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RESUMEN 

Los sistemas particulados poliméricos representan una estrategia prometedora para la 

vacunación vía mucosa al proteger la carga de antígenos, aumentar la inmunogenicidad y la 

eficacia protectora. En trabajos previos, las micropartículas de almidón crudo (MPAs) mostraron 

ser vehículos eficientes para la administración de antígenos vía mucosa con propiedades 

adyuvantes; sin embargo, se desconocen los mecanismos subyacentes asociados a esta respuesta. 

En este trabajo se estudiaron las propiedades fisicoquímicas de las MPAs, su mucoadhesión y su 

impacto en la capacidad para superar las barreras biológicas de la cavidad nasal e intestino 

delgado. Las MPAs con tamaño promedio de 4.77 µm y potencial zeta negativo, se localizaron y 

retuvieron en la mucosa nasal e intestinal de los roedores. La retención del almidón en los tejidos 

mucosos se correlacionó con la interacción entre las MPAs y las mucinas comerciales. In vivo, la 

mucoadhesión estuvo acompañada de la rápida permeación a través de la capa de moco y la 

translocación a través del epitelio hacia los tejidos linfoides asociados a la respuesta inmune de 

la mucosa. Estos hallazgos explican en parte, la capacidad adyuvante de las MPAs previamente 

informada en vacunas para las mucosas. Los estudios de biodistribución desde nariz y boca 

confirman el paso al sistema gastrointestinal, con baja toxicidad sistémica. Por tanto, el almidón 

sin modificaciones fisicoquímicas constituye un sistema de micropartículas seguro y eficiente 

para la administración de vacunas para las vías mucosas.  
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ABSTRACT 

Polymeric-based particulate systems represent a promising strategy for mucosal 

vaccination by protecting antigen cargo, increasing immunogenicity, and protective efficacy. In 

previous work, raw starch microparticles (SMPs) have been shown to be efficient vehicles for the 

delivery of antigens via mucosa with adjuvant properties; however, the underlying mechanisms 

associated with this response remain unknown. In this work, the physicochemical properties of 

SMPs and their impact on the ability to overcome the biological barriers of the nasal cavity and 

small intestine were studied. The SMPs with a mean particle size of 4.77 µm and negative zeta 

potential were localized and retained in the nasal and intestinal mucosa of rodents. Starch 

retention in mucosal tissues was correlated with the interaction between MPAs and commercial 

mucins. In vivo, mucoadhesion was accompanied by rapid permeation through the mucus layer 

and translocation across the epithelium into mucosa-associated lymphoid tissue responses. This 

explains the previously reported role of SMPs as mucosal vaccine adjuvants. Biodistribution 

studies confirm passage to the gastrointestinal system with low systemic toxicity. Thus, starch 

without physicochemical modifications constitutes a safe and efficient microparticle system for 

mucosal vaccine administration. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El epitelio que reviste la mucosa protege extensas superficies del tracto oro-

gastrointestinal, respiratorio, ocular y genitourinario. Debido a la continua exposición ambiental, 

la mucosa constituye el punto de entrada para una gran parte de microrganismos patógenos, 

antígenos, partículas medioambientales y toxinas. Por tanto, los tejidos de la mucosa desempeñan 

un rol fundamental en la vigilancia e inducción de inmunidad. 

La barrera epitelial actúa como una barrera física protectora que impide la adhesión y 

colonización de microorganismos potencialmente patógenos a través de diversos mecanismos, 

incluidos la secreción continua de moco, la liberación de péptidos antimicrobianos, la producción 

de inmunoglobulina A (IgA), la tasa de renovación celular rápida y las uniones estrechas celulares 

(Takiishi et al., 2017; Arike et al., 2020). Por su parte, el sistema inmune de las mucosas conecta los 

sitios inductores, responsables de iniciar y establecer las respuestas inmunitarias específicas de 

antígeno, con los sitios efectores, donde las células efectoras ejercen su acción (Brandtzaeg et al., 

2008).  

La vacunación continúa siendo la estrategia de salud pública más eficaz para neutralizar 

las enfermedades infecciosas. La mayoría de las vacunas actualmente autorizadas para uso en 

humanos se administran vía parenteral. Si bien esta ruta es exitosa para inducir respuesta inmune 

sistémica protectora, cuando los microorganismos patógenos tienen como ruta de entrada las 

superficies mucosas, la eficiencia de la vacunación se ve reducida o anulada a causa de la 

incapacidad de la inmunización parenteral para inducir respuesta inmune de mucosa. Por esta 

razón, se reconoce la necesidad de continuar en la búsqueda de vacunas para las mucosas (Lavelle 

et al., 2022; Mouro & Fischer, 2022).  

A pesar de las múltiples ventajas conferidas por la inmunización mucosal (Wang et al., 

2015; Skwarczynski & Tothl, 2020), las rutas de administración plantean importantes desafíos. 

Disminución en la absorción y captación de la formulación luego de la exposición al ambiente 
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hostil del tracto gastrointestinal (TGI), el movimiento peristáltico o el aclaramiento mucociliar 

limitan el trasporte subsecuente del antígeno de interés a través de la barrera epitelial para 

alcanzar los sitios inductores de la respuesta inmune. Estos desafíos han llevado a los 

investigadores a explorar varias estrategias para mejorar la efectividad de la inmunización vía 

mucosa. 

Las vacunas para las mucosas basadas en nanopartículas y micropartículas poliméricas 

como adyuvantes y sistemas de administración han sido ampliamente estudiadas (Jin et al., 2019). 

En primer lugar, por las propiedades inmunoestimulantes intrínsecas que confieren mayor 

inmunogenicidad al antígeno co-administrado en comparación con su forma soluble (Weiss et al., 

2022), pero también por la capacidad adhesiva de la mayoría de los polímeros al moco. La 

mucoadhesión amplía el tiempo de residencia de las vacunas en el sitio de administración, lo cual 

se asocia con el incremento en la eficiencia de liberación del antígeno y la mejora en la respuesta 

frente al antígeno (Gondil et al., 2020; Cho et al., 2021; Hanson et al., 2021). 

El almidón, un polímero abundante en la naturaleza, se ha usado ampliamente en 

sistemas farmacéuticos (Lemieux et al., 2015; Jelkmann et al., 2019; Nouri et al., 2020) y como 

adyuvante de vacunas (Coucke et al., 2009; Guillen et al., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2014; Jun 

et al., 2020; Guktur et al., 2021). Sin embargo, debido a la estructura semicristalina de los gránulos 

de almidón crudo, relacionada con su baja solubilidad e hinchamiento, la mayoría de las 

aplicaciones biomédicas utilizan el almidón soluble con modificaciones fisicoquímicas o unido 

con otros biopolímeros (Garcia et al., 2020).  

Los tratamientos físicos, como el calentamiento y la introducción de ciertos grupos 

funcionales, destruyen y rompen la estructura de los gránulos de almidón, eliminan los dominios 

amorfos y modifican la hidrofobicidad, entre otros cambios. Así mismo, la combinación del 

almidón con otros biopolímeros o polímeros sintéticos altera irreversiblemente la estructura del 

almidón crudo y sus propiedades fisicoquímicas (Lawal, 2019; Torres et al., 2019) incluida la 

biodegradabilidad, biocompatibilidad, toxicidad, capacidad de hinchamiento, junto con la 

capacidad de adherirse a las superficies mucosas (Thakore et al., 2013; Soe et al., 2020).  
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En consecuencia, es de esperar que los resultados obtenidos con el uso de los almidones 

modificados difieran entre sí, de acuerdo con la modificación introducida al almidón crudo. En 

el presente trabajo se utilizaron solo micropartículas de almidón crudo, no estudiadas 

previamente. Se usa el término MPAs para diferenciarlas del almidón soluble, con tratamientos 

fisicoquímicos o funcionalizado, referido como “polímeros con base en almidón”.  

Las MPAs se usaron previamente para la administración de antígenos vía mucosas e 

inducción de respuesta inmune sistémica (Guillén et al.., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2014). A 

diferencia de otros sistemas particulados para la entrega de antígenos, el antígeno se inmoviliza 

sobre el almidón crudo por adsorción directa, no covalente. La inmovilización de los antígenos 

sobre el almidón es mediada por un módulo de unión a carbohidratos a través de interacciones 

hidrófobas, interacciones polares principalmente puentes de hidrogeno e interacciones CH-π; 

estas últimas ocurren entre un átomo de hidrogeno unido covalentemente a un átomo de carbono 

y un sistema π rico en electrones (Rodríguez-Sanoja et al., 2000, Rodríguez-Sanoja et al., 2009; 

Armenta et al., 2018; Armenta et al., 2019). De esta manera, con el uso de las MPAs se elimina la 

necesidad de modificaciones fisicoquímicas y funcionalización, necesarias para la carga del 

antígeno y/o manufactura de la partícula en la mayoría de los otros polímeros.  

La administración oral del fragmento C de la toxina tetánica (TetC) inmovilizado sobre 

MPAs en ratones Balb/c indujo niveles superiores de anticuerpos IgG contra TetC comparado con 

los animales que recibieron el antígeno sin inmovilizar. Esta respuesta se reflejó en el retraso de 

la aparición de síntomas de tétanos cuando los ratones fueron retados con una dosis letal de la 

toxina tetánica (Guillen et al., 2014). Igualmente, la capacidad inmunoestimulante de las MPAs se 

demostró al inmovilizar la proteína recombinante α-cristalina de Mycobacterium tuberculosis (Acr). 

La inmovilización de Acr sobre MPAs indujo preferencialmente respuesta inmune celular 

(Moreno-Mendieta et al., 2014).  

Las MPAs también han mostrado tener un efecto inmunoestimulante sin presencia de 

antígenos. Las MPAs solas o combinadas con Acr administradas nasalmente como refuerzo a la 

vacuna BCG en un modelo de tuberculosis pulmonar progresiva redujeron la carga pulmonar de 

M. tuberculosis y el área pulmonar afectada por neumonía, con incremento de la sobrevida, 
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comparado con los animales que solo recibieron la vacuna BCG (Moreno-Mendieta et al., 2017). 

Hallazgos similares se encontraron cuando las MPAs se usaron como adyuvante directo de la 

vacuna BCG, con mejoras en la eficacia protectora de la vacuna en los animales infectados con 

diferentes cepas virulentas de M. tuberculosis (Moreno-Mendieta et al., 2019). 

En conjunto, los hallazgos previos proporcionan evidencia sobre el potencial 

inmunoestimulante de las MPAs; sin embargo, conducen a múltiples interrogantes que no han 

sido abordados hasta la fecha por la literatura científica, incluida la comprensión de las 

interacciones del almidón crudo entregado por vía mucosa con las superficies mucosas. Por lo 

tanto, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar las propiedades mucoadhesivas de las 

MPAs y su distribución luego de la administración nasal y oral, para obtener un mejor 

entendimiento del mecanismo de la actividad inmunoestimulante reportada previamente. Se 

estudió la interacción de las MPAs con la mucina in vitro, para explicar el incremento en el tiempo 

de residencia en los tejidos mucosos in vivo. Se postula, además, la mucopenetración de las MPAs, 

seguida de la capacidad de atravesar la barrera epitelial y dirigirse a los sitios inductores de las 

respuestas inmunitarias de la mucosa. La evidencia existente sobre la caracterización del almidón 

crudo demuestra que es un adyuvante seguro y eficiente para la administración oral e intranasal 

de vacunas para las mucosas.   
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Administración de vacunas vía mucosas 

La exposición constante de las superficies mucosas al medio ambiente convierte a la 

mucosa en la ruta de entrada de un gran número de microrganismos potencialmente patógenos. 

Las infecciones desencadenadas por estos microorganismos plantean un enorme desafío para el 

desarrollo de vacunas para las vías mucosas, las cuales tienen como objetivo inducir inmunidad 

que evite la adhesión, la colonización y la penetración en el epitelio de patógenos (Lavelle et al., 

2022).  

La inmunización a través de la mucosa ha mostrado simplificar la administración, 

incrementar el apego a los esquemas de vacunación y reducir los costos asociados al personal 

calificado necesario para vacunaciones masivas (Skwarczynski & Toth, 2020). Igualmente, ha sido 

ampliamente demostrada su capacidad de inducir inmunidad local en la mucosa, con protección 

en las superficies mucosas distales mediada por la inmunoglobulina A secretora (sIgA), junto con 

la inducción de respuesta inmune sistémica, en comparación con la controversial evidencia sobre 

la respuesta en mucosas generada luego de inmunización parenteral (Su et al., 2016). 

Se han revisado otras ventajas potenciales de la vacunación paras las mucosas, como la 

protección de la barrera epitelial con anticuerpos neutralizantes IgA e IgG frente a los efectos 

agudos de infecciones bacterianas y virales incluidos V. cholerae, E. coli enteropatógena y el SARS-

Cov-2, (Baker et al., 2022). La vacunación para las mucosas también reduce la carga de 

microorganismos patógenos en la superficie mucosa (Nemattalab et al., 2020) y logra inducir 

inmunidad a largo plazo gracias a las células T de memoria residentes en el tejido (Wilk & Mills, 

2018). A pesar de los esfuerzos realizados en las últimas décadas para el desarrollo de vacunas 

para las mucosas solo pocas vacunas están autorizadas para la administración en humanos por 

esta vía, en comparación con la ruta parenteral (Tabla 1). 
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 Tabla 1. Vacunas para las mucosas autorizadas en humanos  

Microorganismo Vacuna Características generales Ruta Referencias 

Vibrio cholerae Dukoral® Inactivada monovalente: V. cholerae O1 

(Inaba + Ogawa) inactivado por calor y 

formaldehido + Rctb 

Oral Karlsson et al., 2014 

ShanChol™, Euvichol-

Plus®/Euvichol®, mORC-Vax™, 

ORC-Vax™ 

Inactivada bivalentes: V. cholerae O1 y O139 

(Inaba + Ogawa) inactivado por calor y 

formaldehido 

Oral Capeding et al., 

2017; Lee et al., 

2018; Anh et al., 
2014 

Vaxchora™ Viva atenuada monovalentes: V. cholerae O1 

(Inaba) inactivado por calor y 

formaldehido – atenuación ctxA  

Oral Saluja et al., 2020 

Poliovirus mOP, tOPV Viva atenuada: atenuación de serotipo 1 y 

1, 2, 3 poliovirus 

Oral Miquel-Clopés et 

al., 2019 

BIOPOLIO™ B1/3 (b(OPV)) Viva atenuada bivalentes: serotipos de 

poliovirus 1 Y 3 atenuados 

Oral Zhao et al., 2021 

Influenza A  

Influenza B 

FluMist®, Fluenz Tetra™ Viva atenuada cuadrivalente: 

combinaciones de genes HA y NA de 

cepas de tipo A (A/H1N1 y A/H3N2) y 

dos cepas de tipo B (Victoria y Yamagata) 

en un genoma del virus de influenza, 

atenuados por la adaptación al 

crecimiento en temperaturas más frías 

Nasal McNaughton et al., 

2016; Mallory et al., 
2018 

Nasovac™ Viva atenuada monovalente: combinaciones 

de genes HA y NA de cepas de tipo A 

(H1N1) en un genoma del virus de 

influenza, atenuados por la adaptación al 

crecimiento en temperaturas 

  

Nasal Kulkarni et al., 2013 
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Microorganismo Vacuna Características generales Ruta Referencias 

Rotavirus 

 

 

RotaRix®, Viva atenuada monovalente: cepa 

atenuada 82-12 del rotavirus 

humano atenuado (G1 con expresión 

de P1A)  

Oral Varghese et al., 2022 

 
RotaTeq® Viva atenuada pentavalente: cuatro 

rotavirus reordenados (G1-G4) 

expresan la proteína VP7 de la cepa 

de rotavirus humano y la proteína de 

unión P7 de la cepa de rotavirus 

bovino WC3. El quinto rotavirus 

humano G6, expresa la proteína de 

unión P1A 

Oral Varghese et al., 2022 

 
Rotavac®/ Rotavin-M1 Viva atenuada monovalente: cepa 

atenuada G9P/GP1 de rotavirus 

humano atenuado 

Oral Varghese et al., 2022 

 
BRV-PV ROTASIIL Viva atenuada pentavalente: cinco 

rotavirus humanos/bovinos 

recombinantes (G1-G4 y G9) 

Oral Varghese et al., 2022 

Salmonella typhimurium Vivotif® Viva atenuada: cepa Ty21a atenuada 

con desarrollo incompleto del LPS 

Oral Amicizia et al., 2017 

Adenovirus 
Vacuna de Adenovirus Tipo 4 and 

Tipo 7  

Viva no atenuado:  serotipos Ad4 y 

Ad7 

Oral Gray et al., 2018 

*Abreviaturas. rCTB: subunidad B de la toxina del cólera; OPV: del inglés “oral polio vaccine” HA: hemaglutinina, NA: neuraminidasa; 

LPS: lipopolisacárido.  



 

  0  
 

2.2. Inducción de respuesta inmune tras la vacunación vía mucosa  

El objetivo de la inmunización mucosal dirigida a combatir enfermedades infecciosas es 

el de activar la respuesta inmune innata y adaptativa. Las respuestas inmunitarias en las mucosas 

están rigurosamente controladas, a fin de mantenerse tolerogénicas a antígenos inofensivos y 

conservar la homeostasis (Kurashima & Kiyono, 2017).  

La activación de la respuesta inmune innata inicia con la expresión de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs) por las células de la superficie mucosa para el reconocimiento 

de patrones moleculares asociados a patógenos, fagocitosis y liberación de moléculas efectoras 

antimicrobianas y proinflamatorias. La expresión de los PRRs condiciona la respuesta de 

poblaciones celulares en la mucosa tales como las células dendríticas y macrófagos, así como la 

presentación y diferenciación de las células T en células efectoras (Dwivedy & Aich, 2011).  

Diferentes mecanismos median el transporte de antígenos solubles, microorganismos y 

partículas a través de la barrera epitelial mucosa, con la participación de varios tipos celulares 

(Figura 1). Las células M, células epiteliales especializadas en transportar antígenos y partículas, 

captan al antígeno desde su cara apical orientada hacia la luz de la mucosa, para luego exocitarlo 

a través de su membrana basolateral (Dillon & Lo, 2019). Se ha demostrado la presencia de células 

M en sitios de inducción de la mucosa de varios tejidos linfoides asociados a la mucosa (MALT) 

incluidos el epitelio asociado a folículo (FAE) de las placas de Peyer (PPs), las vellosidades 

intestinales del tejido linfoide asociado a intestino (GALT), el domo subepitelial (SED) y el FAE 

del tejido linfoide asociado a la nasofaringe (NALT) o el tejido linfoide asociado al conducto 

lagrimal (TALT) (Kimura, 2018; Oya et al., 2021). Adicionalmente, las células M pueden inducirse 

ectópicamente en condiciones inflamatorias e infecciosas (Kobayashi et al., 2019).  

En ciertos MALT como en las PPs, las células dendríticas se encuentran asociadas con las 

células M y absorben los antígenos liberados por estas. Las células dendríticas de los tejidos 

mucosos tienen la capacidad de extender sus dendritas sin comprometer la integridad de la 

barrera epitelial, para la captación y el transporte transepitelial de antígenos desde la luz de la 
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mucosa o bien, “arrastrarse” sobre la membrana basal de los enterocitos (Kulkarni & Newberry, 

2019).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismos de transporte en la barrera epitelial. 1) Transporte paracelular entre células 

epiteliales; 2) Extensión de dendritas de las células presentadoras de antígeno entre las células 

epiteliales desde la lámina propia; 3) Absorción por células caliciformes a través de los GAPs 

(pasajes asociados a células caliciformes); 4) Transcitosis mediada por células M; 5) Absorción por 

enterocitos de moléculas pequeñas. Tomado de Kulkarni & Newberry, 2019.  

Específicamente en la lámina propia intestinal, se ha descrito que los macrófagos 

residentes (CX3CR1+) también participan en la captura del contenido luminal mediante la 

extensión de las dendritas transepiteliales (Vallon-Eberhard et al., 2006). Por otro lado, McDole y 

colaboradores señalaron que algunas proteínas de bajo peso molecular (<70 kDa) y el dextrano 

son captados por las células caliciformes y entregados preferencialmente al subconjunto de 

células dendríticas CD103+ residentes, formando lo que se denominó “pasajes de antígeno 

asociado a células caliciformes” (GAPs, por sus siglas en inglés) (McDole et al., 2012). El transporte 

mediante GAPs facilita el mantenimiento de la tolerancia inmunológica en estado estacionario 

(Kulkarni et al., 2020).  
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Finalmente, a pesar de la permeabilidad selectiva de la barrera epitelial a causa de las 

uniones estrechas entre las células epiteliales, es posible que ocurra fuga paracelular mediada por 

la expresión de diferentes proteínas claudinas, con la subsecuente formación de poros. La fuga 

paracelular permite el paso de macromoléculas, entre ellas proteínas y carbohidratos como el 

dextrano a través del epitelio mucoso (Kulkarni & Newberry, 2019). 

Los antígenos luminales transportados al MALT son procesados por las células 

presentadoras de antígeno de los tejidos mucosos y presentados a las células linfoides en el 

epitelio que recubre los folículos linfoides. Las células sensibilizadas con el antígeno inducen 

preferencialmente el desarrollo de células B comprometidas con IgA en el centro germinal de los 

folículos linfoides. Además, las células inmunes inducidas por el antígeno migran desde los sitios 

inductores de la respuesta inmune en la mucosa hacia los sitios efectores. Para ello, las células B 

IgA+ circulan vía vasos linfáticos de drenaje, pasan a ganglios linfáticos y estimulan la respuesta 

de células T. Las células T CD4+ específicas de antígeno junto con las células B IgA+ terminan en 

el ducto torácico desde donde entran a circulación sanguínea para retornar a la lámina propia de 

la mucosa gracias a la expresión de receptores de alojamiento en la mucosa (Kiyono & Fukuyama, 

2004; Gorfu et al., 2009), para diferenciarse en células efectoras o de memoria.  

La producción de sIgA en la lámina propia y su liberación al lumen epitelial es la 

característica distintiva de la vacunación de la mucosa, además de ser un mecanismo efector de 

la inmunidad mucosa. Estructuralmente, la sIgA contiene dos monómeros de IgA ensamblados 

con una cadena de unión (cadena J) para formar IgA dimérica. Luego de la secreción en los sitios 

efectores de la mucosa, la IgA dimérica se une al receptor de Ig polimérico (pIgR) presente en la 

membrana basolateral de las células epiteliales. El transporte de la IgA dimérica por pIgR a la 

superficie apical de las células epiteliales y la escisión del ectodominio o componente secretor de 

la pIgR libera la sIgA en la mucosa (Kumar et al., 2020). La sIgA media su función como anticuerpo 

neutralizante al unirse a toxinas y microorganismos patógenos para bloquear la adhesión 

mediada por receptores en la superficie de las células epiteliales de la mucosa. Al mismo tiempo, 

microorganismos, partículas y toxinas quedan atrapados en la capa de moco de la mucosa, lo cual 

facilita su eliminación (Mantis et al., 2010). 
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La compartamentalización del sistema inmune de las mucosas, es decir, la inmunidad 

específica de tejido (Brown & Esterházy, 2021), restringe la elección de la vía de administración 

para obtener la respuesta inmune deseada. Así, mientras la inmunización oral provoca respuestas 

de anticuerpos en las glándulas salivares, el segmento proximal del intestino delgado y las 

glándulas mamarias, induce poca o ninguna respuesta de anticuerpos IgA en el recto y mucosa 

genital femenina (Kozlowski et al., 1997). Sin embargo, la inmunización nasal induce protección 

en vías respiratorias superiores e inferiores, vagina e intestino (Johansson et al., 2001; Ruane et al., 

2013; Americo et al., 2022).  

2.2. Sistema inmune de las mucosas 

El sistema inmune de la mucosa está compuesto por sitios inductores y sitios efectores 

para la inducción de respuestas inmunitarias, los cuales son funcional y anatómicamente 

distintos. Los sitios inductores de la respuesta inmune, llamados MALT, comprenden una red 

inmunológica compleja a lo largo de la superficie de varios tejidos de mucosa. Estos incluyen el 

GALT, el NALT, el TALT, el tejido linfoide asociado a órganos genitales (GOALTs), entre otros 

(Kimura, 2018; Chuluunbaatar et al., 2022; Silva-Sanchez & Randall, 2019).  

Los MALT poseen diferencias entre especies, así como diferencias según su localización 

anatómica y organogénesis. Sin embargo, estos tejidos comparten estructuras básicas tales como 

la superficie epitelial cubierta con células M que recubre los folículos linfoides ricos en células B, 

las regiones interfoliculares ricas en células T, las regiones del SED y el FAE también ampliamente 

infiltrado por linfocitos (Ahlawat et al., 2014). Los linfocitos intraepiteliales convencionales 

(TCRαβ+) y no convencionales (CD8αα+, TCRγδ+, CD4− CD8αβ− TCRαβ+) que se ubican en el 

epitelio de barrera, tienen contacto inmediato con los antígenos en la luz del epitelio previniendo 

la invasión de microorganismos patógenos y manteniendo la tolerancia (Ma et al., 2019).  

Por otra parte, los sitios efectores de la respuesta inmune en la mucosa son tejidos menos 

organizados y contienen células efectoras dispersas. La lámina propia en el TGI, respiratorio y 

genitourinario, el pasaje nasal y los tejidos glandulares secretores como las glándulas mamarias, 

salivales y lagrimales albergan plasmoblastos, células plasmáticas IgA e IgM, escasas células B 
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principalmente IgA+ y grupos de células T especializadas de la mucosa (CD4+ TCRαβ+ o CD8αβ+ 

TCRαβ+). Estas células median las respuestas inmunes dirigida al antígeno mediante la secreción 

de anticuerpos para neutralizar y eliminar microorganismos patógenos, la producción de 

citocinas, el estímulo para la producción de proteínas antimicrobianas y la contribución a la 

formación de uniones estrechas entre células epiteliales (Spencer & Sollid, 2016; Ma et al.., 2019).  

2.4. Composición de la mucosa intestinal 

2.4.1. Células epiteliales intestinales 

La mucosa intestinal es el principal sitio de absorción in vivo. Los nutrientes, fármacos y 

otros xenobióticos, partículas, antígenos, oligoelementos y macroelementos deben pasar a través 

de la capa mucosa y transportarse a través de la barrera epitelial intestinal para ser absorbidos. 

El TGI está organizado en vellosidades que se extienden y criptas que se invaginan, cuya longitud 

varia en los diferentes segmentos del intestino (Mowat & Agace, 2014). Generalidades de la 

composición celular del epitelio intestinal se describe en la Tabla 2.  

Tabla 2. Componentes celulares del epitelio intestinal Se describen las características 

generales, función y localización de las células epiteliales intestinales.  

Célula Características Función Localización 

Enterocitos ▪ Epitelio cilíndrico 

simple 

▪ Superficie apical 

compuesta de 

microvellosidades 

y glucocálix 

▪ Barrera física 

▪ Internalizar antígenos 

▪ Secretar AMPs 

▪ Digestión y absorción 

 

Superficie interna 

del intestino 

delgado y grueso 

Células de 

Paneth  

▪ Células secretoras 

▪ Contienen 

abundantes 

gránulos 

citoplasmáticos 

▪ Limitar el acceso a 

microorganismos 

patógenos 

▪ Secretar AMPs 

▪ Modular la respuesta 

inmune 

Base de la cripta del 

intestino delgado, 

entre las células 

madre intestinales 
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Células 

caliciformes 

▪ Células secretoras ▪ Secretar moco 

▪ Capturar antígenos 

luminales 

▪ Restaurar el epitelio 

intestinal 

▪ Proteger las 

membranas mucosas 

▪ Todo el TGI 

▪ Cubre las 

vellosidades y 

criptas 

Células 

enteroendocrinas  

▪ Secretan hormonas 

peptídicas activas 

▪ Modular la respuesta 

inmune y mantener la 

homeostasis 

▪ Secretar hormonas 

que regulan la 

motilidad intestinal, 

saciedad, secreción de 

insulina, entre otros.  

▪ Todo el TGI  

▪ Membrana 

apical de la luz 

intestinal  

Células de Tuft  ▪ Células secretoras 

▪ Células 

quimiosensoriales, 

pero no producen 

hormonas 

 

▪ Inmunidad intestinal 

▪ Respuesta contra 

helmintos y protistas 

▪ Mantenimiento de las 

ILC2 

▪ Expresar componentes 

necesarios para 

percepción del gusto 

▪ Intestino 

delgado y 

grueso 

▪ Vellosidades y 

criptas 

Células M ▪ Pueden o no tener 

microvellosidades 

cortas en la 

superficie apical  

▪ "Bolsillo" 

basolateral  

▪ Captación y 

transcitosis de 

antígenos desde el 

lado luminal al lado 

basal 

▪ Inmunidad intestinal 

▪ Cubre 

vellosidades y 

criptas del 

intestine  

▪ GALT (FAE, 

PPs, ILF) 

*Abreviaturas. AMPs, péptidos antimicrobianos, ILC2, células linfoides innatas del grupo 2; ILF, 

folículos linfoides aislados (del inglés "isolated lymphoid follicles"). Allaire et al., 2018; Bonis et al., 

2021.  

2.4.2. Tejido linfoide asociado a intestino 

El GALT, sitio inductor de la respuesta inmune en intestino, está constituido por tejidos 

linfoides multifoliculares como las PPs, las cuales están unidas al epitelio intestinal para la 

captura de antígenos y conectadas al sistema linfático vía vasos eferentes. Además, cuenta con 

numerosos tejidos linfoides terciarios inducibles, denominados tejidos linfoides intestinales 
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solitarios, tales como los folículos linfoides maduros y los criptoparches aislados (Eberl & 

Lochner, 2009). 

Las PPs se encuentran íntimamente asociadas a la luz intestinal a través del FAE, un 

epitelio compuesto predominantemente por células M, pocas vellosidades intestinales y una fina 

capa de moco. En comparación con las vellosidades intestinales, en las PPs ocurre la captación 

preferencial de antígenos particulados (Da Silva et al., 2017). Las células M que se superponen a 

las PPs capturan y transportan los antígenos solos o en complejo anticuerpo/antígeno desde el 

lumen hacia el SED (Rochereau et al., 2013). Poblaciones de células dendríticas y macrófagos 

derivados de monocitos del SED extienden sus dendritas para muestrear directamente los 

antígenos particulados luminales e interaccionan con las células M (Kolesnikov et al., 2020). 

Adicionalmente, el SED contiene el folículo de células B, la zona marginal y el centro germinal 

que contribuyen a la inducción de respuesta inmune luego de la exposición a los antígenos, 

incluida la producción de sIgA en la mucosa (Figura 2).  

 

Figura 2. Organización de las placas de Peyer. Representación esquemática y MCBL de las PPs en (A 

y C) estado estacionario y (B y D) después de tratamiento con el adyuvante para mucosa toxina 

de cólera. GC, centro germinal. Tomado y adaptado de Ahlawat et al., 2013.  

2.5. Composición de la mucosa nasal 

2.5.1. Células epiteliales nasales 

La cavidad nasal se extiende desde las fosas nasales hasta la nasofaringe dividida por un 

tabique medio en dos conductos simétricos. El aire inhalado fluye a través de las fosas nasales 
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hacia el vestíbulo, revestido por epitelio escamoso. Los cornetes en la cavidad nasal se proyectan 

desde las paredes laterales o dorsales hacia la luz (Alvites et al., 2018). Los cornetes nasales, el 

tabique medio, las paredes laterales de la cavidad nasal y el techo de la nariz, así como las 

estructuras linfoides menos organizadas incluidas el conducto lacrimal, la lámina propia y el 

epitelio nasal, se consideran parte del pasaje nasal (Chamanza & Wright, 2015).  

Las poblaciones epiteliales en la cavidad nasal difieren de acuerdo con su localización y 

función (Figura 3). Mientras que en el vestíbulo nasal el epitelio es escamoso, el epitelio 

respiratorio ubicado entre la cámara principal y la nasofaringe es cilíndrico pseudoestratificado 

ciliado (Harkema et al., 2006). Adicionalmente, Kim y colaboradores evidenciaron en las 

superficies laterales de los cornetes en el epitelio respiratorio, una monocapa de células epiteliales 

columnares ciliadas compuesta exclusivamente por células M (Kim et al., 2011). Debido a la alta 

vascularización, la baja permeabilidad epitelial, el rápido recambio de moco y la abundancia de 

células M, el epitelio respiratorio es ideal para la liberación de vacunas y fármacos hacia la 

circulación sistémica y proporciona el mayor tiempo de residencia en cavidad nasal (Kumar et al., 

2016). 

Figura 3. Distribución del epitelio en la cavidad 

nasal de roedores. Cuatro poblaciones de 

células recubren la mucosa nasal desde la 

región anterior en el vestíbulo hasta la 

región posterior hacia la nasofaringe. 

Epitelio escamoso, epitelio de transición, 

epitelio respiratorio y epitelio olfatorio. 

Figura tomada de Alvites et al., 2018.  

 

El epitelio de transición se encuentra distal al epitelio escamoso y proximal al epitelio 

respiratorio. Varía entre epitelio cuboidal y cilíndrico, escasamente ciliado, cubierto de 

microvellosidades, con mayor cantidad de células caliciformes y, por ende, con mayor cantidad 

de moco. Finalmente, el neuroepitelio olfativo pseudoestratificado, que en roedores ocupa casi el 

50% de la cavidad nasal, recubre la mayor parte de los cornetes etmoidales, el techo, la pared 

lateral y el tabique de las vías respiratorias nasales distales (Harkema et al., 2006; Alvites et al., 



 

  8  
 

2018). Contrario al epitelio respiratorio, la baja vascularidad relativa con permeabilidad 

endotelial alta favorece el drenaje hacia ganglios linfáticos desde la lámina olfatoria (Kumar et al., 

2016).  

La morfología de las células M difiere de acuerdo con su localización en la cavidad nasal. 

Las células M en el epitelio respiratorio tienen su superficie deprimida y están cubiertas con 

microvellosidades cortas e irregulares, tal como las células M clásicas presentes en el NALT. 

Estudios ultraestructurales revelaron que en la región de mococapa del epitelio respiratorio las 

células M carecen de la invaginación o el “bolsillo” de las células M clásicas. No obstante, estas 

células M conservan la capacidad de capturar proteínas solubles y antígenos bacterianos (Kim et 

al., 2011).  

El sistema mucociliar de la cavidad nasal, encargado de la remoción de la mayoría de los 

antígenos particulados, tiene dos componentes: las células epiteliales ciliadas del epitelio 

respiratorio y el moco que reviste las superficies luminales, secretado por las células caliciformes 

de la superficie del epitelio y las glándulas subyacentes en la lámina propia (Harkema et al., 2006). 

Los cilios de las células ciliadas impulsan el flujo de moco. La dirección del latido ciliar tiende a 

alinearse a lo largo de la dirección del flujo de moco hacia la nasofaringe y la orofaringe para ser 

deglutido (Harkema et al., 2018). Debido a la ausencia de cilios en ciertas porciones de la cavidad 

nasal, hay regiones en donde el tránsito es más lento, lo cual influye en la tasa de aclaramiento 

mucociliar (Rogers et al., 2022).  

2.5.2. Tejido linfoide asociado a la nasofaringe 

El NALT y el pasaje nasal representan los sitios inductor y efector de la respuesta inmune 

en la cavidad nasal, respectivamente (Hiroi et al., 1998). El NALT, como tejido linfoide 

organizado, ha sido descrito en diversos vertebrados incluidos los humanos (Debertin et al., 2003). 

En roedores, este tejido se encuentra en ambos lados del ducto nasofaríngeo, dorsal al paladar 

blando cartilaginoso (Velin et al., 1997) (Figura 4).  
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Figura 4. Cavidad nasal y tejido linfoide asociado a la nasofaringe murina. Secciones transversales 

teñidas con hematoxilina-eosina de la región media de la cavidad nasal. A. Las flechas de indican 

la localización bilateral del NALT en la cavidad nasal. B. Ampliación de figura A mostrando el 

NALT. Imágenes tomadas de Gogos & Federle, 2019.  

El tejido está constituido por las vénulas del endotelio alto, el FAE y las células inmunes 

necesarias para el inicio y la estabilización de las respuestas específicas de antígeno (Kiyono & 

Fukuyama, 2004). Heritage y colaboradores definieron la composición celular del NALT en 

ratones hembra Balb/c de 6-8 semanas de edad, observando un predominio de células B, seguido 

de células T y macrófagos (Heritage et al., 1997). En un trabajo posterior, Fukuyama y 

colaboradores demostraron que la organogénesis del NALT ocurre a partir de la primera semana 

de nacimiento, con un tejido desarrollado a partir de la octava semana, independiente del 

estímulo antigénico y con crecimiento continuo conforme avanza la edad de los animales. Se 

sugiere que la diferencia en la organogénesis del NALT respecto a las PPs se asocia a las 

diferencias en las señales de activación proporcionadas por antígenos ambientales inhalados 

después del nacimiento (Fukuyama et al., 2002). 

Aunque fenotípicamente las células M del FAE en el NALT (GP2+, CCL9+, CXCL16-) 

difieren de las células M de PPs (GP2+, CCL9+, CXCL16+), en respuesta a estímulos antigénicos 

comparten la capacidad de capturar antígenos particulados luminales para iniciar la respuesta 

inmune de mucosa (Date et al., 2017). Al igual que en PPs, se induce la formación de centros 

germinales, la diferenciación a células T efectoras y la producción de sIgA e IgG sérica (Pabst, 

2015). 
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2.6. Características de la barrera mucosa  

La capa de moco es la primera barrera común en toda la superficie mucosa para los 

microrganismos patógenos, partículas o formulaciones que se administran vía mucosa. 

2.6.1. Generalidades del moco  

El moco que recubre las membranas mucosas es sintetizado y secretado principalmente 

por las células caliciformes ubicadas entre el epitelio mucoso. El moco está compuesto de agua 

(~90-95%), electrolitos (1% p/v), enzimas, sales, ADN, lípidos (1-2%), factores de crecimiento, 

péptidos antimicrobianos, proteínas y mucina, la glicoproteína más abundante (~1-5%) (Leal et 

al., 2017; Bansil & Turner, 2018). 

El grado de organización de la mucina sobre las superficies mucosas le confiere al moco 

diversas funciones basadas principalmente en su capacidad para formar geles (Figura 5). Entre 

otras funciones, el moco establece un filtro selectivo para la difusión de partículas, la captura de 

microorganismos potencialmente patógenos, partículas, células inflamatorias y detritos celulares, 

evitando la adhesión al epitelio y libera moléculas tales como péptidos antimicrobianos y 

citocinas (Pelaseyed et al., 2014).  

Figura 5. Organización de la red de mucina sobre las superficies mucosas. A. Representación 

esquemática de la organización del gel de moco en mucosa del íleon. B. Se detectó la mucina-2 

(verde) mediante inmunotinción de secciones del íleon de ratones Balb/c. La tinción de ADN de 

Hoeschst se muestra en azul. La línea punteada indica el gel de moco continuo sobre la punta de 

las vellosidades intestinales. C. Imagen de microscopía electrónica de barrido muestra un gel 

mucoso, compuesto de redes fibrilares de mucina (200 nm). Imagen tomadas y adaptadas de 

Johansson et al.., 2011; Loonen et al.., 2014; Petrou & Crouzier, 2018. 
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La estructura de la capa de moco entre los tejidos mucosos varía ampliamente en su 

composición, grosor, viscosidad y propiedades reológicas (Tabla 3). Por ejemplo, en roedores, el 

moco nasal es más delgado (10 µm de grosor) que en TGI (~180 µm de grosor), lo que lo hace 

altamente permeable (Atuma et al., 2001; Pelaseyed et al., 2014). Igualmente, la expresión de las 

mucinas difiere en los diferentes órganos (Tabla 3).  

2.6.2. Mucina 

Las mucinas son una familia de glicoproteínas complejas de alto peso molecular (10-40 

MDa) con cadenas polipeptídicas organizadas en dos regiones, como se muestra en la Figura 6. 

La región central tiene dominios ricos en prolina/treonina/serina (dominios PTS) con un número 

variable de repeticiones en tándem (VNTR), las cuales varían en número de repeticiones, longitud 

y secuencia de aminoácidos según el tipo de mucina. Estos dominios están altamente glicosilados 

a través de enlaces O-glicosídicos entre la N-acetilgalactosamina y los grupos hidroxilo de los 

residuos de serina y treonina del núcleo de la proteína (Bansil & Turner, 2006). Las mucinas 

también tienen sitios para N-glicosilación, C-manosilación y dimerizaciones postraduccionales 

(Cao et al., 2012).
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Tabla 3. Descripción del moco y las mucinas en sitios mucosos de ratones. 

*Abreviaturas. Muc, mucina; NE, no encontrado. Tomado de Leal et al., 2017; Chatterjee et al., 2020; Paone & Cani, 2020; Vagios 

& Mitchell, 2021; Zhao et al., 2022.La segunda región de las mucinas tiene poca O-glicosilación, pocos sitios de N-glicosilación y una 

alta proporción de dominios de cisteínas situados en los extremos amino y carboxilo y en menor proporción, entre los dominios PTS, 

lo cual promueve la formación de enlaces disulfuro. Estos dominios ricos en cisteína participan en la formación de dímeros y 

posteriormente se polimerizan para formar multímeros (Bansil & Turner, 2006; Bansil & Turner, 2018). 

Sitio 

mucoso 

Grosor del 

moco 

Tiempo de 

aclaramiento 

mucociliar 

Tamaño del 

poro 

pH del moco Tipo de mucinas 

Formadoras de 

gel/secretadas  

Asociadas a la 

superficie celular 

Boca 10–100 μm 0.1–1.85 mL/min ≥100 nm a varios 

μm 

6.8–7.4 Muc 5B, 7*, 19 Muc 1, 4, 16, 21 

Nariz 10-15 μm 5–10 min 150 ± 50 nm 5.5-6.7 Muc 5AC Muc1, 4  

Pulmones 5–55 μm 5–10 cm/min NE 6.5-7.9 Muc 5B Muc 1, 4, 16 

Estómago 170 μm 4–5 h 500 nm 1.0–3.0 Muc 5AC, 6 Muc1, 12, 13, 17 

Duodeno ~500 μm  

47–270 min 

 

200-220 nm  

5.9–7.5 Muc 2, 6 Muc 1, 12, 15, 17  

Yeyuno ~250 μm Muc 2 Muc 1, 12, 15, 17  

Íleon ~200 μm Muc 2 Muc 1, 12, 15, 17  

Colón ~100-150 μm 270–300 min <200 nm 6.2–7.6 Muc 2, 5B Muc 3, 4, 12, 15, 

17, 20, 21 

Vaginal 20 μm 6 mL/d 60 nm 3.5–4.5 Muc2, 5AC, 5B, 6 Muc 1, 4, 16, 22 
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Figura 6. Diagrama esquemático de la estructura de la mucina. Monómero lineal de mucina constituído 

por repeticiones en tándem (VNTR) en la región central ricas en prolina (Pro), treonina (Thr) y serina 

(Ser) ─PTS (verde) altamente glicosiladas. Las regiones amino y carboxilo terminal tienen mayor 

número de dominios ricos en cisteína (rojo) para la formación de dímeros. Patrón de glicosilación 

de las mucinas adaptado de Qu et al., 2021.  

Los carbohidratos representan el 40-80% de la mucina y consisten básicamente en N-

acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa, galactosa, ácido siálico, trazas de manosa y 

azúcares sulfatados. La estructura anfifílica de la mucina le permite atrapar de manera eficiente 

partículas extrañas a través de interacciones adhesivas polivalentes (Lai et al., 2009).  

Las mucinas se clasifican de acuerdo con el tipo de célula productora. Las mucinas 

secretadas, principalmente son sintetizadas por las células caliciformes y tienen la capacidad de 

formar geles, a excepción de la mucina 7, secretada abundantemente en saliva y en menor cantidad 

en tracto respiratorio, la cual es incapaz de formar geles. Por otra parte, las mucinas 

transmembranales se sintetizan, secretan y cubren la superficie apical de las células epiteliales, 

formando el glucocálix (Pelaseyed et al., 2014; Paone & Cani, 2020). 

2.6.3. Barrera de moco intestinal 

La capa de moco intestinal desempeña funciones protectoras mecánicas, químicas y 

biológicas al mismo tiempo que contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal. Para 

desempeñar estas funciones, las células caliciformes cambian a lo largo del TGI y aumentan 
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proporcionalmente con el incremento en el número de microorganismos. En consecuencia, en 

humanos, el grosor del moco del intestino delgado es menor que en el colón (Paone & Cani, 2020).  

De este modo, gran parte de los nutrientes pueden ser absorbidos por el epitelio mientras se 

limita el paso de microorganismos patógenos gracias a los péptidos antimicrobianos secretados por 

las células epiteliales intestinales de las criptas (Ermund et al., 2013). En animales, los estudios sobre 

el grosor del moco intestinal aún son muy limitados y hay discrepancias en los datos informados. El 

grosor estimado de la capa de moco intestinal en ratones se muestra en la Tabla 3.  

La mucina formadora de gel MUC-2 es la más abundante en intestino delgado y forma una 

capa discontinua sobre las células epiteliales (Pelaseyed et al., 2014). El tamaño del poro en la malla 

de moco del intestino delgado incrementa desde la punta de las vellosidades hacia la cripta, lo que 

permite la permeación (Camilleri et al., 2019). Sin embargo, las mucinas transmembranales 

continúan la protección frente a microorganismos que superan la capa de moco y median las 

interacciones huésped-microorganismos. Del mismo modo, la secreción de otras glicoproteínas 

como RELM-β, Fcgbp, Agr2, ZG16, Lypd8 y Tff3, contribuyen a la protección y mantenimiento de 

la homeostasis (Allaire et al., 2018).  

La síntesis y secreción de las mucinas por las células caliciformes son procesos altamente 

regulados que, al igual que la degradación, dependen del peristaltismo y la ruptura enzimática 

microbiana. La tasa de recambio del moco intestinal es aproximadamente 240 μm/h en humanos y 

100 μm/h en ratones. (Paone & Cani, 2020). 

2.6.4. Barrera de moco nasal  

Al igual que en intestino, el moco nasal funciona como una barrera física e inmunológica 

protectora. Sin embargo, a diferencia de la capa de moco del TGI, el grosor en cavidad nasal es 

mucho más delgado (10 a 15 μm) (Beule, 2010) y la tasa de renovación es más rápida (10 min), con 

una velocidad de recambio en humanos aproximada de 100 μm/min (Cone et al., 2009). La mucina 

formadora de gel MUC5AC, producida por las células secretoras y las glándulas de la submucosa, 

es el componente principal del moco en cavidad nasal. MUC1 y MUC4, mucinas transmembranales 



 

15 
 

con alto contenido de ácido siálico y sulfato, confieren carga fuertemente negativa al epitelio de las 

vías respiratorias, evitando la invasión del epitelio subyacente por patógenos (Chatterjee et al., 2020). 

Sin embargo, otras características son comunes entre la cavidad nasal y el intestino delgado, 

como el pH o el tamaño promedio del poro de la red de moco, por lo que ambos permiten la difusión 

de partículas y moléculas de menor viscosidad, mientras que limitan la movilidad de partículas 

conforme incrementa el tamaño de las mismas (Yildiz et al., 2015). 

2.7. Algunos desafíos de la administración de vacunas en las mucosas 

Las vacunas administradas vía mucosa, al igual que los microorganismos patógenos, se 

enfrentan a múltiples desafíos al intentar alcanzar los epitelios mucosos. Las formulaciones pueden 

degradarse enzimáticamente, diluirse en las secreciones mucosas, quedar atrapadas por la red de 

moco y ser eliminadas antes de alcanzar el epitelio. Por tanto, para inducir eficazmente respuesta 

inmune local de mucosa y realizar tránsito efectivo en el MALT, las formulaciones deben superar 

estas barreras. 

2.7.1. Importancia de la mucoadhesión en la vacunación vía mucosa  

Dentro de las estrategias de administración de fármacos, uno de los fundamentos básicos es 

la adhesión y retención mejorada como un método eficaz para incrementar la biodisponibilidad de 

los componentes activos (Zhao et al., 2022). Asimismo, en el diseño de vacunas para las mucosas se 

ha sugerido la relevancia de materiales más mucoadhesivos en las formulaciones para incrementar 

la eficacia. 

2.7.1.1. Mucoadhesión 

La mucoadhesión es la capacidad que tienen algunos materiales naturales o sintéticos, para 

adherirse al moco o al tejido epitelial y permanecer juntos durante un período prolongado de tiempo 

por fuerzas interfaciales. La interacción entre el material mucoadhesivo y el moco generalmente se 

describe en dos fases. En el "estado de contacto" el material y el moco se acercan, humectan e 

hinchan, con la subsecuente expansión y exposición de los sitios disponibles para la formación de 

enlaces químicos. Luego, en el "estado de consolidación" las cadenas de polímero se difunden en la 
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capa de moco y se movilizan, permitiendo la interpenetración e interdifusión, lo que resulta en 

adhesión prolongada (Leung y Robinson, 1990).  

La literatura se refiere a seis teorías fisicoquímicas adaptadas para explicar las interacciones 

mucoadhesivas: electrónica, de adsorción, de humectación, de difusión, de fractura y mecánica. En 

todas ellas, las moléculas deben unirse a través de la interfaz, una capa formada entre el material 

bioadhesivo y el tejido mucoso, pero el tipo de enlace es diferente en cada caso (Shaikh et al., 2011). 

2.7.1.2. Partículas poliméricas mucoadhesivas y mucopenetrantes usadas en la vacunación vía mucosas 

Se ha reportado ampliamente que las vacunas para las mucosas podrán ser más exitosas 

cuando imitan los microorganismos, tal como lo hacen las vacunas multiméricas y/o particuladas. 

Se considera que las partículas son más accesibles a las células M, lo que facilita el transporte al 

MALT (Neutra & Kozlowski, 2006). Adicionalmente, los polímeros con capacidad mejorada de 

adhesión a la mucosa se retienen por tiempos prolongados, lo que puede aumentar la captación 

antigénica. Sin embargo, en la actualidad aún no hay un consenso en la literatura científica sobre el 

tiempo mínimo de retención en la mucosa que los sistemas adyuvantes basados en partículas 

poliméricas deban permanecer para impactar positivamente la respuesta inmune luego de la 

vacunación vía mucosa. En ensayos de trazabilidad in vivo, se han reportado tiempos de retención 

de las partículas en la mucosa que varían de acuerdo con el tipo de polímero entre 90 a 240 min y 

hasta 24 horas en estudios con tejidos ex vivo (Pawar et al., 2016; Vyas et al., 2020).  

Las partículas son atrapadas en la red de moco a través de interacciones adhesivas 

polivalentes (Lai et al., 2009). El ácido siálico y los grupos sulfato le confieren carga negativa a la 

mucina en la mayoría de las condiciones de pH; por tanto, las partículas con carga tendrán efecto de 

atracción o repulsión en la mucosa. Mientras que las partículas hidrofílicas se adhieren a los restos 

de la mucina cargados negativamente, principalmente en las regiones glicosiladas, las partículas 

hidrófobas se adhieren mediante enlaces de baja afinidad entre el núcleo de proteína de la mucina 

y la superficie de las partículas (Petrou & Crouzier, 2018).  

La posibilidad de adherirse y difundir a través de la malla de moco también depende de las 

características fisicoquímicas de las partículas poliméricas. El tamaño del poro de la malla de moco 

restringe el paso de las partículas de acuerdo con su tamaño (Martău et al., 2019; Lamson et al., 2020); 
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sin embargo, partículas del mismo tamaño penetran la red de moco de acuerdo a la química de su 

superficie. De este modo, las partículas con carga neutra se difunden de forma más eficiente que las 

partículas funcionalizadas con grupos carboxilo o amino (Yildiz et al., 2015; Bandi et al., 2020). 

Igualmente, las partículas hidrofílicas pueden transportarse más rápido en el moco. Por tal razón, 

las estrategias para mejorar la adhesión y la mucopenetración en las vacunas para las mucosas 

incluyen polímeros que confieran hidrofilicidad, como el polietilenglicol (Serra et al., 2006). En el 

desarrollo de vacunas para las mucosas es necesario, por tanto, incrementar el tiempo de residencia 

en la mucosa para permitir la difusión de las partículas en el moco, antes que las partículas sean 

eliminadas o removidas.  

Hasta la fecha, se han construido y/o evaluado múltiples partículas poliméricas 

mucoadhesivas para la administración de vacunas para las mucosas. La mucoadhesión tiene un rol 

importante en la mejora de las respuestas inmune antígeno específica. Algunos ejemplos de sistemas 

de partículas poliméricas usados como adyuvantes mucosos cuya mucoadhesión se relaciona con la 

eficacia inmunogénica se muestran en la Tabla 4.   
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Tabla 4. Impacto de la mucoadhesión de adyuvantes poliméricos particulados en la inmunogenicidad después de la vacunación vía mucosa. 

 

Tipo de partícula Adyuvante/ 

inmuno-

estimulante 

Antígeno Propiedades mucoadhesivas Respuesta inmune Ruta 

Obleas de 

carboximetil celulosa 

(CMC) y alginato 

(ALG)  

Hanson et al., 2021 

α-GalSer gp140 del VIH CMC/ALG (2:1 and 1:1) mostraron mayor Wad y 

penetración a mucosa sublingual en comparación 

a BSA libre 

Obleas más mucoadhesivas generaron mayor 

respuesta de células T en pulmones y ganglios 

linfáticos cervicales  

sl 

NPs de xiloglucano 

Vyas et al., 2020 

Quillaja 

saponaria 

LPS de B. 

abortus 

Wad de la vacuna fue mayor a la del vehículo y se 

retuvo más de 24h en tejido mucoso de cabra 

NPs estimularon 1.5 veces más la respuesta inmune, 

con niveles más altos de IgG, IgG2a/IgG1 e IgA que el 

grupo que recibió solo el LPS 

in 

NPs de quitosano 

aminado y quitosano 

aminado tiolado  

Sinani et al., 2019  

- BSA Wad fue mayor para NPs de quitosano aminado y 

quitosano aminado tiolado, que para quitosano 

solo  

Niveles superiores de IgG, IgG1, IgG2a sérica e sIgA 

vaginal con las NPs de quitosano aminado y 

quitosano aminado tiolado, comparado con BSA libre 

o CpG ODN-BSA 

in 

MPs de quitosano 

recubiertas con 

alginato  

Mangal et al., 2014 

- rPA de B. 

anthracis 

MPs-BSA se retuvieron más tiempo en yeyuno de 

rata que el BSA solo. MPs fueron captadas por 

células M  

MPs-rPA indujeron títulos superiores de IgG séricos 

neutralizantes y sIgA en secreciones mucosas, 

comparado con rPA solo 

in 

NPs de glicol 

quitosano  

Pawar & Jaganathan, 

2016 

- HBsAg NPs de glicol quitosano se retuvieron por más 

tiempo (240 min) en la cavidad nasal de conejos, 

que el quitosano (180 min) o HBsAg (90 min) 

solos. Solo las NPs de glicol quitosano y quitosano 

se depositaron en el NALT de Balb/c (30 min) 

NPs de glicol quitosano indujeron títulos mayores de 

IgG sérica e IgA salival, nasal y vaginal que las NPs de 

quitosano solo  

in 

γ-PGA 

Noh et al., 2015 

MPL 

QS-21 

OVA sM2HA2 

de influenza  

γ-PGA aumento el tiempo de residencia de OVA 

en cavidad nasal de ratones hasta 12 h, 

comparado con OVA solo (6h)  

Animales que recibieron las NPs tuvieron altos títulos 

de IgG, IgG, IgG2 séricos, IgA local y distal y mayores 

poblaciones de células productoras de IL-4 e IFN-γ en 

bazos estimulados con antígenos, en comparación con 

los que recibieron los antígenos solos.  

Se incrementó el tiempo de supervivencia y se redujo 

la carga viral en pulmón, después del reto con 

influenza A 

In 
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*Abreviaturas. NPs, nanopartículas; MPs, micropartículas. MPL, monofosfolil lípido-A; QS-21, derivado 

de Q. saponaria. BSA, albumina de suero humano; HBsAg, antígeno de superficie de hepatitis B; sM2HA2, 

proteína de matriz conservada 2 (sM2) y dominio del tallo de la hemaglutinina (HA2); OVA, ovoalbumina. 

Wad, trabajo de adhesión. CpG ODN, oligodesoxinucleótido (ODN) de citosina-fosfato-guanosina (CpG). 

sl, sublingual; in, intranasal. 

2.8.  Almidón en la vacunación vía mucosa 

El almidón, principal polisacárido de reserva de las plantas, está compuesto de dos 

polímeros, la amilosa y amilopectina. La amilosa está formada por moléculas de α-D-

glucopiranosa (α-D-glucosa) unidas linealmente por enlaces α-(1→4), y con pocas ramificaciones 

α-(1→6), separadas por largas distancias, lo cual genera un polímero prácticamente lineal. La 

mayoría de los almidones contienen 20-30% de amilosa. La amilopectina también se forma por 

moléculas de α-D-glucosa ligadas por enlaces α-(1→4), pero con aproximadamente 4-5% de 

ramificaciones α-(1→6). Las cadenas de amilopectina mayores a 10 residuos de glucosa se 

organizan en dobles hélices levógiras paralelas con 6 residuos de glucosa por giro, que se propone 

se pueden arreglar en formas cristalinas y que se estabilizan por puentes de hidrógeno (Preiss, 

2009; Copeland et al., 2009). Ambos polímeros se organizan en los gránulos de almidón formando 

una estructura densa e insoluble formada por capas radiales alternas con regiones cristalinas y 

amorfas (Cornejo-Ramírez, 2018). En la Figura 7 se muestra una representación esquemática de 

los diferentes niveles de organización del almidón en un grano 
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Figura 7. Niveles supramoleculares del grano de almidón. Las ramas lineales individuales de 

moléculas de almidón (1 nm) (1) se unen mediante enlaces glucosídicos para formar amilosa con 

pocas ramas largas o amilopectina hiperamificadas con ramas cortas (2). El empaquetamiento 

permite el entrelazamiento para formar dobles hélices (3) y luego bloques dispuestos con capas 

alternas de láminas cristalinas y amorfas (4). Estas láminas forman anillos de crecimiento con 

capas semicristalinas. y amorfas (5) que forman un gránulo de almidón (6). Los gránulos 

interactúan con proteínas, lípidos y otros polisacáridos no amiláceos para formar el grano. 

Adaptada de O´Neil & Field, 2015.  

2.8.1. Almidón modificado  

A pesar de la abundancia, bajo costo y biodegradabilidad del almidón crudo, su uso se 

considera inapropiado en la industria de alimentos, fármacos y productos agrícolas debido a sus 

limitaciones funcionales como la insolubilidad, rápida retrogradación, pobre termoestabilidad o 

alta viscosidad (Egharevba & Emeje, 2019; Adewale 2022). Además, la liberación rápida de 

fármacos y moléculas bioactivas debido a la capacidad de hinchazón y degradación enzimática 

del almidón crudo, constituye un desafío. Por tal razón, se introducen grupos funcionales 

mediante modificaciones fisicoquímicas, orientadas a superar estas limitaciones, mejorar la 

estabilidad, reducir las propiedades no deseadas como la degradación y/o adicionar atributos 

(Bhatt et al., 2022).  

Diferentes almidones modificados se han estudiado como adyuvantes para la 

administración de vacunas por la vía mucosas. Por ejemplo, el grupo de investigación de 

McDermott sintetizó micropartículas conjugando almidón de papa soluble con 

polidimetisiloxano, para la administración intragástrica y nasal de albumina de suero humano 

(HSA). Los animales que recibieron las micropartículas de almidón modificado mostraron títulos 

de anticuerpos IgG superiores comparado con el antígeno soluble o el control de vehículo, junto 

con la activación y proliferación de linfocitos de PPs y del NALT, respectivamente (Heritage et 

al., 1998a, 1998b). 

Por su parte, el grupo de investigación de Sjöholm preparó micropartículas mediante la 

polimerización de almidón hidrolizado con grupos acrílico. La inmunización oral y nasal de las 

micropartículas con el derivado no tóxico de la toxina diftérica, CRM197, indujo mayor 

producción de IgA en heces comparado con los que recibieron una vacuna comercial. La 
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administración oral favoreció la producción de anticuerpos neutralizantes (Rydell & Sjöholm 

2004, Rydell et al., 2005). 

Recientemente, Fasquelle y colaboradores evaluaron la inmunogenicidad sobre células 

epiteliales de vías respiratorias de nanopartículas catiónicas preparadas con maltodextrina 

reticulada con epiclorhidrina y cargadas con albumina. A diferencia del antígeno libre y la 

nanopartícula cargada con el antígeno, la nanopartícula vacía no indujo la secreción de citocinas 

o quimiocinas. Los autores sugieren que las nanopartículas entregan los antígenos de forma más 

eficiente mejorando la inmunogenicidad del antígeno, sin tener el efecto inmunoestimulante 

descrito para la mayoría de adyuvantes (Fasquelle et al., 2022) 

Igualmente, se han diseñado almidones con propiedades mucoadhesivas mejoradas. Por 

ejemplo, almidón con alto contenido de amilosa diaminado, soluble y catiónico exhibió adhesión 

superior (5 días y 3 h) a la del quitosano (80 min) y a tabletas de almidón sin modificar (10 min), 

mediada por interacciones electrostáticas entre el polímero y el moco. Sin embargo, los tiempos 

de retención en la mucosa en ensayos ex vivo fueron menores (3 h para almidón modificado y 

quitosano), sin retención del almidón crudo (Nouri et al., 2020). Almidón tiolado (Jelkmann et al., 

2018) o reticulado con polímeros sintéticos como el ácido poliacrílico (Gök et al., 2016) son otros 

ejemplos de almidones modificados con propiedades mucoadhesivas mejoradas. 

2.8.2. Almidón crudo 

A la fecha, solo nuestro grupo de investigación ha reportado el uso de un almidón crudo, 

es decir, sin ninguna modificación fisicoquímica, para la administración de vacunas vía mucosas. 

La inmovilización del antígeno se lleva a cabo a través de la fusión con un dominio de unión al 

almidón (DFAtag), lo que permite la adsorción del antígeno a la superficie de la micropartícula a 

través de puentes de hidrogeno, interacciones hidrófobas e interacciones CH-π, en las que el 

plano del anillo aromático de los aminoácidos se orienta en forma perpendicular a los enlaces C-

H de los carbohidratos en una geometría de apilamiento(Armenta et al., 2019).   

Guillen y colaboradores observaron niveles superiores de anticuerpos IgG contra TetC 

después de la administración intragástrica de la proteína inmovilizada en las MPAs, comparado 
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con los animales que recibieron el antígeno sin inmovilizar. Esta respuesta se correlacionó con el 

retraso en la aparición de los síntomas luego del reto con la toxina (Guillen et al., 2014).  

Paralelamente, Moreno-Mendieta y colaboradores observaron que fusionar el antígeno de 

Mycobacterium tuberculosis Acr al DFAtag e inmovilizarlo sobre las MPAs se promovía la 

inmunogenicidad de un antígeno pobremente inmunogénico luego de su administración nasal u 

oral. Además, la inmovilización a MPAs permitió la modulación de la respuesta inmune, con 

predominio de IgG2a sistémica y producción de IFN-γ en el sobrenadante del cultivo de 

esplenocitos estimulados con Acr (Moreno-Mendieta et al., 2014).  

A continuación, las MPAs se usaron como refuerzo nasal de la vacuna BCG en un modelo 

murino de tuberculosis experimental crónica. Las micropartículas de almidón solas o en 

combinación con el antígeno Acr prolongaron la supervivencia, redujeron la carga bacilar en 

pulmón y el porcentaje de área pulmonar con neumonía comparado con los animales solamente 

vacunados. Contrario a lo reportado con sistemas de almidón modificado, los hallazgos de este 

estudio sugieren la capacidad inmunoestimulante del almidón crudo (Moreno-Mendieta et al., 

2017). 

Con estos antecedentes se decidió adicionar directamente a las MPAs como adyuvante de 

la vacuna BCG, realizando la administración simultánea de estas por la vía subcutánea. La 

administración parenteral de MPAs sorprendentemente tuvo un impacto en el tracto respiratorio 

inferior, con reducción de la carga de M. tuberculosis e incremento en la tasa de sobrevida de los 

animales dependiendo de la virulencia de la cepa usada para el reto (Moreno-Mendieta et al., 

2019). 

La comprensión del mecanismo detrás del efecto inmunoestimulante observado requiere 

muchos y diversos estudios, pero pasa en primera instancia por entender la interacción con la 

primera barrera que encuentran las MPAs y, por la distribución in vivo de estas después de su 

entrada por las vías mucosas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los polímeros con base en almidón han sido ampliamente explorados para su uso en la 

industria farmacéutica y en menor proporción, para la liberación de antígenos en formulaciones 

de vacunas. Previamente, se demostró que la inmunización vía mucosas con antígenos 

inmovilizados sobre almidón crudo induce respuesta inmune específica y contribuye en la 

eficacia protectora; sin embargo, se desconocen aún los mecanismos subyacentes.  

Como parte de la compresión de los mecanismos adyuvantes del almidón crudo en 

vacunación para las mucosas, este proyecto establecerá las interacciones entre el almidón crudo 

y los tejidos de la mucosa. Se estudian las propiedades mucoadhesivas y mucopenetrantes, la 

capacidad de alcance a los tejidos linfoides asociados a mucosa, la biodistribución y la inocuidad, 

como procesos iniciales involucrados en la inmunogenicidad lograda con su uso. La integración 

de los hallazgos obtenidos en la caracterización del almidón crudo, permitirá consolidar el uso 

del sistema DFAtag-almidón para el desarrollo de vacunas para las mucosas.  

4. HIPÓTESIS 

Las propiedades inmunoestimulantes de las micropartículas de almidón crudo se 

explican por la retención y la mucoadhesión inicial del almidón en los tejidos mucosos, así como 

por su capacidad de alcanzar los sitios inductores de la respuesta inmune de la mucosa.  
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Estudiar las propiedades mucoadhesivas y la biodistribución de las micropartículas de 

almidón crudo luego de la administración por vías mucosas en un modelo murino.  

5.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar in vitro la mucoadhesión de las micropartículas de almidón crudo. 

2. Evaluar la retención de las micropartículas de almidón crudo en vías mucosas luego de la 

administración nasal e intraduodenal.  

3. Determinar la capacidad de las micropartículas de almidón crudo para alcanzar los sitios 

inductores de la respuesta inmune en mucosa luego de la administración nasal e 

intraduodenal.  

4. Describir la distribución in vivo de las micropartículas de almidón crudo del almidón 

crudo luego de su administración por vías mucosas.  

5. Evaluar la hemocompatibilidad de las micropartículas de almidón crudo.  
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Preparación de la suspensión de almidón crudo 

Micropartículas de almidón de arroz (MPAs) insoluble se lavaron tres veces con agua 

desionizada estéril fría, centrifugando cada vez a 2.570 x g durante 3 min. Suspensiones de MPAs 

en agua desionizada estéril o PBS (solución amortiguadora de fosfatos 10 mM y NaCl 150 mM) 

se prepararon al inicio de cada experimento, ajustando el pH de acuerdo con el experimento. 

7.2. Preparación del almidón crudo teñido con FITC  

El almidón se tiñó con fluoresceína 5-isotiocianato (FITC) (F7250-50 MG, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EE. UU) mediante adsorción, siguiendo las recomendaciones del fabricante con 

menores modificaciones al protocolo. 10 mg de MPAs se lavaron tres veces con agua desionizada 

estéril y se suspendieron en solución amortiguadora de carbonato de sodio 0.1 M, pH 9. Para la 

tinción, 50 μL de una solución fresca de FITC en dimetilsulfóxido (0.5 mg/mL) fueron adicionados 

a la suspensión de MPAs (10 mg/mL). La suspensión fue incubada durante 8-12 horas a 4°C en 

agitador rotatorio (Mini LabRollerTM Rotator, Labnet, NJ, EE. UU.), protegida de la luz para evitar 

el fotoblanqueo del FITC. Una vez terminada la incubación, para extinguir la reacción de tinción 

se adicionó a la mezcla cloruro de amonio a una concentración final de 50 mM y se incubó en 

refrigeración (4°C) durante 2 horas.  Luego, para remover el FITC no unido a las MPAs, la muestra 

se centrifugó a 2.570 x g durante 3 min y se lavó con agua desionizada estéril 6 veces, hasta obtener 

una solución transparente en el sobrenadante del lavado. Finalmente, las MPAs se suspendieron 

en PBS pH 7.4.  

La captura de imágenes de las MPAs teñidas con FITC (MPAs-FITC) se realizó en el 

microscopio confocal Nikon A1R+ STORM (Nikon Instrument Inc., Melville, NY, EE. UU.) a una 

longitud de onda de excitación de 488 nm, en la Unidad de Microscopía del Instituto de 
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Investigaciones Biomédicas (IIB) de la UNAM. El análisis de imágenes se realizó con la versión 

libre del programa para análisis de Image J.  

7.3. Caracterización del almidón crudo  

7.3.1. Tamaño y potencial zeta 

La distribución de tamaño y morfología de las MPAs sin tinción se determinó mediante 

microscopía electrónica de barrido (MEB) usando el microscopio JEOL-JSM-6390LV (JEOL USA, 

Inc., Peabody, MA, EE. UU.). Las MPAs en polvo se sujetaron al porta-muestra con una cinta 

conductora adhesiva de doble cara y se recubrieron con oro en el cobertor iónico Denton Vacuum 

Desk IV (NJ, EE. UU.) durante 2 min. Las imágenes de electrones secundarios se obtuvieron 

excitando la muestra con voltajes de aceleración de 20 kV y una magnificación de 1.000X y 5.000X, 

en el Laboratorio de Microscopía del Centro de Investigación en Ciencia Aplicada y Tecnología 

Avanzada (CICATA) del Instituto Politécnico Nacional (IPN). La distribución del tamaño de 

partícula se calculó analizando al menos 500 partículas, usando el software OriginLab® 2021 

(versión de prueba). 

A su vez, el tamaño de las MPAs-FITC se determinó mediante difracción láser (DL) 

utilizando el equipo Mastersizer 2000 con el sistema de dispersión húmeda Hydro 2000 S 

(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). El tamaño promedio de las partículas se expresó 

como la media ponderada por volumen. Adicionalmente, la distribución del tamaño de las 

partículas se expresó en términos del factor SPAN, calculado como: 

𝑆𝑃𝐴𝑁 = 𝑑90 − 𝑑10 × 𝑑50      (1) 

donde las distribuciones de tamaño de partículas d10, d50 y d90 corresponden a los 

percentiles (10%, 50%, 90%) de partículas por debajo del tamaño de partícula informado. Un valor 

SPAN alto indica una distribución de tamaño de partícula más disperso. Las mediciones se 

realizaron 6 veces.  

Por otra parte, se determinó el potencial zeta (ζ) de la suspensión de MPAs y MPAs-FITC 

en agua desionizada estéril (100 μg/mL) mediante microelectroforesis de láser Doppler y 
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dispersión de luz para análisis de fase (M3-PALS), utilizando el instrumento Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instrument, Malvern, Reino Unido). Las mediciones se realizaron por triplicado.  

7.3.2. Estabilidad del almidón teñido con FITC 

Para determinar la estabilidad de la fluorescencia de las MPAs-FITC, se evaluó la emisión 

de fluorescencia en función del tiempo y del pH. Para ello, MPAs-FITC en una concentración de 

0.5 mg/mL fueron suspendidas en 100 µL de PBS (0.1 M, pH 7.4), fluido gástrico simulado (FGS) 

(3.2 mg/ml de pepsina, NaCl 30 mM y HCl 86 mM, pH 2) y fluido intestinal simulado (FIS) (10 

mg/ml de pancreatina, KH2PO4 0.05 M y NaOH 0.2 N, pH 6.8) (Convención de la Farmacopea de 

los Estados Unidos, 2004), e incubadas a 37°C en agitación continua (100 r.p.m) en oscuridad. 

Después de los tiempos de incubación específica (0, 60, 240 y 480 min) las MPAs se centrifugaron 

a 2.570 x g por 3 min y se suspendieron en su buffer fresco. Se registro la emisión de fluorescencia 

de las MPA en suspensión comparándola con el tiempo 0. Además, se obtuvo la emisión de la 

fluorescencia después del lavado de las MPAs con PBS (0.1 M, pH 7.4), para confirmar la 

recuperación de la fluorescencia dependiente de pH. Del mismo modo, se evaluó la estabilidad 

de la tinción con FITC tras el proceso de digestión simulada, incubando la suspensión de MPAs-

FITC con FGS durante 2 horas, seguido de la incubación de la mezcla con FIS durante 2 h, 

ajustando el pH a 7.0.  

Cada suspensión se midió por triplicado usando 100 μL de muestra en microplacas de 96 

pozos de fondo sólido negro (Thermo Fisher, Dinamarca). La emisión de fluorescencia del FITC 

se registró a 525 nm, utilizando la longitud de onda de excitación de 495 nm en el lector de placas 

Biotek Synergy H4™ Hybrid (VT, EE. UU.).  

7.4. Evaluación in vitro de la mucoadhesión del almidón crudo  

7.4.1. Preparación de las suspensiones madre de mucina 

Se prepararon soluciones madre (10 mg/mL) de mucina submaxilar bovina (MSB o tipo I-

S, Sigma Aldrich) y mucina gástrica porcina (MPG o tipo III, Sigma Aldrich), suspendiendo cada 

mucina en solución amortiguadora de fosfatos (PB) 0.1 M, pH 5.8, pH 6.8 o agua desionizada pH 

2 ajustada con ácido clorhídrico para simular las condiciones de fluido gástrico. Para la 
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homogenización de las suspensiones de mucina, las soluciones fueron agitadas (200 r.p.m) 

durante 12 horas a temperatura ambiente, seguido de 5 ciclos de sonicación de 10 segundos a una 

frecuencia de 30 Hz (1 pulso cada 50 segundos) (Vibra-Cell™, VCX 130 PB/VCX 130 FSJ, Sonic, 

CT, EE. UU.) y filtradas con filtro de 0.45 µm (MF-MilliporeTM, Darmstadt, Alemania). Las 

soluciones madre de mucina se almacenaron a 4°C protegidas de la luz, repitiendo el paso de 

agitación y sonicación previo a cada uso.  

7.4.2. Ensayos de adsorción de mucina a las micropartículas de almidón crudo 

Para este ensayo, se adaptó un protocolo utilizando las metodologías de adsorción de 

proteínas al almidón (Rodríguez-Sanoja et al., 2000) y la espectroscopía de fluorescencia para la 

evaluación de la mucoadhesión (Ouellette et al., 2018). En primer lugar, se prepararon 

suspensiones madre de MPAs (5 g suspendidos en 40 mL) y se lavaron como se describe en la 

sección 7.1. Suspensiones secundarias de MPAs se prepararon en PB 0.1 M, pH 5.8, pH 6.8 o agua 

destilada ajustada a pH 2 (1.5 g suspendidos en 40 mL). Simultáneamente, se prepararon 

soluciones de trabajo de mucina de 0.4 mg/mL. Una curva estándar de mucina (0.01 a 0.5 mg/mL) 

se realizó para cada ensayo, leyendo el pico máximo de absorbancia a 220 nm, con el objetivo de 

verificar la correcta disolución de las mucinas. 

Para cada ensayo (pH 2, 5.8 y 6.8),  cantidades crecientes de MPAs (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 

1.0, 5.0, 10, 20, 40, 80 y 100 mg) se mezclaron con las soluciones de MSB o MPG (0.4 mg/mL) y se 

incubaron durante 60 min a 37°C en agitación rotatoria constante. Suspensiones con MPAs, MSB 

o MPG solas se incubaron en las mismas condiciones como controles. Subsecuentemente, las 

muestras se centrifugaron a 3.075 x g durante 3 min, a 4° y se separó cuidadosamente la mucina 

no unida de las MPAs.  

La fluorescencia intrínseca de las mucinas no unidas, emitida predominantemente por los 

residuos de triptófano y tirosina (Ouellette et al., 2018), se registró usando el espectrofluorómetro 

de recuento de fotones PC1 (ISS Ins., EE. UU.) en el Laboratorio de Química e Ingeniería de 

Proteínas de la UNAM. Las muestras fueron excitadas a 287 nm (MPG) y 289 nm (MSB) y el 

espectro de emisión fue registrado en el rango de 310-500 nm a 25°C. Se empleó una rendija 
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espectral (slit), tanto de emisión como de excitación, de 1 cm. Los resultados reportados son el 

promedio de dos mediciones independientes.  

Adicionalmente, se utilizó potencial-ζ para evaluar las propiedades mucoadhesivas de las 

MPAs. Se escogieron las suspensiones de 1 mg de almidón y mucinas (0.4 mg/mL y 10 mg/mL) 

en PB, pH 5.8 y pH 6.8 para el análisis.   

7.4.3. Evaluación del poder de hinchamiento del almidón crudo 

El poder de hinchamiento de las MPAs se determinó siguiendo el protocolo previamente 

reportado por Li y Yeh (2001) con ligeras modificaciones. Suspensiones de MPAs (10 mg/mL) en 

agua destilada, PBS (0.1 M, pH 7.4), FGS o FIS se incubaron durante 5, 60, 120 y 240 min a 37 °C 

en un agitador rotatorio. MPAs calentadas a 70°C en un baño de agua con agitación se usaron 

como control positivo de hinchamiento. A continuación, las muestras se centrifugaron a 17.709 x 

g durante 20 min y se pesó tanto el sedimento de MPAs (Ws) como el sobrenadante (W1) secos. 

El poder de hinchamiento se calculó con las siguientes ecuaciones: 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 (𝑊𝑆𝐼) = [𝑊1 0.1] × 100%⁄    (2) 

𝑃𝑜𝑑𝑒𝑟 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑛𝑐ℎ𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = 𝑊𝑠[0.1(100% − 𝑊𝑆𝐼](g/g)   (3) 

Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes realizados por 

triplicado.  

7.5. Tiempo de residencia in vivo y biodistribución de las micropartículas de almidón crudo  

7.5.1. Animales 

Ratones hembra Balb/c de 10 a 14 semanas de edad fueron obtenidos en la Unidad de 

Modelos Biológicos del IIB. Los animales se alojaron bajo condiciones de temperatura y humedad 

controlada, con ciclos de luz/oscuridad, en condiciones libres de patógenos y con acceso ad libitum 

a alimento y agua. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con el Comité Interno para 

el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IIB, UNAM (Protocolo 193) y las 

especificaciones técnicas mexicanas para el cuidado y experimentación animal.  
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7.5.2. Análisis de microscopía confocal de barrido láser  

7.5.2.1. Extracción de la cavidad nasal 

Con el objetivo de evaluar el depósito y la distribución de las MPAs en la cavidad nasal, 

1 mg de MPAs-FITC suspendidas en 20 µL de PBS (10 mM, pH 7.4) se administraron vía nasal a 

ratones Balb/c mediante goteo nasal con una micropipeta (n=15). Los animales fueron sacrificados 

a los 5, 60, 240, 480 min y 24 horas después de la administración. Asimismo, animales control 

fueron administrados vía nasal con PBS (10 mM, pH 7.4) y sacrificados a los 60 min (n=3), 

siguiendo en todos los casos el protocolo de fijación por perfusión vascular descrito a 

continuación (Gage et al.., 2012).  Brevemente, los ratones fueron anestesiados profundamente 

mediante una inyección subcutánea con Ketamina (Anesket®, PiSA Agropecuaria, Ciudad de 

México, México) /Xilacina (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania) (K/X: 100 y 

10 mg/kg, respectivamente) y luego se perfundieron por gravedad a través del ventrículo 

izquierdo con solución lavadora (PB 10 mM, 5.96 mM NaHCO3, 3.35 mM KCl, 0.145 M NaCl, pH 

7.4 frío), seguido de paraformaldehído (PFA) al 4% disuelto en PBS (0.1 M pH 7.4, fresco). Las 

cabezas se removieron, se retiró la piel que rodea el cráneo junto con la mandíbula inferior y los 

ojos, para postfijación a 4°C durante 24 horas en ~20 mL de PFA 4% sin agitación y protegidas de 

la luz. Luego de la fijación, las cabezas se transfirieron a un vial con ~20 mL de soluciones de 

sacarosa del 10 al 30% (p/v) en PB (0.1 M, pH 7.4) durante 3 días con permanencia de  24 horas en 

cada solución.  

A continuación, las cabezas se lavaron con agua desionizada estéril, se sumergieron en un 

vial con ~20 mL de solución de descalcificación (EDTA 10%, pH 7.4; St. Louis, MO, EE. UU.) y se 

mantuvieron a temperatura ambiente protegidas de la luz durante 15-18 días, siguiendo el 

protocolo descrito por Guibas (2014) con ligeras modificaciones. La solución de descalcificación 

se reemplazó cada 24-48 horas.Una vez descalcificadas, las cabezas se lavaron minuciosamente 

con agua desionizada estéril durante 2 horas y se seccionaron transversalmente, inicialmente bajo 

el microscopio estereoscópico en tres partes: región anterior (inmediatamente posterior a los 

dientes incisivos), región media (a nivel de la papila incisiva) y región posterior (la mitad del 

segundo diente molar) con la ayuda de una cuchilla de acero reutilizable para criostato (Figura 
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8). Cada espécimen se embebió en medio de congelación (Tissue Freezing Medium, Leica 

Biosystems, Alemania), se congeló inmediatamente en hielo secó y se almacenó a -70°C hasta su 

uso.  

 

Figura 8. Esquema de la anatomía de la cavidad nasal murina. A) Representación esquemática de 

regiones de la cavidad nasal de ratones Balb/c, B) con vista transversal y C) parasagital del cráneo. 

B y C, imágenes tomadas y adaptadas de las guías revisadas para el muestreo y corte de órganos 

en ratas y ratones del NIH (del inglés "National Institute of Enviromental Health Sciences").  

7.5.2.2. Recuento de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC en la cavidad nasal  

Para cada tiempo muestreado, se realizaron cortes transversales de 6 µm de grosor de las 

regiones anterior, media y posterior de la cavidad nasal, a un intervalo constante de 150 µm, con 

un criostato marca Leica modelo CM1850 (Leica Biosystems, Alemania), los cuales se adhirieron 

a portaobjetos recubiertos con gelatina (75 x 25 mm). Los cortes transversales se usaron para 

cuantificar las MPAs-FITC en la cavidad nasal después de teñir los núcleos celulares con DAPI 

(Abcam, Cambridge, Reino Unido).  
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La captura de las imágenes y el conteo de las MPAs se realizó usando el modo confocal 

del microscopio BX51-WI (Olympus, Center Valley, PA, EE. UU.) acoplado a la unidad de disco 

giratorio (DSU) y equipado con el software Stereo Investigator (v9 MBF Bioscience, Vermot, EE. 

UU.g). Se usaron los filtros para FITC-GFP; λex (475/42) y λem (534/30) y DAPI λex (365/50) y 

λem (450/58) para la captura de imágenes de fluorescencia multicolor. Para ello, se realizó la 

reconstrucción de la cavidad nasal mediante el trazado del área total de cada corte de tejido 

utilizando el software Stereo Investigator (MBF Bioscience, Vermot, EE, UU.). Se observaron cinco 

cortes de cada región de la cavidad nasal, para un total de 750 µm analizadas por cada región. 

Las imágenes reconstruidas se evaluaron en el programa NeuroExplorer (MBF Bioscience, 

Vermot, EE. UU.) en la Unidad de Microscopía del IIB de la UNAM. El análisis de imágenes se 

realizó utilizando ImageJ. Los experimentos se realizaron por triplicado.  

7.5.2.3. Localización de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC en el tejido 

linfoide asociado a la nasofaringe 

Animales del grupo de MPAs-FITC (n= ≥5) y control (n=3) recibieron en dosis única vía 

nasal, 1 mg MPAs-FITC suspendidas en 20 μL de PBS (10 mM, pH 7.4) y 20 μL de PBS (10 mM, 

pH 7.4), respectivamente, mediante goteo nasal con micropipeta. El NALT, el tejido localizado 

bilateralmente en la región anterior del paladar duro (Velin et al.., 1997) se aisló a los 5, 120 o 240 

min posteriores a la administración nasal, siguiendo la metodología descrita por Cisney y 

colaboradores (2012).  

Para esto, después de la anestesia descrita en la sección 7.5.2.1, se removió la cabeza del 

ratón a lo largo de la línea entre la mandíbula superior e inferior. Después de retirar 

cuidadosamente la piel facial de la cabeza, los músculos y huesos subyacentes, la lengua y cortar 

la punta de la nariz, usando el filo de una aguja calibre 18 se removió el paladar duro bajo el 

microscopio estereoscópico (Olympus) y con la ayuda de un fórceps, se separó el tejido de los 

dientes incisivos y molares. A fin de aplanar el tejido, se presionó entre dos portaobjetos durante 

la postfijación con PFA al 4% (24 horas) y luego, se incubó a 4°C con recambios en soluciones de 

sacarosa (10%, 20% y 30%) por al menos 24 horas en cada solución. Finalmente, el tejido fue 
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embebido en medio de congelación (Tissue Freezing Medium, Leica Biosystems, Alemania), se 

congeló en hielo seco y se almacenó a -70°C hasta su uso.  

Criosecciones longitudinales de 10 µm fueron preparadas con un criostato (Leica CM 

1850, Alemania) sobre portaobjetos gelatinizados. Las imágenes fueron observadas con el 

microscopio BX51-WI en el IIB de la UNAM. El análisis de las imágenes se realizó en Image J. Los 

experimentos se realizaron al menos tres veces.  

7.5.2.4. Localización de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC en el intestino 

delgado  

Para determinar la localización de las partículas en el intestino delgado, los animales se 

mantuvieron en ayuno con agua ad libitum aproximadamente durante doce horas y se dividieron 

al azar en dos grupos: animales que recibieron las MPAs-FITC (n=9) y animales control 

administrados con PBS (10 mM, pH 7.4) (n=3). Después del período de ayuno, los ratones fueron 

anestesiados siguiendo el protocolo descrito en la sección 7.5.2.1 y se realizó una cirugía para la 

inyección intraduodenal de una dosis única MPAs-FITC (1 mg de almidón suspendido en 100 µL 

de PBS (10 mM, pH 7.4) en el lumen del intestino delgado, la cual se describe en detalle en el 

Anexo A.  

A los 5, 120 o 240 min después de la inyección intraduodenal, los animales fueron 

nuevamente anestesiados con pentobarbital sódico intraperitoneal (200 mg/kg) para perfusión 

vascular como se describió anteriormente (sección 7.5.2.1). El intestino delgado fue desenrollado, 

separado cuidadosamente del mesenterio y transferido a una caja de Petri. Bajo el microscopio 

estereoscópico, los segmentos del intestino que contenían las PPs se localizaron y cortaron en 

segmentos de ~0.5-1 cm (4-5 por animal). Los restos fecales intestinales fueron removidos 

mediante lavado con PBS (10 mM, pH 7.4) frío con una jeringa.  

Previo a la criosección, las PPs se sumergieron en PFA 4% para potsfijación durante 24 

horas, seguido de gradientes de sacarosa durante 3 días (10%, 20%, and 30%, al menos 24 horas 

en cada solución). Cada segmento del intestino se embebió en medio de congelación (Tissue 

Freezing Medium, Leica Biosystems, Alemania), se congeló inmediatamente en hielo secó y se 
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almacenó a -70°C hasta su uso. Cortes transversales de un grosor de 10 μm se realizaron a -20°C 

usando el criostato. Las imágenes fueron capturadas en el microscopio confocal BX51-WI 

(Olympus, Center Valley, PA, EE. UU.). El análisis de imágenes fue hecho usando Image J. Los 

experimentos fueron realizados por triplicado.  

7.5.3. Microscopía electrónica de barrido  

Cavidades nasales y PPs fueron obtenidas como se describe para los análisis de 

microscopía confocal de barrido láser (MCBL) en los apartados previos. Los tejidos almacenados 

en medio de congelación fueron descongelados a temperatura ambiente y lavados en PBS (10 

mM, pH 7.4). Las regiones anterior, media y posterior de la cavidad nasal se seccionaron 

transversalmente en segmentos más pequeños (~1 cm) usando una cuchilla afilada. Por su parte, 

el segmento del intestino que contenía las PPs se cortó longitudinalmente con unas tijeras para 

exponer las vellosidades intestinales y se mantuvo extendido, sujetado por sus cuatro extremos a 

una caja de Petri. Ambos tejidos fueron deshidratados en una serie ascendente de etanol (50, 60, 

70, 80, 90 y 100 %), secados, puestos en un porta-muestras de metal usando cinta de carbono de 

doble cara y recubiertos con oro por pulverización catódica (Denton Vacuum Desk IV, EE. UU.). 

Las preparaciones se examinaron por MEB en el equipo JEOL-JSM-6390LV (JEOL USA, Inc., 

Peabody, MA, EE. UU.) del Laboratorio de Microscopía del CICATA, IPN, empleando voltajes 

de aceleración de 20 kV y diferentes magnificaciones según el análisis de interés.  

7.6. Biodistribución in vivo de las micropartículas de almidón crudo 

7.6.1. Imágenes de fluorescencia de todo el cuerpo  

El patrón de biodistribución in vivo de las MPAs-FITC se examinó en ratones que 

recibieron las partículas vía mucosa. Los animales se alojaron aleatoriamente en grupos de tres 

ratones por caja para el experimento. El día previo a la administración, se retiró completamente 

el pelo de los animales con crema depilatoria (Veet® Sensitive Skin, Slough, Reino Unido) bajo 

anestesia, con el fin de minimizar la interferencia con las señales de imagen. Se administró una 

dosis única de MPAs-FITC vía intragástrica (1 y 5 mg suspendidos en 100 μL de 10 mM PBS, pH 

7.4) o nasal (1 y 3 mg suspendidos en 20 μL de 10 mM PBS, pH 7.4). Para discriminar la señal de 
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fluorescencia endógena a lo largo del tiempo, en cada experimento se incluyó un animal control 

administrado con PBS (10 mM, pH 7.4). Las imágenes de cuerpo completo se adquirieron bajo 

anestesia con isoflurano al 2% utilizando el sistema de anestesia con gas XGI-8 (Caliper Life 

Sciences Inc., Hopkinton, MA, EE. UU.). Las imágenes de fluorescencia se capturaron a los 20, 45, 

90, 240 y 420 min en el sistema de imágenes in vivo IVIS Lumina XR III (Perkin Elmer, Waltham, 

MA, EE. UU.) del CICATA, IPN. Los ratones se recuperaron de la anestesia entre cada captura de 

imagen, permitiendo el acceso a alimento y agua ad libitum. 

La emisión de fluorescencia del FITC se registró a una longitud de onda de 520 nm luego 

de la excitación a 480 nm, 0.75 - 1 segundos de exposición, binning medio, F/stop: 1 y campo de 

visión de 12.5 cm2 (D). La IF se determinó por la medida de la fluorescencia dentro de la región 

de interés (ROI) seleccionadas para cada animal usando el software Living Image® 4.5.2 (IVIS 

Spectrum, PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EE. UU.). Cada ensayo se realizó al menos dos veces.  

7.6.2. Imágenes de fluorescencia de órganos  

Debido a la capacidad limitada del FITC para penetrar los tejidos (3-4 mm) (Chin et al., 

2012), se usaron ratones en experimentos independientes para la administración nasal (1 y 3 mg 

MPAs-FITC en 10 mM PBS, pH 7.4) y oral (1 mg y 5 MPAs-FITC en 10 mM PBS, pH 7.4). Después 

de 30 y 60 min, los ratones fueron anestesiados para eutanasia siguiendo el protocolo descrito en 

la sección 7.5.2.1 y el corazón, pulmones, hígado, bazo, riñones, vejiga, estómago, intestino 

delgado y nódulos linfáticos cervicales fueron colectados. Imágenes de fluorescencia ex vivo de 

los órganos completos fueron capturadas usando el sistema de imágenes del IVIS Lumina XR III, 

bajo las mismas condiciones descritas para los experimentos de captura de imágenes de cuerpo 

completo. Los datos fueron expresados usando Living Image Software 4.5.2 (IVIS Spectrum). 

7.7. Toxicidad del almidón crudo sobre los glóbulos rojos humanos  

En un ensayo ex vivo, se probó la actividad hemolítica de las MPAs sobre glóbulos rojos 

humanos siguiendo el protocolo descrito previamente por Evans y colaboradores (2013). Para 

esto, se obtuvieron muestras de sangre anticoaguladas con EDTA de un voluntario sano bajo 
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consentimiento informado del uso de su sangre con fines de investigación. Suspensiones de 

eritrocitos con MPAs en diferentes concentraciones se adicionaron en placas de fondo plano de 

96 pozos como se describe en el Anexo B. A continuación, las muestras se incubaron en un 

agitador orbital a 37 °C durante 1 hora. Los sobrenadantes removidos luego de centrifugación 

(500 x g por 5 min), se transfirieron a una nueva placa de 96 pozos para su lectura en un 

espectrofotómetro Biotek Epoch ™ 2 (Agilent, CA, EE. UU.), a una longitud de onda de 400-541 

nm. Se realizó una curva de hemólisis con detergente Tritón X-100 (0-180 μg/mL). El porcentaje 

de hemólisis se calculó mediante la siguiente ecuación: 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 =
(𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)−(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜)−(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)
   (4) 

7.8.  Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como la media de tres experimentos ± desviación estándar (DE). 

Para los análisis estadísticos se utilizó el software GraphPad Prism 8.0 para Windows. El análisis 

de comparación se realizó mediante análisis de varianza de una o dos vías (ANOVA), seguido de 

la prueba de comparación múltiple de Bonferroni o Tukey. Las diferencias se consideraron 

significativas a un nivel de p < 0.05.  
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8. RESULTADOS 

8.1. Caracterización del almidón crudo 

8.1.1.  Tinción del almidón crudo teñido con FITC 

La concentración de FITC requerida para que el 100% de las MPAs en suspensión 

estuvieran teñidas se determinó mediante la observación de la fluorescencia independiente de 

cada micropartícula en imágenes de microscopía confocal. La concentración mínima para la 

tinción del total de 10 mg de MPAs fue 0.5 mg/mL de FITC (Anexo C).  

8.1.2. Tamaño y potencial zeta 

Inicialmente, la evaluación del tamaño medio de las MPAs suspendidas en agua 

desionizada se realizó mediante dispersión de luz dinámica (DLS). El alto índice de 

polidispersión de la muestra (PDI >1.0) indicó una distribución de tamaño de partícula muy 

amplia y, por tanto, que la muestra no era adecuada para analizarse por este método, razón por 

la que se escogió MEB para las mediciones. El histograma de distribución de los diámetros del 

área proyectada de las partículas mostró que las partículas tienen un tamaño entre 1.42 a 8.83 μm, 

con un tamaño promedio de 4.77 ± 1.26 μm (Figura 9). Las micrografías obtenidas por MEB para 

MPAs, mostraron micropartículas irregulares y poligonales, con superficies horizontales lisas, tal 

como se ha reportado previamente para el almidón de arroz (Wani et al., 2012).  
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Figura 9. Distribución de tamaño y morfología de las micropartículas de almidón crudo. (A) Histograma 

de distribución de tamaño de MPAs obtenido a partir de imágenes de MEB en una cuadrícula de 

1280 × 960 píxeles y aumento 1000X. (B) Imagen MEB de MPAs 5000X, 20 kV. Barra de escala: 5 

μm. 

Por su parte, la distribución de tamaño de las MPAs-FITC evaluadas mediante difracción 

láser indicó que el 90% (D90) de las partículas miden menos de 9.78 ± 3,06 µm y el 10% (D10) menos 

de 1.48 ± 0.71 µm, con tamaño de partícula medio ponderado por volumen de 5.86 ± 1.17 µm y 

una dispersión de la población (Span) de 1.4. Con esta misma técnica, las partículas no teñidas 

tuvieron un tamaño promedio de 4.84 ± 0.83 µm.  

El potencial- ζ de las MPAs fue negativo (-13.5 ± 0.4 mV) en concordancia con lo reportado 

para algunos almidones crudos (McNamee et al., 2018; Ji et al., 2020), al igual que el de las MPAs 

teñidas con el fluorocromo (-14.3 ± 0.7 mV), sin observar una diferencia significativa. En general, 

estos datos sugieren que la tinción con FITC no introduce modificaciones en el tamaño y potencial 

zeta que pudiera suponer cambios en las interacciones in vivo con mucosa en experimentos 

posteriores.  

8.1.3. Estabilidad del almidón teñido con FITC 

La fluorescencia del FITC depende en gran medida del pH de su entorno y de la 

temperatura. Para investigar sí ocurría el desprendimiento del fluorocromo en las condiciones 

fluctuantes de pH que ocurren al interior de un organismo, se evaluó la fluorescencia de las 

MPAs-FITC en condiciones simuladas del TGI y en PBS 10 mM, pH 7.4 en los mismos tiempos en 

los que se observó la fluorescencia de las micropartículas en los experimentos in vivo. El exceso 

de iones H+ en pH ácido conduce a la protonación de los anillos aromáticos conjugados, lo cual 

se refleja en la perdida de emisión de luz (Salari et al., 2019). La Figura 10 muestra la IF de 0.5 

mg/mL de MPAs-FITC en PBS pH 7.4 y en condiciones de fluido gástrico e intestinal simulado. 

Antes de la incubación, la mayor IF de las MPAs-FITC se obtuvo con la solución amortiguadora 

a pH 7.4. Como era esperado, se observó una reducción drástica de la IF en FGS (pH 2) que fue 

reversible y se recuperó al lavar el almidón con PBS pH 7.4.  
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La incubación de las MPAs-FITC a 37°C redujo la IF en todas las condiciones de pH 

respecto a la IF al inicio del ensayo. No obstante, si se analiza por condición, la IF se mantuvo 

después de los 60 min y hasta las 8 horas sin diferencias estadísticamente significativas , lo cual 

evidencia que el FITC permanece unido a las MPAs al menos en las condiciones probadas. La IF 

de las MPAs-FITC sometidas a condiciones intestinales simuladas se recuperó luego del lavado 

con PBS pH 7.4, con una IF cercana a la de las MPAs en PBS pH 7.4 (5.352 ± 903 au). Aun cuando 

la IF de las MPAs-FITC incubadas a 37°C en condiciones gástricas también se recupera luego de 

los lavados con PBS pH 7.4, la IF fue más baja comparada con la incubación en condiciones 

intestinales (sin significancia estadística). Estos resultados permitieron demostrar la pertinencia 

del FITC para los estudios de localización y distribución in vivo de las MPAs hasta los 480 min. 

 
Figura 10. Emisión de fluorescencia de las micropartículas de almidón teñidas con FITC en función del pH 

Se comparan los cambios en la intensidad de fluorescencia de las MPAs teñidas con FITC en 

diferentes condiciones de pH. La IF de las MPAS en PBS pH 7.4, fluido gástrico simulado (FGS) 

pH 2 y fluido intestinal simulado (FIS) pH 6.8 se comparó con la IF de las muestras incubadas a 

37°C entre 60 y 480 min. Luego de la incubación en FGS o FIS, se realizó un lavado con PBS pH 

7.4, para asegurar la recuperación de la fluorescencia. λex: 495, nm, λem: 525 nm. La significancia 

estadística se determinó mediante dos ANOVA con la prueba de comparación múltiple de Tukey, 

****, P < 0.0001, **, P <0.001 *, P <0.01. 

 

8.2.  Mucoadhesión in vitro del almidón crudo  
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Existen diferentes pruebas analíticas basadas en el conocimiento actual sobre los 

mecanismos de mucoadhesión y adaptadas para cada tipo de polímero. Estas evalúan el 

rendimiento mucoadhesivo de los sistemas poliméricos, desde la interacción inicial con el moco 

(estado de contacto), hasta el establecimiento de las interacciones adhesivas (estado de 

consolidación).  

En este trabajo, se adaptó un ensayo in vitro que pretendía imitar las condiciones de pH, 

temperatura, concentraciones de polímero y tipo de mucina de la cavidad nasal y gastrointestinal, 

para establecer las posibles interacciones adhesivas. Para ello, se realizó espectroscopía de 

fluorescencia luego de la adsorción de las MPAs a las mucinas comerciales MPG y MSB.  

En primer lugar, se determinó la longitud de onda de excitación de las mucinas 

comerciales. Se observó una modificación en el espectro de emisión de fluorescencia intrínseco, 

con un ligero corrimiento en la longitud de onda máxima dependiente de la concentración de 

mucina (Anexo D). De acuerdo a los espectros obtenidos la máxima intensidad de fluorescencia 

de las mucinas a una concetración de 0.4 mg/mL se alcanza a una longitud de onda de excitación 

de 287 nm para MPG y 289 nm para MSB. El registro de la emisión de fluorescencia se realizó 

entre 310-510 nm.  

Una vez establecidas las condiciones para el ensayo de absorción, concentraciones 

crecientes de MPAs se incubaron con las mucinas en diferentes condiciones de pH gástricas e 

intestinales simuladas, como se describe en materiales y métodos. Se encontró que la adición de 

cantidades crecientes de MPAs indujo la disminución gradual de la fluorescencia intrínseca de 

las mucinas no unidas (Figura 11), lo cual indica que hubo una disminución en las 

concentraciones de la mucina soluble debido a su interacción con las MPAs. El cambio de la 

intensidad de la señal de emisión de fluorescencia y de la longitud de onda de emisión máxima 

también se observó luego del ensayo post-adsorción de la mucina a las MPAs en todas las 

condiciones de pH y tipo de mucina.  
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Figura 11. Espectros de emisión de fluorescencia de las mucinas incubadas con diferentes concentraciones 

de micropartículas de almidón crudo. Espectro de emisión de fluorescencia de la (A) MSB en PBS pH 

5.8, (B) MSB en PBS pH 6.8, (C) MPG a pH 2, (D) MPG en PBS pH 6.8 y (E) MPG en PBS pH 5.8. 

λex: 287 nm MPG y 289 nm MSB, λem: 310-500 nm. MSB, mucina submaxilar bovina; MPG, mucina 

porcina gástrica. 

Las MPAs se unieron de forma más eficiente a la MPG (hasta 74.2% a pH 5.8, 55.4% a pH 

2 y 45.6% a pH 6.8) que la MSB (hasta 41.1% a pH 5.8 y 34.9% a pH 6.8) (Figura 12). La curva del 

sistema mucina-almidón, muestra, además, que se alcanza la saturación a una concentración 

mayor de 20 mg de MPAs. Estos resultados demuestran que las MPAs se adhieren a la mucina, 

pero esta mucoadhesión depende del tipo de mucina. Las MSB y MPG representan un modelo 

relevante para el estudio de mucinas presentes en tracto oral-nasal y gastrointestinal, 

respectivamente. Por tanto, se espera que un porcentaje mayor de MPAs se adhiera en la mucosa 

gastrointestinal que en la cavidad nasal in vivo. 
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Figura 12. Mucoadhesión in vitro de las micropartículas de almidón crudo. Porcentaje de mucina unida 

calculada a partir de datos de espectroscopía de fluorescencia. Se midió la fluorescencia intrínseca 

de las mucinas en los sobrenadantes luego de la adsorción entre mucina porcina gástrica (MPG) 

o mucina submaxilar bovina (MSB) y concentraciones crecientes de MPAs (de 50 μg/mL a 100 

mg/mL) en condiciones gástricas e intestinales simuladas.  

Con el fin de profundizar en el entendimiento las propiedades mucoadhesivas del 

almidón, se investigaron las interacciones de las MPAs con las mucinas a través monitoreo del 

potencial- ζ. Se ha reportado que si los materiales tienen propiedades mucoadhesivas el potencial-

ζ de las partículas con la mucina adsorbida en la superficie se modificará con respecto al 

potencial-ζ de las partículas solas y los controles de mucina (Mangiacotte et al., 2020). Los valores 

de potencial-ζ obtenidos de los controles de mucinas y las MPAs con y sin mucina en condiciones 

de pH simuladas se muestran en la Figura 13.  

El análisis potencial-ζ de las MPAs en soluciones amortiguadoras mostró reducción de su 

potencial-ζ respecto a su en agua destilada. Así, el potencial-ζ de las MPAs suspendidas en PB 

pH 5.8 y pH 6.8 fue−1.69 ± 0.06 mV y ‒2.46 ± 0.26 mV, respectivamente. Por otro lado, al analizar 

el potencial- ζ de las mucinas se observó en concordancia con lo que otros autores han reportado, 

que el potencial- ζ fue negativo, con variaciones de acuerdo con el pH (Sogias et al., 2008) y la 

concentración de mucina.  

Posteriormente, se midieron los cambios en el potencial-ζ de las mucinas luego de la 

adición de las MPAs (Figura 13). La concentración del polímero probada (1 mg/mL) corresponde 
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a la utilizada en los experimentos posteriores in vivo. La adición de dos concentraciones diferentes 

de mucinas comerciales provocó que el potencial-ζ de la muestra disminuyera significativamente 

en todas las condiciones respecto al potencial- ζ de las MPAs, pero no respecto al control de 

mucina. Los valores de potencial-ζ dependen de las concentraciones y pasaron a valores más 

negativos con un aumento en la concentración de mucina. 

 

Figura 13. Potencial zeta de las suspensiones de mucina con la adición de almidón crudo La capacidad 

de adhesión se evaluó mediante la medición del potencial-ζ de 1 mg de MPAs en soluciones de 

mucina (0.4 mg/mL y 10 mg/mL) después de 60 min de incubación a 37°C. La significancia 

estadística se determinó mediante una ANOVA con test post hoc de Tukey. ****, P < 0,0001; **, P 

<0,01; ns, no significativo. Los datos se expresan como la media de 3 experimentos ± DE. MSB, 

mucina submaxilar bovina; MPG, mucina porcina gástrica; MPAs, micropartículas de almidón 

crudo.  

Como parte de la comprensión de la interacción mucina-almidón, se evaluó el 

hinchamiento de las MPAs, es decir la capacidad de retención de agua. La Figura 14 muestra los 

resultados de hinchamiento de las MPAs a 37°C y 70°C en agua destilada estéril, PBS (0.1 M, pH 

7.4), FGS o FIS. El hinchamiento de los gránulos de almidón es un proceso que depende del 

incremento de la temperatura e inicia cercano a la temperatura de gelatinización (alrededor de 
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65-70°C según la fuente botánica) (Vandeputte et al., 2003). Los resultados ponen en evidencia 

que a temperaturas inferiores (37°C) no hay hinchamiento del almidón crudo en ninguno en los 

tiempos y condiciones probadas.  

Figura 14. Poder de hinchamiento de las micropartículas de almidón crudo. (A) Hinchamiento de las 

MPAs en función de la temperatura (37°C y 70°C) en agua destilada, PBS pH 7.4, fluido intestinal 

simulado (FIS) y fluido gástrico simulado (FGS) a los 60 min. (B)Hinchamiento de las MPAs a 

37°C a diferentes tiempos. La significancia estadística se determinó mediante dos ANOVA con la 

prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. ****, P < 0,0001, **, P <0,05 *, P <0,002. 

A diferencia de lo descrito para otros polímeros (Suksamran et al., 2013, Stie et al., 2020), 

las MPAs in vitro mostraron ser mucoadhesivas sin necesidad de hincharse en la etapa de 

contacto. La ausencia de hinchamiento podría facilitar in vivo el paso de las micropartículas a 

través del poro de la red de moco sin el impedimento estérico ocasionado por el incremento de 

tamaño.  

8.3. Tiempo de residencia y distribución in vivo del almidón crudo en la cavidad nasal  

El siguiente objetivo fue estudiar el potencial mucoadhesivo in vivo de las MPAs 

evaluando el tiempo de retención de las MPAs-FITC en la mucosa nasal. La trazabilidad de las 

micropartículas se realizó mediante la visualización de los tejidos en MCBL, seguido de la 

estimación del número de partículas en cada región de la cavidad nasal. Para el conteo de las 

MPAs, se observaron previamente los cortes de tejido garantizando la localización anatómica 

deseada y la integridad del tejido. Las regiones anterior, media y posterior fueron ubicadas, así 

como los epitelios transicional, respiratorio y olfativo, respectivamente (Alvites et al., 2018) 

(Figura 15).  
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Figura 15. Secciones transversales de la cabeza de ratones Balb/c, desde niveles anteriores a posteriores. 

Imágenes de MCBL de cortes transversales de tejido que muestran la disposición de la estructura 

nasal desde (A) la región anterior y (B) media, hasta la (C) posterior de la cavidad nasal de ratones 

Balb/c. MMD: meato medial dorsal, CN: cornete nasal, MN: maxilocornete nasal, OVN: órgano 

vomeronasal, SN: septo nasal, VS: ventana septal, NALT: tejido linfoide asociado a la nariz, PD: 

paladar duro, BO: bulbo olfatorio, MND: meato nasal dorsal: MNL: meato nasal lateral; MNM: 

meato nasal medio; MNV: meato nasal ventral; DN: conducto nasofaríngeo; 1-5: cornetes nasales. 

D) Representación de la subdivisión en secciones en el software Stereo Investigator. Núcleos 

celulares teñidos con DAPI (azul). Barra de escala: 500 μm. 

Posteriormente, se realizó un muestreo aleatorio sistemático garantizando que las imágenes 

consecutivas no permitieran el mismo campo de visión. El color azul en las imágenes muestra el 

núcleo en cada célula teñido con DAPI en la región de la submucosa, con una aparente integridad 

del epitelio después de la exposición a las partículas. La señal fluorescente verde correspondiente 

a las MPAs, mostró la distribución heterogénea en todas las regiones de la cavidad nasal, los 

pasajes del aire, así como el depósito sobre los cornetes nasales y las superficies epiteliales (Figura 

16). 
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Figura 16. Localización de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC en el pasaje nasal luego 

de la administración nasal. Imágenes de MCBL de secciones de cornetes nasales de la región anterior 

(A, D, G, J, M), la región media (B, E, H, K, N) y la región posterior (C, F, I, L, O) de la cavidad 

nasal en diferentes puntos de tiempo. FITC-MPAs (verde), núcleo de las células teñidas con DAPI 

(azul). Barra de escala: 50 μm. 
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Se contaron las MPAs en 5 cortes por región en cada periodo de tiempo. Se encontró un 

descenso gradual del número de MPAs por mm2 en el tiempo hasta los 480 min, sin observar un 

patrón de depósito en ninguna región de la cavidad nasal (Figura 17).  

Figura 17. Retención a distintos tiempos post-administración de las micropartículas de almidón crudo 

teñidas con FITC en la cavidad nasal de ratones Balb/c. El número de FITC-MPAs por unidad de área 

(mm2) se calculó en la región anterior, media y posterior de la cavidad nasal. Cada punto (•) 

representa un corte (30 cortes/tiempo). Las barras representan la media ± DE de tres 

experimentos. 

Aunque se observó una tendencia en la distribución espacial de las partículas mayoritaria en los 

cornetes nasales y paredes septales y menor en los extremos laterales e inferiores, no tuvo una 

diferencia estadísticamente significativa en el conteo de MPAs.  

Otro hallazgo relevante observado en las imágenes de microscopía confocal fue la 

capacidad de las MPAs para moverse rápidamente y translocarse desde el lumen a través de los 

diferentes epitelios de la cavidad nasal hacia el tejido subyacente (Figura 18). Las MPAs cruzaron 

el epitelio nasal sin evidencia de internalización por las células epiteliales y se alojaron en 

diferentes localizaciones anatómicas, incluidos tejidos glandulares, órgano vomeronasal, tabique 

nasal y otros tejidos de la submucosa. Se confirmó el paso de las MPAs en las observaciones de 

MEB en el epitelio olfativo 60 min después de la exposición a una dosis única. Las MPAs se 

localizaron en los espacios intercelulares entre las células epiteliales, por lo que los mecanismos 

de transporte de las partículas deben ser estudiados en experimentos posteriores.  
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Figura 18. Paso de micropartículas de almidón crudo a través del epitelio de la cavidad nasal en ratones 

Balb/c. Imágenes de MCBL de las regiones (A) anterior, (B) media y (C) posterior de la cavidad 

nasal después de 5 min de administración nasal. Las flechas blancas apuntan hacia las MPAs-

FITC (verdes) que han cruzado la barrera epitelial.  Núcleo celular teñido con DAPI (azul). Barras 

de escala: 50 μm. El rectángulo en la imagen (D) de MEB muestra la ubicación en el cornete nasal 

del epitelio respiratorio, donde las MPAs fueron observadas atravesando el epitelio a los 60 min 

en la imagen magnificada en (E).   

Una imagen representativa de secciones transversales del tejido muestra, además, la 

distribución de las MPAs atrapadas a la red moco (Figura 19). La MEB permitió evidenciar la 

retención de las MPAs en las regiones anterior, media y posterior de la cavidad nasal hasta por 

24 h, mayoritariamente en el septo nasal, a diferencia de los tiempos menores reportados 

mediante MCBL.  

F G 
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Figura 19. Micropartículas de almidón crudo en la cavidad nasal de ratones Balb/c 24 horas después de la 

administración nasal. Imágenes de MEB muestran secciones transversales de la cavidad nasal con 

(A) las MPAs (flechas blancas) en el tabique nasal. (B) Ampliación original 1500X.  

8.4. Alcance de las micropartículas de almidón crudo a los tejidos linfoides asociados a 

la mucosa 

8.4.1. Localización en el tejido linfoide asociado a la nasofaringe después de la 

administración nasal 

Con el objetivo de explicar si las respuestas adyuvantes e inmunoestimulantes observadas 

en trabajos previos con MPAs eran facilitadas por la capacidad de alcanzar los sitios inductores 

de la respuesta inmune de mucosa, en este trabajo se evaluó el alcance de las MPAs-FITC al NALT 

luego de la administración nasal. Imágenes representativas de secciones longitudinales del NALT 

se muestran en la Figura 20 luego del monitoreo de ausencia/presencia de las MPAs en el tejido. 

Si bien, a los 5 min no se observaron micropartículas en el tejido, cantidades apreciables de MPAs-

FITC se localizaron a las 2 y 4 horas entre los estantes palatinos elevados del paladar adyacentes 

al NALT.  
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Figura 20. Localización de las micropartículas de almidón teñidas con FITC en el tejido linfoide asociado a 

nariz de ratones Balb/c. MCBL del paladar duro a (A-B) las 2h y (C-D) y 4h después de la 

administración. Los rectángulos en las figuras (A) y (C) indican áreas de aumento en las figuras 

(B) y (D), respectivamente, donde se observan las FITC-MPAs (flechas blancas).  

8.4.2. Localización en la mucosa intestinal y placas de Peyer después de la administración 

intraduodenal 

Igualmente, se evaluó la capacidad del almidón para alcanzar los sitios inductores de la 

respuesta inmune en intestino. Cuando se realizaron los experimentos, se desconocía el tiempo 

de tránsito gastrointestinal del almidón. Por tal razón, se realizó la administración directa 

intraduodenal de las MPAs-FITC. Como se muestra en la Figura 21, gran parte de las 

micropartículas se visualizaron en la luz intestinal, adyacentes a las microvellosidades del 

epitelio. Algunas MPAs se translocaron hacia el FAE y alcanzaron las PPs.  
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Figura 21. Localización de las micropartículas de almidón teñidas con FITC en el intestino de ratones 

Balb/c. (A-C) MPAs en el intestino delgado a las 2 h y (D-E) 4 h después de la administración 

intraduodenal. Rectángulos en las figuras (A) y (D) muestran las áreas de aumento en las figuras 

(B), (C) y (E), indicando la ubicación de las MPAs (flechas blancas) en la luz del intestino delgado, 

la PP y cerca de la FAE, respectivamente. FITC-MPAs (verde) y núcleo teñido con DAPI (azul). 

Barras de escala: 50 μm (E), 100 μm (B-C), 500 μm (D) y 1.000 μm (A). 

Las imágenes de MEB confirmaron la presencia de MPAs adheridas a las vellosidades 

intestinales y permitieron evidenciar las MPAs alojadas en los folículos, sobre células M de las 

vellosidades intestinales (Figura 22). Se observaron MPAs asociadas a la red de moco intestinal, 

pero también depositadas en la base de la cripta (Anexo E), lo que sugiere el tránsito desde la 

parte apical de las vellosidades para superar la barrera de moco.  
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Figura 22. Microscopía electrónica de barrido de las micropartículas de almidón crudo sobre células M y 

vellosidades intestinales de ratones Balb/c. (A) MEB muestra una célula M del epitelio velloso 

caracterizada por su borde deprimido y oscuro, con microvellosidades cortas en forma de 

“muñón”. Ampliación original X700 de las MPAs sobre (B) la célula M y (C) las vellosidades 

intestinales.  

En resumen, los hallazgos observados en esta sección muestran que las MPAs se localizan 

en los tejidos de mucosa, interaccionan con el moco, se translocan a través de la barrera epitelial 

y finalmente, migran hacia los sitios inductores de la respuesta inmune de mucosa asociados al 

sitio de la administración.  

8.5. Biodistribución del almidón crudo  

Con el objetivo de investigar otro aspecto crítico de los sistemas particulados diseñados 

para administración a la mucosa, se evaluó la biodistribución de las partículas usando un sistema 

de imágenes in vivo. En las imágenes de fluorescencia de cuerpo completo, se observó que los 

animales que recibieron la dosis más alta de MPAs vía nasal (3 mg en 20 μL de PBS) mantuvieron 

una señal de fluorescencia mayor en el sitio de administración hasta los 420 min, comparado con 

la desaparición de la señal a partir de los 90 min en los animales que recibieron la dosis más baja 

(1 mg en 20 μL de PBS) (Figura 23). Por otra parte, en los animales que recibieron 5 mg de MPAs 

teñidas con FITC vía intragástrica se observaron señales de fluorescencia más brillantes en la 
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cavidad oral, con incremento en la señal de fluorescencia conforme aumentaba el tiempo. No se 

observó ninguna señal de fluorescencia en ninguna otra parte del cuerpo en los animales que 

recibieron MPAs-FITC, ni en los animales control.  

 

Figura 23.  Imágenes in vivo de ratones Balb/c administrados con micropartículas de almidón crudo teñidas 

con FITC vía nasal o intragástrica. Imágenes de fluorescencia de animales que recibieron MPAs-

FITC (A) vía nasal o (B) vía intragástrica. (C y D) Cuantificación de la intensidad media de 

fluorescencia. λex: 480 nm, λem: 520 nm, 1-2 segundos de exposición, binning medio, F/stop: 1 y 

campo de visión 12.5 cm2. 

En ensayos independientes, se tomaron imágenes de fluorescencia de los órganos 

extraídos a los 30 y 60 min luego de la administración nasal o intragástrica de las MPAs-FITC. 

Ambos tipos de administración indujeron el tránsito de las MPAs a través del intestino delgado 

(Figura 24). La señal fluorescente del FITC se observó desde los 30 min en el intestino delgado de 

roedores, con un alcance aparentemente más rápido en los animales que recibieron las dosis más 

altas de MPAs (Anexo F). A los 60 min una fracción de las MPAs permanecen en el estómago 

independientemente de la dosis y ruta administración. No hubo evidencia de señal fluorescente 

en corazón, nódulos linfáticos cervicales, hígado, bazo o vejiga después de la administración nasal 

(1 y 3 mg) o intragástrica (1 mg y 5 mg). Se observó incremento en la señal fluorescente del FITC 
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en riñones con el incremento de las concentraciones de MPAs en animales administrados vía 

intragástrica. Los resultados de este estudio indican que la distribución de las MPAs 

administradas vía mucosas es preferencialmente gastrointestinal y depende de la dosis usada.  

 

Figura 24. Biodistribución de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC. Imágenes in vivo 

de órganos de ratones obtenidos 60 min después de la administración nasal (A) o intragástrical 

(B) de MPAs-FITC. IVIS-Lumina®III configurado en λex: 480nm, λem: 520nm, 0.75-1 segunda 

exposición; binning medio, F/stop: 1 y campo de visión de 12,5 cm2.  

8.6. Hemocompatibilidad del almidón crudo  

Debido al posible paso de los polímeros nano y microparticulados administrados por vía 

nasal hacia la circulación sanguínea sistémica (Türker et al., 2004; Keller et al., 2021), se decidió 

estudiar la hemólisis de eritrocitos humanos como una medida de la citotoxicidad sistémica que 

podrían inducir las MPAs. Como se ve en la Figura 25, ninguna concentración de MPAs, sin 

influencia del valor de pH indujo la hemólisis.  
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Figura 25. Actividad hemolítica del almidón crudo sobre glóbulos rojos humanos. Porcentaje de 

hemólisis reportado en comparación con una curva estándar de Tritón X-100 a λmax 410 nm. Los 

datos son representativos de tres experimentos independientes. La significancia estadística se 

determinó mediante dos ANOVA con la prueba de comparación múltiple de Tukey y se indicó 

de la siguiente manera: ****, P <0,0001. Los datos se expresan como media ± DE.  
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9. DISCUSIÓN 

Las vacunas para la vía mucosa enfrentan desafíos relacionados con la ruta de 

administración como la presencia de diversas hidrolasas, los cambios de pH y el aclaramiento 

mucociliar. Entre las estrategias efectivas para superar estos retos se destaca el uso de vehículos 

para la liberación de antígenos y de adyuvantes basados en polímeros con propiedades 

mucoadhesivas. La mucoadhesión de los polímeros se asocia a su retención y/o depósito en las 

superficies mucosas, lo que prolonga el tiempo de residencia en el sitio de la aplicación. Una vez 

ahí, las partículas poliméricas necesitan mucopenetrar rápidamente para evitar ser atrapadas por 

la capa de moco poco adherida al epitelio y ser eliminadas durante la renovación del moco. Por 

tanto, el balance entre la mucoadhesión y la mucopenetración de los polímeros es crucial para 

alcanzar el epitelio subyacente.  

En estos fenómenos intervienen factores relacionados con los polímeros (peso molecular, 

concentración, longitud y flexibilidad de las cadenas, carga, conformación espacial, entre otros) y 

factores fisiológicos (tipo de mucina, grosor de la mucosa, tasa de recambio del moco, viscosidad 

del moco, pH del medio, etc) (Shaikh et al, 2011) Además, para que la adhesión a la mucosa se 

lleve a cabo se han informado dos pasos que describen la interacción. En el primer paso ocurre el 

contacto intimo entre el polímero y el moco. En esta fase, la humectación y el hinchamiento 

aumentan el área de contacto entre las superficies. En el segundo paso, ocurre el entrelazamiento 

de los polímeros. Las cadenas interpenetradas por difusión interactúan formando enlaces 

químicos y/o físicos (Serra et al., 2008). 

En este estudio se evaluaron las propiedades mucoadhesivas de un almidón crudo 

utilizado como adyuvante para la administración por vías mucosas (Guillén et al., 2014; Moreno-

Mendieta et al., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2019). La mucoadhesión del almidón crudo en 

condiciones fisiológicas simuladas ocurrió sin hinchamiento con la MSB, una alternativa del moco 

nativo en cavidad oral y nasal y con la MPG para el TGI. Un porcentaje de adhesión mayor se 

observó cuando el almidón crudo interaccionó con la MPG comparado con la adhesión a la MSB. 
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Este resultado es atribuible a la proporción de glicanos en estas mucinas ya que la MSB contienen 

entre 9 a 24% de ácido siálico y la MPG solo tiene del 0.5-1.5% (Sarkar et al., 2019). De manera 

general, el porcentaje de mucina unida a las MPAs fue similar a los reportados en ensayos de 

cuantificación de mucina adsorbida para otros polímeros mucoadhesivos (entre el 41 y 70%) 

(Amin & Boateng, 2022; Karim et al., 2023).  

Apoyados en la estructura del almidón, se sugiere el entrelazamiento e interpenetración 

de las cadenas de amilosa y amilopectina con las glicoproteínas de las mucinas mediante enlaces 

físicos. Igualmente, enlaces químicos secundarios podrían permitir la formación de puentes de 

hidrogeno entre los grupos hidroxilo de cada unidad de glucosa en el almidón y el ácido siálico 

terminal o los grupos sulfato de las cadenas de oligosacáridos en la mucina. Además, las regiones 

proteicas no glicosiladas de la mucina proporcionan sitios para las interacciones con el almidón 

como puentes de hidrógeno y apilamiento entre los aminoácidos aromáticos presentes en los 

anillos de piranosa del almidón, tal como se ha descrito en las interacciones proteína-carbohidrato 

(Zhang et al., 2021).  

En este sistema particulado, la incapacidad para retener agua a 37°C puede estar 

relacionada con su capacidad de mucopenetrar desde los primeros minutos (5 min) y atravesar 

el epitelio nasal in vivo (Figura 18). Lo anterior, debido a la difusión de las MPAs a través de la 

red de moco sin el impedimento estérico descrito para partículas en el orden micrométrico que 

provocaría el paso del almidón hinchado (Zhao et al., 2023). 

Las mediciones del potencial-ζ realizadas ofrecen una explicación alternativa sobre la 

mucoadhesión y mucopenetración de las MPAs. Otros autores han descrito una correlación entre 

el potencial-ζ de las partículas y su movilidad en el moco. Mientras la alta densidad de 

glicoproteínas cargadas negativamente en las mucinas permite formar interacciones de alta 

afinidad con los restos de los polímeros cargados positivamente lo que conduce a su 

inmovilización en las fibras de moco, la difusión de partículas neutras o con residuos cargados 

negativamente se favorece (Crater & Carrier, 2010). En este estudio, el potencial—ζ de las MPAs 

solas en soluciones amortiguadoras modificó la composición de la capa difusa y en consecuencia 
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el potencial-ζ respecto a su potencial-ζ en agua destilada (−13.5 mV vs −1.69 mV, PB pH 5.8 y ‒

2.46 mV, PB pH 6.8), tal como se describe en la literatura para algunos almidones crudos 

(McNamee et al., 2018; Ji et al., 2020). El potencial- ζ de la MSB y MPG también fue negativo, con 

diferencia en la magnitud del potencial atribuible a la composición de glicanos como el ácido 

siálico en dichas mucinas. La incorporación de MPAs a la suspensión de mucinas registró un 

potencial- ζ diferente al de sus componentes por separado. Aunque la reducción en el potencial- 

ζ en el sistema MPAs-mucinas sugiere su interacción, la magnitud del cambio no permite suponer 

que estas interacciones sean electrostáticas. 

Estas observaciones respaldan varias hipótesis propuestas para explicar la adhesión y 

mucopenetración de las MPAs in vivo. Primero, el potencial-ζ cercano a la neutralidad de las 

MPAs solas apoya la idea de una interacción reducida con los glicanos de la mucina cargados 

negativamente, mientras facilita su difusión en el moco. Segundo, la ausencia de atracción 

electrostática entre las MPAs y las mucinas, sugiere que la mucoadhesión esta mediada 

inicialmente por el entrelazamiento y enredo físico entre las MPAs y el moco como se ha descrito 

para otros polímeros (Bogataj et al., 2003; Takeuchi et al., 2005). Por tanto, se plantea la posibilidad 

de que mucoadhesión de las MPAs es menor que su capacidad para penetrar el moco. Esto 

concuerda con las observaciones de los pocos trabajos que estudian la interacción mucina-

almidón, los cuales coinciden en que la fuerza adhesiva es muy baja (Phan et al., 2021). 

Entender la mucopenetración de las MPAs (4.77 ± 1.26 μm) representa un desafío ya que 

implica su difusión a través de los poros de la malla de moco. Sin embargo, tanto el tamaño del 

poro del moco como el grosor de la mucosa son características dinámicas que varían a lo largo de 

la capa de moco, según la localización anatómica y en el tiempo (Paone & Cani, 2020; Vagios & 

Mitchell, 2021). Partiendo de este hecho, es probable que la amplia distribución de tamaño de las 

MPAs (D10: 1,4 μm, D50: 4,7 μm, D90: 8,2 μm) permita su retención o difusión in vivo en el moco de 

forma diferencial, en función de estas características.  

Con respecto a la evaluación del tiempo de retención de las MPAs en los tejidos mucosos, 

existen varios aspectos a considerar previamente que explican la selección de la metodología 
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seleccionada y pueden afectar el correcto análisis e interpretación de las observaciones. En primer 

lugar, no hay un consenso en la literatura científica sobre el tiempo ideal de retención en la 

mucosa asociado a la mejora en la inmunogenicidad y/o calidad de la respuesta inmune, 

reportándose tiempos variables que oscilan entre 120 min y 48 horas. Varma y colaboradores, por 

ejemplo, demostraron recientemente mediante sistema de imágenes in vivo, que el hidrogel de 

polietilenimina ramificada (PEI) combinado con dextrano oxidado (Ox-DEX) e incorporado con 

OVA-AF-647 era visible en la cavidad nasal de ratones C57BL/6 hasta por 144 horas. La capacidad 

adhesiva ex vivo de esta formulación mostró ser 1.4 veces mayor que la del quitosano e indujo la 

producción de anticuerpos IgG específicos, una vez coadministrada como vehículo para H1N1 

recombinante con el adyuvante cGAMP (Varma et al., 2022). Por el contrario, con otros polímeros 

como el pululano, la adhesión en forma de nanogeles al epitelio nasal durante 10 horas fue 

suficiente para inducir altos títulos de anticuerpos IgG séricos e IgA en mucosa al mezclarse con 

el fragmento de unión al receptor no tóxico recombinante de la neurotoxina tipo-A de Clostridium 

botulinum, además de conferir protección tras el reto con la toxina (Nochi et al., 2010). 

En segundo lugar, siendo este estudio el primer informe sobre la localización y el depósito 

de almidón crudo administrado mediante goteo por vía nasal en ratones, existen aparentes 

limitaciones para comparar los resultados con estudios previos. Illum y Ridley reportaron el 

depósito y el tiempo de vida media de eliminación (aclaramiento) en cavidad nasal humana de 

almidón radiomarcado, parcialmente hidrolizado y reticulado (Spherex), con un tamaño 

hinchado de 45-48 μm a los 240 min y 90 min, respectivamente (Illum et al., 1987; Ridley et al., 

1995). Mientras que Illum y colaboradores administraron el Spherex en capsulas de Lomudal 

mediante un insuflador nasal, Ridley y colaboradores usaron un catéter de Rhinolin. Ambos 

grupos concluyeron que el aclaramiento de las microesferas estaba influenciado por la posición 

de la cabeza de los individuos y el ángulo de inhalación de la formulación durante la técnica de 

administración.  

Alternativamente, Soane y colaboradores administraron a voluntarios humanos almidón 

radiomarcado, reticulado con epiclorhidrina (45–90 μm), utilizando un dispositivo en polvo de 

única dosis para la inhalación profunda. El aclaramiento fue a los 68 min, con depósito de las 
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micropartículas en las regiones anterior y posterior de la cavidad nasal. Igualmente, hubo 

variación entre individuos en la distribución de la dosis depositada en la región anterior, 

dependiente de la administración (Soane et al., 1999).  

En tercer lugar, debe señalarse también que la capacidad para medir con precisión el 

aclaramiento en roedores representa en sí mismo un reto a causa de, 1) la posibilidad de usar una 

variedad de técnicas y métodos de administración (Rusznak et al., 1994), 2) el uso y tipo de 

anestésico durante los experimentos que modifica los hallazgos (Rogers et al., 2018), 3) la edad de 

los animales (Grubb et al., 2016), 4) el polímero trazador, 5) la cepa de ratones usada, entre otros. 

En consecuencia, los datos reportados en la literatura son heterogéneos.  

En consecuencia, los ensayos con animales fueron diseñados para determinar la presencia 

y el tiempo de retención de las MPAs en la cavidad nasal seccionada en regiones anterior, media 

y posterior siguiendo un protocolo descrito previamente, sin considerar el aclaramiento de las 

partículas (Kumar et al., 2016). Se seleccionó la administración por goteo nasal sin anestesia, para 

permitir el contacto de las MPAs desde el vestíbulo nasal (región anterior). Además, se estableció 

la retención del almidón en la mucosa nasal cuando las MPAs se visualizaron más allá del tiempo 

de aclaramiento mucociliar (10-15 min, Beule, 2010). Para facilitar este seguimiento en el tiempo, 

las MPAs se tiñeron con FITC.  

La caracterización fisicoquímica de las MPAs teñidas con FITC permitió descartar 

modificaciones en la interacción con la mucosa y la biodistribución de las partículas asociadas a 

tinción., pues no hubo cambios significativos en el tamaño y el potencial-ζ comparado con las 

MPAs sin tinción. Además, la intensidad de fluorescencia de las MPAs-FITC se mantuvo estable 

en condiciones fisiológicas simuladas durante al menos 8 horas (Figura 10), aun cuando el método 

de tinción no fue covalente. Sin embargo, el seguimiento de las MPAs teñidas con FITC más allá 

de las 8 horas o la cuantificación de la intensidad de la fluorescencia, deben interpretarse con 

cautela debido a la liberación del FITC adsorbido a las MPAs que podría llevar a desestimar la 

presencia de MPAs en los tejidos.  
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Con las condiciones experimentales seleccionadas, se observó la retención del almidón 

crudo en la mucosa nasal más allá del tiempo estimado para el aclaramiento mucociliar. Las 

MPAs permanecieron en la cavidad nasal al menos por 8 horas, localizándose desde el vestíbulo 

nasal hasta la región olfatoria (Figura 16). Los mecanismos por los que las MPAs se depositaron 

en toda la cavidad nasal a pesar de su tamaño, ausencia de anestesia (que facilita el transporte) o 

características inherentes a la cavidad nasal incluidas las diferencias entre epitelios y la 

complejidad de los cornetes nasales, no fueron objetivo de este estudio. Sin embargo, trabajos 

previos apoyan la hipótesis de que más de un mecanismo interviene en la retención y difusión de 

las MPAs a lo largo de la cavidad nasal.  

Por ejemplo, Jian y colaboradores reportan la difusión de las partículas en la cavidad nasal 

de acuerdo con su tamaño, disminuyéndose la eficiencia de depósito en toda la cavidad nasal con 

el aumento en el tamaño (Jiang & Zhao, 2010). En ratas, por ejemplo, se determinó 

computacionalmente que 92% de las partículas de 5 µm se depositan en la región vestibular 

(Kimbell, 2006). Tsuda y colaboradores además describieron el transporte de partículas mediado 

por fuerzas inerciales, brownianas y gravitacionales. De este modo, mientras la difusión 

disminuye con el aumento del tamaño de las partículas, el depósito aumenta debido al transporte 

gravitacional e inercial (Tsuda et al., 2013). Por otra parte, Dong y colaboradores determinaron 

mediante un estudio computacional que el patrón de distribución de partículas en la cavidad 

nasal es independiente de su tamaño (Dong et al., 2018). Estudiar en trabajos posteriores estos 

mecanismos de transporte para las MPAs en la cavidad nasal será valioso para apoyar a la 

comprensión tanto de nuestro sistema particulado como del transporte de micropartículas en el 

tracto respiratorio. 

En lo concerniente a la discrepancia entre el tiempo de retención en cavidad nasal 

obtenido mediante microscopía confocal de barrido láser (hasta por 8 horas) y con MEB (a las 24 

horas) (Figura 19), una posible explicación puede ser la liberación del FITC mencionada 

previamente. Las limitaciones asociadas a la estabilidad, solubilidad y extinción de la 

fluorescencia con el uso de fluocromos in vivo en ocasiones exigen el acople covalente para 

incrementar el tiempo de visibilidad de los polímeros (Roussel et al., 2023). 
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Ahora bien, si se comparan las técnicas microscópicas con el seguimiento de imágenes en 

el IVIS, el tiempo de retención de las MPAs en la mucosa nasal fue cercano al observado en MEB 

(entre 4 y 8 horas, Figura 24). Sin embargo, se han reportado desventajas al usar del FITC para la 

adquisición de imágenes ópticas in vivo. En primer lugar, disminuye la sensibilidad y el contraste 

de las imágenes debido a las longitudes de onda de excitación y emisión en el rango visible (400-

650 nm) en las que los tejidos absorben y dispersan la luz, lo que resulta en baja penetración del 

FITC en los tejidos (<3 mm). Segundo, la corrección de la señal de fondo causada por la 

autofluorescencia de moléculas endógenas como las flavinas, lipofuscina, entre otras, limita la 

detección de moléculas teñidas con FITC en niveles bajos (Chin et al., 2012). Por tanto, se debe 

considerar el posible sesgo en los tiempos de retención de las MPAs informados en este estudio 

con el sistema de imágenes in vivo. Se sugiere para investigaciones futuras la búsqueda y/o 

desarrollo de sondas fluorogénicas o colorantes de unión covalente al almidón, idealmente con 

emisión en el infrarrojo cercano, que permita superar las limitaciones descritas para el FITC y a 

su vez, realizar la trazabilidad en tiempos posteriores a los ya estudiados aquí sin introducir 

modificaciones fisicoquímicas que alteren la biodistribución de las MPAs.  

Una consideración final, es que este estudio fue diseñado para apoyar la comprensión de 

las MPAs como adyuvante de vacunas para la mucosa. Aunque en este trabajo no se evalúo la 

respuesta inmune específica de antígeno con el uso de las MPAs como adyuvante, algunos de los 

resultados apoyan las observaciones previas sobre el potencial inmunoestimulante del almidón 

crudo luego de la administración vía nasal (Moreno-Mendieta et al., 2014; Moreno-Mendieta et 

al., 2019). Por ejemplo, la localización mayoritaria de las MPAs sobre los cornetes nasales 

observada, ha sido un fenómeno descrito para otros polímeros particulados. Hagenaars y 

colaboradores, informaron una correlación entre la adhesión del virus de influenza completo 

inactivado conjugado con N, N, N-trimetil quitosano (TMC) a la superficie epitelial de los 

cornetes nasales y maxilares inferiores después de la inmunización vía nasal a ratones C57-BL/6 

y la respuesta inmune al antígeno coadministrado. Ese patrón de depósito se correlacionó con el 

incremento en la inmunogenicidad y la eficacia protectora, además de considerarse un 

mecanismo de acción adyuvante vía nasal (Hagenaars et al., 2010). Con esta observación es posible 
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plantear la hipótesis de que la localización de las MPAs en los cornetes nasales está relacionada 

con la respuesta inmune reportada en nuestros trabajos previos. En futuras investigaciones, será 

útil diferenciar la localización de los antígenos solos e inmovilizados sobre las MPAs en la cavidad 

nasal, con el objetivo de confirmar dicha hipótesis.  

Se encontró, además, que las MPAs pasaron rápidamente desde el lumen a través de la 

barrera epitelial hacia la submucosa y los sitios inductores de la respuesta inmune de la mucosa 

sin aparente toxicidad sistémica. El paso de partículas a través del epitelio ha sido reportado por 

varios autores (Illum, 2007; Formica et al, 2022); sin embargo, se estudian con mayor frecuencia 

sistemas particulados más pequeños (entre 100 y 700 nm) que pueden experimentar transporte 

paracelular o transcelular (Spindler et al., 2021). Para ciertos carbohidratos, se ha descrito el 

transporte vía paracelular entre las uniones estrechas, las uniones adherentes y los desmosomas 

(O'Rourke et al., 1995; Pappenheimer, 1990).  

Particularmente para polímeros con base en almidón, Björk y colaboradores informaron 

que la administración intranasal de microesferas de almidón hidrolizado reticulado con 

epiclorhidrina (DSM) (20-45 µm) cargado con insulina reduce los niveles plasmáticos de glucosa 

en ratas (Björk & Edman, 1990). En un trabajo posterior, las DSM hidratadas e hinchadas añadidas 

a monocapas de células Caco-2 rápidamente condujeron al aumento reversible de la 

permeabilidad epitelial sin comprometer la función de barrera. De forma similar, cuando las DSM 

fueron acopladas a insulina, la separación inmediata de las uniones estrechas (14-54%) permitió 

la absorción del fármaco (Björk et al., 1995). Los autores han propuesto que, tras la exposición de 

las DSM al agua se crea un entorno hiperosmolar que lleva al encogimiento celular por cambios 

en la presión hidrostática y subsecuente separación de las uniones estrechas (Han et al., 2019). 

Debido a que pocos trabajos describen el paso a través del epitelio para carbohidratos insolubles 

como el almidón crudo y tampoco se ha estudiado la captación epitelial de micropartículas para 

favorecer el transporte a través del epitelio, la interpretación que se puede dar a las observaciones 

en este trabajo es limitada, por lo que actualmente para dar explicación a los hallazgos de este 

trabajo, se desarrollan estudios in vitro para caracterizar estos procesos.  
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La investigación actual encontró también que después de atravesar el epitelio, las MPAs 

alcanzan la lámina propia subyacente, incluido el sitio inductor de la respuesta inmune mucosa 

en el tracto respiratorio superior de los roedores (Figura 20). Con el alcance al NALT de las MPAs 

se respaldan los hallazgos previos en los que las MPAs con antígenos inmovilizados 

administrados vía nasal inducen respuesta inmunológica específica de antígeno (Moreno-

Mendieta et al., 2014).  

Una vez en lámina propia, las MPAs podrán ser absorbidas por los vasos sanguíneos para 

entrar a circulación sistémica, drenar a ganglios linfáticos cervicales o acceder directamente a las 

vías extracelulares que conducen al sistema nervioso central (Formica et al., 2022). La señal 

fluorescente de las FITC-MPAs en los riñones luego de administración nasal, junto con la 

observación de MPAs en la lámina propia de la cavidad nasal en sitios adyacentes a vasos 

sanguíneos y en el órgano vomeronasal, sugieren el ingreso del almidón al torrente sanguíneo. 

Experimentos posteriores en los que se evaluó la posibilidad de hemotoxicidad, no mostraron 

rastro de hemólisis aun con concentraciones de 2 mg/mL de almidón.  

Paralelamente, el estudio de la biodistribución in vivo estimando la fluorescencia del FITC 

luego de la administración vía nasal permitió evidenciar la deglución de una fracción de la dosis 

de MPAs, un resultado consistente con la observación de otros autores sobre el paso rápido de 

las formulaciones a lo largo del piso de la cavidad nasal durante los primeros minutos, que no 

entran en contacto con la mucosa nasal (Furubayashi et al., 2007). La deglución luego de la 

administración nasal se asocia al tipo de formulación y ocurre con mayor frecuencia con el uso 

de goteo nasal (Vidgren & Kublik, 1998). Además de la absorción primaria en cavidad nasal, las 

partículas que indirectamente son ingeridas pasarán a absorción por tránsito TGI, contribución 

que ha sido calculada en trabajos previos (Furubayashi et al., 2007). 

En cuanto a las retención y distribución de las MPAs luego de la administración vía 

intragástrica e intraduodenal, es importante considerar que debido a las condiciones hostiles del 

TGI, la mayoría de las partículas no tienen la capacidad de retenerse, por lo que ocurre el tránsito 

directo. Sin embargo y, a pesar de la mayor actividad enzimática en intestino, las MPAs 
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administradas intraduodenalmente se retuvieron en el intestino delgado (Figura 21), lo que es 

concordante con la mayor adhesión a la MPG, homóloga a la Muc-2 predominante en intestino 

(Schneider et al., 2018; Jessberger et al., 2019). 

La retención de las MPAs durante al menos 4 horas en el intestino delgado puede 

relacionarse con su adhesión a las vellosidades intestinales observada en la MEB. Además, se 

destaca la presencia de las MPAs en las células M del epitelio velloso intestinal. Algunas 

partículas luminales pueden ser captadas preferencialmente por estas células M y no por las 

células M de la FAE; en estos casos, la inducción de la respuesta inmune será independiente de 

las PPs (Jang et al., 2004). La mucoadhesividad de las micropartículas no solo evitó el aclaramiento 

por peristalsis intestinal, sino que también permitió la presencia de MPAs en las PPs. Similar a la 

cavidad nasal, la traslocación a través de la barrera epitelial de partículas en intestino delgado 

puede ocurrir vía transcelular y paracelular (Kulkarni & Newberry, 2019). Los hallazgos aquí 

descritos, corroboran las observaciones sugeridas previamente sobre el alcance de las MPAs a las 

PPs en el GALT para favorecer la inducción de las respuestas específicas de antígeno después de 

la vacunación intragástrica con antígenos inmovilizados sobre las MPAs (Guillen et al, 2014; 

Moreno-Mendieta et al., 2014). 

También se visualizó in vivo la biodistribución del almidón crudo después de la 

administración intragástrica de una dosis única de MPAs. La fluorescencia observada en la 

cavidad oral de los roedores, aunque inesperada, indica la retención de las MPAs en la mucosa 

oral a causa del contacto de la cánula de administración intragástrica con la cavidad oral de los 

animales. Encontrar las señales de fluorescencia de las FITC-MPAs en estómago e intestino 

delgado a los 60 min está en contraposición con los trabajos previos que consideran el almidón 

sin modificaciones fisicoquímicas como inapropiado para la administración vía TGI debido la 

limitada mucoadhesión a causa de sus propiedades de hidratación e hinchamiento y ausencia de 

grupos cargados que permitan las interacciones electrostáticas con la mucina (Chen et al., 2019). 

Este trabajo muestra que los cambios inducidos por el entorno, específicamente por la exposición 

al pH gástrico, no impidieron la retención de las MPAs como lo muestra la prueba de 
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mucoadhesión in vitro en donde se observó que reducir el pH de 6.8 a un valor ácido (pH 2) no 

impacto significativamente la adhesión.  

Finalmente, los resultados de este trabajo proporcionan evidencia de la capacidad 

adhesiva de las MPAs a la mucina in vitro, así como el incremento en el tiempo de retención in 

vivo en los tejidos mucosos luego de la administración vía nasal y oral. Los hallazgos, indican que 

la mucoadhesión es un mecanismo facilitador del paso de las MPAs a través de los tejidos 

mucosos. De este modo, las MPAs penetraron la capa de moco, se translocaron a través del 

epitelio y migraron a los sitios inductores de la respuesta inmune mucosa local, luego de su 

administración como dosis única, a pesar del tamaño microparticulado y heterogéneo del 

almidón crudo. Este tránsito inicial de las MPAs se considera esencial para el rol 

inmunoestimulante del almidón crudo.  

Destacamos qué contrario a las limitaciones reportadas para el almidón crudo en 

aplicaciones biofarmacéuticas, las MPAs administradas vía mucosa no necesitaron 

modificaciones fisicoquímicas para distribuirse eficientemente, a travesar las barreras biológicas 

y entrar a circulación sistémica, conservando su inocuidad.   
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10. CONCLUSIONES 

En este estudio se demostró que la localización y retención de micropartículas de almidón 

crudo en la mucosa de la cavidad nasal e intestino delgado en ratones Balb/c, está mediada por 

la adhesión entre la mucina y el almidón crudo que se observó in vitro. Las MPAs penetraron el 

moco y se translocaron a través de la barrera epitelial desde tiempos tempranos. Este paso a la 

lámina propia ofrece posibilidades múltiples de particular importancia para el desarrollo de 

vacunas para las mucosas. Se observó, además, que no es necesario introducir modificaciones 

fisicoquímicas al almidón crudo para superar las barreras biológicas como se suponía 

anteriormente.  

Observar las MPAs en el NALT y las PPs, sitios inductores de la respuesta inmune de 

mucosa en nasofaringe e intestino, respectivamente, ayudan a explicar la capacidad adyuvante e 

inmunoestimulante del almidón crudo inducida que se ha observado en trabajos previos luego 

de la administración vías mucosas de antígenos inmovilizados o como refuerzo a la vacunación. 

Los resultados de distribución in vivo reportados en este estudio destacan el tránsito 

gastrointestinal de las MPAs, sin aparente toxicidad sistémica aun en dosis altas, como lo indica 

el ensayo de hemocompatibilidad in vitro. Por lo tanto, se sugiere que las micropartículas de 

almidón crudo son un sistema seguro y eficiente para la administración de antígenos y para otras 

aplicaciones biomédicas que requieran el depósito en la mucosa, mejorar la respuesta inmune y 

minimicen la toxicidad.   
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11.  PERSPECTIVAS  

La vacunación vía mucosa es una estrategia de especial relevancia para el control de 

enfermedades infecciosas que tengan como vía de entrada la mucosa. Dentro de las numerosas 

plataformas propuestas usando sistemas particulados poliméricos para la entrega de antígenos, 

las MPAs constituyen un candidato para el desarrollo de vacunas seguras y eficaces por las 

propiedades descritas hasta ahora. No obstante, aún quedan cuestionamientos, desafíos de 

seguridad y calidad. Actualmente se encuentra en estudio la correlación entre el papel 

inmunoestimulante y la eficacia protectora, conocimiento que necesario para avanzar 

exitosamente a etapas preclínicas. Será importante considerar y adoptar las estrategias que 

permitan mantener la velocidad y rendimiento adquiridos en los últimos años en la lucha contra 

la pandemia y los brotes epidémicos, incluido la incorporación de múltiples antígenos, 

inmunoestimulantes y mejora de las condiciones del almacenamiento.  

A continuación, se sugieren algunos protocolos de investigación que podrían tenerse en 

cuenta para continuar la caracterización de las MPAs como sistemas de administración de vacuna 

mucosas o para diseñar estudios de liberación de fármacos que involucren la vía mucosa:  

▪ Estudiar el mecanismo de mucopenetración y traslocación de las MPAs a través del epitelio 

mucoso.  

▪ Evaluar la biodegradabilidad y biocompatibilidad de las MPAs en líneas celulares mucosas.  

▪ Evaluar la localización, tiempo de retención en la mucosa y biodistribución de las MPAs 

acopladas a antígenos.  

▪ Estandarizar un método de liberación de antígenos/fármacos in vivo, para establecer la 

biodisponibilidad. 

▪ Evaluar el transporte de las partículas a sistema nervioso central, junto con las preocupaciones 

descritas para los sistemas basados en partículas relacionadas con su seguridad.  
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13. ANEXOS 

Anexo A. Cirugía abdominal 

1) Realizar una incisión de la piel abdominal de ~2 cm usando pinzas de disección y tijeras, a fin 

de exponer los músculos abdominales y el intestino.  

2) Cuidadosamente, identificar el estómago y el extremo proximal del intestino delgado donde 

se unen el estómago/intestino.  

3) Con un par de pinzas, sostener el intestino delgado mientras se desenrolla suavemente la 

porción proximal separándola del tejido conectivo mesentérico. 

4) Con una jeringa de 1 mL, inyectar 1 mg de MPAs-FITC suspendidas en 100 μL de 10 mM PBS, 

PH 7.4 dentro del segmento proximal intestinal.  

5) Asegurarse de volver a colocar con cuidado el intestino delgado en la cavidad intestinal.  

6) Realizar una sutura de la capa musculoperitoneal con puntos separados utilizando de nailon 

monofilamento para cerrar la herida. Una vez completada la sutura, limpiar con una gasa 

empapada con solución de yodopovidona 1%. 

7) Observar a los animales después de la cirugía durante los primeros 15 min. Una vez el animal 

esta despierto, trasladarlo a una caja individual para recuperación completa.  
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Anexo B. Protocolo de prueba de hemólisis de glóbulos rojos  

I. Preparación de los glóbulos rojos: 

1) Obtener 25 mL de sangre de donante anónimo en tubos con K2-EDTA. 

2) Retirar el plasma, luego de centrifugar la muestra a 500 x g durante 5 min. Marcar el nivel de 

plasma removido.  

3) Lavar dos veces los glóbulos rojos con NaCl 150 mM, reemplazando con el mismo volumen 

de plasma retirado, centrifugando cada vez (500 x g durante 5 min). Retirar al final el 

sobrenadante y resuspender en PBS 100 mM, pH 7.4.  

4) Dividir la sangre uniformemente en 4 tubos, correspondientes a los cuatro pH a probar: PBS 

100 mM pH 5.6, 6.2, 6.8 y 7.4. 

5) Centrifugar los tubos a 500 x g durante 5 min, retirar el sobrenadante y reemplazar con el 

buffer de pH correspondiente. Homogenizar la muestra.  

6) Realizar diluciones 1:50 de los eritrocitos en el buffer correspondiente (1 mL de eritrocitos en 

49 mL de buffer). 

II. Preparación de las MPAs:  

1) Preparar las soluciones madre de las MPAs, 20 veces más concentrados que la solución final 

desead a analizar, a fin de tomar 10 μL de MPAs y 190 μL de glóbulos rojos diluidos (dilución 

1:20). De este modo, se realizan stock de 0.050, 0.08, 0.25, 0.5, 2, 8, 20, 40 mg/mL para 

concentraciones finales de 2.5, 4, 12.5, 25, 100, 200, 400, 1000, 2000 μg/mL.  

2) Adicionar las MPAs en el fondo de una microplaca de 96 pozos por triplicado. 

3) Adicionar Tritón X-100 al 20% en los pozos para control positivo y el buffer fosfato 

correspondiente en los pozos para control negativo.  

4) Centrifugar las microplacas durante 5 min a 500 x g luego de incubación a 37°C en un agitador 

orbital para sedimentar los glóbulos rojos intactos 

5) Remover con cuidado los sobrenadantes a una placa nueva de 96 pozos, teniendo precaución 

de no mezclar el sedimento.   

6) Medir la absorbancia de los sobrenadantes con el lector de placas en un rango de longitud de 

ondas entre 400-541 nm.  
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Anexo C. Estandarización de la tinción de almidón crudo con FITC. Evaluación de la 

intensidad de fluorescencia de las MPAs (1mg/mL) teñidas con diferentes concentraciones de 

FITC. Microscopio confocal Nikon A1R+ STORM. A-E, Barra de escala: 20 µm, F, Barra de escala:  

10 µm. 
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Anexo D. Estandarización de la concentración de las mucinas comerciales para 

espectroscopía de fluorescencia. (A) Espectros de fluorescencia de la MPG en diferentes 

concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mg/mL) y blancos de micropartículas de almidón 

suspendidas en buffer fosfatos en concentraciones crecientes; λex=287nm (B) Curvas de 

calibración representativas de las mucinas usadas en los ensayos de espectroscopía de 

fluorescencia; C. Espectros de fluorescencia de la MSB en diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 

0.4 mg/mL) y blancos de micropartículas de almidón suspendidas en buffer fosfatos en 

concentraciones crecientes; λex=289nm.  
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ANEXO E. Micropartículas de almidón crudo en el epitelio intestinal de ratones Balb/c. 

(A) Imagen de MEB donde se observa la red de moco entre las vellosidades intestinales (X350). 

(B) Las MPAs se depositaron en la base de las vellosidades intestinales y (C) fueron atrapadas 

entre el moco (X350) 60 min después de la administración intraduodenal.  
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Anexo F. Biodistribución de las micropartículas de almidón crudo teñidas con FITC a los 30 

minutos. Imágenes in vivo de órganos de ratones, obtenidos 30 min después de la administración 

nasal (A) u oral (B) de MPAs-FITC. IVIS-Lumina®III configurado en λex: 480nm, λem: 520nm, 0.75-

1 segunda exposición; binning medio, F/stop: 1 y campo de visión de 12,5 cm2. 
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A B S T R A C T   

Raw starch microparticles (SMPs) proved efficient antigen carriers with adjuvant properties when administered 
via the mucosal route; however, the underlying mechanisms associated with this bioactivity are unknown. In the 
present study, we explored the mucoadhesion properties, fate, and toxicity of starch microparticles after mucosal 
administration. Nasally administered microparticles were mainly retained in nasal turbinates, reaching the nasal- 
associated lymphoid tissue; this step is facilitated by the ability of the microparticles to penetrate through the 
mucous epithelium. Likewise, we found intraduodenally administered SMPs on the small intestinal villi, follicle- 
associated epithelium, and Peyer’s patches. Furthermore, under simulated gastric and intestinal pH conditions, 
we detected mucoadhesion between the SMPs and mucins, regardless of microparticle swelling. SMPs’ 
mucoadhesion and translocation to mucosal immune responses induction sites explain the previously reported 
role of these microparticles as vaccine adjuvants and immunostimulants.   

1. Introduction 

Mucosal surfaces constitute the main entry point for many patho
genic microorganisms and function as the first line of defense against 
invading pathogens. Mucus represents a protective physical barrier, 
while mucosa-associated lymphoid tissues are responsible for initiating 
the antigen-specific immune response. Anatomically, nasal-associated 
lymphoid tissue (NALT) is the major inductive site of immune re
sponses in the upper respiratory tract, similar to gut-associated 
lymphoid tissue, including the Peyer’s patches (PPs) in the gastroin
testinal tract [1]. Vaccination continues to be the most effective strategy 
to neutralize infections. Most vaccines that are currently licensed for 
human use are administered via the parenteral route; however, mucosal 

vaccination is necessary for the efficient induction of mucosal immune 
responses [2], including the SARS-CoV2 virus [3]. 

Although nasal and oral vaccination has several advantages [4,5], 
mucosal vaccination involves challenges, such as the decrease in ab
sorption and uptake due to mucociliary clearance in the respiratory tract 
or peristaltic forces in the intestine, antigenic degradation, and the 
inability of the antigen to overpass the mucus barrier. These challenges 
have led researchers to explore several strategies to improve the effec
tiveness of mucosal immunization. 

Polymeric nanoparticles and microparticles have been widely 
investigated to develop new-generation vaccines [6]. In addition to the 
intrinsic adjuvant and immunostimulatory properties of several poly
mers [7] the adhesive attachment between polymer-based adjuvants 
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stained raw starch microparticles. 
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and mucus (mucoadhesion) plays a significant role in antigen-specific 
immune responses enhanced after mucosal immunization. Several au
thors propose that the improvement in the immune response occurs 
because mucoadhesion increases the residence time of the particle for
mulations, prevents removal from the mucosa, increases the efficiency 
of antigen release, and promotes subsequent vaccine uptake by different 
cells [8,9]. 

Starch from various botanical sources has been used extensively in 
pharmaceutical delivery [10,11,12], and as vaccine adjuvants 
[13,14,15,16,17,18]. However, due to the semicrystalline structure and 
insolubility of raw starch granules most applications use soluble starch 
with physicochemical modifications [19]. Physicochemical treatments 
not only destroy and breakdown the structure of the granules but also 
cause irreversible changes that alter the physicochemical properties of 
starch [20,21], including biodegradability, swelling, biocompatibility, 
and toxicity along with the ability to adhere to mucous surfaces 
[22,23,24]. 

Consequently, different results are expected depending on the 
modification of the starch and even more so for raw starch. Therefore, in 
the present study, we refer to raw starch microparticles (SMPs) to 
differentiate them from functionalized or physicochemically treated 
soluble starch that we refer to as “starch-based polymers” such as 
polyacryl-starch microparticles and silicone polymer-grafted starch 
[25,26]. 

SMPs were used to administer antigens by the mucosal route and 
induce a specific immune response [13,14]. Unlike other particulate 
antigen-delivery systems, the antigen is immobilized on raw starch by 
direct, noncovalent adsorption. The immobilization occurs through 
hydrophobic, CH-π interactions and hydrogen bonds via a carbohydrate- 
binding module [27,28,29]. In this way, with the use of SMPs, the ne
cessity of physicochemical modifications for particle manufacturing, 
functionalization, and antigen conjugation is eliminated. 

Oral administration of the nontoxic fragment C of tetanus toxin 
(TetC) immobilized on SMPs induced a higher level of IgG antibodies 
against TetC in BALB/c mice than in mice that received the non
immobilized antigen; this result was consistent with the delay in the 
onset of tetanus symptoms when the mice were challenged subcutane
ously with a lethal dose of tetanus toxin [13]. The immunostimulatory 
capacity of SMPs was further demonstrated by the recombinant alpha- 
crystallin (Acr) protein from Mycobacterium tuberculosis immobilized 
on raw starch. The preferential induction of the cell-mediated immunity 
response was observed when the antigen was immobilized [14]. 

Interestingly, in a murine model of progressive pulmonary tubercu
losis, the nasal administration of SMPs as a BCG booster vaccine, both 
alone and in combination with the Acr antigen, induced a decrease in the 
pulmonary bacillary load and the percentage of lung area affected by 
pneumonia; consequently, the mice survival rate improved compared to 
that received just the BCG vaccination [16]. Later, SMPs were admin
istered as a direct adjuvant of BCG. An improvement in the protective 
efficacy of the BCG vaccine was observed in the animals infected with 
different virulent strains of M. tuberculosis, thus confirming the immu
nostimulatory activity of these microparticles [17]. 

This paper aims to evaluate the mucoadhesive properties of raw 
starch microparticles and study its distribution in vivo as a part of the 
mechanism underlying the formerly reported immunostimulatory ac
tivity. We propose that SMPs will be mucoadhesive and consequently 
their residence time in mucosal tissues after nasal and oral administra
tion will be increased. Furthermore, we postulate that SMPs will traverse 
mucus layers and cross the epithelium to reach immune response- 
inducing sites, which explains the previously observed systemic im
mune responses after mucosal immunization. This work provides new 
evidence on the ability of insoluble carbohydrates, such as raw starch, to 
cross epithelial tissues. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Rice raw starch (5.4 % moisture, 0.4 % ash, 1.7 % ethereal extract 
and 0.2 % protein), 5-Fluorescein isothiocyanate isomer I (FITC), mucin 
from porcine stomach type III (PGM), mucin from bovine submaxillary 
glands type I-S (BSM), paraformaldehyde (PFA), ammonium chloride, 
and EDTA were purchased from Merck Sigma–Aldrich (Saint Louis, MO, 
US). Dimethyl sulfoxide was purchased from Fluka (Charlotte, North 
Carolina, US). Fluoroshield mounting medium with DAPI was obtained 
from Abcam (Cambridge, UK). Tissue Freezing Medium was purchased 
from Leica Biosystems (Wetzlar, Germany). Xylazine (Rompun® 2 %) 
was purchased from Bayer Vital GmbH (Leverkusen, Germany). Keta
mine (Anesket®), isoflurane (Sofluran®Vet), and sodium pentobarbital 
(Pisabental®) were obtained from PiSA Agropecuaria (México City, 
México). 

2.2. Preparation of raw starch microparticle suspension 

SMPs suspensions were prepared by washing the raw starch three 
times with cold deionized sterile water and once with phosphate- 
buffered saline (PBS, phosphate buffer 10 mM, and NaCl 150 mM), as 
previously reported [30]. The pH used is indicated in each experiment. 
SMPs suspensions were prepared immediately before every experiment. 

2.3. Preparation of FITC-stained raw starch microparticles 

SMPs were stained with FITC in accordance with the manufacturerś 
recommendations, with slight modifications to the protocol. Briefly, 10 
mg of SMPs was washed with deionized sterile water and suspended in 1 
ml of 0.1 M sodium carbonate buffer pH 9. Then, the supernatant was 
decanted. FITC was dissolved in DMSO (0.5 mg/mL) and mixed with 
SMPs. The suspension was incubated in the dark for 8–12 h at 4 ◦C with 
continuous stirring. After incubation, NH4Cl was added to a final con
centration of 50 mM to quench and stop the reaction and was incubated 
for 2 extra hours at 4 ◦C. FITC-stained raw starch microparticles (FITC- 
SMPs) were separated from the free FITC by washing with deionized 
sterile water (five times) and suspended in PBS, pH 7.4. Images of the 
fluorescent microparticles were obtained under a Nikon A1R-STORM 
confocal microscope (Nikon Instrument Inc., Melville, NY, US) at an 
excitation wavelength of 488 nm at the Microscopy Facility. Image 
analysis was performed using the open-source software ImageJ. 

2.4. Characterization of raw starch microparticles 

Scanning electron microscopy (SEM) was performed to assess the 
morphology and size distribution of the microparticles. Dry SMPs were 
spread on double-sided carbon tape, mounted on stubs of metal, and 
sputter-coated with gold in Denton Vacuum Desk IV equipment 
(Moorestown, NJ, US) for 2 min. SEM image acquisition was performed 
with a JEOL-JSM-6390LV microscope (JEOL USA, Inc., Peabody, MA, 
USA) at 20 kV voltage, secondary electron (SE) imaging mode, and 
X1,000 magnification. 

The particle size distribution was calculated using ImageJ and Ori
ginLab® 2021 software (trial version). Laser diffraction (LD) using 
Mastersizer 2000 with the wet dispersion system Hydro 2000 S (Malvern 
Instruments, Malvern, UK) was used to confirm the size distribution of 
SMPs and FITC-SMPs in suspension. The sample was dispersed in water. 
The resulting suspension was added dropwise into the sample cell to 
achieve the obscuration range of 10–20 %. The sample was measured 
fivefold. The size range in each sample was analyzed with reference 
refractive indices of (1.5) and (1.3) for particles and dispersant, 
respectively. The average particle size was expressed as the volume- 
weighted mean. The particle size distribution is expressed in terms of 
the SPAN factor, which is calculated as: 
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SPAN = d90 − d10 × d50  

where d10, d50, and d90 are the diameter sizes of a given percentage of 
particles smaller than the specified size. A high SPAN value indicates a 
wider particle size distribution. 

On the other hand, a suspension of SMPs (100 μg/mL) was prepared 
in deionized sterile water to determine zeta (ζ)-potential by Laser 
Doppler microelectrophoresis and Phase Analysis Light Scattering (M3- 
PALS) using the Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). 
Each measurement was performed in triplicate. 

2.4.1. Stability of FITC-staining on SMPs 
Emission properties of FITC-SMPs as a function of time and pH were 

assessed. Suspensions of FITC-SMPs (0.5 mg/mL) were suspended in PBS 
(pH 7.4), simulated gastric fluid (SGF), and simulated intestinal fluid 
(SIF). Simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF) 
were prepared according to US Pharmacopeia [31]. SGF − 3.2 mg/mL 
(w/v) pepsin, 30 mM NaCl, and 86 mM HCl, pH 1.2. SIF − 10 mg/mL 
(w/v) pancreatin (which contains many enzymes, including amylase, 
trypsin, lipase, ribonuclease, and protease though only the amylase, 
protease, and lipase activities are specified in the USP), 0.05 M KH2PO4 
and 0.2 N NaOH, pH 6.8. 

Fluorescence emissions were collected immediately and after incu
bation at 37 ◦C for 60, 240, and 480 min under continuous shaking (100 
rpm) using a Biotek Synergy H4™ Hybrid plate reader (Winooski, VT, 
USA). The fluorescence intensity was further obtained after washing 
with PBS (pH 7.4) to evaluate the fluorescence recovery. To get an 
indication of the stability of the formulations in the gastrointestinal 
tract, FITC-SMPs were exposed to SGF for 2 h, followed by 2 h incuba
tion in SIF. The fluorescence intensity of the FITC-SMPs in the mixture of 
the digestion phases was evaluated. Each suspension was measured in 
triplicate using 100 μL. Measurements were performed with black solid 
bottom 96-well micro-plates. Fluorescence intensity data at FITC emis
sion wavelength are reported (λex = 495 nm, λem = 525 nm). 

2.5. Mucoadhesion and swelling of raw starch microparticles 

2.5.1. Preparation of mucin solution 
Stock solutions (10 mg/mL) of BSM or type I-S and PGM or type III 

were prepared by dissolving them in 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 6.8 
and 5.8, or deionized sterile water adjusted the pH to 2 with hydro
chloric acid to simulate the pH of gastric fluid. The solutions were stirred 
at 200 rpm for 12 h at room temperature, sonicated for 5 min at 30 % 
amplitude (Vibra-Cell™ VCX 130, Sonics & Materials, Inc., Newtown, 
CT, US). Mucin suspensions were stored and protected from light at 4 ◦C. 
Before use, the mucin suspension is sonicated again until clarified, then 
filtered through a 0.45 µm disc filter (MF-Millipore™, Merck KGaA 
Darmstadt, Germany). 

2.5.2. Adsorption of mucin to raw starch microparticles 
For this assay, we adapted the methodologies developed for protein 

raw starch adsorption [27] and fluorescence spectroscopy measure
ments for mucoadhesion [32]. Briefly, starch was washed five times with 
cold deionized sterile water and suspended in 0.1 M PB, pH 5.8 and 6.8, 
or adjusted to pH 2. Increasing starch concentrations (0.05, 0.1, 0.25, 
0.5, 0.75, 1.0, 5.0, 10, 20, 40, 80, and 100 mg/mL) were added to a 
constant concentration (0.4 mg/mL) of BSM or PGM. The mixture was 
incubated at 37 ◦C for 1 h with constant agitation. Next, the mixture was 
centrifuged at 3075 × g for 3 min, and the supernatants were recuper
ated and used to measure unbound mucin. Intrinsic fluorescence emis
sion of mucin solutions was recorded before and after incubation with 
starch in an accounting spectrofluorometer (ISS Ins., USA). The samples 
were all excited at 285 nm, and the emission spectrum was recorded 
between 300 and 500 nm at 25 ◦C, with 1 cm spectral slit widths. The 
results are the average of two independent experiments. 

2.5.3. Determination of the swelling power of the raw starch microparticles 
The swelling power was determined according to the protocol pre

viously reported by Li & Yeh [33] with slight modifications. Briefly, 10 
mg of SMPs were suspended in distilled water, PBS pH 7.4, SGF, or SIF. 
Suspended SMPs were incubated at 37 ◦C for 5, 60, 120, and 240 min 
with constant stirring. As a positive swelling control, the SMPs were 
heated to 70 ◦C in a shaking water bath. The tubes were then centrifuged 
for 20 min at 17709 × g, and both sediment (Ws) and supernatant were 
air-dried (W1) and weighed. The swelling power was calculated by the 
following equations [33]: 

Watersolubleindex(WSI) = [W1/0.1] × 100%  

Swellingpower = Ws[0.1(100% − WSI) ]

2.6. In vivo retention time and distribution of raw starch microparticles 

2.6.1. Animals 
Female 10- to 14-week-old and body weights 21–24 g Balb/c mice 

were obtained from the Animal Care Facilities of Instituto de Inves
tigaciones Biomédicas (IIB), Instituto de Biotecnología, UNAM, and 
Instituto Nacional de Pediatría. Mice were housed under controlled 
temperature, humidity, light/dark cycles, and pathogen-free conditions. 
The animals were given ad libitum access to food and water. All pro
cedures were performed according to the Internal Committee for Care 
and Use of Laboratory Animals of the IIB, UNAM (Protocol 193) and the 
National Research Council’s Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals. The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist are filled out and 
attached in the Supplementary material. 

2.6.2. Confocal laser scanning microscopy analysis 

2.6.2.1. In vivo retention of raw starch in the nasal cavity. FITC-SMPs (1 
mg suspended in 20 µL of PBS, pH 7.4) were administered nasally to 
mice by nasal drops with a micropipette (n = 15). Three mice were 
euthanized for each sampled time (5, 60, 240, 480 min, or 24 h). Control 
animals were administered PBS, pH 7.4 (n = 3), and euthanized at 60 
min following a standardized protocol. Briefly, the mice were deeply 
anesthetized by subcutaneous injection of a ketamine-xylazine solution 
(100 and 10 mg/kg, respectively) (KX) and then transcardially perfused 
with cold PBS pH 7.4 followed by 4 % PFA. The skin surrounding the 
skull and face was removed, and the head was immersed in 4 % PFA for 
subsequent fixation for 24 h. Next, the heads were immersed in a 
decalcification solution (10 % EDTA, pH 7.4) and kept at room tem
perature, protected from light for 15–18 days according to the protocol 
described by Guibas [34] with slight modifications in time. The decal
cified tissue was rinsed for 2 h with deionized sterile water and cut 
transversely under the stereoscopic microscope into the following parts: 
anterior region (immediately after the incisive teeth), middle (at the 
level of the incisive papilla), and posterior (in half of the second molar 
tooth). Each specimen was embedded in a freezing medium and stored at 
− 70 ◦C until use. 

The anterior, middle, and posterior regions of the nasal cavity (Ap
pendix A) were cut into 6 µm thick transverse sections at a constant 
interval of 150 µm using a Leica CM1850 cryostat (Leica Biosystems, 
Nussloch, Germany) at 5, 60, 240, 480 min, or 24 h after nasal admin
istration of SMPs. Reconstruction of the nasal cavity was performed by 
plotting the total area of each region, which in turn was subdivided into 
upper and lower section contours using Stereo Investigator software. 
After drawing the contours, the SMPs were counted using the recon
structed images (Appendix B). In each region of the nasal cavity, a total 
of 5 cuts were chosen to perform the SMPs count. The analysis and image 
capture were carried out in an Olympus BX51-WI DSU (Disk Spinning 
Units) confocal microscope (Olympus, Center Valley, PA, USA) equipped 
with Stereo Investigator software (v9; MBF Bioscience, Vermot, US). The 
Stereo Investigator data were analyzed with the NeuroExplorer program 
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(MBF Bioscience, Vermot, US). Image analysis was performed using 
ImageJ. 

2.6.2.2. Localization of raw starch microparticles in nasal-associated 
lymphoid tissue. The animals were anesthetized for the experiments ac
cording to the above protocol. The NALT, identified as two small lon
gitudinal strips of tissue attached to the palate [35], was dissected 
following the methodology described by Cisney and coworkers [36]. 
Briefly, the heads of the mice were severed, sagittal separation of the 
two hemimandibles was performed with a cut in the anteroposterior 
region leaving the palate visible, and the tongue was removed with a cut 
under a stereoscopic microscope. The soft palate was separated from the 
hard palate with the edge of an 18-gauge needle. The NALT is located 
bilaterally in the anterior region of the hard palate. 

Whole tissue was fixed in 4 % PFA for 24 h at 4 ◦C and then immersed 
in increasing concentrations of sucrose in PBS pH 7.4 (10 %, 20 %, and 
30 %) for 24 h in each solution. The hard palate was embedded in Tissue 
Freezing Medium and cut into longitudinal sections (10 µm thick) on a 
cryostat (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Tissue isolation was 
performed 5, 120, or 240 min after the nasal administration of FITC- 
SMPs (1 mg suspended in 20 µL of PBS pH 7.4), control mice were 
administered with PBS pH 7.4. Images were captured utilizing an 
Olympus BX51-WI DSU confocal microscope (Olympus, Center Valley, 
PA, USA). Image analysis was performed using ImageJ. Each experiment 
was repeated at least three times (n = 12). 

2.6.2.3. Localization of raw starch microparticles in the small intestine. 
Twelve hours before the experiment, the animals were fasted with ad 
libitum access to water. Mice were deeply anesthetized as described in 
Section 2.6.2.1. After sedation, a small incision was made in the midline 
of the abdomen, the proximal end of the small intestine was carefully 
exposed, and a single dose of FITC-SMPs was injected into the lumen (1 
mg suspended in 100 µL of PBS pH 7.4). The intestine was returned to 
the abdominal cavity, and the incision was closed. Five, 120, or 240 min 
after intraduodenal injection of SMPs, the mice were deeply anes
thetized with sodium pentobarbital (200 mg/kg) and transcardially 
perfused as described above. The intestine was carefully separated from 
the mesentery, and PPs (4–5 per animal) were isolated under a stereo
scopic microscope. 

Transverse segments of the small intestine containing PPs were 
transferred to a Petri dish with PBS pH 7.4, to remove fecal debris and 
then immersed in 4 % PFA overnight, followed by a gradient of sucrose 
(10 %, 20 %, and 30 %). Next, PPs were embedded in Tissue Freezing 
Medium and stored at − 70 ◦C until use. 

Cross-sections of randomly selected PPs were cut at a 10 µm thick
ness at − 20 ◦C using a cryostat (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). 
Images of the small intestine were captured by an Olympus BX51-WI 
DSU confocal microscope (Olympus, Center Valley, PA, USA). Image 
analysis was performed using ImageJ. Each experiment was repeated in 
three animals (n = 9). 

2.6.3. Scanning electron microscopy analysis 
The nasal cavities and the PPs collected for confocal microscopy 

analysis (2.6.2.1 and 2.6.2.3, respectively) were thawed to prepare the 
specimens for SEM. Cross-sections with a thickness of 1 mm were made 
from the anterior, middle, and posterior regions of the nasal cavity using 
a sharp knife. The PPs were cut longitudinally with scissors, exposing the 
villi and the lumen. The tissues were dehydrated through graded ethanol 
(50, 60, 70, 80, 90, and 100 %). During dehydration, the tissue remained 
extended and adhered at its four ends to a Petri dish. Then, the tissue was 
dried, and on sample holders covered with double-sided carbon tape, the 
samples were covered with a thin layer of gold (Denton Vacuum Desk IV, 
Moorestown, NJ, US). Preparations were examined in the SEM JEOL- 
JSM-6390LV (JEOL USA, Inc., Peabody, MA, US) at a voltage of 20 kV. 

2.7. In vivo biodistribution and organs excision 

Biodistribution of FITC-SMPs was studied in mice intragastrically or 
nasally administered with the microparticles (1 and 5 mg suspended in 
100 μL of PBS pH 7.4 or 1 and 3 mg suspended in 20 μL of PBS pH 7.4, 
respectively). Mice were separated randomly into groups of three mice, 
and one animal was administered with PBS pH 7.4 as a control to 
differentiate the endogenous fluorescence signal. The day before the 
experiment, mice were shaved entirely with depilatory cream (Veet® 
Sensitive Skin, Slough, UK) under deep anesthesia (Section 2.6.2.1). 
Animals were anesthetized subcutaneously with KX and 2 % isoflurane 
using an XGI-8 gas anesthesia system (Caliper Life Sciences Inc., Hop
kinton, MA, USA). The fluorescence emission spectrum was recorded at 
20, 45, 90, 240, and 420 min, and animals were kept awake between 
each image capture. 

Due to the limited ability of FITC fluorescence to penetrate tissue 
(3–4 mm) [37], we repeated the experiment in a different group of mice, 
and after 60 min of FITC-SMPs administration, the animals were 
euthanized as described previously (Section 2.6.2.1). Cervical lymph 
nodes, brain, lungs, heart, stomach, spleen, liver, kidneys, ladder, and 
small intestine were collected by simple dissection. 

Whole-organ fluorescence imaging and in vivo images were recorded 
an In vivo Imaging System IVIS Lumina XR III (PerkinElmer, Waltham, 
MA, USA) in the CICATA, IPN, at a wavelength of 520 nm after excita
tion at 480 nm, 0.75–1 s of exposure time, medium binning, f-stop 1, and 
field of view of 12.5 cm2 (D). Fluorescence intensity was determined by 
measuring the fluorescence within the region of interest (ROI) selected 
for each animal using Living Image® Software 4.5.2 (IVIS Spectrum, 
PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA). 

2.8. Toxicity of raw starch microparticles to red blood cells 

The hemolytic activity of SMPs was tested in human blood cell 
samples following the protocol described by Evans and coworkers [38]. 
Briefly, mixtures of red blood cells (RBCs) in 100 mM PBS pH 5.6, 6.2, 
6.8, and 7.4 and various concentrations of SMPs in suspension (2.5, 4, 
12.5, 25, 100, 200, 400, 1000, 2000 μg/mL) were added to 96-well flat- 
bottom plates. The samples were then incubated in an orbital shaker at 
37 ◦C for 1 h. The plates were centrifuged for 5 min at 500 × g. 

Supernatants were aspirated and transferred to a 96-well plate for 
reading on a Biotek Epoch™ 2 (Agilent, CA, US) spectrophotometer at 
wavelengths of 400–541 nm. As a positive control, a hemolysis curve 
was performed with the detergent Triton X-100 (0–180 µg/mL). The 
percentage of hemolysis was calculated by the following equation: 

%Hemolysis =
(abs sample) − (abs neg control)

(abs pos control) − (abs neg control)
× 100  

2.9. Statistical analysis 

The data are expressed as the mean of the experiments ± standard 
deviation (SD). For statistical analyses, GraphPad Prism 4.0 software for 
Windows was used. Comparison analysis was performed by one- or two- 
way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni or Tukey’s 
multiple comparison test. Differences were considered significant at p ≤
0.05. 

3. Results and discussion 

3.1. Characterization of the raw starch microparticles 

3.1.1. Particle size and ζ-potential 
The required minimum concentration of FITC to stain 100 % of SMPs 

in suspension was established at 0.05 mg FITC/mg of SMPs by direct 
observation of FITC-SMPs suspensions in confocal laser scanning mi
croscopy (Appendix C). The average particle size and ζ-potential of 
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microparticles are shown in Fig. 1. The SEM histogram shows that the 
SMPs are in a size range of 1.4–8.8 μm with an average particle size of 
4.8 μm. SMPs of irregular and polygonal shapes with smooth horizontal 
surfaces are observed. In turn, laser diffraction size analysis revealed 
that SMPs and FITC-SMPs had an average size of 4.84 μm and 5.86 μm, 
respectively. The average ζ-potential of SMPs was negative (-13.5 ± 0.4 
mV) and did not change after FITC staining (-14.3 ± 0.7 mV); in any 
case, the differences were statistically significative; a relevant result 
because the staining should not modify ζ-potential or size of the mi
croparticles since both are determining factors for the interaction with 
the mucosa in vivo [39]. 

3.1.2. Stability of FITC-staining on SMPs 
FITC fluorescence is highly dependent on environmental tempera

ture and pH. Excessing hydrogen (H+) ions at acidic pH promote the 
protonation of the conjugated aromatic rings, which results in the loss of 
emission capacity [40]. As expected, the pH adjustment to 7.4 allows 
recovery of fluorescence intensity due to the deprotonation of the con
jugated aromatic rings, a reaction named acid-tolerant reversible 
switchable recovery of FITC. Fig. 1 shows that the incubation at 37 ◦C 
reduced fluorescence intensity, but the decrement was dramatic after 
the treatment with SGF. However, the fluorescence recovered after pH 
neutralization indicated that FITC remained stably bound to SMPs, for at 
least the 8 h of the experiment. Likewise, the stability fluorescence of 
FITC-SMPs submitted to simulated digestion was confirmed. Thus, the 
results in this section indicated the suitability of staining of SMPs with 
FITC for in vivo distribution studies. 

3.2. In vitro mucoadhesion studies of raw starch microparticles 

We studied the mucoadhesion behavior of SMPs by adapting an in 
vitro adsorption assay between SMPs and submaxillary mucin (BSM) or 
porcine gastric mucin (PGM), followed by fluorescence spectroscopy. 
Following the addition of increasing quantities of SMPs in both gastric 
and intestinal conditions, a gradual decrease in the intensity of the 
fluorescence emission spectra of the unbound mucins is observed (Ap
pendix D), indicating the decreasing concentration of soluble mucin due 
to the interactions with SMPs. SMPs bound PGM better (up to 74.5 % at 
pH 5.8, 56.0 % at pH 2; and 46.9 % at pH 6.8) than BSM (up to 44.4 % at 
pH 5.8 and 34.7 % at pH 6.8) (Fig. 2). This could be related to the 
percentages of sialic acid in the mucins. While BSM contains 9–24 % 

sialic acid, PGM only contains 0.5–1.5 % sialic acid [41]. Thereby, the 
electronegative ζ-potential of SMPs did not allow ionic interactions with 
the BSM’s negatively charged sialic acid and sulfonic acid moieties. As 
reported in other systems where starch adheres to proteins such as lec
tins and carbohydrate-binding modules, the interaction could occur 
through hydrogen bonding and hydrophobic interactions with aromatic 
amino acids that stack with the pyranose rings of starch [29]. 

For many authors, swelling is a crucial step for the initiation of 
adhesion of many polymeric materials [42,43,44]. Starches can undergo 
different stages of swelling, from water absorption of amorphous regions 
of starch granules to the disintegration of the granules. However, 
swelling is usually associated with heat [45,46,47]. Consequently, to 
investigate if raw starch microparticles could suffer swelling in physio
logical conditions, the swelling power of raw starch was determined in 
distilled water, PBS pH 7.4, simulated gastric fluid (SGF; pH 1.2), or 
simulated intestinal fluid (SIF; pH 6.8). As shown in Fig. 2, any of the 
tested conditions produced SMPs swelling at 37 ◦C, at least until 240 min 
had passed; while in the microparticles heated at 70 ◦C for 60 min 
(positive control), the swelling was observable under all conditions. The 
fact that SMPs are mucoadhesive but do not swell might be considered 
an advantage in vivo since the course through the mucus mesh network 
would be facilitated without the steric hindrance that causes the passage 
of swollen starch. Unlike other polymers [48,49] the swelling of raw 
starch is not a determining factor for mucoadhesion in vitro. 

3.3. Residence time and in vivo distribution of raw starch microparticles 
in the nasal cavity 

Next, we evaluated the residence time and distribution of SMPs in the 
nasal cavity by confocal laser scanning microscope (CLSM) and SEM. 
Following intranasal administration, FITC-SMPs localize in the air pas
sages, between the turbinates, and on the epithelial surfaces in the na
sal’s anterior, middle, and posterior regions. Counting SMPs after 
reconstruction of the nasal cavity using Stereo Investigator software 
allowed us to observe the gradual decrease in the number of SMPs/mm2 

over time (Appendix B). FITC-SMPs could be detected for up to 480 min 
in the nostrils of mice and were distributed heterogeneously throughout 
the nasal cavity (Fig. 3). There was no evidence that the FITC-SMPs were 
preferentially localized in the upper or lower section of the nasal cavity. 
The heterogeneous pattern of distribution enables us to hypothesize that 
the retention of SMPs is multifactorial and independent of size, as other 

Fig. 1. Characterization of the raw starch microparticles and FITC-stained raw starch microparticles. (A) SEM images of SMPs (Scale bar = 5 μm). (B) FITC-SMPs (0.5 mg/ 
mL) suspended in PBS (pH 7.4), gastric and intestinal simulated fluids, and mixed for simulated digestion were incubated at 37 ◦C. Fluorescence intensity (λem = 525 
nm) was estimated over time. The particle suspension was washed with PBS (pH 7.4) to assess recovery to fluorescence intensity at the different buffers. (C) Particle 
size and zeta potential of microparticle preparations. D10, D50, and D90 represent 10 %, 50 %, and 90 % of the cumulative particle size distribution. Span, dis
tribution width. Mean ± SD, n = 5. (For interpretation of the colour in this figure, the reader is referred to the web version of this article). 
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authors have shown [50]; therefore, the SMPs diffusion throughout the 
nasal cavity must be considered different mechanisms of transport, 
including inertial, Brownian, and gravitational forces [51]. 

A similar maxillo-turbinates epithelial surface deposition was 
observed when the inactivated influenza virus (WIV) was administered 
encapsulated on N,N,N-trimethyl chitosan. A distribution that was not 
observed for WIV alone. For the authors, the results correlated with 
improvements in immunogenicity and protective efficacy [52]. Like
wise, the local distribution could be relevant for understanding the 
improvement in the antigen-specific immune responses found in our in 
vivo previous studies [14]. 

Unexpectedly, after nasal administration, the SMPs rapidly moved 
from the airway lumen into the nasal epithelium, glands, and mucosal 
tissues (Fig. 4 and Movie 1, representative Z-stack image captured by 
CLSM). The microparticles cross the nasal epithelium without evidence 
of SMPs uptake by the epithelial cells at any time; however, the SMPs 
internalization by antigen-presenting cells is currently under investiga
tion. This result is significant in several aspects. First, SMPs exceed the 
mucociliary clearance rate from the nasal cavity in rodents (15–20 min) 
without being eliminated [53]. Second, our findings suggest that raw 
starch could be used as a mucopenetrating polymer besides being 
mucoadhesive. The transport pathway of SMPs might be paracellular as 
described for some carbohydrates such as dextran [54,55]; for starch- 
based polymers reported the passage from the nasal cavity to blood 
circulation [56]. Resuming, the transport mechanism will depend on the 
mesh-pore size, mucosa thickness, and consequently, the location of the 
mucosal tissue; the ζ-potential of SMPs that reduces ionic interactions 
with negatively charged sialic acid and sulfonic acid moieties, and the 

neutral charge of the raw starch that limit electrostatic interactions with 
the mucin. 

Since our work is the first to report on the location and deposition of 
SMPs administered by nasal drip to mice, there is a limited capacity to 
compare the results with previous studies. For starch-based polymers, 
there is previous research on the clearance half-life in the human nasal 
cavity. Clearance half-lives of starch-based polymers range from 68 and 
240 min, influenced by posture during administration and variation in 
dose distribution in dose in the anterior and posterior regions between 
individuals according to the type of administration [57,58]. 

On the other hand, SEM images confirmed the SMPs retention in the 
anterior, middle, and posterior regions of the nasal cavity and the mucus 
entrapment of microparticles, mainly in the nasal septum for at least 24 
h (Fig. 4, Appendix E). The difference in SMPs retention time between 
SEM and CLSM may be attributed to limitations associated with using 
fluorochromes for confocal microscopy. After this time, SMPs are ex
pected to be cleared by mucociliary activity, as evidence suggests for 
most polymeric particles [59]. By this technique, we also confirm the 
ability of SMPs to cross the nasal epithelium. 

3.4. Location of raw starch microparticles in mucosal-associated 
lymphoid tissue 

To establish whether the adjuvant and immunomodulatory re
sponses previously observed with SMPs [14,16,17] are facilitated by the 
ability to reach the inductive sites for mucosa immune responses, we 
first evaluated the presence of SMPs in the NALT following nasal 
administration. As shown in Fig. 5, at 2 h after SMPs nasal 

Fig. 2. In vitro mucoadhesive properties and swelling patterns of raw starch microparticles (SMPs). (A) The percentage of bound mucin was calculated by spectroscopy 
data of unbound mucin in the supernatants after adsorption tests with the bovine submaxillary mucin (BSM) and porcine gastric mucin (PGM) in the presence of 
increasing concentrations of SMPs in water at pH 2 or PBS buffer at pH 5.8 and 6.8. Data are representative of two independent experiments performed in triplicate. 
(B) Swelling power of SMPs as a function of temperature in distilled water (dW), PBS buffer pH 7.4, simulated intestinal fluid (SIF), and simulated gastric fluid (SGF) 
after 60 min. Data are representative of three independent experiments performed in triplicate. Statistical significance was determined by two-ANOVAs with 
Bonferroni multiple comparisons test and indicated as follows: ****, P < 0.0001, **, P < 0.05 *, P < 0.002. (For interpretation of the colour in this figure, the reader 
is referred to the web version of this article). 

Fig. 3. Analysis of retention time of FITC stained raw starch microparticles after nasal administration to Balb/c mice. The number of FITC-SMPs per unit area (mm2) was 
calculated in anterior, middle and posterior region of nasal cavity. Systematic random sampling was performed every 150 μm and five slices (6 μm) from each mouse, 
region, and time were selected to count SMPs. Each dot (•) 1 represents a slice (30 total slices/time). Total 750 μm were evaluated in each portion of the nasal cavity. 
Data of counted of SMPs were obtained by NeuroExplorer software. The bars represent the mean ± SD (standard deviation) of three experiment. 

N. Vasquez-Martínez et al.                                                                                                                                                                                                                    



European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 187 (2023) 96–106

102

administration, an appreciable amount of FITC-SMPs was found in the 
NALT and between the elevated palatal shelves [60]. The SMPs 
remained retained in the NALT for at least 4 h, the maximum time 
evaluated in our experiment. Overall, mucoadhesión, mucopenetration, 
and translocation across the nasal epithelium explain their reach to 
NALT. 

Then, we investigate the passage of microparticles across the lumen 
of the small intestine and their localization within the Peyer patches. 
After injecting FITC-SMPs in the proximal duodenum, CLSM and SEM 
images allowed identified us at SMPs at 2 and 4 h, located predomi
nantly in the intestinal lumen, attached to mucus, covering the intestinal 
microvilli (Appendix F). Some SMPs moved toward the follicle- 
associated epithelium (FAE) and reached the PPs (Fig. 6). The SEM 
images revealed SMPs on M cells located in the intestinal villous 
epithelium (Fig. 6), where it is reported that M cells sample antigens in 
the intestinal lumen to induce a PP-independent immune response [61]. 

According to these data, SMPs penetrate the epithelial cell barrier and 
reach mucosal immune inductive sites. Therefore, we suggest that the 
induction of antigen-specific immune responses observed in our previ
ous work, following the oral vaccination with SMPs-immobilized anti
gens, is mediated by both M cells located in the FAE that cover the PPs 
and M cells of the intestinal villi. 

Fig. 7 shows the biodistribution of SMPs in vivo and in different or
gans of mice that received FITC-SMPs via nasal or oral. SMPs retention 
time at the administration site was dose-related. Thus, the fluorescence 
signal was evident up to 420 min only with the highest doses of SMPs (3 
mg and 5 mg, respectively). Despite the superior quantum yield of FITC, 
the limited ability to penetrate tissue (3–4 mm) [37] was a limitation in 
allowing fluorescence signals observation in organs in the in vivo assays. 
For this reason, principal organs had to be obtained, where we observed 
a similar distribution of microparticles both in nasal and oral adminis
tration (Fig. 7), detecting most of the dose in the small intestine and 

Fig. 4. Passage of raw starch microparticles through the epithelium of the nasal cavity of Balb/c mice. Representative confocal laser microscopy images (A-C). White 
arrows point to FITC-SMPs crossing the epithelial cells lining the turbinates of the (A) anterior, (B) middle, and (C) posterior regions of the nasal cavity after 5 min of 
nasal administration. FITC-SMPs (green) and DAPI stained nuclei (blue). Scale bars = 50 μm. (D-F) Scanning electron microscopy images showing nasal cavity cross- 
sections; (D) Microparticles trapped in the mucus network, (E) SMPs crossing the nasal turbinate epithelium (X150), and (F) enlarges the central rectangle of figure E 
(X900). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 

Fig. 5. Location of FITC-raw starch microparticles in 
mice nasal-associated lymphoid tissue. Confocal laser 
scanning microscopy on the entire longitudinal sec
tion of the hard palate that includes the NALT. FITC- 
SMPs (green) and DAPI-stained nuclei (blue) are 
shown. (A) Representative image of SMPs in NALT 
and between the palatal shelves after 120 min of 
administration. The hard palate is oriented in the 
figure from the posterior palate ① (left) to the upper 
incisors ④ (right), crossing the anterior palate ② and 
the NALT③. (B) Magnification of inset in figure A, 
white arrows point to the SMPs. Scale bars = 500 μm 
in A and 50 μm in B. (For interpretation of the refer
ences to colour in this figure legend, the reader is 
referred to the web version of this article.)   
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stomach 60 min post-administration. There was no evidence of FITC- 
SMPs in the lungs, heart, cervical lymph nodes, liver, spleen, or 
bladder; however, animals that received FITC-SMPs nasally exhibited a 
fluorescence signal in the kidneys. When crossing the epithelium, the 
particles can drain into the systemic circulation due to the great 
vascularization of the epithelium [62] and go to the kidneys, where it 
has been observed with different types of particles that they can remain 
up to several hours after administration [63,64]. A fraction of the SMPs 
dose was swallowed due to quick passage through the floor of the nasal 
cavity without interaction with the nasal mucosa. This occurrence is 
related to the nasal administration system and is more frequent when 
performed by nasal drip [65,66]. 

3.5. Biodistribution and toxicity of raw starch microparticles 

Due to the potential passage of polymeric nanoparticles and micro
particles into the systemic bloodstream through the nasal route, we 
decided to study hemolysis as an expression of SMPs-induced cytotox
icity. As seen in Fig. 8, no concentration of SMPs, regardless of pH value, 
induced hemolysis of red blood cells after incubation compared to that 
of a PBS control. These results, together with the existing literature on 
the use of starch in pharmaceuticals and cosmetics, clearly demonstrate 
starch is safe and non-toxic. 

4. Conclusions 

The present work demonstrates the retention of SMPs in the nasal 

Fig. 6. Location of FITC-raw starch microparticles in the small intestine of Balb/c mice. Confocal laser scanning microscopy shows FITC-SMPs in the small intestine after 
2-h (A-C) and up to 4-h (D-E) following intraduodenal administration. FITC-SMPs (green) and DAPI-stained nuclei (blue) are shown. Rectangles in figures A and D are 
magnified in figures B, C, and E. The SMPs (White arrows) are located on the small intestine lumen, Peyer’s patch (white dotted lines), and near the FAE (epithelium 
associated with the follicle), respectively. [Scale bars = 1000 μm A, 100 μm B-C, 500 μm D, and 50 μm E. (F-H) Scanning electron microscopy images show SMPs in 
the intestinal epithelium of Balb/c mice. (F) Localization of the SMPs in the intestinal villi associated with the intestinal villous M cells [scale bars = 100 μm]. (G) 
SEM micrograph enlargement of F shows SMPs on an intestinal villous M cell [scale bars = 20 μm]. (H) SEM micrograph enlargement of F showing SMPs on the villi 
surface [scale bars = 20 μm]. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 
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cavity and small intestine mucosa in vivo, associated with the mucoad
hesion property of raw starch in vitro. The interaction depends on the 
mucin’s nature. We can deduce that the adhesion between mucin and 
SMPs helps microparticles to be retained in the mucus layer so that they 
can later cross the epithelial cell barrier and reach the mucosal lymphoid 

tissues. All these results allow us to explain our previous results showing 
the immunostimulatory activity of these microparticles. Indeed, our 
results agree with previous reports with several polymeric particle- 
based adjuvants that report that greater mucoadhesion improves the 
immunogenicity and the quality of the immune response. 

For this reason, raw starch microparticles are proposed as a suitable, 
nontoxic, and efficient system for mucosal vaccination and other 
biomedical applications involving mucosal administration without the 
need to introduce physicochemical modifications. 
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Fig. 7. Biodistribution of FITC-SMPs. In vivo images of mice showing the administration site and retention of FITC-SMPs administered via the (A) nasal or (B) oral 
route. Mice were imaged at different time points up to 420 min. Major organs were harvested and imaged at 60 min after a single dose of FITC-SMPs by (C) nasal or 
(D) oral route. IVIS-Lumina®III; set to Exc: 480 nm, Ems: 520 nm, 0.75–1 s exposure; medium binning, F/stop: 1, and field of view of 12.5 cm2. (For interpretation of 
colour in this figure, the reader is referred to the web version of this article.) 

Fig. 8. Hemolytic activity of raw starch microparticles on human red blood cells. 
Increasing concentrations of SMPs were incubated with red blood cells in 100 
mM PBS (pH 5.6, 6.2, 6.8 or 7.4) in 37 ◦C shaker for 1 h. After centrifugation, 
the amount of hemoglobin released into supernatants were measured by spec
trophotometry scanning (400–541 nm). Percentage hemolysis was calculated 
with Triton X-100 standards curve at λmax 410 nm. Data are representative of 
three independent experiments. Statistical significance was determined by two- 
ANOVAs with Tukey’s multiple comparison test and indicated as follows: ****, 
P < 0.0001, **, P < 0.05 *, P < 0.002. (For interpretation of the references to 
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of 
this article.) 
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Abstract: Mucus is a viscoelastic gel that acts as a protective barrier for epithelial surfaces. The
mucosal vehicles and adjuvants need to pass through the mucus layer to make drugs and vaccine
delivery by mucosal routes possible. The mucoadhesion of polymer particle adjuvants significantly
increases the contact time between vaccine formulations and the mucosa; then, the particles can
penetrate the mucus layer and epithelium to reach mucosa-associated lymphoid tissues. This review
presents the key findings that have aided in understanding mucoadhesion and mucopenetration
while exploring the influence of physicochemical characteristics on mucus–polymer interactions. We
describe polymer-based particles designed with mucoadhesive or mucopenetrating properties and
discuss the impact of mucoadhesive polymers on local and systemic immune responses after mucosal
immunization. In future research, more attention paid to the design and development of mucosal
adjuvants could lead to more effective vaccines.

Keywords: mucoadhesion; polymeric particles; immune response; mucosal vaccines; mucosal adjuvants

1. Introduction

The development of mucosal vaccines continues to be a priority in the fight against
microorganisms whose entry is the mucosa. However, the mucus layer limits the passage
of antigens across the epithelium to reach mucosa-inductive sites. This protective barrier
facilitates the clearance of foreign pathogens and particles. The mucosal compartments
have the epithelium and the mucosal immune system as barriers to defense. The epithelial
barrier interconnected by tight junctions, the mucus layer, antimicrobial peptides, and
immunoglobulin A (IgA) production prevent, as a whole, access to pathogenic microorgan-
isms, foreign particles, and toxins [1–3].

Furthermore, the mucosal immune system, comprising a network of mucosa-associated
lymphoid tissues (MALT), is responsible for initiating and establishing the antigen-specific
innate and adaptive immune response following infection or vaccination [4]. Both inducing
and effector sites are found in MALT. For example, in the small intestine, immune-inductive
gut-associated lymphoid tissue (GALT) comprises the Peyer patches, mesenteric lymph
nodes, and isolated lymphoid follicles (Figure 1). The GALT is covered by a follicle-
associated epithelium, predominantly composed of enterocytes and membranous cells (M
cells) [5]. M cells, surrounded by a thin layer of mucus, are responsible for transferring, via
phagocytosis or transcytosis, bacteria and particulate antigens from the luminal side to the
basal side of the epithelium and to the subepithelial dome (SED) [6,7], along with the other
intestinal epithelial cells [8,9]. Regardless of the sampling mechanism, antigen-specific
primed cells in the mucosa leave the encounter site to enter the lymph, then the blood-
stream, and re-enter the mucosal tissues of origin, where they differentiate into effector
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or memory B and T cells, a process mediated by integrins [10]. In the small intestine, this
effector site is the lamina propria. For a deeper understanding of the inductive and effector
sites in the mucosal immune responses other than GALT and NALT, the following reviews
are suggested [11–13].
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Figure 1. Components of gut-associated lymphoid tissues. The intestinal epithelium comprises multi-
ple cell types derived from intestinal stem cells (IECs), including absorptive enterocytes, Paneth cells,
goblet cells, tuft cells, and enteroendocrine cells. The IECs maintain gut homeostasis by synthesizing
and secreting mucins, antimicrobial peptides, hormones, and soluble proteins. Furthermore, the
IECs participate in the recognition of microorganisms via PPRs. The inner mucus layer or glyco-
calyx that lines the intestinal epithelium contains many antimicrobial peptides (AMPs) and IgA,
both with effector functions. The outer mucus layer is also colonized by commensal microbiota.
AMPs bind to glycosylated proteins, neutralize bacterial toxins, participate in the recruitment of
effectors cells, and directly kill bacteria. Antigen uptake can occur by M-cell-mediated transcytosis,
via macrophage/dendritic cells extending transepithelial dendrites into the gut lumen, paracellular
pathway, or through goblet-cells-associated antigen passages. The passage of the particles is further
facilitated by mucoadhesion and mucopenetration phenomena. In gut-associated lymphoid tissues,
antigens are presented to naive T and B cells with subsequent antigen-specific immune responses.
PPs are mucosa-inductive sites for immune responses in the gastrointestinal tract, while the lamina
propria and epithelial compartment constitute effector sites. FAE, follicle associated epithelial; SED,
subepithelial dome; PPs, Peyer’s patches; IFR, interfollicular regions; FDC, follicular dendritic cells;
Tfh, T follicular helper cells.

Considering the barrier properties of mucosal surfaces, extensive studies have been
performed to develop strategies for prolonging the residence time of vaccines in epithelial
tissues; one of the most relevant is the use of mucoadhesive formulations. This review
provides an overview of mucus, mucin, and how the interactions between mucus and
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particles occur. We discuss the physicochemical characteristics of particles that lead to
improved mucoadhesion and/or mucopenetration.

The paper aims to show solid scientific evidence to re-evaluate the correlation be-
tween improving the mucoadhesive or mucopenetrating characteristics of polymer-based
particles used as mucosal vaccine adjuvants and the increase in specific systemic and
mucosal immune responses. Likewise, we address potential strategies for mucus penetra-
tion, highlighting the importance of incorporating them to design more effective mucosal
vaccines. For these purposes, most of the included research papers are those in which the
mucoadhesion test of polymer particles was published together with the assessment of
adjuvanted capacity following mucosal vaccination.

2. Mucosal Vaccination

The mucosal surfaces cover a vast extension of the body surface area. Due to contin-
uous environmental exposure, many pathogens, or antigens, as well as particles found
in the air and toxins, have the mucosal surfaces as portals of entry to the body. There-
fore, the mucosal tissues play a fundamental role in protecting from invasion by harmful
microorganisms through physical and biological barriers. The characteristic induction of
antigen-specific sIgA antibodies, both local and distant, as well as protective immunity in
systemic and mucosal compartments, makes mucosal vaccination the best tool for reducing
mortality and morbidity caused by infectious pathogens that enter the body through the
mucosal surfaces [14,15].

However, most vaccines licensed for use in humans are currently administered par-
enterally. Although parenteral immunization successfully induces a protective systemic
immune response, it hardly induces an effective mucosal immune response, and the cellular
mechanisms underlying this response remain largely unknown [16–18].

The SARS-CoV-2 pandemic highlighted mucosal vaccination’s importance in trigger-
ing an immune response at the predominant sites of pathogen infections and protecting
against mucosal invasion. Several nasal and oral vaccines are currently in the clinical
phase (Table 1), thanks to numerous researchers who have focused on developing mucosal
vaccination platforms for other diseases in recent decades. It is essential to clarify that there
are already authorized vaccines for application through these routes for other diseases. For
example, oral vaccines are currently on the market for Vibrio cholerae (Dukoral®, ShanChol™
OCV, Euvichol-Plus®/Euvichol®, and Vaxchora®) [19], poliovirus (BIOPOLIO™ B1/3),
rotavirus (RotaRix®, RotaTeq®, Rotavac®, and RotaSiil®) [20], Salmonella typhi (Vivotif®

Ty21A) [21], and the adenovirus vaccine (Adenovirus types 4 and 7) approved for military
use only [22]. On the other hand, presented in the form of a spray for nasal administration,
there are the influenza vaccines against type A and B viruses (FluMist® Quadrivalent and
Nasovac-S™) [23,24]. Mucosal vaccines induce diverse immune responses in strength,
efficiency, and long-term protection [25–27]. Most of these formulations contain live attenu-
ated or inactivated whole-cell organisms or viruses [28,29]; consequently, the limitations
and challenges are many, especially those related to safety. In this regard, developing
subunit vaccines becomes a promissory strategy because they are safer but, unfortunately,
less immunogenic. Consequently, most of the time, subunit vaccines demand the use of
adjuvants that require specific characteristics for mucosal routes; regrettably, there are no
approved vaccines for these routes.
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Table 1. Current mucosal COVID-19 vaccine candidates in clinical trials. Adapted from WHO
vaccine tracker and landscape, February 2023 (Available online: https://www.who.int/publications/
m/item/draft-landscape-of-COVID-19-candidate-vaccines, accessed on: 10 February 2023). RBD,
receptor-binding domain; Ad, adenovirus; MVA, modified vaccinia Ankara; LAIV, live attenuated
influenza virus; NDV, Newcastle disease virus. R, route of administration: in, intranasal; or, oral; ae,
aerosol; ih, inhale.

Protein Subunit
Antigen Name Developer Clinical Trial R

Spike β-variante ACM-001 ACM Biolabs Phase 1 NTC05385991 in
RBD of S protein+

AgnHB CIBG-669 CIGB, Cuba Phase 1/2 RPCE0000345 in

RBD of S protein Cov2-OGEN1 USSF/VaxForm Phase 1 NCT04893512 or
Spike OMV-linked Hexapro Intravacc B. V Phase 1 NCT05604690 In

Live attenuated virus
S protein Mv-014-212 Meissa Vaccines, Inc. Phase 1 NCT04798001 in

S protein COVI -VAC CODAGENIX Inc./Serum
Institute of India Phase 3 ISRCTN15779782 in

RBD of S protein Razi Cov Pars Razi Vaccine and Serum
Research Institute Phase2IRCT20201214049709N2 In

Viral vector
NON-REPLICANT

� Adenoviral vector
S protein ChAdOx1 nCoV-19 University of Oxford Phase 1 NCT04816019 in

S + nucleocapside VXA-CoV-2-1-Ad5 Vaxart Phase 2 NCT04563702 or

S protein BBV154 Bharat Biotech International
Limited Phase 3 CTRI/2022/02/040065 in

RBD Ad5-nCoV CanSino Biological Inc./Beijing
Institute of Biotechnology Phase 4 NTC05303584 ih

Spike + nucleocapsid Ad5-triCoVMac McMaster University Phase 1 NTC05094609 ae
PIV5 vector

Spike CVXGA1 CyanVac LLC Phase 1 NCT04954287 in

� Ankara vector
Spike MVA-SARS-2-ST Hannover Medical School Phase 1 NCT05226390 ih

� Influenza vector
N protein fragment Corfluvec Research Institute of Influenza Phase 1/2 NCT05696067 In

REPLICANT

� Intranasal flu-based RBD

RBD of S protein DelNS1-2019-nCoV-
RBD-OPT1

University of Hong Kong,
Xiamen University, and Bejing
Wantai Biological Pharmacy

Phase 3 ChiCTR2000037782 in

� Live recombinant Newcastle-disease-virus-vectored

Spike NDV-HXP-S Sean Liu, Icahn School of
Medicine at Mount Sinai Phase 2/3 NTC05354024 In

Others

� DNA based vaccine

S protein BacTRL-Spike DNA
vaccine Symvivo Corporation Phase 1/2 NTC04845191 or

Bacterial antigen-spore expression vector
Spike B. subtilis spores DreamTec Research Limited Phase 1 NA or

https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-COVID-19-candidate-vaccines
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-COVID-19-candidate-vaccines
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2.1. Mucosal Vaccine Adjuvants

The induction of robust immune responses after immunization by mucosal routes
requires the antigen on the mucosal surface for its transport across the epithelial barrier. For
this reason, the rational design of mucosal vaccines and adjuvants must consider the specific
problems related to the route of administration, such as changes in pH, enzymatic degrada-
tion, or entrapment in the mucus layer that limit the absorption of antigens. Consequently,
it is a challenge to find effective mucosal adjuvants that allow overcoming the limitations
associated with the mucosal barrier, enhancing local and systemic immune responses.

Several parenteral adjuvants have been approved for use in humans, including ad-
juvants based on aluminum hydroxide salts and gels, virosomes, oil-in-water emulsions
(MF59®, AS03, MontanideTM ISA 51 VG, and ISA 720 VG) [30–32], monophosphoryl Lipid
A (MPL) [33], Adjuvant Systems® (an immunostimulant combination of AS01 (MPL and
QS-21) [34] and AS04 (MPL and aluminum hydroxide)) [35], CpG1018 [36] (a synthetic
TLR-9 agonist adjuvant (Dynavax®)), and recently, Matrix-MTM (saponins from Quillaja
saponaria), which were authorized in a recombinant vaccine for SARS-CoV-2 [37]. However,
none of these adjuvants have been licensed for human mucosal use, although several
mucosal vaccine adjuvants are currently under pre-clinical evaluation [38–40]. The rapid
progress in SARS-CoV-2 mucosal vaccine development has allowed more adjuvants to
be taken to the clinical phase, such as adenoviral vector as self-adjuvant [41], artificial-
cell-membrane polymersome-encapsulated CpG (NCT05385991) or membrane vesicles
from Neisseria meningitis [42] (Table 1). In the pre-clinical phase, N-N-N-trimethyl-chitosan
particles designed for mucosal administration are under investigation [43].

Use of Particulate Systems as Mucosal Vaccine Adjuvants

Encapsulation, entrapment, or conjugation of antigens within particulate systems is
one of the most promising approaches for the mucosal administration of vaccines. Particles
protect the antigens from in vivo enzymatic degradation, prolong the residence time in
mucosa favoring delivery and absorption [44], promote the transport of antigens and cells
to lymph nodes [45], improve antigen presentation, and enhance immunogenicity [46]. All
these benefits are reflected in greater vaccine efficacy [47–51]. Scheme 1 summarizes the
general classification of particle-based systems used commonly as vaccine adjuvants.

The performance of these particles as adjuvants is usually determined by their intrinsic
characteristics, such as size [52–54], shape [55,56], surface charge [57], and hydrophobic-
ity [58,59], and also are influenced by the methods used for antigen loading [60], the density
of antigen on the surface [61], the ability of controlled-release kinetics [62], functionaliza-
tion [63–65], and importantly mucoadhesion [66,67]. In many cases, particulate vaccine
adjuvants mimic the size, shape, and surface molecule organization of pathogenic microor-
ganisms and can contain molecules such as pathogen-associated molecular patterns, which
directly impact the recognition, interaction, phagocytosis, and processing of antigens by
antigen-presenting cells (APCs), affecting vaccine efficacy [68–70].
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Scheme 1. Material types of particulate systems used as mucosal adjuvants. PCL, polycaprolactone;
PLGA, poly (lactic-co-glycolide); PGA, poly (α-L-glycolic acid); PLA, poly (lactic acid); γ- PGA,
poly (glutamic acid); PEI, polyethyleneimine; VLPs, virus-like particles; MSNs, mesoporous silica
nanoparticles; MCNs, mesoporous carbon nanoparticles.

3. Mucoadhesion

The mucus layer covering the mucosal epithelium is mainly synthesized and secreted
by goblet cells [71,72]. Mucus is composed of water (>95%), electrolytes, enzymes, salts,
DNA, lipids, growth factors, antimicrobial peptides, immunoglobulins, and mucins, the
most abundant high-molecular-weight glycoproteins of the extracellular mucus [73,74].
The mucus layer’s composition, thickness, viscosity, and rheological properties vary widely
among mucosal tissues. For instance, the nasal mucus is thinner (10 µm thick), making
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it highly permeable compared to the mucus layer along the gastrointestinal tract, whose
thicknesses range from 180 µm to 800 µm from the antrum to the colon, respectively [75,76].
The mucus’s rheological properties also vary according to the anatomical site and the type,
composition, and properties of the mucins [77]; therefore, the transport of microorganisms,
molecules, particulate matter, drugs, exogenous, and endogenous agents through the
mucus is also different. For a better understanding of essential functions, general features,
and distribution according to the anatomical location of mucins, see Table 2.

Table 2. Overview of mucins. The structural and functional details of mucins are described. Mucins
(MUC) are differentially expressed in mucosal tissues. PTS domains: proline/threonine/serine-
rich domains; VNTRs: variable number of tandem repeats; GalNAc: N-acetylgalactosamine; OH-:
hydroxyl groups; S: serine; T: threonine.

MUCINS

General characteristics

� High-molecular-weight glycoproteins (10–40 MDa)
� Molecular organization: a central region with PTS
domains with a variable number of VNTRs
� Domains: Highly glycosylated via O-glycosidic linkages
between GalNAc and the OH- of S and T residues from the
protein core
� In the gastric mucus, some of these sugars bear sulfate
ester groups
� A high proportion of cysteine domains participate in
dimer formation and form multimers

Classification
� Membrane-bound/transmembrane
� Secreted/gel-forming
� Soluble

Biological functions

� Prevents the adhesion of pathogens, foreign debris, or
cells to the mucosal epithelium by steric hindrance
� Establishes a selective filter for the diffusion of particles
and small molecules
� Bound by and enriched with nutrients, allowing them to
harbor beneficial microbial communities
�Attenuates the virulence of opportunistic microorganisms
�Regulates signal transduction

Anatomical location Type
Oral cavity MUC1, MUC4, MUC5B, MUC7, MUC19

Eye MUC1, MUC4, MUC16, MUC20, MUC21, MUC22. MUC2,
MUC5B, MUC5A, MUC5B, MUC5AC, MUC7, MUC19

Respiratory tract MUC1, MUC4, MUC16, MUC20, MUC5AC, MUC 5B, MUC19
Stomach MUC1, MUC5C, MUC6
Small intestine MUC13, MUC17, MUC2
Colon MUC2
Female reproductive tract MUC1, MUC4, MUC5
Male urogenital tract MUC1, MUC19, MUC20, MUC5B, MUC6

Some synthetic and natural materials/macromolecules and hydrocolloids adhere to
biological surfaces [78] and remain attached for an extended period of time by interfa-
cial forces. When the adhesive attachment occurs with mucus or epithelial tissues, the
phenomenon is considered mucoadhesion (Figure 2) [79] and involves an interaction
with mucin.
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work adhesion). Mechanical assumes that the irregular rough or abrasive substrate surface provides 
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In addition to pharmacokinetic studies, in vivo and ex vivo methods for assessing 
mucoadhesion allow for the direct investigation of the particulate systems’ adhesion to 
mucosal tissues [85,86] or mucosa-mimetic materials [87]. Likewise, it is possible to per-

Figure 2. Mucoadhesion of polymeric particles to mucous membranes. First, an intimate interaction
between polymeric particles and the mucous membrane occurs in the contact stage, with subsequent
wetting and swelling. Later, in the state of consolidation, physicochemical interactions enable the
adsorption and molecular interpenetration of polymer chains into the mucus layer that covers the
epithelial surface, eventually leading to prolonged adhesion.

Different theories try to explain the interactions between bioadhesive polymers and
mucosal surfaces from both physical and chemical perspectives: the electronic theory [80],
the adsorption theory [78], wetting theory [81,82], diffusion theory [83], and fracture and
mechanic theory [84] (details in Figure 3). In all of them, the molecules must bind through
the interface, an interfacial layer formed between the adhesive and the mucosal tissue.
However, the links between the polymers and the mucus differ in each theory.

Polymers 2023, 15, x FOR PEER REVIEW 8 of 26 
 

 

 
Figure 2. Mucoadhesion of polymeric particles to mucous membranes. First, an intimate interaction 
between polymeric particles and the mucous membrane occurs in the contact stage, with subsequent 
wetting and swelling. Later, in the state of consolidation, physicochemical interactions enable the 
adsorption and molecular interpenetration of polymer chains into the mucus layer that covers the 
epithelial surface, eventually leading to prolonged adhesion. 

Different theories try to explain the interactions between bioadhesive polymers and 
mucosal surfaces from both physical and chemical perspectives: the electronic theory [80], 
the adsorption theory [78], wetting theory [81,82], diffusion theory [83], and fracture and 
mechanic theory [84] (details in Figure 3). In all of them, the molecules must bind through 
the interface, an interfacial layer formed between the adhesive and the mucosal tissue. 
However, the links between the polymers and the mucus differ in each theory. 

 
Figure 3. Theories of mucoadhesion. The electronic theory describes mucoadhesion mediated by 
electrostatic forces. Adsorption assumes intermolecular contact at the interface and adhesion of ma-
terials by intermolecular forces. Wetting is described in terms of the spreading coefficient; therefore, 
the requirement for mucoadhesive materials to adhere is that these can spread spontaneously onto 
a surface. The diffusion theory: interdiffusion and interpenetration through the polymer-mucin in-
terface according to their concentration gradient. Fracture describes the forces required to separate 
two surfaces after bonding and assumes that adhesion bond failure occurs at the interface (Wad: 
work adhesion). Mechanical assumes that the irregular rough or abrasive substrate surface provides 
mechanical keying. 

In addition to pharmacokinetic studies, in vivo and ex vivo methods for assessing 
mucoadhesion allow for the direct investigation of the particulate systems’ adhesion to 
mucosal tissues [85,86] or mucosa-mimetic materials [87]. Likewise, it is possible to per-

Figure 3. Theories of mucoadhesion. The electronic theory describes mucoadhesion mediated by
electrostatic forces. Adsorption assumes intermolecular contact at the interface and adhesion of
materials by intermolecular forces. Wetting is described in terms of the spreading coefficient; therefore,
the requirement for mucoadhesive materials to adhere is that these can spread spontaneously onto
a surface. The diffusion theory: interdiffusion and interpenetration through the polymer-mucin
interface according to their concentration gradient. Fracture describes the forces required to separate
two surfaces after bonding and assumes that adhesion bond failure occurs at the interface (Wad:
work adhesion). Mechanical assumes that the irregular rough or abrasive substrate surface provides
mechanical keying.
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In addition to pharmacokinetic studies, in vivo and ex vivo methods for assessing
mucoadhesion allow for the direct investigation of the particulate systems’ adhesion to
mucosal tissues [85,86] or mucosa-mimetic materials [87]. Likewise, it is possible to perform
in vitro determinations that depend mainly on the physical properties of the polymers [88].
Several detailed reviews can be consulted to learn more about the methods used in mu-
coadhesion [89–91].

Determining Factors in the Mucoadhesion and Mucopenetration of Polymeric Particulate Systems

The mucoadhesive properties of particulate adjuvants can be affected by the physico-
chemical characteristics of polymers, such as size, ζ-potential, elasticity, molecular weight,
or spatial conformation, as well as by environmental factors, such as pH and presence of
metal ions, and physiological factors, including mucin turnover. The particles are trapped
in mucus networks through polyvalent adhesive interactions [92]. Sulfate groups on N-
acetylglucosamine and galactose and carboxylic groups on sialic acid sugars confer negative
charges to the mucin under most pH conditions [93]. Hydrophilic particles adhere to the
negatively charged moieties, while hydrophobic particles are captured by low-affinity
bonds between hydrophobic protein residues and particle surfaces. Although cationic
polymers have shown better mucoadhesive properties [94], anionic polymers also attach
to mucin just as much as cationic or nonionic polymers. This occurs thanks to surface
carboxyl groups in mucin that permit interaction via hydrogen bonds with the oligosac-
charide chains [95]. Mucus limits the diffusion of particles of any size, so it seems that size
has a more significant contribution to mucopenetration than to mucoadhesion. Thus, the
transport rate of particles in mucus decreases with increasing particle size [96,97].

The surface functionalization of particles affects adhesion and permeation across the
mucus of particles of equal size, i.e., as expected, polystyrene NPs of a small size (100 nm)
penetrate the mucus better than large particles (500 nm); however, among 500 nm particles,
sulfate-functionalized particles were 1.7 times more permeable than amino-functionalized
particles [98].

On the other hand, cylindrical-shaped NPs and rod-shaped nanocrystals have been
shown to penetrate the mucus more efficiently compared to their spherical counterparts
with similar particle sizes and surface charges [99]. Similarly, compared to their soft and
hard counterparts, particles with moderate stiffness have a higher diffusivity through the
mucus [100].

4. Mucoadhesive and Mucopenetrating Polymer-Based Adjuvants

For at least the past four decades, multiple research groups have searched for materials
for the development of mucoadhesive and/or mucopenetrating pharmaceutical formu-
lations to improve the bioavailability of active constituents [101–104]. Both the adhesive
and mucopenetrating properties of particulate adjuvants allow them to reach the epithelial
barrier. Once there, the particulate can be transported to the basolateral side to initiate
mucosal immune responses.

Several materials commonly used in the pharmaceutical industry are also used as
mucosal vaccine adjuvants; however, few studies have been devoted to evaluating the
direct influence of mucoadhesion and mucopenetration on the strength and quality of the
antigen-specific immune responses stimulated after mucosal vaccination. Consequently,
we provide an overview of polymer-based particles in the following sections. Based
on the available experimental findings, we analyzed the association between increased
mucoadhesive strength, mucosal penetrability, and enhanced immune response quality
after mucosal vaccination.

4.1. Chitosan and Chitosan Derivatives

Chitosan (CS) is a natural cationic polysaccharide obtained by the deacetylation of
chitin. CS has been widely used in various biomedical applications due to its biodegradabil-
ity, biocompatibility, low toxicity, immunogenicity, and mucoadhesive properties [105–107].
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The mucoadhesive properties of CS are attributed to the protonation of the amino groups
in weakly acidic media, which interact with the negatively charged sialic acid moieties
of mucin. However, different chemical processes have been applied to CS to improve its
application limitations, such as high hydrophilicity, low solubility from pH 7.4, high degree
of swelling, and thermal stability [108,109]. These modifications, in turn, are favorable to
promoting adhesion to mucosal surfaces and, as a result, enhance mucosal contact time.

For example, the chemical conjugation of CS with hydrophilic ethylene glycol branches
improves solubility in water at neutral and acid pH values and its steric stability [110,111].
Pawar and Jaganathan (2016) compared the immunogenicity of CS NPs and glycol chitosan
(GC) NPs loaded with a hepatitis B surface antigen (HBsAg) after nasal administration in
Balb/c mice. While the anti-HBsAg antibody titer induced by HBsAg alone was minimal,
HBsAg conjugated with GC NPs significantly increased serum IgG and IgA antibody titers
in nasal, saliva, and vaginal secretions, compared to the CS-conjugated group. Splenocytes
isolated from mice immunized with GC NPs and CS NPs secreted significantly higher
amounts of IL-2 and IFN-γ than the control mice immunized with Alum-adsorbed HBsAg.
Nasal clearance studies of radiolabeled particles in rabbits showed a nasal cavity retention
time of up to 240 min for GC NPs (20% radioactivity) compared to 180 min for CS NPs
(20% radioactivity) and 90 min for HBsAg alone (<20% radioactivity). In confirming nasal
deposition after nasal administration in mice, only formulations with GC and CS NPs
were retained in the NALT at 30 min, with higher fluorescence intensity for GC NPs than
FITC-BSA [112].

Similarly, adding cross-linking agents, such as tripolyphosphate (TPP), improves
the encapsulation efficiency during the elaboration of CS NPs [113]. Co-crosslinked
vanillin/TPP was used for developing a trivalent oral vaccine (DwPT). Studies of the
adhesion behavior of the microspheres were related to the ζ-potential of the groups, the
electrostatic interaction between the positively charged CS and the negatively charged sialic
acid of mucin, and the degree of cross-linking. Thus, the highest swelling index was for the
group with the lowest degree of cross-linking. Batches with electropositive charge (placebo
CS microspheres, diphtheria toxoid (DT) CS microspheres, and tetanus toxoid (TT) CS
microspheres: ~+30 mV) showed a higher adhesion to mucin than those with ζ-potential
around +10 mV (whole-cell pertussis (wP) CS microsphere and trivalent (DwPT)). Antibody
response in serum corresponded to the mucoadhesion of the microspheres, developing
a higher IgG antibody titer in TT and DT batches on days 28 and 35 after immunization,
followed by batches with a lower adherence (PT: pertussis toxin). This response was
consistent with that observed in saliva and intestinal secretions [114].

Other derivatives of CS have been developed to improve, specifically, absorption and
bioadhesion properties. Currently, the most used are obtained by quaternization, acylation,
thiolation, and carboxymethylation [109]. Trimethyl chitosan (TMC), a quaternized deriva-
tive of CS with polyampholytic properties, improves CS solubility without affecting its
mucoadhesive cationic nature, reduces cytotoxicity, and enhances absorption on mucosal
surfaces in a wide range of pH values, increasing the carrying capacity [115–117].

In 2010, Vyas laboratory used PLGA microparticles (MPs) coated with CS and TMC
for the intranasal administration of HBsAg to mice. While unmodified PLGA MPs had a
negative ζ-potential (−14.4 ± 1.2), the coating with CS and TMC increased the ζ-potential
to values between +5 mV and +10 mV for PLGA/CS MP and +10 mV and +20 mV for
PLGA/TMC MP. The authors also indicated that the ζ-potential directly influenced the
adsorption capacity of MPs to mucin, i.e., PLGA MPs showed insignificant mucin retention,
while CS-PLGA and TMC-coated MPs had significantly higher mucoadhesive proper-
ties. Remarkably, this increase in mucoadhesion improved the immunogenicity of the
formulation. However, PLGA/TMC MPs induced substantially higher antibody IgG titers
throughout the study than PLGA/CS MPs, both in serum and distal mucosal sites [118]. A
second study found the same results with PLGA/TMC NPs and demonstrated the adju-
vanticity effect of TMC through the stimulation of dendritic cell maturation. Furthermore,
TMC-coated MPs were selectively taken up by M cells in the NALT following nasal ad-
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ministration compared to the FITC-BSA solution, which would substantially explain the
enhancement of vaccine formulations’ immunogenicity [119].

Another quaternized CS derivative is N-[(2-hydroxyl-3-trimethyl ammonium) propyl]
CS or HTCC. HTCC polymers have different degrees of quaternization or extent of positive
charge [116]. Zhang et al. prepared OVA-loaded curdlan sulfate-O-HTCC NPs as an
intranasal vaccine system. Although the inclusion of curdlan, a β-glucan capable of
activating innate immune cells via Dectin-1 receptors and TLR-4 [120], could promote the
antigen-specific immune response, its negative surface charge was considered a limitation
for mucosal application. For this reason, O-HTCC was added, which, in addition to
conferring a positive ζ-potential on the particle, improved its adhesion and subsequent
internalization by epithelial cells due to its high viscosity. The OVA–curdlan–O-HTCC
complex led to higher OVA-specific CD4+ T-cell, CD8+ T-cell, and B-cell proliferation
when nasally administered to mice, compared with the proliferation induced by OVA,
OVA–curdlan, OVA–CS, or CS–curdlan [121].

Carboxymethyl chitosan (CMCS) is another water-soluble CS derivative with an
improved degradation rate, a desired characteristic for its use in vivo [122]. Recently,
CMCS was also used to coat the surface of calcium phosphate (CaP) NPs. The electrostatic
interactions and hydrogen bonds between mucin and CaP–CMCS–BSA allowed in vitro
adhesion close to 90% compared to CaP–BSA adhesion (60%). Additionally, the diffusion
efficiency was higher for CaP–CMCS–BSA than for CaP–CS–BSA, CaP–BSA, and BSA alone.
The coating with CMCS and CS improved the apparent permeability coefficient in the
mucus layer at 2 h, an index of apical to basolateral transport. Ex vivo biodistribution in
a rat study showed that CaP–CMCS–BSA/FITC absorption was improved in the small
intestine at 2 h compared to CaP–CS–BSA/FITC, attributed to the change in surface charge
caused by coating with CS and its derivative (CaP–CMCS–BSA, ζ-potential: −4.7 mV
vs. CaP–CS–BSA, ζ-potential: 8.5 mV). These findings are correlated with the efficacy of
oral vaccination since the levels of IgG and sIgA antibodies in sera and feces, respectively,
increased after each boost in the animals that received CaP–CMCS–OVA compared to OVA
alone [123].

For their part, methyl CS has been studied for diverse biological activities, including
as tissue regeneration activator, absorption enhancer, and mucoadhesive [124]. Suksamran
et al. evaluated methylated CS MPs for entrapping OVA. Calcium alginate MPs–OVA,
calcium alginate–yam starch microparticles (YMP)–OVA, and (YMP)–OVA coated with
methylated N-(4-N, N-dimethylaminocinnamyl) CS (TM65CM50CS) were used in this work.
The evaluation of swelling showed that the degree and rate of swelling of the TM65CM50CS-
coated MPs were higher than those uncoated, both in HCL pH 1.2 and in PBS pH 7.4.
Similarly, the in vitro mucoadhesion study using the everted gut sac with porcine jejunum
showed that, while the adherence percentages of calcium alginate MPs and YMP MPs were
low (29.62% and 11.29%, respectively), the coating with TM65CM50CS of both particles
increased mucosal adhesion during the first hour (45.64% and 43.38%, respectively). Oral
immunization resulted in significantly higher IgG and IgA levels in mice receiving OVA-
loaded TM65CM50CS-coated MPs, which again confirms the role of mucoadhesive polymers
in immunogenicity [125].

The ζ-potential of the CS-based vaccines significantly influences the induction of an
immune response affecting more than one mechanism. Jesus et al. demonstrated that. after
the intranasal administration of polycaprolactone/CS (PCL/CS) NPs in C57BL/6 mice, the
lowest dose of adsorbed antigen (1.5 µg HBsAg) induced antibody titers comparable to the
dose containing six times more adsorbed antigen (10 µg HBsAg). Furthermore, this group
had the highest number of responding animals. However, serum IgG titers were signifi-
cantly low compared to previous studies with the same dose of antigen (1.5 µg HBsAg), so
the authors suggested that the decrease in ζ-potential (CS: +30 mV) to values close to neu-
trality generated by antigen interaction (PCL/CS: +26 mV; PCL/CS: 1.5 µg HBsAg: +22 mV;
PCL/CS:10 µg HBsAg: +5.7 mV) leads to a reduced uptake in the epithelial barrier. These
observations were independent of the mucoadhesive behavior of the particles without anti-
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gen evaluated in vitro. Therefore, the authors suggested that the antigen on the particle’s
surface reduces the ζ-potential and hinders the interaction with mucin in vivo, avoiding
particle–cell interactions and ultimately impacting the immune response [126]. Although
this finding contradicts what was observed for other CS-based particles reviewed, it high-
lights the importance of assessing the mucoadhesion of the polymeric system alone, as well
as the particle-entrapped antigens of interest.

4.2. Cellulose Derivatives

Carboxymethylcellulose (CMC), an anionic and water-soluble cellulose derivative [127],
has been successfully used as a mucoadhesive polymer to enhance immune responses.
Hanson et al. developed CMC and alginate (ALG) wafers loaded with the HIV gp140
protein and with α-GalSer as an adjuvant. In ex vivo tests with porcine sublingual mucosa,
wafers with a higher CMC content withstood intense mucosal washings and had a higher
tissue penetration of the coupled protein (fluorescently labeled bovine serum albumin
(BSA)) compared to wafers with a higher ALG content and the free protein. However,
the presence of ALG in the formulation was necessary to maintain protein stability on the
wafer. Following sublingual administration in mice, most mucoadhesive wafers generated
a greater T-cell response in the lungs and cervical lymph nodes [128]. In other studies, it
has been suggested that CMC’s viscosity and anionic structure allows the formation of
ionic bonding and hydrogen bonds with mucin layers [129–131].

4.3. Mannan-Decorated Polymeric Particles

Similar results have also been achieved using the dual immunostimulant and mu-
coadhesive capacity of mannan isolated from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae [132].
Mannans present immunostimulatory activity via pathogen recognition receptors (PRRs)
in APCs. An in vivo optical imaging system, following the intranasal administration of
thiolated hydroxypropylmethylcellulose phthalate microspheres (Man-THM), showed
that mannan decoration increased the residence time of Cy5.5-conjugated OVA-loaded
Man-THM in the respiratory mucosa compared to OVA alone or OVA-loaded THM. Subse-
quently, the mucosal immune response was evaluated following the nasal immunization
of the ApxIIA toxin from Actinobacillus pleuropneumoniae loaded in the MPs groups. The
findings also demonstrated that the microspheres reached the lungs and secondary lym-
phoid tissues and induced systemic IgG and secretory IgA responses to the ApxIIA in
bronchoalveolar lavage (BAL) and nasal and vaginal washes. Although the immunostimu-
latory role of mannosylation in enhancing immunogenicity has been reported [133,134], in
this work, the authors highlighted the mucoadhesion of the mannosylated microspheres to
explain the improved immunogenicity in vivo.

4.4. Alginate Coating

Vyas and his team (2014) assessed the coating of CS MPs with alginate (A-CSMp). In
contrast to most of the works reviewed up to this point, where the positive surface charge
plays a fundamental role in adhesion to mucin, alginate as an anionic polyelectrolyte
changes the ζ-potential of the particle to an electronegative value (−29.7 mV). FITC-BSA
was rapidly washed from rat jejunal tissues; however, the in vitro retention time in the
mucosa was prolonged when FITC-BSA was associated with A-CSMp. In the same way,
in the in vivo assays, only A-CSM loaded with FITC-BSA successfully generated uptake
by M cells in Peyer’s patches. When evaluating the efficacy of the particulate system in
an oral anthrax vaccination model, high-titer anti-PA serum IgA and IgG antibodies were
observed in animals receiving particles loaded with antigens compared to the free Bacillus
anthracis protective antigen [135].

Similarly, Saraf et al. loaded alginate-coated CS NPs (ACNPs) with HBsAg anchored
to E. coli EH-100 lipopolysaccharide (LPS) (LPS-HBs-ACNPs) as an adjuvant for oral
administration. As expected, the alginate coating changed the ζ-potential of the NPs
from +45.2 mV (0.5% CS-0.1% TPP) to −26.2 mV (0.5% CS-0.1% TPP-2% alginate-2%
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LPS) due to the negatively charged -COO- electrostatic interaction of the alginate on the
positively charged -NH3 of the CS. Despite the ζ-potential’s more negative values, in vitro
mucoadhesion studies showed that alginate-coated NPs were more mucoadhesive than
CS NPs alone. Although anti-HBsAg serum IgG titers were higher for HB-ACNPs after
oral administration, sIgA antibody titers in mucosal secretions were higher for LPS-HBs-
ACNPs. The anchoring of LPS targeted the NPs to M cells, conferring immunogenicity to
the system [136] independently of the mucoadhesive properties of ACNPs. As in the case of
LPS, any ligand can be anchored to the particulate system to target it and to allow specific
binding to M cells or mucosal epithelial cells. Excellent reviews have been conducted on
this topic [137–139].

On the other hand, sodium alginate protects the NPs from the hostile environment
of the gastrointestinal tract, the same as the introduction of hydrophilic groups, such as
hydroxyalkyls, carboxyalkyls, succinyls, and thiols, or polymer grafts, such as PEG. In this
way, Amin and Boateng (2022) proposed a system based on OVA-loaded CS NPs coated
with sodium alginate or PEG for oral vaccine administration. Both sodium alginate and PEG
coatings increased the stability of NPs upon exposure to gastric fluids with the protection of
the encapsulated protein (4 h and 1 h, respectively), compared to uncoated NPs (<30 min).
After transfer into simulated intestinal fluid, both coatings showed stability for 120 h,
although with different release profiles of OVA. Increased alginate concentrations were
related to a higher level of mucin binding. According to the authors, the alginate coating
ensures stability, allows a higher antigen load to reach the site for mucosal immune response,
improves mucoadhesive properties, and enhances the sustained release of antigen-loaded
NPs [140].

4.5. Xyloglucan

Xyloglucan (XG), a non-anionic polysaccharide and the main hemicellulose compo-
nent, has been applied with Quillaja saponins to vaccine formulations against brucellosis.
While Brucella LPS was weakly immunogenic, when B. abortus LPS-loaded XG NPs were
administered nasally to Balb/c mice, higher systemic and mucosal IgG antibody levels
and mucosal IgA were induced. Increased immunogenicity was associated with a greater
mucoadhesion force of the XG and the LPS-XG NPs compared to the LPS alone, as well as
the ex vivo retention of LPS-XG NPs over 24 h in goat mucosa [141].

As in the case of CS, XG has been previously used in pharmaceutical applications in
different formulations and by different routes, including mucosal, transdermal, and in-
traperitoneal, due to its biodegradability, cost-effectiveness, and non-toxicity. Some authors
have suggested that the XG molecular structure, “mucin-like,” is responsible for mucoad-
hesive properties, including swelling capacity and increasing concentration-dependent
viscosity [142,143]. All these characteristics, taken together, expand the possibility of the
future use of XG in mucosal vaccinations [144].

4.6. Poly (Acrylic Acid) and its Derivatives

Poly (acrylic acid) and its derivatives have excellent mucoadhesive capacity compared
to cellulose, polycarbophil, chitosan, and pectin [145–147]. An example is Carbopol®, a
highly cross-linked hydrophilic polymer, which provides it with mucoadhesive and vis-
coelastic properties. Coucke et al. used spray-dried powders of amylopectin (Amioca®)
with polyacrylic acid (Carbopol® 974P) in different proportions (SD 0/100, 25/75, 50/50,
85/15, and 100/0) for the intranasal administration of H3N2-inactivated influenza virus
and in combination with the LTR192G adjuvant in rabbits. The formulation SD25/75
induced the highest serum response of IgG anti-haemagglutinin compared to the formula-
tion SD100/0, thus highlighting the importance of polyacrylic acid. Despite this, neither
SD25/75 nor SD0/100 induce a local mucosal response. The immune response was directly
related to the negative ζ-potential of Carbopol® 974P and the mucoadhesive properties of
the formulations. The reticulated, predominantly elastic, or highly structured character-
istics of SD25/75 (G’ >> G”) increased the residence time in the nasal cavity. In contrast,
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the lowest viscosity and cross-linking of SD100/0 were associated with a low mucosal
retention [148].

4.7. γ-PGA

The poly-γ-glutamic acid (γ-PGA)-based vaccine adjuvant, an anionic biopolymer,
was used for the intranasal delivery of the influenza fusion protein sM2HA2 and OVA,
co-administered with 3-O-desacyl-4′-monophosphoryl lipid A (MPL) and QS21 in a system
denominated γ-PGA/MPL/QS21(CA-PMQ). Using in vivo single-positron-emission com-
puted tomography imaging, it was possible to determine that γ-PGA increased the OVA
residence time by up to 12 h in the nasal cavity. This signal decreased at 6 h when OVA was
administered alone. This result is correlated with the higher serum IgG, IgG1, and IgG2a
antibody responses in the groups vaccinated with OVA/CA-PMQ and sM2HA2/CA-PMQ
compared to the groups that received OVA and sM2HA2 alone, as well as being superior to
that induced by the cholera toxin used as a mucosal adjuvant. Likewise, animals vaccinated
with the antigen/CA-PMQ induced more IL-4 and IFN-γ–secreting cell populations in the
spleens stimulated with OVA, sM2, and HA2 protein than mice immunized with proteins
alone or the control group. Additionally, the CA-PMQ induced high titers of sM2HA2-
specific IgA antibodies at the administration and distal sites, along with an increased
survival time (80–100%) following the challenge with influenza A subtypes and cleared
pulmonary viral titers [149]. The presence of carboxyl groups within γ-PGA can provide a
strong interaction with the mucus layer.

The anionic model (−35.5 mV) of Kurosaki et al. with benzalkonium chloride (BK)
and γ-PGA NPs in a complex with OVA (OVA/BK/γ-PGA) was used for pulmonary
administration. They observed an increased fluorescence intensity in the lung (Alexa647-
OVA/BK/γ-PGA) indicative of lung deposition compared to Alexa647-OVA. OVA/BK/γ-
PGA increased the levels of specific IgG antibodies, while in the animals that received
OVA or the vehicle (BK/γ-PGA), anti-OVA IgG was not detected. The induction of im-
mune responses at the mucosal site was also significantly higher in the OVA/BK/γ-PGA
group [150]. Their study did not discuss the role of γ-PGA mucoadhesion in the results
obtained. However, the authors suggest the uptake efficiency of BK/γ-PGA NPs by the
antigen-presenting cells in the alveolar region. Due to the high capture efficiency of parti-
cles <2 µm in the lung [151], the adhesion phenomenon could favor the increased particle
residence time in the lung mucosa. Evaluating bioadhesive properties in these systems
could help to improve rational vaccine design using polymeric particles.

4.8. Thiolated Polymers

The previously reviewed polymer-based adjuvants could be thiolated to improve
mucoadhesion. In the past two decades, important research has been conducted using
thiolated polymers or so-call “thiomers”, mainly in excipients for drug delivery. Thiomers
can interact with mucin through disulfide bonds with the cysteine-rich subdomains of
mucus glycoproteins [152]. These covalent bonds are supposed to have stronger binding
than the non-covalent interactions that are formed between the polymers and the sialic
acid of the mucus layer [153], improving the mucoadhesive properties of the polymers.

Using a tensile test and rotating cylinder method to obtain compressed tablets, Roldo et al.
demonstrated that increasing the number of thiol groups covalently attached to chitosan-
4-thio-butyl-amidine conjugated significantly improves mucoadhesion compared to un-
modified CS. Thiolation increased the total adhesion work (TWA, µJ) up to 100 times [154].
Similarly, thiol reactivity impacts mucopenetration. When the thiol reactivity is medium
to low, extensive interpenetration occurs in the mucus layer, with a larger interface for
disulfide bond formation. Conversely, highly reactive thiols have difficulty penetrating
through the mucus because they form disulfide bonds with the mucins on the surface of
the mucus layer, facilitating their rapid removal through mucus turnover [155].
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In a recent study, Sinani et al. immunized Balb/c mice with BSA-loaded NPs prepared
using aminated CS (aCS) and aminated and thiolated CS (atCS) polymers; mice were nasally
immunized at 14-day intervals. At the end of the experiment (day 253), the nanoparticles
(aCS and atCS) induced a more robust systemic response, resulting in an almost two orders
of magnitude higher systemic IgG titer than the BSA/CpG ODN control, with atCS being
the best. These results are correlated with the increased mucoadhesion observed in the
aCS and the atCS. Both aCS and atCS modulated the Th2 immune response and enabled
immune response at distal mucosal sites [156].

Cellulose acetate phthalate (CAP) is widely used as an enteric coating for pharmaceu-
tical dosage forms due to its solubility at pH values above 6 (such as in the intestines) but
poor water solubility at a low pH (such as in the stomach). After exposure to intestinal
fluids, the polymer swells, with the subsequent softening or complete dissolution of the
phthalate, allowing the release of the biologically active compounds [157]. Lee et al. orally
immunized mice with M5BT, a chimerical multi-epitope recombinant protein of foot-and-
mouth disease virus (FMDV), alone, loaded in thiolated CAP MPs (T-CAP), or loaded
in non-thiolated MPs (CAP). In ex vivo studies in the porcine intestinal mucosa, T-CAP
mucoadhesion was 1.48-fold higher than CAP. The improvement in the mucoadhesion
properties was reflected in the highest production of antigen-specific IgG antibodies in
animals that received M5BT/T CAP. Similarly, this group of animals had significantly
higher levels of anti-M5BT IgA in fecal samples at 2 and 4 weeks due to the longer transit
time of antigens in the mucosa and increased MHC class II- expression on APC in PPs,
related to IgA production [158].

For cationic thiomers such as atCS, the interactions are predominantly driven by
electrostatic forces. In contrast, for anionic thiomers, such as T-CAP, interaction with the
mucus occurs through hydrogen bonds, van der Waals interactions, and chain entanglement.
In both cases, the bioavailability is improved by the extension of the residence time [159].
Notably, regardless of the surface charge of the polymer particles and resulting surface
forces, the thiolation of both polymers improved in vivo immune response.

Further evidence has shown that thiomers are susceptible to thiol oxidation at pH ≥ 5,
with their effectiveness being reduced following oral administration. Typically, thiol
groups (R-SH) can form disulfide bonds with mercaptopyridine substructures, whereby
thiol groups are stabilized against oxidation and increase their reactivity. S-protected
thiomers, so-called “pre-activated”, have shown greater mucoadhesion than unprotected
thiomers, according to Iqbal et al. (2012) [153]. In this work, Iqbal et al. synthesized a
polymer with improved mucoadhesive, cohesive, and in situ gelling properties. For this
purpose, poly (acrylic acid) (PAA), PAA-cysteine (PAA-cys), and 2-mercaptonicotinic acid
(2MNA) coupled with PAA-cys (PAA-cys-2MNA) were compressed into tablets, and the
mucoadhesion strength was determined by the rotating cylinder method. Adding thiol
groups improved the mucoadhesive properties 456-fold, while the S-protected thiomer
increased the contact time to 960-fold compared to unmodified PAA. These thiolated
nanosized carriers and others, such as thiolated cyclodextrins [155,160], are research fields
that may be explored further for mucosal vaccine development.

5. Enhancement of Epithelial Permeability by Polymer-Based Adjuvants

Although mucoadhesive molecules improve the bioavailability of drugs and antigens
administered via the mucosa, the mucus layer still limits passage into the epithelium. The
transit time of particles in the mucosa is determined by the physiological renewal time
of the secreted mucus layer [161]. Mucus turnover reduces the mucosal residence time
of particulate delivery systems because they can be trapped by the mucus and rapidly
eliminated [162], which could compromise their effectiveness as mucosal adjuvants.
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Therefore, polymer-based adjuvants are expected to adhere to the mucous layer,
penetrate the epithelium, and reach the inductive sites for mucosal immune responses
before being removed. Hence, this section briefly describes the strategies to facilitate mucus
barrier penetration and improve the permeability of polymer-based adjuvants once they
are in the mucosa.

5.1. Mucus-Penetrating Particles

Particles with a low adhesion and small size, thus with few steric hindrances to the
mucin network, are often referred to as mucus-penetrating particles. Unlike mucoadhesive
particles, mucus-penetrating particles seek to minimize the strength of electrostatic and
hydrophobic interactions with the mucin. Polymers with neutral or low positive charges
are generally included in the design of mucus-penetrating formulations. Several studies
have reported the surface coating of particles with PEG. PEG is used as an adhesion
promoter acting at the interface to improve adhesion. Hence, PEG chains tethered or
grafted are covalently attached at one end on the polymer surface while the other is
free, allowing PEG to diffuse from the polymer network to the mucus and enhancing
interpenetration [163]. Wang et al. further demonstrated the formation of hydrogen bonds
between the ether oxygen atoms of the PEG chain and glycosylated proteins of mucins.
Additionally, they reported PEG with a low molecular weight (2 and 10 kDa), near-neutral
surface charge (ζ-potential of 2 ± 4 and 1 ± 3 mV, respectively), minimized mucoadhesion
by reducing hydrophobic hydrogen bonding, and electrostatic interactions to have better
mucus-penetrating properties. The authors even proposed that PEG-covered particles
between −10 and −7 mV are within the interval that defines mucoadhesive vs. mucoinert
characteristics [164].

Despite its widespread use in over-the-counter drugs and vaccines, recent approaches
suggest that PEG is not immunologically inert [165–167]. Several authors demonstrated that
introducing PEG to mucosal vaccine formulations increases their protective efficacy [168,169].
Similarly, an extensive recent review explained the impact of PEGylation in terms of biodis-
tribution for anticipating safety and efficacy [170]. Therefore, it is essential to study the toler-
ability and safety profile of PEG, despite being an alternative to increased mucopenetration.

Some works have also raised doubts about coating particles with PEG due to surface
modifications that can alter the linked polymers’ physical and biological properties. Bam-
berger et al. evaluated the effects on APC response after functionalizing spermine NPs
with acetylated dextran (Sp-Ac-DEX) through a process called DEXylation and PEGylation.
The average particle size was considerably increased by DEXylation, with subsequent
aggregation. PEGylation and DEXylation decreased the primary amines and, therefore, the
ζ-potential. This was reflected in the 20% reduction in the cell viability of bone-marrow-
derived dendritic cells and macrophages treated with DEXylated NPs, whereas PEGylation
treatment increased viability by 10–20% compared to unmodified NPs. However, the bind-
ing and cellular uptake of surface-modified NPs was lower in PEGylated particles [171].

Other polymers with mucopenetration ability are poloxamers, also known as Pluronic®.
These block copolymers consist of hydrophilic poly (ethylene oxide) (PEO), and hydropho-
bic block-poly (propylene oxide) (PPO) ordered in an A-B-A triblock structure: PEO-
PPO-PEO [172–174]. Díaz et al. demonstrated that the addition of mucoadhesive and
thermosensitive poloxamer 407(F127)-based hydrogels to CS microspheres in a formulation
for nasal and conjunctival ram immunization improved both local and systemic humoral
immune responses against the BLSOmp31 antigen, an outer membrane protein of Brucella
spp., along with the reduced excretion of Brucella ovis [175]. Pastor et al. proposed a
Pluronic® (PF127) and Gantrez® AN119 thermally sensitive hydrogel for intranasal vac-
cine delivery since the hydrogel increases the residence time of the antigens in the nasal
epithelium, allowing their penetration into the deep skin layers of the nose thus reaching
the submucosa, where they can trigger an immune response [176].
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Another type of mucopenetrant includes nanoemulsions (NEs). Di Cola et al. evalu-
ated PEG-coated O/W NEs with emulsified, added CS as a proposal for the nasal admin-
istration of drugs or vaccines. They observed that CS-added NE led to a local shrinking
of the mucin gel network, forming larger pores between the mucin bundles. This phe-
nomenon does not occur in the absence of CS. The SAXS (small-angle X-ray) monitoring
of the penetration of solute CS-added NE into the PGM showed a higher diffusion over
time (20 min) through the mucus mesh. SANS (neutron scattering) confirmed that, unlike
the steric hindrance caused by the pore-like size of mucus caused by mucoinert NPs, the
CS-added NE based on Solutol® mucopenetrates by the collapse of the mucus mesh [177].

Coating dextran particles with mucopenetration properties have also been explored to
improve drug administration performance [178–181] and enhance immunoadjuvant activity
in vivo [182]. Other strategies, such as coating polymeric particles with polydopamine
(PDA) [183] or cell-penetrating peptides [184] used in drug delivery, might be explored and
characterized in mucosal vaccines, as well as continuing the search for new adjuvants with
mucopenetrating properties.

5.2. Permeation of Polymeric Particles via the Mucus Layer

An additional consideration for the design of polymer-based particles is passing
through the second barrier, the epithelial cell membrane. The permeability of peptides, pro-
teins, and drugs is often deficient. In this sense, absorption enhancers have been developed,
which, in addition to preventing enzymatic degradation, facilitate the opening of the epithe-
lial barrier and improve absorption through intracellular or paracellular mechanisms [185].
Absorption and permeation enhancers include surfactants, such as bile salts, fatty acids,
phospholipids, tight junction modulators, cyclodextrins, and detergents [186–189]. This
group also includes mucolytic agents, such as acetylcysteine or enzymes, which can de-
crease the elastic properties and dynamic viscosity of the mucus, influencing the integrity of
the mucus layer [190]. For example, Zhang et al. reported the oral administration, in mice,
of self-assembled nanoparticles with recombinant urease subunit B from Helicobacter pylori,
coated with a cell-penetrating peptide, and coated with PEG derivative. NPs were trans-
ported transepithelially, improving the systemic and mucosal antibody response and the
protection against H. pylori after the challenge [191]. It will be essential to continue studying
absorption enhancers in mucosal vaccine formulations to improve the immune response.

6. Challenges and Opportunities

For several decades, many polymer-based particles have shown promise as potential
human mucosal vaccine adjuvants due to their biodegradability, biocompatibility, and
nontoxicity characteristics. Added to this is the extensive study of the adjuvant mecha-
nisms of particulate systems. However, in the mucosa, the mucin networks that cover
the compartments are often considered a barrier for the particles, so the mucoadhesive
and mucopenetrating capacity of the polymer-based particles often defines their adjuvant
mechanism of action.

The search for polymers with better mucoadhesive properties, regardless of the poly-
mer’s source, but focusing on the physicochemical characterization of polymeric particles
and the contribution of these properties to mucoadhesion, will allow the rational design of
mucosal vaccines. However, it is not an easy task because, on the one hand, the smallest
nanoparticles are the most mucopenetrating. Still, on the other, there is a lack of studies that
suggest an ideal surface charge or a hydrophobicity that favors adhesion. At the same time,
it cannot be ignored that there are multiple other cellular mechanisms to elicit the immune
response triggered by the polymeric particles, i.e., enhanced antigen uptake, immune cell
presentation and recruitment, and traffic to lymph nodes.
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Studies demonstrating the correlation between the observed immune response, the
physicochemical characteristics, the mucoadhesion, and the mucopenetration ability are
scarce. More studies that examine all these factors simultaneously are required to position
mucoadhesion as another immune response mechanism necessary for designing more
efficient polymer-based particulate adjuvants.

7. Conclusions

The COVID-19 pandemic highlighted the need for mucosal vaccination as an effective
strategy to eradicate infectious diseases that have the mucosa as a natural route of infection.
Mucoadhesion is probably the most important feature to improve local and systemic
immune responses since, by prolonging the residence time of particulate polymers in
mucosal tissues, the absorption and sometimes penetration through the mucosal epithelia
are allowed and improved. In this sense, studying the physicochemical characteristics of the
polymeric particles used as mucosal vaccine adjuvants and how they affect mucoadhesion
is crucial to developing new mucosal vaccines.
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