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Estudio de la citotoxicidad de los nanotubos formados por la proteina VP6 de rotavirus en
cultivo celular.
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Introduccién. La aplicacion de los nanomateriales en la
deteccién, separacion y entrega de moléculas en
sistemas bioldgicos es un area biotecnoldgica de interés.
En este sentido,en nuestro grupo se ha intensificado el
estudio de la proteina mayoritaria de la capside de
rotavirus VPG, la cual es muy importante desde el punto
de vista médico debido a su alta inmunogenicidad. Al ser
expresada de manera recombinante junto a la proteina
de nucleocapside rotaviral VP2, ambas se ensamblan
formando particulas pseudo virales de doble capa. Sin
embargo, cuando la proteina VP6 se expresa por si sola,
se autoensambla formando nanotubos de un didmetro
aproximado de 70nm y varios micrometros de longitud o
en forma de esferas, en dependencia de las condiciones
de pH y fuerza iénica del medio (1). En nuestro grupo se
ha caracterizado el proceso de ensamblaje vy
desensamblaje in vitro de los nanotubos de VPG, los
cuales ademas, tienen una capacidad intrinseca de
interaccionar con diferentes metales como Ag, Au, Pty
Pd (2). Basandonos en estudios previos donde se
sugiere que determinados aminoacidos de VP6 podrian
interaccionar con acidos nucleicos, nos proponemos
estudiar la capacidad de los nanotubos de VP6 para
encapsular ADN plasmidico y entregarlo a células de
mamifero cultivadas in vitro, con la finalidad de generar
un nuevo candidato vacunal contra la infeccion por
rotavirus. Como un primer paso, en este trabajo se
muestra el estudio de la citotoxicidad de los nanotubos
de VP6 en diferentes lineas celulares de mamifero.

Materiales y métodos. Los nanotubos de VP6 se
produjeron infectando células de insecto con baculovirus
recombinantes y colectando el sobrenadante del cultivo.
La purificacion de los nanotubos se llevd a cabo
mediante cromatografia de intercambio aniénico vy
filtracion en gel y la pureza del produto final se determiné
mediante ensayos de SDS-PAGE y Western Blot. Los
nanotubos purificados se visualizaron mediante
microscopia electrénica. La citotoxicidad de los
nanotubos se evalué sembrando células de mamiefero
MA104 y CaCo-2 en placas de cultivo. Una vez adheridas
fueron incubadas con diluciones 1/2 seriadas de los
nanotubos de VP6, partiendo de 0.2 mg/mL.
Posteriormente, el sobrenadante se elimind y las células
se mantuvieron en cultuivo durante 72 horas. La
viabilidad celular se evalué mediante la adicion de MTT y
posterior lectura de la densidad éptica a 570nm (3).

Resultados y discusion. Los nanotubos de VP6 se
obtuvieron con un alto porcentage de pureza (%) y se
visualizaron de manera exitosa en el microscopio
electrénico de barrido (Fig.1). Al ser adicionados a dos
lineas celulares de mamifero cultivadas in vitro
demostraron ser no citotéxicos.

Fig. 1. Nanotubos de VP6 tefiidos con acetato de uranilo y
visualizados mediante microscopia electronica.

Conclusiones. Los nanotubos de VP6 demostraron ser
no citotoxicos al ser adicionados a las lineas celulares de
mamifero CaCo-2 y MA104 a las concentraciones
analizadas.

Estos ensayos constituyen un primer paso en la
aplicacion de estas estructuras como un sistema
acarreador de biomoléculas.
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