  * Requiere personal médico
* Induce respuestas inmune * Requiere cadena de frio
Intramuscular sistémicas - Fabricacién costosa [16]
* No induce respuestas [8]
inmunitarias mucosales
efectivas
* Indoloro - Disgeusia
* Facil de administrar - Degradacion de la vacuna
Oral * Induce respuestas inmunes por el agresivo ambiente [17]
sistémicas y mucosales estomacal y alta actividad [8]
enzimatica
* Indoloro * Disgeusia
* Féacil de administrar * Estrés por movimiento
Bucal - Niveles de pH moderados - Dilucion de la vacuna por [15, 18]
* Induce respuestas inmunes lavado salival [8]
sistémicas y mucosales
* Indoloro - Disgeusia
* Facil de administrar * Estrés por movimiento
Sublingual * Induce respuestas inmunes * Dilucién de la vacuna por [8, 19]
sistémicas y mucosales lavado salival
* Indoloro - Tiempo de residencia corto
* Induce respuestas inmunes * Paso retrogrado hacia el [4-6, 16,
Intranasal sistémicas y mucosales sistema nervioso central 20]

Niveles de pH moderados

Réapida eliminacion de
antigenos




Figura 1. Captacion y presentacién de antigenos por las células dendriticas a través de la
via de la mucosa oral para la inmunizacion.
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2. Sistemainmune mucosal

Las membranas mucosales constituyen una gran e importante barrera que protege al
organismo de amenazas del exterior. Representan la primera linea de defensa contra virus,
bacterias y hongos, generando asi una interaccion importante entre el cuerpo y el medio
externo [21].

De hecho, aproximadamente la mitad de los linfocitos se encuentran en los tejidos linfoides
asociados a las mucosas [22]. Estudios en ratones han demostrado que la vacunacion
mucosal contra Helicobacter pylori puede reducir significativamente la colonizacion
bacteriana en el estdbmago de ratones infectados después de la vacunacion [3],
demostrando la eficacia y viabilidad de utilizar la via mucosal como via de administracion
de antigenos. Ademas, la administracion de antigenos a través de la mucosa puede inducir
inmunidad local y también sistémica. Efectivamente, algunas respuestas inmunitarias de
las mucosas parecen ser mejores cuando la vacuna se administra en las superficies de las
mucosas en lugar de las que han sido administradas a través de la via parenteral [4, 23,
24]. Dado que la via parenteral no es capaz de inducir una inmunidad mucosal eficaz, la
vacunacion a través de las vias mucosales seria una mejor opcién para alcanzar una
proteccion eficaz contra los patdgenos. Para lograr una administracion exitosa de la vacuna
hacia la mucosa, se requiere una estrategia de permeacion del mucus, la funcionalizacion
de nanovehiculos ofrece grandes ventajas a la hora de mejorar el rendimiento de la
formulaciéon y apuntar a la mucosa. Los mecanismos generalmente utilizados por los
patégenos para facilitar su entrada al organismo son; la alteraciéon del ensamblaje de la
mucina, la degradacién y la ruptura de la barrera mucosal [25]. La funcionalizacién usando
lectinas, glicoconjugados y ligandos microbianos como lipopolisacérido y flagelina ha sido

una de las formas de superar el desafio de atravesar dicha barrera. Se ha demostrado a



través de varios estudios que el enfoque de imitacidon de microorganismos puede llegar a
inducir respuestas inmunes mejoradas [25-27].

Esto demuestra la relevancia de poder generar una respuesta inmune eficaz a nivel de las
diferentes mucosas del organismo para hacer frente a las infecciones que se transmiten por
esta via y atacar a los patégenos a tiempo, con la finalidad de prevenir una posible infeccién

y con ella la enfermedad que se desencadena.

2.1 Clasificacion de tejidos linfoides asociados a mucosas

MALT (por su nombre en inglés Mucosa-associated lymphoid tissue) es el tejido linfoide
asociado a la mucosa y es capaz de iniciar una respuesta inmune contra antigenos
especificos presentes en la superficie de la mucosa [28]. La funcion principal del MALT es
producir y secretar anticuerpos IgA especificos para antigenos a lo largo de la superficie de
la mucosa [29]. MALT comprende el sistema inmunologico relacionado con la mucosa, que
puede funcionar de manera independiente del sistema inmunoldgico sistémico [29]. Este
tejido se subclasifica segln su ubicacion, el tejido linfoide asociado a la nasofaringe NALT
(por su nombre en inglés Nasopharynx-associated lymphoid tissue), el tejido linfoide
asociado al intestino GALT (por su nombre en inglés Gut-associated lymphoid tissue), el
tejido linfoide asociado a los bronquios BALT (por sunombre en inglés Bronchus-associated
lymphoid tissue) y el tejido linfoide asociado al sistema urogenital [28, 29]. Entre los sitios
inductivos que se encuentran en el sistema inmunolégico de las mucosas, las células M o
microfold cumplen un rol fundamental. Las células M se encuentran principalmente en el
epitelio perteneciente a GALT y NALT. Dentro de este rol en la inmunizacién, se han
realizado estudios para apuntar a las células M utilizando lipopolisacéarido [30], FimH [31] y
la proteina de reconocimiento de peptidoglicano-1 [32]. Este uso de ligandos dirigidos a
células M ha llevado a una mejora de las respuestas inmunitarias sistémicas y mucosales
[33].

Con respecto a los componentes de MALT, NALT es uno de los componentes principales y
puede inducir respuestas inmunes contra antigenos especificos [34]. Se ha demostrado que
los tejidos linfoides asociados a la via oral, especialmente el tejido linfoide asociado a la
nasofaringe (NALT), parecen ser importantes para la activacién de las células T tras la
exposicion al antigeno. De hecho, NALT es uno de los primeros sitios que exhiben
activacion de células T siendo esta independiente de la via de administracion [35]. Por lo

tanto, NALT es uno de los principales objetivos de la vacunacion a través de mucosas para



inducir la proteccién inmunitaria en la via respiratoria y para combatir las enfermedades
infecciosas que afectan las mucosas [36, 37]. A pesar de que los diferentes tejidos linfoides
estan separados segun su ubicacioén, estos pueden permanecer conectados y comunicados
a través del sistema inmune comun de las mucosas (SICM). Esto implica que los linfocitos
inducidos por un antigeno especifico en un sitio de la mucosa pueden migrar a un sitio
distante de la mucosa como células efectoras para proteger los tejidos del mismo antigeno
en otros 6rganos [29, 37—-40]. Aungue existe comunicacion entre los tejidos de las mucosas,
no son iguales en términos de induccion de respuestas inmunes. Por ejemplo, la vacunacion
intranasal se dirige a los tractos respiratorio, gastrico y genital, mientras que la via oral es
eficaz para inducir inmunidad en el intestino y el tejido mamario, mientras que la
inmunizacion rectal es atil para inducir la inmunidad rectal y del colon e incluso puede
conferir inmunidad al tracto genital [41]. Esto ofrece la posibilidad de llegar a sitios de dificil
acceso a través de rutas convencionales. Asi es como resulta posible administrar antigenos
en un sitio de la mucosa que sea facilmente accesible, para eventualmente inducir

respuestas inmunes en las membranas mucosales distantes del sitio de administracion [42].

2.2 Comparacion entre la via parenteral; Inmunidad local versus sistémica.

Actualmente, las vias mas utilizadas para la administracion de antigenos son las vias
parenterales, que son accesibles y eficaces para inducir respuestas inmunitarias
sistémicas. La eficacia de las vias de las mucosas para conseguir una respuesta inmunitaria
capaz de proteger al organismo ha sido demostrada en una amplia variedad de estudios.
Estas vias se han comparado con otras, habitualmente vias parenterales, ya que son las
mas utilizadas. Se sabe que es posible reducir significativamente la transmisién de
patdgenos de las mucosas mediante la administracién de vacunas en los potenciales sitios
de entrada de microorganismos. Esto se debe a la capacidad de generar respuestas
humorales y celulares en el sitio de vacunacioén [23, 42]. A través de la inmunizacion de la
mucosa, es posible inducir respuestas inmunitarias celulares y de anticuerpos sistémicos,
asi como respuestas de células T CD8 + citotoxicas de la mucosa (Figura 1) [4, 43, 44]. De
manera similar a las vias parenterales, la administracion a través de las mucosas ha
demostrado tener una eficacia comparable. Para la inmunizacién contra el virus de la
inmunodeficiencia de los simios (VIS) a través de aerosol se mostré una fuerte induccion
de respuestas celulares en los pulmones y la inmunidad humoral sistémica se volvio tan

efectiva como la intramuscular [45]. Ademas, el hecho de dirigirse a los sitios de la mucosa



del tracto respiratorio podria desarrollar respuestas de células T de las mucosas mas
robustas que las alcanzadas a través de una administracion intramuscular [46—49]. Un
factor clave para generar esta respuesta es la induccion de respuestas inmunitarias
especificas en el sitio de la mucosa que esta expuesto a la amenaza para interrumpir la
infeccién. Hay casos en los que las vacunas mucosales han mostrado una mayor eficacia
en comparacién con las mismas vacunas administradas por via parenteral. En un estudio
realizado en nifios, se observd la eficacia de la vacuna contra la influenza la cual fue
administrada por dos vias, intranasal (vacuna de virus atenuado) e intramuscular (vacuna
de virus inactivado). Los resultados mostraron que la via intranasal resulté demostrar una
mejor inmunidad protectora que en los casos en los que se administré por via intramuscular
[16]. Se ha observado también que, la eficacia de la inmunizacién esta estrechamente
relacionada con el tipo de infeccion a la que se dirige, por ejemplo, para la proteccion frente
a patdgenos que actlan en areas mucosales como el virus de la influenza, el rotavirus y el
virus del papiloma humano, se requiere la presencia de anticuerpos en los sitios de entrada
de estos patdégenos. Es posible lograr una induccién de estos anticuerpos mediante la
inmunizacion de la mucosa, la cual genera principalmente anticuerpos IgA, o mediante la
trasudacion de anticuerpos IgG del suero generado a través de las vias de inmunizacion
convencional [50, 51]. Para las infecciones en las que la proteccion inmunitaria esta
mediada principalmente por los componentes de la mucosa local, existe impermeabilidad
frente a la trasudacién de anticuerpos séricos o al paso pasivo a través del epitelio. En este

caso, pareceria mas apropiado utilizar una via de administracion topica mucosal [23].

La via bucal para la administracién de antigenos ha generado un interés considerable, dado
gue la mucosa oral tiene una gran cantidad de células dendriticas y células de Langerhans,
lo cual es relevante para lograr respuestas inmunes efectivas (Figura 1). Se han publicado
varios estudios que demuestran la eficacia de la via bucal, en los cuales se ha observado
gue la via de administracion bucal es capaz de inducir inmunidad antitumoral sistémica
utilizando una vacuna contra el melanoma en un modelo de hamster [52]. Existen estudios
en los que se han utilizado peliculas que se desintegran oralmente las cuales contienen
microparticulas de la vacuna, aumentando significativamente la presentacion de antigenos
y los titulos de anticuerpos en el modelo porcino juvenil. De esta forma, se genera una
respuesta inmunitaria eficaz a través de la mucosa bucal [18].

Ademas, se demostrd que la mucosa oral establece una inmunidad antitumoral sistémica

incluso mas eficaz que la inmunizacion cutanea [52], y demostr6é una eficacia satisfactoria



para las lesiones cutaneas distantes. Otro estudio realizado en ratones demostré que al
administrar pDNA mediante inyeccion jet intraoral en la mejilla, la respuesta inmune de la
mucosa se logré induciendo la produccién de anticuerpos IgA [17]. EI mecanismo de
infeccion del patégeno del que se pretende proteger debe ser considerado al momento de
elegir la ruta de inmunizacion, ya que es posible lograr diferentes respuestas a través de
diferentes rutas utilizando el mismo antigeno. Un tema importante es la persistencia de la
proteccion, donde la memoria de las células T es la principal responsable en el caso de una
segunda exposicion al antigeno, ya que genera la respuesta mas rapida [53-56]. Ademas
de lo anterior, la primera zona de exposicion al antigeno es relevante ya que influira en la
permanencia de la memoria de las células T. Se ha visto que la recirculacion de linfocitos
de memoria activados es selectiva y dependera del tejido y de los ganglios linfaticos en
donde se originaron los linfocitos durante la primera exposicién. Sin embargo, en el caso
de la memoria a corto plazo de los linfocitos T citotéxicos de la mucosa no se ve influida por
la via de administracion [57]. Esto es diferente de los linfocitos activados recientemente
derivados de los tejidos de las mucosas o la piel porque han mostrado una preferencia por
migrar de regreso a los sitios donde ocurrié la primera exposicién al antigeno [57-60]. Sin
embargo, la inmunizacion intranasal podria resultar en una memoria de linfocitos T
citotoxicos a largo plazo en la mucosa local del tracto respiratorio, pero también en tejidos
distantes como el tracto genital [4]. Lo anterior daria cuenta de que el tracto genital es un
sitio efector implicito dentro del sistema inmunolégico de la mucosa comun. Se ha
demostrado que, en el caso de respuestas a largo plazo, cuando la administracion es a
través de la mucosa nasal, la memoria mucosa es duradera mientras gque la memoria
sistémica es corta. A diferencia de la inmunizacion parenteral, donde la memoria generada
a nivel mucosal tiende a ser corta y mientras que la memoria sistémica generada suele ser
duradera [4]. Utilizando la via sublingual para administrar vacunas, incluso es posible lograr
respuestas inmunitarias a largo plazo mediante la induccion eficaz de células plasmaticas
de larga vida para un antigeno especifico [19]. Cuando la respuesta inmune generada se
debe Unicamente a la participaciéon de la mucosa sublingual y cuando se administra la

misma dosis por via oral, esta respuesta no se observa [19].



2.3 Induccidn de respuestas inmunes efectivas en sitios distantes del sitio de

administracion

El hecho de que las mucosas mantengan comunicacion entre si a pesar de estar
fisicamente distantes es interesante cuando se considera la administracion de antigenos
gue requieren su accidn en sitios distantes. En un estudio realizado en ratones, se
administré una vacuna de la subunidad del VIH por via intranasal, sublingual e intravaginal.
En el cual la via intravaginal resulto ser eficaz en la induccion de anticuerpos en el area de
la mucosa genital [5]. De hecho, es posible lograr respuestas humorales distales en la
mucosa vaginal y rectal debido a la orientacion hacia los sitios de la mucosa ubicados en el
tracto respiratorio [45]. Sin embargo, la eficacia de la inmunizacion esta muy influenciada
por las fluctuaciones hormonales del individuo [5]. Al respecto, se ha visto que el estradiol
es responsable de la variabilidad en la eficacia de la via intravaginal ya que se ha observado
gue inhibe el cebado de células T CD8+ [61]. Ademas, tanto la via intravaginal como la
intrarectal, a pesar de ser eficaces para inducir una respuesta inmunitaria, tienen un escaso
cumplimiento por parte del paciente [23].

Como alternativas a la via intravaginal, se probaron las vias sublingual e intranasal, ya que
se encontrd que poseian una efectividad similar. Sin embargo, la via intranasal ha generado
ciertas alertas sobre su seguridad ya que se han reportado efectos adversos no deseados
relacionados con dafios al sistema nervioso central. Entre estas complicaciones, la
translocacion de adenovirus al bulbo olfatorio en ratones y la paralisis de Bell se han
descrito en voluntarios que han sido inmunizados contra el virus de la influenza por via
intranasal [62]. Ademas, se ha informado de que la administracion de cierto tipo de
enterotoxina de Escherichia coli, a través de la ruta intranasal en humanos sanos es capaz
de producir efectos toxicos [20]. Se cree que hay un paso retrégrado de los componentes
de la formulacion hacia el sistema nervioso central después de la union de los gangliosidos

[20], el cual no se observa a través de la via sublingual [62—68].

2.4 Administracion sublingual de antigenos como alternativa para el

tratamiento de alergias

La superficie de la mucosa, al ser la primera barrera frente a los patégenos, debe contar
con mecanismos de defensa capaces de proteger al organismo del medio externo. Ademas,

es necesario adquirir tolerancia frente a antigenos inhalados o absorbidos por via oral no



peligrosos y mantener en equilibrio la microbiota local [69]. Sin embargo, cuando estos
mecanismos no funcionan correctamente, se pueden presentar alergias a elementos que
se presentan de manera comun en el medio ambiente, como ocurre con algunos
componentes de los alimentos. Las vias mucosales no solo han demostrado ser utiles y
eficaces en la proteccion frente a patdégenos, sino que también son interesantes para el
tratamiento de determinadas alergias.

Las alergias son un problema que afecta a una parte importante de la poblacion, desde
nifios pequefos hasta adultos mayores. El alérgeno mas comun que causa problemas en
las vias respiratorias es el polen de pasto [70, 71]. Esta alergia se manifiesta
frecuentemente con rinitis o incluso asma y generalmente se trata con antihistaminicos y
corticosteroides para controlar los sintomas, pero eso no ataca la causa del problema. Uno
de los tratamientos que podria ayudar a solucionarlo es la inmunoterapia especifica [72],
gue puede administrarse por via subcutanea. Como alternativa a las vias convencionales,
se ha propuesto la sublingual ya que la administracion de antigenos ha demostrado ser
eficaz para suprimir las respuestas de anticuerpos IgG e IgE, esenciales en los tratamientos
de alergia [73, 74].

El uso de la via sublingual propone un tratamiento no invasivo, indoloro y seguro, ya que
nunca se han descrito casos mortales asociados con la inmunoterapia sublingual [63]. De
hecho, el uso de vias alternativas como la via sublingual podria volverse més seguro al
minimizar el riesgo de inducir anafilaxia durante la terapia [8]. Esto resulta ser una ventaja
importante en términos de seguridad de la ruta sublingual sobre otras rutas utilizadas
convencionalmente. Ademas, se demostré que la via sublingual en la administracién de
ovoalbimina (OVA) como alérgeno induce una supresion de anticuerpos IgE mas alta que
cuando se administra por via intragastrica [75]. Como se ha demostrado, la via sublingual
como via de administracion de alérgenos podria volverse mas segura e incluso mas eficaz
en algunos casos para el tratamiento especifico de alergias.

Como se ha observado en los estudios mostrados anteriormente, la administracion de
antigenos a través de las vias mucosales puede resultar beneficiosa en varias
circunstancias. Podrian ser Utiles, por ejemplo, en pacientes pediatricos o geriatricos con
dificultad de deglucion. Ademas, en algunos casos, el hecho de administrar los antigenos
por via mucosal se observa en mayor efectividad en el tratamiento en comparacién con

otras vias comunmente utilizadas.



3. Sistemas de entrega de antigenos y adyuvantes mucosales de uso comuin

La cavidad oral presenta un gran potencial para la administracion de antigenos. Se han
desarrollado varias formas de dosificacion que utilizan la cavidad oral como lugar de
administracion a través de; comprimidos [76], peliculas mucoadhesivas [8, 15, 76—78], geles
[79], microagujas [80-83] y MucoJetTM [84] (Tabla 2). Las vias que componen la cavidad
oral pueden ser beneficiosas en muchos casos, aumentando el cumplimiento del paciente
por su facilidad de administracion y permitiendo una inmunizaciéon a gran escala. Sin
embargo, podria presentar algunas dificultades (Tabla 1). Entre los retos a los que se
enfrentan los sistemas de administracibn se encuentra la necesidad de mantener
concentraciones suficientes dentro del area de administracion, ya que fisiolégicamente
existe un lavado debido a la anatomia de la cavidad bucal. EI movimiento de las mejillas, la
lengua y la cantidad de saliva pueden dificultar la administracion y alterar las

concentraciones de los farmacos o biolégicos administrados. Esto incluso podria

desprender la pelicula o tableta que se espera esté adherida al tejido.

Tabla 2. Caracteristicas de sistemas de entrega de antigenos.

Forma de Via de . o Antigeno/ modelo ,
e o . - Caracteristica principal - Referencia
dosificacion administracion utilizado
Pelicula de desintegracion Vacuna viva atenuada
oral cargada con vacuna microparticulada contra el [18]
microparticulada sarampion
. . B-galactosidasa / ADN
. Pelicula mucoadhesiva en - 1
Pelicula Bucal ; plasmidico que expresa [15]
bicapa i
B-galactosidasa
Pelicula multicapa de Nanoparticulas y liposomas
depdésito nanofibroso cargados con proteina [77]
electrohilado fluorescente verde
Labio inferior/ . I_Vlatrlz i microagujas Antigenos de VIH y
sé6lidas de acero inoxidable b [80]
Lengua - Ovoalbumina
con recubrimiento

Matriz de microagujas

Microagujas Bucal selees et QC'dO pelliciEee Ovoalbumina [81]

cubierta de

carboximetilcelulosa
Matriz de microagujas

Mucosa oral solubles cargadas con AlbUmina de suero bovino [82]

liposomas




3.1 Peliculas
Como se menciond anteriormente, la cavidad oral es un sitio de gran interés para la
administracién de antigenos. La inmunizacion en su gran mayoria consiste en una
administracién a través de una inyeccion, principalmente intramuscular o subcutanea, que
en muchas ocasiones puede dificultar el proceso. A través de la cavidad bucal, es posible
administrar una amplia variedad de formas de dosificacién, incluidas las peliculas. Aunque
la via bucal y sublingual presentan algunas desventajas, como el estrés por movimiento o
el lavado salival, ciertas propiedades de las peliculas pueden superar estos obstaculos. La
principal caracteristica de las peliculas mucoadhesivas es poder permanecer en la
superficie de la cavidad bucal el tiempo suficiente para liberar el contenido en la mucosa
bucal. Existen varios métodos para fabricar peliculas; dentro de estos, el mas simple es el
método de evaporaciéon de disolvente. En este procedimiento, el principio activo se puede
incorporar a la solucion de gel y luego, cuando se seca, se forma una pelicula que contiene
el antigeno en su interior, también existe la posibilidad de cargar la pelicula al final del
proceso de fabricacion. El desarrollo de peliculas bucales ha permitido la elaboracion de
peliculas en bicapas o multicapas; de esta forma, puede haber capas con diferentes

funciones, optimizando asi el sistema de entrega.

Figura 2. Diferentes tipos de sistemas de pelicula de liberacién de mucosa oral y cada
una de sus capas.

Peliculas Bucales

Formulacién Capa

. ) . A== & Capamucoadhesiva
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Capa de depdsito
de nanofibras
electrohiladas

Capa fina de cera

Monocapa Bicapa Multicapa
(ODF)

Con respecto a la fabricacién de peliculas monocapa, las peliculas de desintegracion oral
ODF (por su nombre en inglés orally disintegrating film) han demostrado ser de gran interés.
No solo en la aplicacion de una amplia variedad de farmacos sino también en la entrega de
vacunas a través de la cavidad bucal. Este tipo de pelicula se disuelve rapidamente cuando
entra en contacto con la saliva, por lo que es comoda para el paciente y reduce el riesgo de
atragantamiento. Un grupo de investigadores fabricO una nueva vacuna oral contra el
sarampion [18], la cual consiste en una pelicula de disolucion oral, donde la vacuna a

administrar se incorpora a la pelicula en forma de microparticulas fabricadas por secado



por atomizacién. Los componentes del gel que formaran la pelicula, Lycoat RS720®,
Neosorb P60W® y Tween 80 daran como resultado una matriz polimérica entérica (Figura
2). Una de las ventajas que tiene esta matriz es la de optimizar la absorcion de las particulas
ingeridas que no fueron absorbidas en la cavidad bucal. Dado que tienen las caracteristicas
para llegar al intestino en buenas condiciones donde podrian generar una respuesta inmune
adicional, en este estudio se realizaron pruebas de inmunidad in vivo utilizando el modelo
de porcino juvenil. Este modelo resulta ser bastante preciso ya que la mucosa porcina
presenta semejanzas con la mucosa humana en cuanto a su composicion y estructura [85].
Se administr6 una dosis inicial utilizando una pelicula de desintegracion oral y luego,
después de dos semanas se administré una dosis de refuerzo en donde se observo que
esta formulacion es capaz de inducir una respuesta inmune significativa. En este caso, la
presentacion de antigenos al complejo mayor de histocompatibilidad clases |y Il (CMH |y
CMH II) aumentd, en comparacion con la formulaciéon que no contenia la vacuna. Ademas,
se observaron titulos de anticuerpos incluso més altos en las semanas cuatro y seis, en
comparacion con los niveles previos a la inmunizacion [18].

Respecto a las peliculas compuestas por bicapa, Cui y Mumper [5] realizaron una
investigacion donde la formulacion de las peliculas mucoadhesivas estaba compuesta por
dos capas. Una fina capa de cera y otra capa mucoadhesiva que contiene el antigeno en el
interior 0 en la superficie (Figura 2). La capa mucoadhesiva se fabricé usando una mezcla
de dos polimeros, Noveon AA-1, un polimero de poliacrilato mucoadhesivo reticulado, y
Eudragit S-100, un copolimero aniénico sensible al pH de &acido polimetacrilico-co-
metacrilato de metilo. Brevemente, el método de fabricacién de las peliculas consiste en
preparar un gel a base de etanol y luego secarlo para formar la pelicula. Finalmente, un
lado de la pelicula se sumerge en cera fundida para darle una segunda capa que se cree
gue ayuda a retardar la difusiébn. Aunque esta variable no ha sido estudiada en esta
investigacion. Se utilizd B-galactosidasa y p-galactosidasa que expresa ADN plasmidico
como modelo de antigeno proteico. En cuanto a la carga del antigeno, se utilizaron dos
métodos. La precarga donde se colocé el antigeno sobre el gel antes de secarlo y la post-
carga, donde se carg6 el antigeno una vez que ya se habia formado la pelicula. Este altimo
mostro la mejor liberacién, 60% en 2 horas para pDNa y 80% para B-galactosidasa. A partir
de este estudio, se encontré que existe una proporcién Optima para lograr una mayor
mucoadherencia, donde la composicién fue 3:1 de Noveon/Eudragit. Ademas de investigar
la proporcién de polimeros para lograr una buena mucoadhesion, se realizaron pruebas in

Vivo en conejos para evaluar las respuestas inmunes. Al analizar los resultados de la



inmunizacion de la mucosa en comparacién con la inmunizacién subcutanea en conejos,
se demostré que era posible inducir IgG especifica de antigeno a través de peliculas
mucoadhesivas. Al cabo de 28 dias de la inmunizacion, los titulos de 1gG fueron
significativamente mayores en los conejos inmunizados por via bucal en comparacién con
la via subcutanea. Ademas, fue posible demostrar que los conejos que fueron inmunizados
con peliculas de bicapa bucal que contienen pDNA desarrollaron signos de inmunidad

celular ya que fue posible observar respuestas proliferativas positivas de esplenocitos [15].

El desarrollo de peliculas bucales y sublinguales ha permitido fabricar peliculas con tres o
incluso mas capas, a las que se les pueden atribuir diferentes caracteristicas para lograr
una administracion exitosa. Debido a la tecnologia detras de estos sistemas multicapa, la
liberaciéon y entrega del antigeno se puede controlar para mantener un gradiente de
concentracion a largo plazo, evitando que sea eliminado rapidamente por la saliva. Ademas,
la incorporacion de una capa de soporte impermeable, como en el caso anterior de las
peliculas con bicapa, permite que el movimiento del contenido de la pelicula sea
unidireccional, ya que el lado que entra en contacto con el resto de la cavidad bucal no es
capaz de liberar el contenido de la pelicula. Para obtener una gran relacion superficie-peso,
se han combinado las tecnologias de las ventajas de las multicapas, nanoparticulas y
nanofibras [77]. MaSek y col. fabricaron peliculas multicapa para la vacunacion a través de
la administracién de nanoparticulas; estos sistemas de administracion constaban de tres
capas, una capa mucoadhesiva, una de respaldo y una capa de depoésito nanofibrosa
electrohilada (Figura 2). Se preparé la capa mucoadhesiva, la cual se cubrié con Eudragit
L 100-55 para formar la capa de respaldo. Finalmente, se humedecié la superficie de la
capa mucoadhesiva y se presioné contra la capa del reservorio nanofibroso para lograr su
adhesion. Cada una de estas capas cumple una funcibn necesaria para lograr una
adecuada administracion. La capa mucoadhesiva, es necesaria para fijar la pelicula sobre
la mucosa oral y permitir gue permanezca adherida el tiempo que sea necesario. La funcion
de la capa de soporte de disolucion oral es proteger la integridad de la pelicula
mucoadhesiva y para la comodidad del paciente, ya que no es necesario retirarla.
Finalmente, la capa de nanofibras tiene una tecnologia y estructura mas compleja que las
otras dos capas por lo que la liberacion de su contenido dependera de los materiales
utilizados en la formulacién, haciéndola mas rapida o controlada. Debido a su altisima
superficie y a los canales formados entre las fibras, que le confieren una alta porosidad,

puede almacenar una gran cantidad de contenido. Estas diferencias significan que tiene



ventajas sobre las capas compuestas por otros materiales como los geles secos; al ser mas
simples, se reduce su capacidad de almacenamiento. Las capas de nanofibras se realizaron
con tres materiales biocompatibles diferentes; Fibroina de seda (FS), Quitosano-Oxido de
polietileno (Quitosano-PEO), Policaprolactona (PCL). Donde uno de los factores mas
importantes a estudiar para esta capa es el grado de adhesividad del material que tiene que
ver con la hidrofilia de las capas. Generalmente, materiales como quitosano-PEO, FSy PCL
pretratados con NaOH pueden proporcionar una alta hidrofilia, que esta relacionada con la
capacidad de liberacion de nanoparticulas. Se ha observado que las peliculas con
superficies hidrofilas fueron capaces de liberar practicamente todo el contenido necesario
durante el tiempo de incubacién. Ademas, se fabricaron liposomas y nanoparticulas con
marcadores fluorescentes que posteriormente se incorporaron a la capa nanofibrosa. Se
realizaron estudios ex vivo en mucosa oral porcina donde se compararon formulaciones
multicapa con nanoparticulas libres. Se ha demostrado que las peliculas pueden mantener
su fluorescencia durante un tiempo prolongado en el lugar de administracion, mientras que
las nanoparticulas libres se eliminaron rapidamente de la superficie de la mucosa y no
pudieron penetrar a través de ella. Ademas, se llevaron a cabo estudios in vivo en porcinos
jévenes a los que se les aplico una pelicula mucoadhesiva multicapa a la mucosa
sublingual. La capa de nanofibras era FS, y el contenido de estas peliculas eran
nanoparticulas de poli (&cido lactico-co-acido glicolico) y polietilenglicol (PLGA-PEG)
marcadas con fluorescencia, en las que PEG cumple la funcion de proporcionar a las
particulas caracteristicas de penetracidén de la mucosa [86]. Al analizar los resultados, se
encontré la presencia de nanoparticulas fluorescentes en las células presentadoras de
antigeno porcino (pCPA) en los ganglios linfaticos. Por lo tanto, este sistema de liberacion
es interesante para la inmunizacion oral o sublingual debido a su potencial para mantener
altas concentraciones a nivel del sitio de administracion, ademas de atravesar la mucosa
oral, llegando a sitios de interés como los ganglios linfaticos.

Las peliculas mucoadhesivas son una plataforma versatil para la administracion de
farmacos de diferentes formas, incluidos los sistemas biol6gicos y particulados. También
es posible modificar las caracteristicas de las peliculas y asi lograr el control de la liberacion
del sistema de entrega. Su complejidad de fabricacién dependera del método utilizado; la
dificultad de elaboracion puede ir desde la deshidratacion de un gel hasta la fabricacién de
un sistema de nanofibras electrohiladas. Las peliculas tienen la gran ventaja de que pueden
ser modificables en cuanto a estructura, composicion, tamafio, hidrofilicidad, espesor,

mucoadhesividad, solubilidad, entre otros. Todas estas caracteristicas hacen que las



peliculas sean sistemas de administracién de farmacos de gran interés en el campo de la

vacunacion a través de mucosas.

3.2 Matriz de microagujas

Las microagujas se han estudiado ampliamente para la administraciéon de vacunas por via
intradérmica; sin embargo, los estudios que involucran la cavidad bucal son limitados. Al
igual que las peliculas, los sistemas de administracion de microagujas son indoloros y
comodos para el paciente, faciles de colocar sin necesidad de personal capacitado, a
diferencia de las rutas que requieren puncién. Las microagujas también tienen la ventaja de
gue son muy cambiantes y pueden tener control de varios parametros cuando se
administran como profundidad, uniformidad y dosis a administrar. La geometria de la punta
de la microaguja es uno de los parametros clave a la hora de estudiar su capacidad de
penetracion cutanea (Figura 3). El afilado y el &ngulo de paso de la punta de la microaguja
pueden afectar la cantidad de contenido depositado en la piel [87]. También es posible
modificar las caracteristicas de las puntas; pueden ser sélidas, huecas, recubiertas o
solubles (Figura 3). En cuanto al contenido, existen formulaciones que incluyen sistemas
particulados ya sea como cobertura de las puntas o en el interior en el caso de ser huecas.

El contenido de la cobertura de las puntas es altamente modificable.

Figura 3. Representacion de una variedad de microagujas. La forma, el tamafio y los
materiales son modificables. La punta de las microagujas puede ser (A) hueca, (B) solida,
(C) recubierta o (D) soluble. (E) La profundidad puede modificarse a través de la geometria
y la punta de las microagujas puede ser (A) hueca, (B) soélida, (C) recubierta o (D) soluble.
(E) La profundidad puede modificarse mediante la geometria y el filo de la punta.
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Existen varios tipos de compuestos que se han utilizado como cobertura de microagujas,
como particulas virales, de bacterias, plasmidos de ADN, etc. [88, 89]. Con respecto al
desarrollo de microagujas recubiertas, se ha demostrado que estos sistemas de
administracion pueden inducir respuestas inmunes cuando se administran en la cavidad
oral. Ma et al. [80] fabricaron microagujas recubiertas con tres tipos de antigenos, dos
antigenos del VIH y ovoalbimina. Estas microagujas se administraron en el labio interno y
en la superficie dorsal de la lengua de conejos para evaluar la respuesta inmune. La
estructura de las microagujas se fabricé a partir de una ldmina de acero inoxidable de 50
pm de espesor a la que posteriormente se le colocaron diferentes recubrimientos. La base
de la solucion de revestimiento se prepar6 con sal sédica de carboximetilcelulosa y Lutrol
F-68 NF, luego se afadi6 sulforodamina u ovoalbumina o E2V3 o ADN que expresaba
gp160. Los tres ultimos fueron los antigenos estudiados, mientras que el primero se utilizé
como colorante para evaluar la penetracion en la superficie de la cavidad bucal de los
conejos. Luego de insertar las microagujas durante 2 minutos, se observé la eficiencia de
entrega de los recubrimientos de microagujas, en el labio, fue cercano a un 63% y para la
lengua fue alrededor de un 91%. Estos valores resultaron ser bastante similares a los que
se habia estudiado previamente para las administraciones en la superficie de la piel, los
cuales fueron entre un 50% y un 90% [88, 90, 91]. En cuanto a la eficiencia de entrega, se
puede mencionar que es un pardmetro que esta intimamente relacionado con la naturaleza
de los materiales, especificamente con su hidrofilicidad. En estudios posteriores se ha
observado que, para los recubrimientos hidréfilos, la eficiencia de administracion es mucho
mayor en los modelos de piel humana y de ratbn en comparacion con los recubrimientos
de naturaleza hidrofébica [81, 91]. Otro pardmetro a considerar es el espesor del
recubrimiento, el cual se ha relacionado con una menor eficiencia de entrega [91]. A pesar
de las condiciones desfavorables que pueden existir en el interior de la cavidad bucal, como
la falta de estructura ésea y el flujo de saliva, la administracion mediante microagujas
confiere una eficacia de administracion adecuada. A pesar de las diferencias entre el labio
interno y la superficie dorsal de la lengua, las respuestas inmunes contra la ovoalbimina
fueron bastante similares. Ambos sitios fueron igualmente inmunogénicos y adecuados
para la administracion de antigenos, generando una respuesta inmune después de la
administracion de una dosis de refuerzo. En este estudio, se demuestra una vez mas la
capacidad de la via mucosa para inducir mejores respuestas que la via intramuscular para
la inmunizacién contra el VIH. La respuesta sistémica generada por la via IM fue similar a

la de la via mucosa, lo que resultd en niveles similares de IgG. Sin embargo, al comparar



la respuesta inmune en saliva, se observa que los niveles de IgA alcanzados por la via
mucosa fueron mas altos que en la via IM, donde la respuesta inmune fue bastante débil.
En otro estudio donde también se utiliz6 ovoalblumina como antigeno, se prepararon
microagujas recubiertas con OVA y con OVA mas Toxina del Célera (TC) como adyuvante
y discos sin puntas. Luego se evaluaron los niveles de IgG después de dos semanas de la
segunda administracién de estos sistemas de administracion [81]. En este caso, la matriz
tenia 13 agujas y ambas matrices de microagujas, y los discos se prepararon por
microfresado y las réplicas por micromoldeado. Ambas estructuras estan fabricadas a base
de acido polilactico (PLA), y los recubrimientos se fabricaron a base de carboximetilcelulosa
(CMC), a la que posteriormente se agregaron OVA y TC si correspondia. En este caso, la
base de PLA actla como una capa de respaldo para soportar el sistema. Se ha demostrado
gue todas las microagujas se insertaron con éxito en la mucosa y que el recubrimiento pudo
disolverse en su interior debido a la alta solubilidad del componente principal. Se estudi6 la
distribucion de OVA méas un marcador fluorescente en mucosa porcina. Al comparar los
resultados de las microagujas y los discos se obtuvo que, a los 20 minutos, las microagujas
ya habian difundido hacia la mucosa. Por otro lado, en el caso de los discos, ocurri6 muy
lentamente, lo que indica que debe estar en contacto con la superficie durante varias horas
para entregar su contenido por via transmucosa. Al realizar la vacunacion in vivo, los
dispositivos se colocaron durante 20 minutos y luego se evaluaron las respuestas inmunes.
En el caso de los discos, no se observa una respuesta efectiva a nivel de las mucosas, muy
probablemente porque lleva méas tiempo liberar el contenido. Por otro lado, para las matrices
de microagujas se obtuvo una mayor respuesta en comparacién con la inducida por los
discos. Ademas, al comparar la respuesta inducida por la matriz de microagujas que
contiene TC como adyuvante, el aumento en los titulos de IgG fue aun mayor.

Con microagujas solubles, es posible incluir lisosomas dentro de la formulacién para que
sean un blogue de construccién de la estructura de la aguja lo cual ayuda a la liberacién en
las membranas mucosales y disolviéndose localmente para liberar el antigeno.
Recientemente este sistema de administracion de antigenos se ha probado para la cavidad
bucal. Zhen y col. describen una matriz de microagujas fabricada en base a liposomas de
manosa-PEG-colesterol (MPC) / lipido-A en donde se utiliz6 albumina de suero bovino BSA
(por su nombre en inglés bovine serum albumin) como modelo de antigeno. Estas
microagujas se fabricaron mediante un procedimiento de emulsificacion-liofilizacion en el
gue posteriormente se utilizd6 un molde inverso para formar la matriz de estructura 6 x 6 de

las microagujas [82]. El atributo mas importante para disolver las microagujas es que deben



ser lo suficientemente duras para penetrar en el sitio de administracion, lo que se logré en
este estudio mediante una matriz de sacarosa y polivinilpirrolidona. Una vez mas, se
compararon las vias de administracion convencionales y no convencionales; en este caso,
se observa que por via subcutanea no fue posible inducir una respuesta inmune mucosal,
a diferencia de la inmunizacion mediante microagujas administradas en la cavidad oral
donde se presentaron altos niveles de IgA en saliva, lavados intestinales y vaginales. Estos
parametros también se compararon con los liposomas libres, donde se observa una
respuesta mucho menor que en comparacion con la matriz de microagujas rellenas de
liposomas pro-MPC/ lipido-A. El dispositivo aplicador de microagujas puede servir de base
ya que, a diferencia de otras zonas de la piel, la mucosa carece de musculos o huesos que
puedan brindar soporte. Los sistemas de aplicacion se utilizan para mejorar la eficiencia de
la entrega y reducir las variaciones que pueden existir en usuarios con poca experiencia en
la insercién del dispositivo [92].

La mayoria de las vacunas administradas por vias convencionales requieren cadenas de
frio, lo que dificulta la distribucion y el transporte. A través de las microagujas, es posible
reducir los requisitos de temperatura para mantener la estabilidad. En el caso de las
microagujas MPC/liposomas de lipido A, los resultados de los estudios de estabilidad
mostraron que permanecieron estables después seis meses a 4°C durante, dos semanas
a 25°C o durante tres dias a 40°C [82]. Solo se observan ligeras variaciones en tamafio y
potencial zeta, mientras que al analizar la integridad del antigeno modelo se ha demostrado
gue no hubo degradacién significativa. Esto indica que estas matrices de microagujas se
pueden mantener bajo una cadena de temperatura controlada. Estos no requieren un alto
consumo energético, a diferencia de algunas vacunas parenterales que deben almacenarse
a muy bajas temperaturas. Esta es una ventaja para la logistica de distribucion y transporte,
gue abarata costos y da mayor accesibilidad a la inmunizacién en regiones donde no es
posible mantener cadenas de frio extremas.

Los sistemas de microagujas definitivamente tienen un gran potencial para usarse como
medio de inmunizacién contra patdgenos que afectan las vias mucosales. Dadas las
amplias ventajas que poseen estos sistemas de administracion, son estables a temperatura
ambiente [82, 83, 93-95], faciles de usar, indoloros, comodos para el paciente [96] y no
requieren personal capacitado. Todas estas caracteristicas las hacen utiles cuando se
considera la inmunizacién masiva en un periodo corto de tiempo, como se requiere en
tiempos de pandemia. En definitiva, la inmunizacién con microagujas en la cavidad bucal

es un campo en el que aun se desconocen muchos detalles ya que la gran mayoria de los



estudios relacionados con la administracion de vacunas con microagujas utilizan la piel
como lugar de administracién y tan solo unos pocos se han centrado en la cavidad oral. Si
bien la informacién sobre este tema especifico es limitada, los resultados obtenidos por las
investigaciones han sido bastante favorables y alentadores. En la Tabla 2 se ofrece un
resumen de los estudios mencionados sobre peliculas y sistemas de matriz de microagujas.
En el futuro, podria ser interesante ampliar el alcance de la administracion cutanea a las
vias mucosales. Ademas, de esta manera, incluso puede ser posible obtener una respuesta

inmune mas robusta.

3.3 Adyuvantes mucosales

La tolerancia es un obstaculo que presenta la cavidad bucal como lugar de administracion
de antigenos, por lo que muchas formulaciones terminan siendo ineficaces a la hora de
evaluar la induccion de respuestas inmunes. La coadministracion de un agente potenciador
de la respuesta inmune como adyuvantes ayuda a potenciar la inmunogenicidad de la
formulaciéon. Aunque existen compuestos bastante efectivos, generalmente son peligrosos
para su uso en humanos, ya que muchos provienen de toxinas bacterianas y son capaces
de causar toxicidades notables. El desarrollo de adyuvantes de la mucosa seguros y
eficaces podria ser tan importante como el desarrollo de antigenos, ya que ambos son
necesarios para una inmunizacion eficaz y segura. Los adyuvantes presentados a

continuacion se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Una recopilacion de moléculas informadas utilizadas como adyuvantes de la
mucosa.

Adyuvante Origen Efecto Referencia
Toxina del colera 97
Vibrio cholerae 571
CTA1-DD [98]
Enterotoxina termolabil LT o Inmunoestimulador [99]
Escherichia coli
DmLT [100]
CpG DNA Oligonucledtido ADN [101]
Quitosano Polisacarido catiénico SErE! Ia,adsormon i [102]
antigenos.

Polietilenglicol (PEG) Polimérico ] [103]

mucopenetracion




3.3.1 Enterotoxinas bacterianas

En cuanto a los adyuvantes de bacterias patdgenas, la toxina del célera (TC) es la principal
enterotoxina producida por la bacteria Vibrio cholerae. Esta toxina esta compuesta por cinco
subunidades de unién (B) y una subunidad A téxica activa. La TC actia aumentando la
presentacion de antigenos por macrofagos, enterocitos y células B, lo que es relevante
dentro de los adyuvantes de la mucosa ya que se ha demostrado que tiene una gran
potencia [97]. Sin embargo, a pesar de ser eficaz, presenta una toxicidad significativa en el
ser humano, generando enterotoxicidad y diarreas graves [98]. También se han informado
acumulaciones en el sistema nervioso central asociadas con efectos secundarios
neuroldgicos [62]. Sin embargo, todavia se usa ampliamente en modelos animales para
evaluar las respuestas inmunes de las formulaciones. En la administracion de antigenos
donde se utiliz6 TC como adyuvante, se observé que no hubo efectos adversos ni a través
de peliculas bucales ni por inyecciones subcutaneas en conejos [15]. Para separar la
actividad adyuvante y la enterotoxicidad, se utilizan subunidades de TC no toxicas. Un
ejemplo de lo anterior es el adyuvante CTA1-DD que es completamente no téxico y seguro.
Dosis de 200 pg administradas en ratones y monos no presentaron efectos toxicos
aparentes, mientras que la misma dosis de TC resultaria letal [104]. En cuanto a la
administracién a través de la cavidad oral, se ha evaluado la efectividad de la inmunizacion
en un sistema de microagujas orales, en el que se evalué la inmunogenicidad de la
formulacién OVA con y sin adyuvante. Se observa que el sistema de administracion es
capaz de generar una respuesta inmune leve sin adyuvante; sin embargo, en comparacion
con la generada por la formulaciébn que contiene TC, esta induccion del sistema
inmunoldégico fue mucho mayor. También se observa que esta formulacién de microagujas
con OVA més TC es capaz de generar respuestas inmunes tanto sistémicas como locales
[81]. Ademas de la toxina del colera, también existe la enterotoxina termolabil de
Escherichia coli (LT), que tiene propiedades inmunomoduladoras similares alasde la TC y
un potencial similar como adyuvante [99]. Pero al igual que la TC, causa diarrea severa, por
lo que la forma nativa no es adecuada para su uso como adyuvante de la mucosa en
humanos. Se han desarrollado varias mutaciones de LT para reducir los efectos téxicos; sin
embargo, algunos de ellos, ademas de perder la toxicidad, también perdieron el efecto
adyuvante. Sin embargo, no todas las mutaciones de LT estan libres de efectos adversos;
el LT de mutante Unico (LTR192G) se utiliz6 en un estudio clinico [105] que implicé la

vacunacion contra Helicobacter pylori por via oral. Resulté que algunos voluntarios tuvieron



episodios de diarrea que, en algunos casos, duraron hasta tres dias. Este efecto secundario
se observo solo en sujetos a los que se les administr6 mLT, ya sea en asociacién o no con
la vacuna en estudio. Mientras que todos los voluntarios presentaron al menos un efecto
gastrointestinal, que se puede atribuir tanto a la vacuna como al adyuvante. Sin embargo,
esta complicacion no es la primera vez que ocurre en un ensayo clinico. Se usé LT nativa
como adyuvante nuevamente para una vacuna contra H. pylori. en donde la incidencia de
diarrea en los voluntarios fue bastante alta, y en algunos de ellos esta complicacién fue tal
gue afectd sus actividades diarias. En consecuencia, la cantidad de LT administrada tuvo
gue reducirse a la mitad [106]. El desarrollo de variaciones de LT como la toxina termolabil
doble mutante (dmLT) ha demostrado una fuerte respuesta inmunitaria de la mucosa en
ratones [95], donde se evalud la respuesta inmunitaria contra H. pylori después de la
inmunizacion sublingual. Resulté que ladmLT y la TC presentaron potencias similares como
adyuvante, actuando principalmente en los ganglios linfaticos cervicales después de la
administracion sublingual. Sin embargo, al comparar la respuesta observada en el ganglio
linfatico mesentérico a la misma dosis, pero en administracién intragastrica, fue mucho
menor. En cuanto a dmLT, ya existen estudios clinicos de fase 1 donde este adyuvante se
ha utilizado en vacunaciones orales. Se probé la seguridad y tolerabilidad de la vacuna
utilizada sin el adyuvante, con 10 uyg o 20 yg de dmLT. Los resultados mostraron que la
vacuna en estas tres formas resultd ser segura y bien tolerada por los voluntarios [107].
Solo tres voluntarios de un total de 129 tenian diarrea, uno de ellos no se atribuy6 a la
vacuna ya que solo habian recibido un placebo. En el dltimo estudio, informé que la adicion

de dmLT a la formulacion de la vacuna no alter6 el perfil de seguridad.

3.3.2 Agonista del receptor tipo Toll

Otro adyuvante es el oligodesoxinucleétido CpG, que consiste en una pequefia cadena de
ADN sintético que ha demostrado tener una gran actividad inmunoestimuladora cuando se
administra por via parenteral pero también por via mucosa [108, 109]. La accion del CpG
sintético es imitar una estimulacion por una infeccion bacteriana y luego interactuar con el
Receptor 9 tipo Toll (TLR-9) [101]. Esto se puede ver en ratones knockout para TLR9, en
los que no es posible observar ninguna respuesta inmune después de la administracion de
CpG. En un estudio realizado en el que se realiz6 la vacunacion sublingual contra
Porphyromas gingivalis utilizando CpG como adyuvante [110]. Se determino que el uso de

CpG en la formulacion resulté en respuestas inmunes mas potentes. Cuando se afadio



CpG a la formulacion, se observé una alta concentracién de IgG e IgA en bazo y saliva,
respectivamente. Mientras que cuando no se administr6 adyuvante, los niveles de
anticuerpos y células formadoras de anticuerpos permanecieron indetectables. En cuanto
a la potencia de CpG, se ha visto que se genera sinergia con TC cuando se aplica
simultaneamente, su actividad aumenta significativamente, logrando mayores respuestas

gue aquellas en comparacion con diez veces cada adyuvante por separado [109].

3.3.3 Polimeros

El quitosano es un polisacarido catiénico que tiene una gran compatibilidad biolégica y
ademas es biodegradable. Tiene muchos usos; entre ellos, es capaz de mejorar el
transporte paracelular a través del epitelio, lo que resulta de gran utilidad a la hora de
plantearse potenciar la absorcibn de antigenos administrados por via mucosa. Hay
investigadores que estan de acuerdo con esta informacion ya que se demostré un aumento
en el transporte y la penetracion de moléculas en presencia de quitosano a través de vias
gue involucran a la mucosa [111-113]. Se piensa que el mecanismo de accién que a través
de la proteccion del antigeno logra una mayor captacion y presentacion, lo que conduce a
una mayor respuesta inmune [114-116]. El quitosano también se ha utilizado para la
fabricacion de microagujas, donde tendria diversos usos; estructural, como adyuvante
mucosal y para conseguir una liberacion prolongada. Otro uso que se le ha dado al
guitosano es la fabricacion de vehiculos nano y micrométricos para la administracién de
vacunas [102]. El quitosano también se ha utilizado para la fabricacion de peliculas
mucoadhesivas multicapa en las que las formulaciones compuestas por quitosano pudieron
liberar casi todas las particulas adsorbidas in vitro [77].

Entre las barreras mas importantes que existen en la cavidad bucal y en muchas otras se
encuentra la barrera mucosa, que cumple la funcién de proteger al organismo de amenazas
exégenas. Por esta razén, a menudo es dificil lograr una inmunizacion eficaz en estas
areas. Para superar este obstaculo, se han utilizado particulas con caracteristicas
mucopenetrantes que ayudan a difundirse rdpidamente a través de la mucosidad. Para
lograr producir particulas con estas caracteristicas, un recubrimiento de polietilenglicol
(PEG) puede conferir la capacidad de atravesar la barrera mucosal. Sin embargo, para
lograrlo con éxito, el revestimiento debe ser lo suficientemente denso; de lo contrario, las
particulas pueden quedar atrapadas en el moco, lo que enlentece su penetraciéon [86]. El
PEG tiene una doble accion, donde puede proporcionar propiedades mucoadhesivas o

mucopenetrantes dependiendo principalmente de la densidad del recubrimiento y del peso



molecular. Cuando el recubrimiento es denso con PEG de bajo peso molecular, conduce a
una rapida penetracion del moco. En el caso contrario, cuando se usa PEG de alto peso
molecular, la mucoadhesion aumenta debido a las interacciones intermoleculares como los
enlaces de hidrégeno con las mucinas. El PEG se ha utilizado ampliamente en el desarrollo
farmacéutico centrado en la administracién de proteinas y nanoparticulas, ya que aumenta
su vida media al reducir las interacciones con las proteinas séricas y macréfagos [103, 117].
En relacién con la administracion de antigenos, el PEG se ha utilizado para recubrir
nanoparticulas que se encuentran dentro de una pelicula para ser utlizadas como
inmunizacion oral y sublingual [77]. En este caso, se disefié una pelicula en la que una de
las capas presentaba caracteristicas mucoadhesivas utilizando hidroxipropilmetilcelulosa y
carbopol, mientras que la capa de reservorio contenia nanoparticulas mucopenetrantes.
Ambas estrategias funcionan en conjunto para lograr una mejor entrega. Ademas de
presentar caracteristicas mucopenetrantes, la inclusion de PEG en la formulacién podria
ayudar a mejorar la liberacion de nanoparticulas en los ganglios linfaticos, lo cual es
bastante interesante cuando se formula una vacuna mucosal [103]. El grado de PEGilacion
puede influir en el direccionamiento de varias células, como las células dendriticas que
migran y puede conducir a una respuesta inmune mas robusta. Se sabe que la PEGilacion
influye en el drenaje del transporte de los ganglios linfaticos y la acumulacién de antigenos
[118]; sin embargo, no se ha demostrado un mecanismo completamente correcto. Aunque
se ha demostrado que al administrar particulas PEGiladas se ha incrementado la
presentacién de antigenos y cebado de células T, ademas de presentar una focalizacion
hacia los ganglios linfaticos [119]. Sin embargo, el mecanismo del PEG no esta del todo
claro ya que son muchos los factores que influyen en el trafico linfatico de particulas y los
resultados de los estudios no han sido del todo precisos. Sin duda, el PEG tiene muchos
usos en la industria farmacéutica ademas de un gran potencial en la administracion de
antigenos por via mucosal por todas las propiedades que puede conferir a las particulas en

el campo de la inmunizacion.



Conclusiones

La inmunizacién por vias no convencionales como la via oral y sublingual ha mostrado un
gran potencial acompafiada de una destacada eficacia por otras vias parenterales. Es
sumamente importante desarrollar formulaciones de vacunas que se administren por via
mucosal ya que serian de gran utilidad en la actualidad. Sin duda, nos enfrentamos a un
mundo diferente, donde los patdgenos que acceden al organismo por vias mucosales
presentan un gran riesgo para la poblacion mundial. El fortalecimiento del sistema
inmunoldgico de las mucosas sugiere una proteccion adicional contra estas amenazas. Mas
alla de lo efectivas que podrian ser las vacunas mucosales, también destacan muchas otras
ventajas relacionadas con el transporte y fabricacién de dosis. Actualmente, lograr un
programa de inmunizacién masivo y eficaz contra el SARS-CoV2 (del inglés severe accute
respiratory syndrome coronavirus 2) ha sido uno de los mayores desafios de los tiempos
modernos. El almacenamiento y transporte de las dosis requieren cadenas de suministro
en donde se mantengan temperaturas considerablemente bajas las cuales pueden llegar a
ser dificiles de mantener, por lo que aumentan los costos asociados con la vacunacién. Por
lo tanto, se obstaculiza el acceso a vacunas para muchos paises de bajos ingresos con una
logistica de cadena de frio limitada, lo que lleva a inmunizaciones sub-6ptimas. Se ha
demostrado que el desarrollo de vacunas en formas de dosificacién oral, como peliculas [7,
78] y matrices de microagujas [82], pueden ser capaces de mantener su estabilidad incluso
en condiciones extremas. Estos sistemas podrian cargarse con particulas de antigeno que
se encuentran en forma de polvo seco, por tanto, al estar en estado soélido, no requeririan
de almacenamiento en congelador o frigorifico [120], lo que facilitaria tanto el
almacenamiento como el transporte de las dosis. El método de autoinmunizacion sin
puncion permite inmunizaciones masivas y mejora el cumplimiento del paciente en
comparacion con las administraciones convencionales. Todos estos factores son
beneficiosos en el contexto de la vacunacién masiva; estos sistemas de administracion
proponen multiples beneficios para el paciente. Tales como facilidad de administracion a
todas las edades, comodidad, aplicacion indolora y sin riesgo de asfixia; por lo tanto, incluso
se podrian autoadministrar. Ademas, el hecho de que no tengan agujas conlleva un menor
riesgo de contaminacion por residuos biolégicos. La autoinmunizacién también puede ser
beneficiosa en tiempos de pandemia cuando se requiere inmunizacion masiva; puede
ayudar a reducir la carga sobre el sistema de salud, especialmente para los trabajadores

de primera linea. Debido a que han mostrado un gran potencial, estas tecnologias podrian



revolucionar la forma de vacunacién de la poblacion, conduciendo a un proceso de

inmunizacion mas econémico y comodo.
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