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Resumen�
A lo largo de la última década se ha incrementado considerablemente el número de 

publicaciones que muestran avances en el campo de la nanotecnología. Las aplicaciones de 

las nanoestructuras van desde propiedades catalíticas, magnéticas y eléctricas hasta su 

capacidad de ser acarreadores de fármacos o ácidos nucleicos. Entre esas estructuras se 

encuentran las proteínas que conforman las cápsides virales, las cuales tienen la propiedad 

de autoensamblarse cuando son expresadas de manera recombinante, formando partículas 

pseudovirales que presentan dimensiones similares a los virus. Entre las proteínas de 

cápside de virus mejor estudiadas se encuentra la proteína VP6 de rotavirus, la cual 

presenta un polimorfismo estructural que le permite autoensamblarse en forma de tubos o 

de esferas en dependencia de las condiciones de pH y fuerza iónica del medio. En nuestro 

grupo la producción y purificación de los nanotubos de VP6 con un alto grado de pureza 

utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus, ha permitido explorar sus 

aplicaciones en el campo de la nanotecnología y la inmunología. Sin embargo, a pesar de 

los reportes que muestran la ventaja de las estructuras tubulares como acarreadores de 

fármacos debido a su mayor volumen interno, no se ha estudiado la capacidad de los 

nanotubos de VP6 como acarreadores de moléculas. Con el objetivo de explorar nuevas 

capacidades de los nanotubos de VP6 nos propusimos en el presente trabajo estudiar sus 

propiedades como agentes acarreadores de ácidos nucleicos, teniendo en cuenta que 

muchos de los sistemas de entrega de material genético que se han evaluado recientemente 

en ensayos clínicos han mostrado efectos adversos severos. �

Como un primer paso en el estudio de nuevas propiedades de los nanotubos de VP6 

estudiamos su efecto sobre el crecimiento de diferentes líneas celulares de mamífero. 

Nuestros resultados mostraron la baja toxicidad de los nanotubos de VP6 al ser adicionados 

a las líneas celulares de mamífero HEK-293, CaCo-2, COS-7, THP1 y J774, condición 

indispensable que debe cumplir cualquier sistema de entrega de material genético. Los 

nanotubos de VP6 fueron además internalizados de forma específica por las líneas de 

macrófagos THP1 y J774, y este proceso dependió del ensamblaje de VP6 en estructuras 

tubulares, ya que la proteína desnaturalizada o formando partículas pseudovirales de doble 

capa esféricas no fue endocitada por los macrófagos en las condiciones analizadas. Este 

resultado contribuye a entender la alta inmunogenicidad de los nanotubos de VP6, los 
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cuales inducen una mayor respuesta de anticuerpos contra rotavirus que las partículas 

pseudovirales de doble capa, sugiriendo que el tamaño de los nanotubos de VP6 (alrededor 

de 1 micrómetro de longitud) influye en sus propiedades inmunogénicas. Mediante el uso 

de inhibidores de endocitosis como la MβCD y la genisteína en los ensayos de 

internalización de los nanotubos de VP6 en macrófagos sugerimos que este proceso 

depende de la presencia de colesterol en la membrana plasmática de las células.�

Para encapsular ADN plasmídico en el interior de los nanotubos de VP6, estos se 

desensamblaron mediante la adición de CaCl2 al medio. El reensamblaje de los tubos se 

realizó con una técnica que fue desarrollada en este trabajo, y que consiste en eliminar el 

calcio de la solución en presencia de ADN plasmídico mediante diafiltración. A pesar de 

ensayar diferentes soluciones tampón en ningún caso logramos encapsular plásmidos en el 

interior de los nanotubos de VP6 ya que la adición de nucleasas a la mezcla VP6-ADN no 

protegió a este último de la degradación enzimática. Una posible explicación a este 

fenómeno es la insuficiencia de cargas positivas en los aminoácidos orientados hacia la luz 

de los nanotubos de VP6, los que podrían interactuar con los grupos fosfato de los ácidos 

nucleicos, favoreciendo así la encapsulación del ADN. Por otra parte, las características 

propias del ADN plasmídico, como su rigidez conformacional, pueden contribuir a que el 

tamaño del plásmido sea demasiado grande o a que su grado de superenrollamiento no sea 

suficiente para encapsularse en el lumen de los nanotubos de VP6. Para corroborar esta 

hipótesis, sugerimos que se realicen ensayos de encapsulación con ADN lineal o con 

pequeñas moléculas como oligonucleótidos.�

 Este trabajo constituye el primer reporte sobre la interacción de nanotubos de VP6 con 

células de mamífero y abre el camino hacia el desarrollo de un nuevo sistema de entrega de 

moléculas específico por células del sistema inmune.�

�
�
�
�
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Abstract�
In the last decade the number of publications referring to nanotechnology increased 

considerably. Nanostructures exhibit catalytic, magnetic and electric properties among 

others, and have been used to encapsidate pharmaceuticals and nucleic acids. 

Nanostructures can be composed by virus capsid proteins, which have the ability to self-

assemble when recombinantly expressed, forming virus-like particles that maintain the 

same dimensions as the original virus. �

VP6 is one of the proteins that form the rotavirus capsid. It has polymorphic features: it 

assembles in the form of nanotubes or icosahedra, depending on the ionic strength and the 

pH of the medium. Using the insect-cell baculovirus system, we expressed VP6, which 

assembles in the form of nanotubes inside insect cells. Using a simple and reproducible 

protocol, we were able to purify the nanotubes with a high degree of purity. VP6 nanotubes 

were highly immunogenic when administered to mice, and also have been used as 

templates for the production of metal nanoparticles. Nevertheless, the ability of VP6 

nanotubes to encapsidate molecules have remained unknown in spite of the reports that 

highlight the advantages of using nanotubular structures as delivery vehicles due to their 

high aspect ratio. The main goal of our work was to study new properties of VP6 

nanotubes, such as their interaction with cells and their ability to encapsidate nucleic acids. 

Other viral capsid proteins such as those from papilloma virus, nodavirus, SV40, CMV, 

TMV and dengue virus have been successfully used to encapsidate and deliver nucleic 

acids to cultured cells.�

As a first step, we evaluated the cytotoxicity of VP6 nanotubes when added to the 

mammalian cell lines HEK-293, CaCo-2, COS-7, THP1 and J774. Our results showed that 

at the concentrations analyzed VP6 nanotubes were not toxic to any of the mammalian cells 

tested, which is an indispensable feature of a delivery vehicle. VP6 nanotubes were 

specifically internalized inside THP1 and J774 macrophages, a process that seemed to 

depend on the arrange of VP6 in the form of nanotubes because when denatured VP6 

protein or icosahedral virus-like particles formed by VP2 and VP6 were added to the cells, 

no internalization of VP6 was observed. These results probably explain why VP6 nanotubes 

are more immunogenic and confer a higher protection against rotavirus infection in mice 

than spherical doubled layered particles (VP2/VP6) or VP6 trimers. Experiments with the 
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endocytosis inhibitors MβCD and genistein during internalization suggest that the uptake of 

VP6 nanotubes by macrophages depended of the presence of cholesterol in the plasma 

membrane and is not mediated by the activity of Tyr-kinases.�

In order to encapside plasmids inside VP6 nanotubes, we disassembled the nanotubes by 

the addition of CaCl2. Unassembled VP6 was reassembled in the presence of a plasmid by 

removing calcium by diafiltration, a protocol developed by us. The addition of the nuclease 

Benzonase degraded the plasmid, which was visualized by electrophoresis and ethidium 

bromide staining, showing that we were not able to encapsidate DNA inside VP6 nanotubes 

even when various buffers at different pH were tested. When the mixtures DNA-VP6 

nanotubes were analyzed using TEM, an interaction of the DNA and the external surface of 

the nanotubes was visualized at pH8. The lack of enough positive charges in the internal 

surface of VP6 nanotubes may be a factor that impairs the encapsidation of DNA. 

Moreover, the intrinsic features of plasmids, such as their stiffness and highly charged 

negative surface, may impair their encapsidation inside nanotubes. As an alternative, we 

propose to perform the encapsidation assays using smaller DNA molecules, such as 

oligonucleotides. �

This work is the first report of the interaction of VP6 nanotubes with cells and opens a path 

to explore VP6 nanotubes as a delivery system to macrophages. The specificity of the 

interaction of VP6 nanotubes with macrophages can also be exploited to develop new 

immunogens against rotavirus disease. �

�
�
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Introducción

1. Introducción�
1.1 Los sistemas de entrega de ADN�

La entrega de ADN plasmídico al interior celular para facilitar la expresión in situ de 

proteínas se lleva a cabo utilizando diferentes métodos como la electroporación, la 

inyección, la transfección con lípidos catiónicos, la infección con virus o recientemente, 

utilizando nanomateriales (Al Dosari y Gao, 2009). La electroporación consiste en la 

generación de un campo eléctrico in vivo o in vitro que altera la permeabilidad de la 

membrana plasmática, generando poros que permiten la migración electroforética del ADN 

al interior celular. Con este método pueden obtenerse eficiencias de transfección 

comparables con el uso de vectores virales (Andre y Mir, 2004). La inyección 

intramuscular de ADN desnudo se reportó por primera vez en 1990 (Wolff et al., 1990), y 

desde entonces se ha utilizado en diversas terapias, por ejemplo, para el tratamiento de 

enfermedades visuales mediante la administración intraocular de virus adenoasociados 

(Willett y Bennett, 2013) o para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares mediante 

la inyección de ADN en la vasculatura cardíaca (Pal y Kofidis, 2013). Los lípidos 

catiónicos poseen una estructura común: generalmente una amina primaria, secundaria o 

terciaria que comprende la cabeza hidrofílica y una cola hidrofóbica compuesta por cadenas 

de ácidos grasos alifáticos o colesterol. La cabeza hidrofílica establece interacciones 

electrostáticas con los grupos fosfato de los ácidos nucleicos y con glicoproteínas de la 

membrana celular. Los lípidos catiónicos se han utilizado eficientemente para entregar 

ácidos nucleicos, sin embargo suelen ser tóxicos y al ser administrados in vivo se unen a 

proteínas del suero formando agregados que se eliminan rápidamente de la circulación, 

además de inducir potentes respuestas anti-inflamatorias en el hospedero (Liu et al., 1997; 

Yew et al., 2000). �

Los vectores virales también son utilizados como sistema de entrega de material genético, y 

pertenecen a las familias de Oncovirus, Lentivirus, Virus Adenoasociados, Adenovirus y 

Herpes virus. El uso de virus como acarreadores de genes ha demostrado ser muy eficiente. 

No obstante, al ser patógenos naturales han causado en algunos casos efectos adversos (a 

veces la muerte) a pacientes en ensayos clínicos (Thomas et al., 2003). Estos efectos 

adversos comprenden fiebre, daño en el hígado, diseminación de la coagulación 
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Introducción

intravascular y fallo generalizado de órganos debido a la inducción de una respuesta 

inflamatoria exacerbada como consecuencia de la terapia. El mensaje más importante que 

conlleva este hecho es que resulta esencial entender en detalle la farmacocinética y la 

biología de los sistemas de entrega de material genético.�

En reportes recientes se ha mostrado el desarrollo de sistemas de entrega de material 

genético basados en agentes no infecciosos como los polímeros inertes (polietilenimina, 

quitosan y alignato), los nanotubos de carbono y las partículas pseudovirales (PPVs), las 

cuales son cápsides virales autoensambladas que no poseen capacidad replicativa (Touze et 

al., 1998; Pantarotto et al., 2004; Kumar et al., 2008; Al Dosari y Gao, 2009). Los 

nanotubos en particular tienen la ventaja de poseer una alta capacidad de carga y la 

posibilidad de modificar su superficie interna para favorecer la interacción con 

determinadas biomoléculas (Hillebrenner et al., 2006). Chen y colaboradores en 2005 

utilizaron nanotubos de alúmina modificados con sílica para encapsular plásmidos 

codificantes para la proteína verde fluorescente (GFP). Mediante experimentos de cultivo 

celular, demostraron que células COS-7 fueron capaces de internalizar del 60 al 70% de 

estos tubos, probablemente mediante mecanismos de endocitosis. Entre un 10 y un 20% de 

las células que internalizaron los tubos fueron capaces de expresar la GFP en su interior. 

Los nanotubos de carbono también se han usado con éxito para la entrega de material 

genético al interior de células de mamífero en ensayos in vitro. En este caso se han 

funcionalizado con amonio o con lisina para permitir la interacción con los fosfatos del 

ADN (Singh et al., 2005). �

Recientemente, los hidrogeles sensibles al pH como el alignato y el quitosan, se han 

utilizado para la entrega de fármacos peptídicos por vía oral. El alignato es un polisacárido 

lineal soluble en agua compuesto por ácido glucurónico y ácido manurónico, y el quitosan 

está formado por unidades de D-glucosamina y N-acetil-glucosamina. Debido a sus 

propiedades químicas, ambos tienen la capacidad de adherirse a las mucosas (George et al., 

2006). Las nanopartículas formadas por el quitosan se utilizaron para la encapsulación de 

una vacuna de ADN que codifica para la porina OMP38 del Vibrio anguillarum. Esta 

porina fue expresada en células de riñón de róbalo cultivadas in vitro transfectadas con la 

preparación quitosan-ADN. La inmunización oral del róbalo asiático Lates calcarife con 
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Introducción

esta preparación, generó respuesta humoral protectiva contra el microorganismo en el 50% 

de los peces inmunizados (Kumar et al., 2008).�

El ADN plasmídico también ha sido encapsulado en el interior de partículas pseudovirales. 

Tal es el caso de la encapsulación de ADN en PPVs formadas por la proteína de cápside del 

virus de papiloma humano L1 (Touzé y Coursaget, 1998). Al transfectar células HeLa con 

esta preparación de PPVs:ADN, el 70% de las mismas expresaron la GFP codificada por 

los plásmidos. PPVs formadas por la proteína VP1 del virus SV40 también han sido 

utilizadas con éxito para la entrega de ADN plasmídico en las células linfoblastoides .45 y 

K562 (Kimchi-Sarfaty et al., 2002). La línea celular de insecto Sf9 ha sido transfectada con 

éxito utilizando PPVs de nodavirus producidas en E. coli. Mediante ensayos de 

desensamblaje y reensamblaje de las PPVs en presencia de ADN plasmídico se ha logrado 

encapsular a este último y entregarlo a las células de insecto con una eficiencia de 

transfección del 95% (Jariyapong et al., 2014). �

Para promover la encapsulación del ADN dentro de las PPVs se han utilizado diferentes 

métodos como el desensamblaje y reensamblaje de las PPVs en presencia del ADN o 

mediante choque osmótico (Touzé et al., 2001). Un factor que modula la eficiencia de la 

transfección de moléculas de ADN a células en cultivo es el tamaño de los plásmidos, 

siendo los más pequeños mucho más eficientes (Kreiss et al., 1999). El tamaño de los 

plásmidos transfectados a células en cultivo también influye en el nivel de expresión de 

proteínas recombinantes. Yin y colaboradores (2005) mostraron que el nivel de expresión 

de luciferasa en la línea de leucemia eritrocítica humana K562 en cultivo disminuyó en 

función del aumento en el tamaño de los plásmidos codificantes para dicha proteína.�

1.1.1 Ensayos clínicos utilizando terapia génica�

Hasta el momento se han realizado o están en curso 1996 ensayos clínicos que involucran 

la entrega de material genético a humanos, sin embargo ninguno de los productos evaluados 

ha sido aprobado por la FDA para su comercialización (Ginn et al., 2013; fda.gov). De 

estos ensayos, el 81.5% ha estado dirigido a terapias contra cáncer, enfermedades 

cardiovasculares y enfermedades hereditarias monogénicas, destacándose entre este último 

grupo la fibrosis quística y las inmunodeficiencias combinadas. En la siguiente figura se 
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muestran los vectores tanto virales como no virales que han sido utilizados hasta la fecha en 

ensayos clínicos en humanos.�

�
Como se observa en la Figura 1, la administración de ADN desnudo es la variante más 

utilizada en los ensayos clínicos que no involucran vectores virales (17.8 % de los ensayos), 

seguida del uso de los lípidos catiónicos como sistema de entrega de ADN (5.5%).�

Fig. 1. Vectores utilizados en ensayos clínicos para terapia génica (http://www.abedia.com/wiley/
images/1401vectors.jpg).� �
En China se comercializan dos productos que utilizan terapia génica: Gendicine y 

Oncorine, producidos por la compañía Shenzhen SiBiono GeneTech. Gendicine está 

compuesto por partículas virales de adenovirus tipo 5 que acarrean el gen de p53, el cual es 

un supresor tumoral. Las partículas adenovirales se producen en la línea celular SBN-Cel, 

la cual fue subclonada a partir de células HEK-293. Esta preparación se ha utilizado para 

tratar carcinoma escamoso de cabeza y cuello y se encuentra en prueba en ensayos clínicos 

para tratar otros tipos de tumores. Oncorine es un adenovirus tipo 5 modificado 

genéticamente para replicarse en células tumorales deficientes de p53, por tanto su acción 

es tumoricida (http://www.gelifesciences.com; http://www.rsc.org). En Europa se aprobó la 

aplicación de Glybera®, la cual se utiliza para entregar el gen de la lipasa lipoproteica 

(LPL) que permite la metabolización de los quilomicrones. Este fármaco contiene un virus 

adenoasociado tipo-1 que carece de capacidad replicativa y que acarrea el gen de LPL. En 

octubre de 2012, la Comisión Europea aprobó la aplicación de Glybera® bajo 
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circunstancias excepcionales como tratamiento en pacientes adultos diagnosticados con una 

deficiencia de LPL que sufren de pancreatitis crónica (http://www.uniqure.com).�

Los vectores virales siguen siendo los más utilizados en los ensayos clínicos para terapia 

génica, destacándose entre ellos los adenovirus y los retrovirus. Los adenovirus son los 

vectores más eficientes para la entrega de material genético al núcleo, y la inyección directa 

de adenovirus puede transducir la mayor parte de los tejidos (Gerdes et al., 2000). Las 

primeras generaciones de vectores adenovirales que se utilizaron para terapia génica 

inducían fuertes respuestas citotóxicas que desencadenaban una rápida eliminación del 

transgen (Lusky et al., 1998), por ello estos virus han sido ingenierizados a lo largo del 

tiempo con el fin de minimizar su inmunogenicidad. El desarrollo de adenovirus “helper-

dependent” (HD-Ads), en los que se han eliminado todos los genes virales, ha disminuido 

la inmunogenicidad de estos vectores y ha permitido una expresión más prolongada del 

transgen (Segura et al., 2008). �

Los retrovirus han experimentado un retroceso en los últimos años como una alternativa 

segura para combatir deficiencias genéticas debido a la aparición de efectos adversos en 

pacientes. En el año 2000 se reportó el desarrollo de leucemia de células T en 5 de 20 

infantes que fueron tratados por padecer el síndrome de inmunodeficiencia combinada 

asociada al cromosoma X (SCIC-X1), los cuales fueron transfundidos con células madre 

hematopoyéticas transfectadas con un retrovirus que contenía el gen que codifica para la 

cadena γ del receptor de citocinas. Esta proteína forma parte de los receptores de IL-2, 

IL-4, IL-7, IL-9 e IL-21. En estos pacientes se detectó la presencia una mutación 

insercional causada por el retrovirus cerca del promotor del oncogen LMO2 que derivó en 

una expresión aberrante del mismo (Hacein-Bey-Abina et al., 2003a; 2003b). Estos reportes 

y otros han preocupado a la comunidad científica de tal forma que se ha incrementado la 

búsqueda de sistemas de entrega de ADN que no involucre vectores virales. �

�
�
�

� �16



Introducción

1.2 Mecanismos de entrada a la célula y tráfico intracelular de los vectores 
no virales�

Una de las desventajas de los vectores no virales es su baja eficiencia de transfección 

cuando se comparan con los virus, los cuales han evolucionado para aprovechar al máximo 

la maquinaria celular, garantizando así su supervivencia. Esta baja eficiencia de 

transfección está relacionada a una menor frecuencia de penetración en la célula así como a 

una menor capacidad del ADN internalizado de escapar de la maquinaria degradadora 

celular para alcanzar el núcleo (Bally et al., 1999). El principal mecanismo descrito para la 

internalización celular de vectores no virales es la endocitosis, la cual a su vez engloba 

varias rutas de entrada de moléculas al interior celular (Figura 2). Los mecanismos de 

endocitosis se dividen en dos grandes grupos: la fagocitosis, la cual está restringida en 

mamíferos a células especializadas del sistema inmune (fagocitos) y la pinocitosis, que se 

presenta en todos los tipos celulares. La pinocitosis comprende la endocitosis dependiente 

de clatrina, endocitosis dependiente de caveolina, endocitosis independiente de clatrina y 

caveolina y la macropinocitosis, en la cual se endocitan solutos extracelulares de manera 

inespecífica (Conner y Schmid, 2003).�

�

���
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Fig.2. Mecanismos de endocitosis. Las partículas de mayor tamaño entran a la célula por fagocitosis 
mientras que la internalización de fluido ocurre mediante macropinocitosis. Ambos procesos 
dependen de la remodelación del citoesqueleto de actina. Comparado con el resto de las vías 
endocíticas, el largo de las vesículas formadas durante la fagocitosis y la macropinocitosis es mayor. 
Numerosas moléculas pueden ser endocitadas por mecanismos independientes de clatrina y de la 
GTPasa dinamina. La mayoría de las moléculas internalizadas son enviadas a los endosomas 
tempranos a través de vesículas cubiertas de clatrina o de caveolina, o a través de intermediarios 
tubulares conocido como transportadores independientes de clatrina y caveolina (CLICs), los cuales 
se derivan de la membrana plasmática. Algunas moléculas son enviadas primeramente a 
compartimentos intermedios como los caveosomas o compartimentos endosomales tempranos 
enriquecidos con proteínas ancladas a fosfatidil inositol (GEEC) antes de su llegada a los 
endosomas tempranos. Tomado de Mayor y Pagano, 2007. Nature Reviews Molecular Cell 
Biology 8, 185–194.��
1.2.1 Endocitosis dependiente de clatrina�

La endocitosis dependiente de clatrina (CME, por sus siglas en inglés) es la ruta de entrada 

mejor caracterizada de todas, y los ejemplos clásicos en la literatura incluyen la entrada de 

las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y de la transferrina mediante unión a sus 

receptores respectivos. En esta ruta de entrada los complejos ligando-receptor se concentran 

en regiones de la membrana cubiertas internamente por clatrina y proteínas adaptadoras, las 

cuales tensan la membrana plasmática de manera que ésta se invagina y se forma una 

vesícula endocítica que es posteriormente separada de la membrana celular mediante la 

acción enzimática (Takei y Haucke, 2001). Las vesículas liberadas se caracterizan por 

presentar una cubierta de clatrina distribuída en la superficie en un arreglo poligonal y 

presentan un diámetro que oscila entre los 150 y los 200 nm. Una vez que se despega la 

cubierta de clatrina de la vesícula, ésta se convierte en un endosoma temprano, el cual tiene 

un pH aproximado de 6. El endosoma puede fusionarse con otros endosomas para formar 

los endosomas tardíos, que se convierten en lisosomas, en los cuales el pH está alrededor de 

5 (Maxfield y McGrow, 2004). En el interior de los endosomas ocurre una redistribución de 

los ligandos y sus receptores, los cuales pueden alcanzar diferentes organelos celulares 

dependiendo de sus caracterísiticas: el aparato de Golgi, el núcleo, la membrana plasmática 

o son degradados en los lisosomas. �

El tráfico intracelular de las vesículas luego de la CME es controlado por las proteínas Rab, 

las cuales son pequeñas GTPasas, por lo que es un proceso dependiente de energía. Para la 

entrega de ADN utilizando esta vía de endocitosis se han acoplado proteínas (por ej. 
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transferrina) a los vectores de entrega (Kloeckner et al., 2004), sin embargo esto no 

garantiza el escape del ADN de la degradación lisosomal. Para lograr este objetivo se han 

utilizado diferentes estrategias como acoplar a los sistemas de entrega algún agente que 

perturbe la integridad de los endosomas. Por ejemplo, la polietilenimina (PEI) provoca el 

estallamiento de las vesículas endocíticas debido a un efecto conocido como “esponja de 

protones”. En el interior del endosoma los grupos amino de la PEI unen protones, lo cual 

retarda la acidificación del endosoma y provoca el influjo de iones Cl- al lumen endosomal 

que desencadena un incremento de la presión osmótica y rompimiento del mismo, con la 

consecuente liberación del ácido nucleico al citoplasma (Sonawane et al., 2003). También 

se han utilizado péptidos fusogénicos que provocan la ruptura de la membrana endosomal o 

proteínas virales recombinantes con actividad endosomolítica (Curiel et al., 1991; Li et al., 

2004).�

1.2.2 Endocitosis dependiente de caveolina�

Las caveolas son microdominios membranales hidrofóbicos ricos en colesterol y 

glicoesfingolípidos que se caracterizan por la presencia de caveolinas, una familia de 

proteínas de unión a colesterol (Harris et al., 2002). Estos dominios están presentes en 

muchos tipos celulares y son particularmente abundantes en células endoteliales (Conner y 

Schmid, 2003). La entrada a la célula del virus SV40 y de la toxina del cólera constituyen 

ejemplos típicos de la endocitosis dependiente de caveolina (Pelkmans et al., 2001; 

Vercauteren et al., 2010). Esta vía de entrada, a diferencia de la CME, es lenta, no 

degradativa, y los compuestos internalizados son direccionados al retículo endoplásmico 

liso. Las vesículas formadas tienen un diámetro que oscila entre los 50-60 nm, se 

denominan caveosomas por presentar caveolina, y no sufren una disminución del pH luego 

de separarse de la membrana plasmática. Los caveosomas pueden fusionarse entre sí para 

formar vesículas alargadas, las cuales posteriormente se segregan y forman estructuras 

tubulares que no contienen caveolina y que direccionan las moléculas endocitadas a la 

región perinuclear a través de los microtúbulos (Pelkmans et al., 2001). La entrada de 

moléculas mediante endocitosis a través de caveolas depende además de la presencia de 

colesterol e involucra al citoesqueleto de actina. Las drogas que secuestran colesterol (por 

ej. Metil-β-ciclodextrina) o que inhiben la polimerización de la actina (citocalasina D) 
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interfieren con la entrada dependiente de caveolina (Vercauteren et al., 2010). Por sus 

características, esta vía de endocitosis puede ser muy ventajosa para la entrega de ADN, por 

ejemplo, existen evidencias de que el ADN unido a polímeros catiónicos puede entrar a la 

célula a través de la endocitosis dependiente de caveolina y de clatrina, sin embargo sólo se 

expresa el gen transfectado cuando la entrada ocurre a través de caveolas (Rejman et al., 

2005).�

1.2.3 Macropinocitosis�

La macropinocitosis ocurre cuando se extienden pseudópodos de la membrana plasmática 

de la célula que se forman por remodelación del citoesqueleto de actina. Como 

consecuencia se engloban y endocitan solutos del medio extracelular debido a un estímulo 

previo: presencia de factores de crecimiento o mitógenos que activan vías de señalización 

de proteín cinasas (Swanson y Watts, 1995). Las vesículas formadas pierden la actina que 

las recubre y se convierten en macropinosomas, con un diámetro variable que puede 

alcanzar los 5 μm. El destino de las moléculas endocitadas por esta vía es diverso: en 

macrófagos los macropinosomas se fusionan a los lisosomas y los solutos son degradados 

(Meier y Greber, 2003); en cambio, en otros linajes celulares los macropinosomas 

permanecen sin fusionarse con otras vesículas endocíticas aunque experimentan una 

disminución del pH, y reciclan gran parte de su contenido al exterior celular. Estas 

vesículas pueden expulsar parte de su contenido al citosol, por lo que la macropinocitosis 

constituye un medio de entrada apropiado para la entrega de material genético. Existen 

reportes que sugieren que la macropinocitosis es el mecanismo de entrada a la célula de 

péptidos ricos en arginina, los cuales se unen al heparán sulfato presente en la membrana 

plasmática de las células (Kaplan et al., 2005). El uso de liposomas modificados con 

péptidos ricos en arginina como acarreadores de ADN produjo altos niveles de transfección 

en células NIH3T3. En este caso, los altos niveles de transfección correlacionaron con la 

entrada de los complejos liposoma-ADN mediante macropinocitosis, lo cual se demostró 

con el uso de inhibidores de esta vía endocítica como la amilorida, que inhibe los 

intercambiadores Na+/H+ (Khalil et al., 2006).�
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1.2.4 Fagocitosis�

La fagocitosis ocurre en los mamíferos en células especializadas (fagocitos) como los 

macrófagos, neutrófilos y células dendríticas. Para que se active el proceso de fagocitosis 

debe existir primeramente una unión específica entre una partícula y receptores localizados 

en la membrana de los fagocitos, por ej. receptores Fc o de complemento, lo cual activa 

cascadas de señalización que provocan una reorganización local del citoesqueleto de actina. 

Esta reorganización del citoesqueleto produce la extensión de pseudópodos en la membrana 

plasmática de la célula, los cuales rodean a la partícula que será fagocitada y la internalizan 

(Allen y Aderem, 1996). Las partículas fagocitadas tienen generalmente un diámetro mayor 

a 500 nm, aunque en ensayos donde se evaluó el nivel de internalización de partículas de 

diferente diámetro en macrófagos alveolares de ratón se observó que las partículas cuyos 

diámetros oscilaban entre los 2 y 3 μm fueron preferentemente fagocitadas, comparado con 

otras de menor o mayor tamaño (Champion et al., 2008). Luego de su internalización, la 

actina se libera de los fagosomas, los cuales sufren un proceso de maduración en el que 

ocurren eventos de fusión con endosomas y lisosomas para formar los fagolisosomas (Fairn 

y Grinstein, 2012). Puesto que el proceso de fagocitosis es degradativo, es difícil suponer 

que constituye un mecanismo de entrada adecuado para los sistemas de entrega de material 

genético, sin embargo existen evidencias de que algunos complejos liposomas catiónicos-

ADN y polímeros catiónicos-ADN pueden ser internalizados por esta vía (Matsui et al., 

1997; Kopatz et al., 2004). Recientemente se reportó la transfección de macrófagos y 

células dendríticas de ratón in vivo utilizando un complejo ADN-liposoma modificado con 

colesterol-manosilado. Estas moléculas se unieron específicamente a células presentadoras 

de antígeno a través de sus receptores de manosa y se expresó con éxito el gen reportero. 

En este estudio los complejos ADN-liposomas fueron administrados por vía intraperitoneal 

y la expresión del gen reportero se detectó en macrófagos tanto en la cavidad peritoneal 

como en el hígado, bazo y linfonodos y en células dendríticas del bazo (Hattori et al., 

2006).�

1.2.5 Inhibidores de endocitosis�

Una de las estrategias más utilizadas para dilucidar cuál es el mecanismo de entrada de los 

sistemas de entrega de material genético a las células blanco es el uso de inhibidores de 
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endocitosis, los cuales poseen diferentes niveles de especificidad para las rutas endocíticas 

mencionadas previamente (Vercauteren et al., 2010). Los tratamientos que intefieren con el 

ensamblaje de la cubierta de clatrina como la reducción del potasio intracelular y la adición 

de cloropromazina se clasifican como inhibidores de la endocitosis dependiente de clatrina 

(Larkin et al., 1983; Itoh et al., 2008), no obstante no son exclusivos de esta vía ya que se 

ha sugerido que la reducción de potasio también interfiere con la fagocitosis (Matsui et al., 

1997). Las sustancias como la metil-β-ciclodextrina y la nistatina (que secuestran el 

colesterol de la membrana plasmática) y la filipina (que se une al colesterol) se clasifican 

como inhibidores de la endocitosis dependiente de caveolina, debido a que las caveolas son 

dominios membranales ricos en colesterol. Sin embargo, se ha demostrado que estos 

compuestos interfieren con otras vías endocíticas donde la presencia de colesterol influye 

en el reconocimiento de ciertos receptores asociados a las balsas lipídicas. Podemos citar 

como ejemplo la inhibición de la entrada de la transferrina a diferentes líneas celulares 

como HEp-2, NIH/3T3, MDCKII, COS-1 y A431 luego de la adición de 10 mM de MβCD 

al cultivo (Rodal et al., 1999), por lo que este compuesto también se asocia a la inhibición 

de la endocitosis dependiente de clatrina. La nistatina también ha estado asociada a la 

inhibición de la macropinocitosis y la endocitosis dependiente de clatrina (Wadia et al, 

2004; Florian et al., 2012). La genisteína es un inhibidor de las tirosin-cinasas, por lo que 

actúa sobre varios mecanismos endocíticos. Se ha reportado que inhibe la fosforilación de 

Caveolina-1 por la cinasa c-Src por lo que inhibe la internalización de compuestos 

dependiente de la formación de caveosomas (Pelkmans et al., 2005). La adición de 

genisteína además inhibe la fagocitosis dependiente de receptores Fcγ y de complemento 

así como la fagocitosis a través de los receptores scavenger en macrófagos (Strzelecka-

Kiliszek et al., 2004; Swanson y Hoppe, 2004; Sulahian et al., 2008). Las citocalasinas 

inhiben la polimerización del citoesqueleto de actina, por lo que se conocen como 

inhibidores de la macropinocitosis y la fagocitosis, procesos donde el citoesqueleto juega 

un papel fundamental en la formación de pseudópodos en la membrana plasmática (Parton 

et al., 1994). Los inhibidores del intercambiador Na+/H+ como la amilorida y de la fosfatidil 

inositol-3 cinasa como la wortmanina inhiben la macropinocitosis (Arcaro y Wymann, 

1993; Hewlett et al., 1994; Kjeken et al., 2001).�
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1.3. Los rotavirus�

La infección por rotavirus constituye la primera causa de diarrea severa en niños, 

provocando la muerte de aproximadamente 450 000 infantes por año (Glass et al., 2013). 

Cada año los rotavirus causan 114 millones de episodios de gastroenteritis que requieren 

cuidado en casa, 25 millones de visitas al doctor y 2 millones de hospitalizaciones en niños 

menores de 5 años (OMS, 2007). Los rotavirus infectan las células de la mucosa intestinal 

provocando diarrea, fiebre y vómito como síntomas principales, lo que conlleva a una 

deshidratación severa en los niños más afectados. �

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae. Son virus no envueltos de simetría 

icosaédrica que presentan un genoma compuesto por 11 segmentos de ARN de doble 

cadena. Este genoma codifica para las 12 proteínas virales: seis estructurales, incluidas en 

la partícula viral y denominadas VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 y seis proteínas no 

estructurales denominadas NSP1 al 6. La partícula viral completa tiene un diámetro 

aproximado de 75 nm, y tiene forma de rueda, de ahí su nombre, el cual proviene del Latín 

rota. Los rotavirus están compuestos por tres capas proteicas concéntricas. La 

nucleocápside viral está compuesta por 60 dímeros de la proteína VP2, la cual engloba a las 

proteínas VP1, VP3 y a los 11 segmentos de ARN viral (Fig.3). La capa intermedia del 

virión está formada por 260 trímeros de la proteína VP6, la cual constituye el 51% del 

contenido proteico total del rotavirus (Estes, 1997). La capa más externa del virión la 

constituyen 780 moléculas de la proteína VP7, la cual presenta entre uno y tres sitios 

potenciales de glicosilación, dependiendo de su genotipo. Sobresaliendo de la capa externa 

se encuentran 60 espículas formadas por trímeros de la proteína VP4 sensible a proteasas, 

mayormente a la tripsina pancreática. El corte proteolítico que sufre VP4 es imprescindible 

para que comience el proceso infectivo del rotavirus. La partícula viral presenta además 

132 canales que la atraviesan desde la capa más interna a la externa, y se plantea que estos 

orificios son utilizados para la entrada de metabolitos necesarios para la síntesis del ARN 

mensajero, así como para la salida del mismo hacia el citoplasma de la célula infectada 

(Lawton et al., 1997).  Durante su entrada al enterocito, los rotavirus pierden la capa más 

externa formada por VP7 y VP4, convirtiéndose en partículas virales de doble capa 

transcripcionalmente activas. Es de destacar que la presencia de VP6 es necesaria para que 
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ocurra la transcripción del genoma de los rotavirus, aunque aún no se conoce la función de 

esta proteína en el proceso. �

Durante la infección, los rotavirus producen ARNm para la síntesis proteica y la replicación 

de su genoma. La mayoría de las proteínas de rotavirus sintetizadas se acumulan en 

viroplasmas, los cuales constituyen fábricas de ensamblaje de partículas virales de doble 

capa. Los viroplasmas se visualizan desde las dos horas posteriores a la infección viral 

localizados alrededor del núcleo de la célula infectada. Las partículas de doble capa 

ensambladas en los viroplasmas adquieren las proteínas VP7 y VP4 en el retículo 

endoplasmático y los viriones completos son liberados al medio mediante lisis de la célula 

hospedera (Jayaram et al., 2004; Patton et al., 2004).�

�
�
�������
���
�
1.3.1 La proteína VP6 de rotavirus�

Entre los años 1974 y 1979 varios autores observaron la presencia de estructuras tubulares 

en las heces de individuos infectados con rotavirus, los cuales fueron llamados rotatubos.  

Estas estructuras se aglutinaban in vitro utilizando sueros específicos contra rotavirus, por 

lo cual se concluyó que estaban formadas por alguna proteína rotaviral. Más tarde se 

identificó que esos tubos estaban compuestos por la proteína de cápside de rotavirus VP6 

(Flewett et al., 1974; Kimura y Murakami, 1977; Chasey y Labram, 1983). El estudio de la 

inmunogenicidad de las proteínas que conforman la cápside de los rotavirus señalan a VP6 

como la proteína más inmunogénica, a pesar de que no induce una respuesta de anticuerpos 
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neutralizantes debido a su localización en la capa intermedia de la cápside viral. En estos 

estudios se utilizaron como inmunógenos tanto partículas virales de doble capa (a las cuales 

se les ha eliminado VP4 y VP7) o proteína VP6 expresada de forma recombinante 

(Schwartz-Cornil et al., 2002; McNeal et al., 2002; Corthesy et al., 2006; Ward y McNeal, 

2010). El mecanismo de expulsión de los virus que se encuentran en el interior de los 

enterocitos se ha postulado con base en el uso de anticuerpos IgA anti-VP6. Se plantea que 

durante su transcitosis desde la membrana basolateral hacia el lumen del tracto 

gastrointestinal, las IgAs poliméricas se unen a la proteína VP6 y ésta es expulsada al 

lumen del intestino. Otros experimentos sugieren que las IgAs durante su paso por el 

enterocito inhiben la replicación (Corthésy et al., 2006) o la transcripción viral (Burns et al., 

1996; Feng et al., 2002).  

La proteína VP6 está formada por dos dominios: un dominio de hojas β-plegadas (dominio 

H), el cual está en contacto con la proteína viral VP7, y un dominio B, constituido 

mayormente por α-hélices, el cual hace contacto con la proteína VP2 en su zona más distal 

(Figura 4A). Se ha planteado que las interacciones hidrofóbicas son muy importantes para 

la unión de VP6 con VP2 en la partícula viral, aunque también pueden participar 

interacciones electrostáticas (Mathieu et al., 2001; Charpilienne et al., 2002). Los 

aminoácidos que forman parte del loop más distal del dominio B de VP6 (loop βb-αc), que 

comprende a los aminoácidos desde el 60 al 74, son los que establecen el mayor número de 

interacciones con la proteína de rotavirus VP2 (Charpilienne et al., 2002). Además, este 

loop constituye la región más conservada dentro de la cadena polipeptídica de VP6, 

principalmente los aminoácidos que van de la posición 65 a la 71 (Figura 4B). Estos autores 

han postulado que la proteína VP6 puede interaccionar con los nucleósidos trifosfato, tal 

como lo hace la proteína VP7 del virus de la fiebre aftosa, la cual posee una estructura 

atómica y localización en la partícula viral similar a VP6 (Diprose et al., 2001), y de esta 

forma llevar a cabo la adecuada transcripción del ARN viral. La expresión simultánea de 

las proteínas de cápside de rotavirus VP2 y VP6 utilizando el sistema de células de insecto-

baculovirus, resulta en el ensamblaje de las mismas en partículas virales de doble capa 

(Mena et al, 2006). Sin embargo, cuando solamente se expresa VP6, ésta se ensambla 

� �25



Introducción

formando nanotubos o icosaedros de diferente diámetro, en dependencia de las condiciones 

de pH y fuerza iónica del medio (Figura 5) (Lepault, et al., 2001). En ausencia de cationes 

divalentes, el pH del medio es el principal parámetro que controla el estado de agregación 

de VP6. En general, cuando el pH del medio oscila entre 5.5 y 7, la proteína VP6 se 

ensambla casi en su totalidad en forma de tubos que tienen un diámetro aproximado de 75 

nm (tubos anchos) y que pueden tener varios micrómetros de longitud. Si el pH del medio 

se encuentra entre 3.5 y 5.5, casi toda la VP6 se encuentra formando icosaedros de diámetro 

variable, predominando los de 75 nm. Por encima de pH 7, se observan tubos de un 

diámetro aproximado de 45 nm (tubos estrechos), los cuales también tienen varios 

micrómetros de largo. Los icosaedros formados por VP6 tienen un diámetro mayor que las 

partículas de doble capa VP2/6, lo que subraya la importancia de la proteína VP2 en el 

empaquetamiento adecuado de las cápsides virales.  

En nuestro grupo se ha logrado inducir el proceso de desensamblaje in vitro de los tubos de 

VP6 mediante la adición de 200 mM del catión Ca2+ a la solución de proteína. La reacción 

de desensamblaje tiene un comportamiento de decaimiento exponencial en dos etapas, en 

las cuales, los tubos de VP6 se desensamblan primeramente a trímeros, que constituyen 

intermediarios de la reacción, y luego los trímeros pasan a formar monómeros (Mena, 

2007). La proteína VP6 desensamblada ha vuelto a ensamblarse en tubos mediante la 

adición de un agente quelante como el EGTA y la adición del catión  Zn2+ al medio (Mena, 

2007). La proteína VP6 forma trímeros que tienen forma de torre, con una longitud de 95Å. 

Ambos dominios B y H participan en las interacciones que mantienen la estabilidad de los 

trímeros de VP6, pero mediante determinadas mutaciones realizadas en estos dominios, se 

ha mostrado que el dominio H es el más comprometido en la formación de los trímeros de 

VP6 (Affranchino y González, 1997). Mediante criomicroscopía electrónica, se ha sugerido 

que la unidad repetitiva que forma los tubos y/o esferas es un dímero de trímeros de VP6, y 

que el contacto particular entre ambos dímeros está determinado por su estado de 

protonación. Se plantea además que la superficie lateral de los trímeros de VP6, implicada 

en los contactos inter-trímero, está cargada negativamente (Mathieu et al., 2001). La 

estructura de rayos X de VP6 muestra la presencia de 5 sitios de unión a Ca2+, tres de los 

cuales se encuentran en la zona de contacto inter-trímero para la formación de los tubos y/o 
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esferas y los otros dos están en la zona de trimerización, por lo que no están expuestos al 

solvente ( Lepault et al., 2001; Mathieu et al., 2001). Además, los trímeros presentan en su 

interior un sitio de coordinación a Zn2+, cuya presencia contribuye a la estabilidad de los 

mismos (Erk et al., 2003). Uno de los mecanismos propuestos para el desensamblaje de los 

tubos de VP6 es una primera etapa de desestabilización de los mismos por la entrada de 

Ca2+ a los tres sitios accesibles por el solvente y luego del desensamblaje de las 

macroestructuras, los otros dos sitios intra trímeros se hacen más accesibles al Ca2+ en una 

segunda etapa y de esta forma se obtienen monómeros de VP6 (Mena, 2007). En nuestro 

laboratorio se ha establecido un proceso de obtención y purificación de nanotubos de VP6 

utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus que permite la obtención de la 

proteína con un porcentaje de pureza superior al 98% (Plascencia-Villa et al., 2011). El 

contar con proteína VP6 de alto grado de pureza ha permitido profundizar en las 

propiedades de los nanotubos tales como su capacidad de unión a metales. Plascencia-Villa 

et al. (2009) funcionalizaron la superficie externa de los nanotubos de VP6 con metales 

tales como oro, plata y paladio, confiriéndoles a los mismos propiedades magnéticas y 

catalíticas. De forma similar, Carreño-Fuentes et al. (2013) funcionalizó la superficie 

interna de los nanotubos de VP6 con plata permitiendo la formación de nanoalambres. 

Hasta que comenzamos con este proyecto, no existía ningún reporte sobre la capacidad de 

los nanotubos de VP6 de interaccionar con biomoléculas o con células.  �

�
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Ca2+

Amino acids in contact with Ca
-Tyr 248
-Asn 250, 266
-Asp 337, 62, 286, 380
-Glu 134, 379, 340
-Gln 47, 268, 383

Zn2+ (His153)
Mathieu et al., 2001
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Fig.5. Partículas de doble capa VP2/VP6 y 
tubos de VP6 obtenidos en nuestro 
laboratorio. Las muestras proteicas fueron 
teñidas con acetato de uranilo y se 
visualizaron mediante microscopía 
electrónica. A: PPVs 2/6 (foto tomada por  
Jimy Mena, 2006). B: Tubos de VP6 10 
000X. C: tubos de VP6 100 000X.�
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2. Justificación�

El desarrollo de sistemas de entrega de material genético que no involucre el uso de virus 

ha tomado fuerza en los últimos años a partir de los resultados obtenidos en ensayos 

clínicos donde se documentó la aparición de reacciones adversas graves e incluso la muerte 

de pacientes tratados con vectores virales, principalmente con γ-retrovirus (Galy y 

Thrasher, 2011; Aiuti et al., 2012; Corrigan-Curay et al., 2012; Nienhuis, 2014). Debido a 

esto, varios grupos de investigación trabajan en el diseño de sistemas de entrega de ADN 

que no involucre el uso de virus vivos. Los materiales utilizados para la entrega de material 

genético son generalmente menos tóxicos e inmunogénicos que los virus, y pueden además 

ser modificados químicamente para conferirles especificidad hacia ciertos tipos celulares o 

tejidos (Al Dosari y Gao, 2009). �

Entre los posibles candidatos se encuentran las partículas pseudovirales, formadas por 

proteínas virales expresadas de manera recombinante, que presentan la ventaja de carecer 

de material genético, por lo que son incapaces de replicarse en el hospedero. La proteína 

VP6 de rotavirus expresada de forma recombinante y ensamblada en forma de esferas ha 

sido utilizada con éxito como acarreador del fármaco doxorubicina a células de hepatoma 

Hep-G2 (Zhao et al., 2011), sin embargo no existen estudios que involucren el uso de VP6 

en forma de nanotubos como acarreadores de biomoléculas. Teniendo en cuenta los reportes 

que muestran la ventaja de las estructuras tubulares como acarreadores de fármacos debido 

a su mayor volumen interno, resulta interesante evaluar la capacidad de los nanotubos de 

VP6 como acarreadores de fármacos. �

Charpilienne et al. (2002) postularon que VP6 puede tener en el rotavirus el mismo papel 

que tiene la proteína VP7 del virus de la fiebre aftosa (BTV) en el proceso de transcripción 

viral, el cual es unir a los núcleosidos trifosfato mediante interacciones electrostáticas a 

través de la región inter-trímero y permitir la salida del ARN mensajero sintetizado a través 

de la cápside de las DLPs. El análisis del estado de protonación de VP6 a pH8 mostró la 

presencia de cargas positivas en la región distal de los trímeros, las cuales se orientan hacia 

la luz de los nanotubos de VP6 (Plascencia-Villa et al., 2009). Estas regiones con carga 

positiva podrían estar implicadas en la interacción de VP6 con ácidos nucleicos.�

�
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En el año 2007, Gualtero y colaboradores determinaron que la proteína VP6 interviene en 

la entrada de los rotavirus a las líneas celulares CaCo-2 y MA104, las cuales se utilizan con 

frecuencia para la replicación in vitro del virus. Mediante ensayos de ELISA sugirieron que 

la proteína Hsc70 presente en la membrana de estas células puede ser el ligando de VP6 

que facilita la inserción del rotavirus a la membrana celular. Teniendo en cuenta estos 

antecedentes y con el objetivo de explorar nuevas capacidades de los nanotubos de VP6 nos 

propusimos en el presente trabajo estudiar sus propiedades como agentes acarreadores de 

ácidos nucleicos al interior de células de mamífero.�

�
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3. Hipótesis y Objetivos�
3.1 Hipótesis�

Los nanotubos de VP6 tienen la capacidad de encapsular ADN plasmídico en su interior y 

entregarlo a células de mamífero cultivadas in vitro.  

3.2 Objetivo general�

Explorar la capacidad de los nanotubos de VP6 de ser internalizados por diferentes líneas 

celulares de mamífero y establecer un método para encapsular ADN en el interior de los 

nanotubos de VP6.�

3.3 Objetivos específicos�

1. Evaluar la citotoxicidad de los nanotubos de VP6 en diferentes líneas celulares de 

mamífero para determinar si pueden ser utilizados como sistema de entrega sin afectar al 

hospedero.�

2. Determinar en qué líneas celulares de mamífero se internalizan los nanotubos de VP6.�

3. Estudiar el proceso de encapsulación de plásmidos en tubos de VP6 mediante la 

manipulación del pH y el método de desensamblaje y reensamblaje in vitro de éstos.�

4. Determinar si este sistema de encapsulación permite la entrega de material genético  al 

interior de las células de mamífero mediante la expresión de la proteína GFP.�

�
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4. Materiales y Métodos�
A continuación se muestra un diagrama experimental del trabajo:�
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PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE 
NANOTUBOS DE VP6 UTILIZANDO 

EL SISTEMA DE CÉLULAS DE 
INSECTO-BACULOVIRUS

EVALUACIÓN DE LA CITOTOXICIDAD 
DE LOS NANOTUBOS DE VP6 EN 

CÉLULAS DE MAMÍFERO HEK-293, 
CAC0-2, COS-7, THP1 Y J774

TENIENDO EN CUENTA ESTOS 
RESULTADOS REALIZAR LOS 

ENSAYOS DE INTERNALIZACIÓN DE 
LOS NANOTUBOS DE VP6 EN LAS 

LÍNEAS MENCIONADAS

ESTUDIAR EL EFECTO DE 
INHIBIDORES DE ENDOCITOSIS EN 
LA ENTRADA DE LOS NANOTUBOS 
DE VP6 EN LAS LÍNEAS CELULARES 

DONDE SE OBSERVÓ 
INTERNALIZACIÓN

PROPONER UN MECANISMO DE 
ENTRADA DE LOS NANOTUBOS 

DE VP6 A LAS CÉLULAS

DESENSAMBLAJE DE LOS 
NANOTUBOS DE VP6 Y 

REENSAMBLAJE EN 
PRESENCIA DE ADN. 

EVALUAR DIFERENTES PHs.

AISLAR EL GEN DE EGFP A PARTIR 
DE LA CONSTRUCCIÓN PCR8-EGFP 

Y ADICIONAR UNA SECUENCIA 
KOZAK QUE PERMITA LA 

TRADUCCIÓN DE LA PROTEÍNA EN 
CÉLULAS DE MAMÍFERO

CLONAR EL GEN DE EGFP EN 
EL VECTOR PVAX1 PARA 

EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 
EN CÉLULAS DE MAMÍFERO

EVALUAR QUE LA PROTEÍNA 
EGFP SE EXPRESE 

CORRECTAMENTE  UTILIZANDO 
MICROSCOPÍA DE 
FLUORESCENCIA

EN CASO DE ENCAPSULARSE EL PLÁSMIDO EN 
LOS NANOTUBOS DE VP6, EVALUAR LA EXPRESIÓN 

DE EGFP EN LAS LÍNEAS CELULARES DONDE SE 
INTERNALIZARON LOS NANOTUBOS
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4.1  Clonación del gen de EGFP en el vector pVAX1 �

En este trabajo se utilizó el plásmido pVAX1 (Invitrogen, V260-20) el cual permite la 

expresión de proteínas recombinantes en células de mamífero bajo el promotor de 

citomegalovirus. En dicho plásmido se clonó el gen que codifica para la proteína EGFP 

(Rojas, 2009) (reportero de expresión para los ensayos de internalización in vitro). A 

continuación se muestra el mapa del plásmido pVAX1:�

(Mapa tomado de Invitrogen: www.lifetechnologies.com)�

4.1.1 Obtención del gen de la EGFP�

Para subclonar la proteína EGFP en el vector pVAX1 partimos de un plásmido obtenido en 

nuestro laboratorio por el MC. R. Rojas en el que el gen codificante para la proteína EGFP 

se clonó en el vector pCR8TOPO (Invitrogen, K252020) . Este gen carecía del codón de 

terminación de la transcripción y de secuencias Kozak, por lo que mediante un ensayo de 

PCR con oligonucleótidos diseñados por nosotros (Tabla 1), amplificamos el gen que 

codifica para la EGFP y le adicionamos el codón de terminación de la transcripción así 

como una secuencia Kozak al inicio del gen, lo cual permite aumentar la eficiencia del 

proceso de traducción. En la Figura 6 se muestra la construcción de partida pCR8TOPO-

EGFP. 

�

� �33



Materiales y Métodos

Tabla 1. Oligonucelótidos utilizados en este trabajo. La secuencia se representa en la dirección 5´-3´. En 
mayúscula se muestran las bases que cambiamos respecto a la secuencia de R. Rojas. �
 �

Fig.6. Construcción pCR8TOPO-EGFP (4675 pb). En rojo se muestra la secuencia del vector 
pCR8TOPO y en negro se muestra la secuencia del gen de la EGFP. Las flechas indican el sitio de 
hibridación de los oligonucleótidos Forward y Reverse.  

�
Una vez amplificado el gen de la EGFP, éste se purificó a partir de una electroforesis en gel 

de agarosa y se clonó en el vector pCR2.1TOPO (Invitrogen, K4500-02) (Figura 7), el cual 

utiliza las propiedades de la enzima topoisomerasa I para una clonación eficiente de los 

productos de PCR. El resultado de esta clonación se transformó en células de E. coli de la 

cepa One-Shot TOP10 (Invitrogen, K4500-02). Como resultado de la transformación se 

obtuvieron numerosas colonias, las cuales se sembraron en medio de cultivo LB líquido 

para la purificación del ADN plasmídico utilizando el Miniprep Purification Kit (Qiagen, 

27106). La inserción correcta del gen que codifica para la EGFP en el vector pCR2.1TOPO 

Oligonucleótido secuencia

Forward 5´-aaggagggatAccatggtgag-3´

Reverse 5´-ggatccccgctTtacttgta-3´

34

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCC
GATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTT
TATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGC

CTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTT

TATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTAAGGAGGGATCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAG

GGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG
CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGC

CCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTTATAGCGGGGATCCGCA

CAAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCA

TAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGCCTCCTCTAGACCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAAC
GGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTG
GGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTC
AACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAG
CTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTC
TTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAA
CGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCA

TACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAACCCTCGAGCCACCCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTC
CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTC
TTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGA
GAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCC
TATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT

ApaI

EcoRI BamHI

BamHI

EcoRI EcoRV

XbaI

XhoI
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se analizó mediante una digestión con las siguientes enzimas de restricción de BioLabs: 

Hind III (R0104T), EcoR I (R0101S), BamH I (R0136T) y Nco I (R0193T). Una de las 

colonias que mostró el patrón de restricción esperado fue utilizada para la subclonación del 

gen de la EGFP en el vector pVAX1.  

�
Fig.7. Mapa del vector pCR2.1 TOPO. Se muestra el mapa del vector y la secuencia del sitio de 

múltiple clonaje (Tomado de Invitrogen). 

�
4.1.2 Subclonación del gen de EGFP en el vector pVAX1�

Los vectores pCR2.1TOPO-EGFP y pVAX1 fueron digeridos con la enzima de restricción 

EcoR I. Los productos de la digestión fueron separados mediante una electroforesis en gel 
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de agarosa y las bandas de interés se aislaron y purificaron del gel utilizando el PCR 

Product Purification Kit (Roche, 11 732 676 001). Los fragmentos se ligaron utilizando la 

enzima T4 DNA Ligase (Biolabs, M0202S) durante 20 horas a 16 °C y el producto de la 

ligación se transformó en células de E. coli de la cepa One Shot TOP10. El análisis de las 

colonias obtenidas se llevó a cabo mediante un ensayo de PCR, en el cual utilizamos los 

oligonucleótidos T7 Forward (Invitrogen, N560-02) y Reverse (cuya secuencia se mostró 

previamente). T7 Forward hibrida en el extremo 5´del sitio de múltiple clonaje del vector 

pVAX1, y Reverse hibrida en el extremo 3´del gen de la EGFP, por tanto sólo se observarán 

productos de PCR en aquellas colonias que tengan insertado el gen de la EGFP en el vector 

pVAX1 en la orientación adecuada. Una vez detectadas las colonias donde se observaron 

bandas correspondientes al gen de la EGFP, se sembraron en medio de cultivo LB para la 

purificación de ADN plasmídico, el cual se analizó realizando una digestión con las 

enzimas de restricción BamH I y EcoR I. Las colonias que mostraron el patrón de 

restricción esperado fueron secuenciadas y el resultado se analizó utilizando el programa 

Gene Inspector (Texco, Inc).  

4.2 Producción y purificación de los nanotubos de VP6�

Utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus para la expresión de proteínas 

recombinantes, en nuestro laboratorio se desarrolló una metodología para la obtención de 

nanotubos de VP6 con un alto grado de pureza (Plascencia-Villa et al., 2011). Brevemente, 

células de insecto HighFive® cultivadas en medio Express Five® (Gibco, Invitrogen, 

10486) a una densidad celular de 0.5*106 células/mL se infectaron con un baculovirus 

recombinante que codifica para la proteína de cápside de rotavirus VP6 de la cepa SA11 a 

una multiplicidad de infección (MOI) de 0.1 unidades formadoras de placa (ufp)/mL. Este 

baculovirus fue donado por la Dra. S. López del IBT-UNAM. Luego de 96 h el 

sobrenadante de cultivo se separó por centrifugación a 10 000 rpm por 10 minutos y se 

concentró utilizando un sistema de ultrafiltración AMICON (Millipore, 5124) usando una 

membrana de celulosa regenerada con corte de 30 ó 100 KDa (Millipore, PLTK 07610, 

14442AM). Posteriormente se realizó una cromatografía de intercambio aniónico utilizando 

una resina Q-Sepharosa Fast Flow (GE Healthcare, 17-0510-01) en la que la proteína VP6 
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eluye en la fracción que no interactúa con la resina luego de inyectar el sobrenadante 

concentrado. La solución tampón utilizada fue de Tris-HCl 30 mM, pH 6.16. La elución de 

las proteínas adheridas a la resina se realizó con la misma solución tampón a la que se le 

adicionó 1 M NaCl. La cromatografía se llevó a cabo en un sistema ÄktaPrime plus (GE 

Healthcare, 11-0013-13) con el cual se controló el flujo a 2.0 mL/min y se monitoreó la 

absorbancia a 280 nm, la conductividad y el pH. Seguidamente, realizamos una 

cromatografía de exclusión en gel utilizando la resina Toyopearl HW65F (Tosoh, 07465) en 

la que se inyectó la fracción obtenida en la cromatografía de intercambio aniónico que no 

interactúa con la resina. Los nanotubos formados por la proteína VP6 eluyen en el volumen 

vacío de la columna. Para este paso cromatográfico se utilizó una solución tampón de Tris-

HCl 30 mM pH 8. La presencia de VP6 en todos los pasos cromatográficos se detectó 

mediante ensayos de SDS-PAGE y Western Blot. La concentración de proteína se 

determinó mediante un ensayo de Bradford, usando el reactivo del mismo nombre (Bio-

Rad, 500-0006). Los nanotubos purificados se visualizaron mediante microscopía 

electrónica de transmisión (MET) en un JEM-1011 (Jeol, Japón) o un EM900 (Zeiss, 

Alemania), ambos operados a 80 kV. Para ello, las muestras purificadas se adhirieron a una 

rejilla de cobre-carbón-formvar (F-200-Cu, Electron Microscopy Sciences) y se tiñeron con 

una solución de acetato de uranilo 1-2%. La purificación de las partículas de doble capa 

GFP-VP2/VP6 se realizó utilizando el mismo protocolo, con la diferencia de que las células 

de insecto HighFive® se infectaron además con un baculovirus recombinante que codifica 

para la proteína de cápside de rotavirus VP2 fusionada a GFP. Este baculovirus fue donado 

por el Dr. Jean Cohen (Charpilienne et al., 2001). 

4.3 Cultivo celular�

Las líneas celulares de mamífero HEK-293, COS-7 y CaCo-2 fueron cultivadas en medio 

DMEM (Sigma, D5030), suplementado con 4500 mg/L glucosa, 110 mg/L piruvato de 

sodio, 25 mM Hepes, 4 mM L-glutamina, 3.7 g/L bicarbonato de sodio, MEM Non-

essential Amino Acid Solution (100×) (Sigma, M7145) y 10% (v/v) de suero fetal bovino 

(SFB, Gibco, Invitrogen, 12483-020). La línea de monocitos humanos THP1 y la línea de 

macrófagos murinos J774 se cultivaron en Advanced RPMI reduced serum medium (Gibco, 
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Invitrogen, 12633-12) suplementado con 5% (v/v) SFB, 2 mM de glutamina (Sigma, 

G3202) y 0.05 mM β-mercaptoetanol (Aldrich, M6250). Las células CaCo-2 se derivan de 

carcinoma de colon, las células HEK-293 se obtuvieron del riñón de un embrión humano, la 

línea COS-7 proviene del riñón del mono verde africano, las células J774 se establecieron a 

partir de un sarcoma extraído de ratones BALB/c y las células THP1 provienen de la sangre 

periférica de un niño de 1 año que presentaba leucemia (http://www.atcc.org). Para la 

diferenciación de las células THP1 de monocitos a macrófagos, se adicionaron 50 ng/mL de 

Forbol 12-miristato 14-acetato (PMA) (Calbiochem, Merck, 524400) al medio de cultivo 

96 h previas a la realización de los ensayos de citotoxicidad e internalización de los 

nanotubos de VP6. En el caso de las células J774, se adicionó la misma cantidad de PMA 

durante 48 h para incrementar su capacidad fagocítica. Todas las células se incubaron a 37 

°C y en atmósfera de 5% CO2. La viabilidad y concentración celular se determinó mediante 

un hemocitómetro y tinción con azul de tripano (Housser scientific, 3110). 

4.4 Producción del AcM 255/60 �

Para realizar los ensayos de inmunodetección de los nanotubos de VP6 adicionados a las 

líneas celulares de mamífero necesitábamos AcM específicos contra esta proteína, por lo 

que nos dimos a la tarea de producir líquido ascítico en ratones con este fin. Primeramente, 

los ratones recibieron una inyección intraperitoneal de 100 μL de pristane (Sigma, P2870) y 

15 días más tarde, fueron inoculados también por vía intraperitoneal con 1*106 células del 

hibridoma productor de un AcM específico contra VP6 denominado 255/60, donado por el 

grupo de la Dra S. López (IBT, UNAM). Al cabo de los 15 días se colectó el líquido 

ascítico formado en los animales y se centrifugó a 10 000 rpm durante 15 minutos. El 

sobrenadante recolectado se pasó por una columna de Sefarosa 4B acoplada a Proteína G 

(Life technologies, 10-1243) previamente equilibrada con una solución tampón de Tris-HCl 

50 mM, 0.5 M NaCl pH 8. El AcM 255/60 se eluyó con una solución de HAc 100 mM y se 

colectó en tubos Eppendorf que contenían una solución de 2 M Tris-HCl pH 8 para prevenir 

la desnaturalización de la proteína. La especificidad del AcM producido se analizó 

mediante ensayos de SDS-PAGE y Western Blot. 
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4.5 Ensayos de citotoxicidad de los nanotubos de VP6�

Las líneas celulares HEK-293, COS-7 y CaCo-2 se sembraron en placas de cultivo de 96 

pozos a una concentración de 104 células en 100 μL de medio de cultivo DMEM 10% SFB. 

24 h más tarde se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 50 μL de diferentes diluciones 

de los nanotubos de VP6 previamente diafiltrados en medio de cultivo sin suero. Las líneas 

celulares THP1 y J774 se sembraron a una concentración de 2*104 células en 100 uL de 

medio de cultivo RPMI 5% SFB y luego de su diferenciación con PMA a los tiempos 

indicados previamente se adicionaron diferentes concentraciones de los nanotubos de VP6. 

Luego de 2 h de incubación se adicionaron 10 μL de una solución de MTT (bromuro de 3-

[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio, Sigma-Aldrich, M2128) a 5 mg/mL en 

dimetilsulfóxido (DMSO, D8779). El MTT al ser hidrolizado por las enzimas 

mitocondriales genera una sal de formazán de color morado cuya intensidad es 

proporcional al número de células vivas. Dos horas más tarde las placas se centrifugaron a 

2000 g durante 10 min y se eliminó el sobrenadante por aspiración. Los cristales de 

formazan se disolvieron con 50 μL de DMSO y se midió la absorbancia en un lector de 

placas (ELx800, Bio-Tek Instruments Inc.) a una longitud de onda de 595 nm. La viabilidad 

celular relativa se calculó considerando 100 % a la señal obtenida de las células incubadas 

solamente con medio de cultivo. �

4.6 Ensayos de citotoxicidad de los inhibidores de la endocitosis Metil-β-
ciclodextrina y Genisteína en células THP1y J774�

Se sembraron células THP1 y J774 en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentración 

de 2*104 células por pozo y se diferenciaron a macrófagos en presencia de PMA (50 ng/

mL) durante 96 h y 48 h respectivamente. Posteriormente se eliminó el medio de cultivo y 

se adicionaron diferentes concentraciones de los inhibidores de endocitosis M-β-

ciclodextrina (Sigma, C4555) y Genisteina (Sigma, G6649) diluidos en medio RPMI sin 

SFB. Las células se incubaron durante 2 h y luego se adicionaron 10 μL de una solución 

stock de MTT (5 mg/mL) y las células se incubaron por 2 h más. Seguidamente las placas 

se centrifugaron a 2000 g durante 10 min, se eliminó el sobrenadante y las sales de 

formazán formadas como producto de la hidrólisis del MTT se disolvieron con 50 μL de 
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DMSO. Se procedió a la lectura de la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas 

(ELx800, Bio-Tek Instruments Inc.).�

4.7 Internalización de los nanotubos de VP6 en células de mamífero�

Las células de mamífero HEK-293, COS-7 y CaCo-2 se sembraron en placas de cultivo de 

8 pozos (Lab-Tek® II CC2TM Chamber Slide, Nunc, 154941) a una concentración de 

5*104 células en 300 μL de medio de cultivo y las células THP1 y J774 se sembraron a 

razón de 105 células en la misma cantidad de medio. Luego de los tiempos de incubación 

especificados previamente, el sobrenandante se eliminó y se adicionaron 150 μg/mL de los 

nanotubos de VP6 previamente diafiltrados en medio de cultivo durante 4 h. A continuación 

se eliminó el medio, las células se lavaron con PBS 1X, se fijaron con formaldehído 

(Sigma, F8775) al 4% en PBS y se permeabilizaron con deoxicolato de sodio (Sigma, 

D6750) al 0.2% en PBS y 2% BSA (US Biologicals, A1310) en PBS. La inmunodetección 

de la proteína VP6 se realizó con el AcM 255/60 específico para VP6. Posteriormente las 

células se incubaron con un anticuerpo policlonal de cabra anti-ratón acoplado al fluoróforo 

Alexa 594 (Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse IgG, Invitrogen, A-11005). Los núcleos 

celulares se tiñeron con SlowFade® Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen, S36938) 

y el citoesqueleto de actina se visualizó mediante la incubación con faloidina acoplada al 

fluoróforo Alexa-488 (Alexa Fluor® 488 Phalloidin, Invitrogen, A12379). Las células se 

visualizaron utilizando un microscopio Zeiss Axio observer acoplado a un sistema 

ApoTome para la generación de cortes ópticos (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Todas las 

imágenes se tomaron utilizando el mismo tiempo de exposición para cada fluoróforo. El 

análisis de las imágenes se llevó a cabo utilizando el software Axio Vision Rel 4.8 (Carl 

Zeiss). Alternativamente se utilizó el microscopio confocal Olympus FV1000 del LNMA 

(IBT) y se procesaron las imágenes utilizando el softwarwe Fiji (Schindelin et al., 2012).�

4.8 Inhibición de la entrada de los nanotubos de VP6 a macrófagos en 
presencia de inhibidores de la endocitosis. �

Las células THP1y J774 se sembraron en placas LabTek a una concentración de 105 células 

en 300 μL de medio de cultivo RPMI suplementado con 5% SFB y se diferenciaron a 

macrófagos durante 96 y 48 h respectivamente mediante la adición del éster de forbol PMA 
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a una concentración de 50 ng/mL. Posteriormente se eliminó el medio de cultivo y las 

células se incubaron durante 2 h con diferentes concentraciones de Metil-β-ciclodextrina 

(MβCD) o de genisteína diluidas en medio de cultivo RPMI. Seguidamente las células se 

lavaron 3 veces con PBS 1X y se adicionaron 150 μg/mL de los nanotubos de VP6 los 

cuales se incubaron junto a las células durante 4 h. Al cabo de este tiempo se eliminó el 

medio, las células se lavaron y se fijaron para su posterior inmunotinción como se describió 

previamente. Para estimar la cantidad de proteína VP6 internalizada en los macrófagos en 

presencia y ausencia de los inhibidores, utilizamos un programa desarrollado por el Dr. 

Arturo Pimentel del LNMA, IBT, UNAM denominado Cell Internalization Estimator 

(Anexo 1). �

4.9. Reensamblaje de VP6 en presencia del plásmido pVAX1-EGFP�

Los nanotubos de VP6 a una concentración de 650 μg/mL se desensamblaron mediante la 

adición de CaCl2 a una concentración final de 300 mM. El reensamblaje se realizó 

incubando 300 μg de proteína desensamblada con 50 μg de ADN en un volumen final de 1 

mL durante 1 hora. Seguidamente la mezcla de VP6-ADN se diluyó 10 veces con una 

solución tampón a diferentes pHs y se concentró utilizando un sistema de ultrafiltración 

AMICON con una membrana de celulosa regenerada de 10KDa de tamaño de poro 

(Millipore, 13612). Las soluciones utilizadas fueron, para pH 8: Tris-HCl 10 mM, para pH 

7: Tris-HCl 10 mM y para pH 5: NaAc-HAc 100 mM. Alternativamente, se utilizó una 

solución de 100 mM NaHCO3 pH 8.3. Una vez concentradas las muestras se tiñeron con 

acetato de uranilo para su visualización en el MET y la presencia de ADN plasmídico se 

detectó mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% y tinción con bromuro de 

etidio.  

4.9.1. Digestión del ADN plasmídico con Benzonasa�

El plásmido pVAX1-EGFP sólo o en presencia de los nanotubos de VP6 fue digerido con 

Benzonasa a 50 U/mL (Sigma, E1014). La reacción se incubó durante 1 h a 37 °C y 

posteriormente se centrifugó por 10 min a 10 000 rpm. La presencia de ADN se visualizó 

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% y tinción con bromuro de etidio. 
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5. Resultados�
5.1. Obtención del plásmido pVAX1-EGFP�

A partir del vector pCR8.TOPO-EGFP realizamos un ensayo de PCR utilizando los 

oligonucleótidos Forward y Reverse cuya secuencia se mostró previamente. La banda 

correspondiente al gen de la EGFP se amplificó (Figura 8A) y se clonó en el vector 

pCR2.1TOPO (Figura 8B). 

  

�
�

Fig.8. A. Gel de agarosa donde se muestra el resultado del PCR para amplificar el gen de la EGFP a 
partir del vector pCR8TOPO-EGFP. MPM: Marcador de peso molecular Gene Ruler 100pb 
(Invitrogen), 1: Banda correspondiente al gen de la EGFP. B. Esquema in silico de la construcción 
pCR2.1TOPO-EGFP. Las enzimas del sitio de múltiple clonaje se destacan en negritas y en azul se 
muestra la región codificante para la EGFP.  

�
El producto de esta clonación se transformó en células de E. coli, las cuales se sembraron 

en medio LB sólido con kanamicina y X-gal para facilitar la selección de los transformantes 

(colonias blancas). Las colonias seleccionadas se sembraron en medio LB líquido y su 

ADN plasmídico se purificó y analizó utilizando las enzimas de restricción Hind III, EcoRI, 
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BamH I y Nco I (Figura 9). Como resultado de este análisis pudimos verificar que el gen 

que codifica para la EGFP se insertó de manera correcta en el vector pCR2.1TOPO, pues 

las bandas visualizadas en el gel coinciden con el patrón de restricción esperado: para Hind 

III una banda de 4675 pb correspondiente al plásmido linearizado, para BamH I una banda 

de 3894 pb y otra de 781 pb, para EcoR I una banda de 3913 pb y otra de 762 pb y para Nco 

I dos bandas muy similares en tamaño (2358 y 2317 pb). Nuestro siguiente paso consistió 

en extraer el gen de la EGFP de este vector para subclonarlo en el vector pVAX1. Esta 

construcción pCR2.1TOPO-EGFP así como el vector pVAX1 fueron digeridos con la 

enzima de restricción EcoR I y los fragmentos de interés se purificaron y aislaron a partir de 

un gel de agarosa (Figura 10). 

Fig. 9. Análisis de restricción del plásmido pCR2.1TOPO-EGFP. El plásmido digerido con las 
enzimas de restricción Hind III, BamH I, EcoR I y Nco I se visualizó mediante un gel de agarosa y 
tinción con bromuro de etidio. 
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Las bandas purificadas del gel se ligaron y el producto de la ligación se utilizó para 

transformar células de E. coli. Para seleccionar las colonias que presentaban el plásmido 

pVAX1-EGFP realizamos un ensayo de PCR utilizando los oligonucleótidos T7 Forward y 

Reverse. Como resultado de estos ensayos, de las 10 colonias analizadas obtuvimos dos  

(colonias 2 y 10) donde solamente se amplificó un fragmento de ADN del tamaño esperado 

(844 pb) (Figura 11). A partir de este resultado se seleccionaron las colonias 2 y 10, las 

cuales se sembraron en medio LB líquido para purificar el ADN plasmídico. La 

secuenciación del mismo confirmó que ambas presentan el gen de la EGFP insertado de 

manera correcta en el vector pVAX1 (Figura 12). 

�����

�������
Fig. 11.  Gel de agarosa donde se muestra el resultado del PCR para amplificar el gen de la EGFP a 
partir del vector pVAX1-EGFP. PPM: Patrón de peso molecular Gene Ruler 100pb (Invitrogen). 
1-10: Visualización mediante tinción con bromuro de etidio de los productos de PCR obtenidos a 
partir de las 10 colonias analizadas.��
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Fig.12. Construcción in silico del vector pVAX1-EGFP. En rojo se representa la secuencia del 
vector y en negro el gen de la EGFP. La flecha indica el sentido de la traducción. El sitio de 
múltiple clonaje del vector se muestra con las enzimas de restricción. �

�

5.2 Producción y purificación de los nanotubos de VP6�

Los nanotubos de VP6 utilizados en este trabajo se produjeron y purificaron como se 

describió previamente. Las fracciones colectadas de la cromatografía de intercambio 

aniónico y permeación en gel así como el sobrenadante de cultivo se analizaron mediante 

SDS-PAGE y tinción con azul de Coomasie. En la Figura 13 carril 6 se observa una banda 

correspondiente a la proteína VP6 purificada, la cual coincide en tamaño con el control 

positivo (VP6 previamente purificada, carril 2). Esta banda además está libre de otras 

proteínas contaminantes. Estos resultados concuerdan con trabajos previos de nuestro grupo 

donde la proteína VP6 purificada presenta un porcentaje de pureza superior al 95% 

(Plascencia-Villa et al., 2011). Para determinar si contábamos con macroestructuras en la 

muestra purificada, analizamos el tamaño de las proteínas obtenidas mediante dispersión 

dinámica de luz utilizando un equipo Zeta Sizer Nano (Malvern). Como se observa en la 

Figura 14A, aproximadamente el 90% de la muestra corresponde a estructuras de 1μm de 

diámetro, lo cual corresponde al tamaño promedio esperado para los nanotubos de VP6 

producidos mediante el sistema de células de insecto-baculovirus (Plascencia-Villa et al., 

2011). El resto de los picos observados puede corresponder a agregados proteicos y/o a 
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nanotubos de menor tamaño que se fragmentaron como parte del proceso de purificación. 

En la Figura 14B se muestra la estructura de los nanotubos de VP6 purificados, los cuales 

se visualizaron mediante MET. A la mayor magnificación se observa el arreglo hexagonal 

característico de la proteína VP6 ensamblada en forma de nanotubos, el cual se ha 

documentado previamente (Lepault et al., 2001). 
��

��
Fig. 13. Análisis por SDS-PAGE de las etapas de la purificación de los nanotubos de VP6. Las 
muestras previamente desnaturalizadas en presencia de β-mercaptoetanol se corrieron en un gel de 
acrilamida al 10 % y se tiñeron con azul de Coomasie para visualizar el contenido de proteína total. 
Carril 1: MPM DualColor, 2: VP6 control+, 3: Sobrenadante de cultivo, 4: Sobrenadante de cultivo 
concentrado, 5: pico1-Intercambio Ionico, 6: VP6 purificada (corresponde al pico 1 de 
cromatografía de exclusión molecular). �
�
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Fig.14. Análisis del tamaño de los nanotubos de VP6 purificados mediante dispersión dinámica de 
luz (A) y microscopía electrónica de transmisión (B). A: se muestra el diámetro promedio de las 
estructuras proteicas presentes (de una esfera equivalente) y el porcentaje que representan de la 
muestra total. B: Nanotubos de VP6 teñidos con acetato de uranilo y visualizados mediante 
microscopía electrónica a 80Kv (B1: aumento de 7 000X, B2: 100 000X). 
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5.3 Citotoxicidad de los nanotubos de VP6 en diferentes líneas celulares de 
mamífero�

Para determinar la toxicidad de los nanotubos de VP6, se adicionaron diferentes 

concentraciones de los mismos (150-12.5 μg/mL, que corresponde a 3.3-0.28 μM) a líneas 

celulares de mamífero de diferentes orígenes, las cuales se cultivaron hasta alcanzar la 

confluencia. Seguidamente se adicionó el compuesto MTT como se describió previamente. 

Las concentraciones y tiempos de incubación analizados se escogieron a partir de los 

valores reportados en la literatura donde se evaluó la internalización de diferentes 

moléculas como polímeros, péptidos y partículas pseudovirales en diferentes líneas 

celulares de mamífero como HepG2, COS-7 y HeLa. Las concentraciones de estos agentes 

acarreadores se reportan desde el orden de nano Molar a los 20 μM y los tiempos de 

incubación oscilan desde los 20 min hasta las 24 h o más (Touzé y Coursaget, 1998; Jensen 

et al., 2001; Touzé et al., 2001; Suh et al., 2003; Watkins et al., 2009). En la Figura 15 se 

observa que los nanotubos de VP6 no son citotóxicos a las concentraciones y tiempo 

analizados para las líneas celulares estudiadas, ya que en todos los casos la viabilidad 

celular normalizada con respecto a las células incubadas sólo con medio de cultivo se 

mantuvo por encima del 80%. No obstante, existen diferencias entre los resultados de 

viabilidad relativa que se muestran dependiendo de la línea celular en cuestión, 

observándose una menor afectación en este parámetro en las células CaCo-2 y J774. Los 

nanotubos de VP6 también se incubaron con las células MA104, COS-7 y CaCo-2 durante 

24 h y en todos los casos la viabilidad celular normalizada se mantuvo por encima del 60% 

(datos no mostrados).  

�
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Fig. 15. Viabilidad celular relativa de CaCo-2, HEK-293, COS-7, THP1 y J774 incubadas durante 4 
h con los nanotubos de VP6. La viabilidad celular normalizada se calculó tomando como 100% la 
señal obtenida en céluls incubadas sólo con medio de cultivo. Las barras de error indican la 
desviación estándar de ocho réplicas para cada concentración de nanotubos de VP6 analizada.�

�
5.4 Internalización de los nanotubos de VP6 en diferentes líneas celulares de 
mamífero�

Para estudiar la capacidad de los nanotubos de VP6 como acarreadores de ADN era 

necesario conocer si podían ser internalizados en células de mamífero. Para ello los 

nanotubos de VP6 se diafiltraron en medio de cultivo y se incubaron durante 4 h con las 

líneas celulares previamente mencionadas. Como se muestra en la Figura 16, los nanotubos 

de VP6 no se internalizaron en las líneas celulares HEK-293, COS-7 ni CaCo-2. Para las 

células HEK-293 y COS-7, el contorno celular se visualizó utilizando campo claro, y el 

contorno de las células CaCo-2 se observó mediante la tinción del citoesqueleto de actina 

(verde). En estas tres líneas celulares se muestra que la señal de fluorescencia en rojo 

correspondiente a al inmunodetección de VP6 se localiza en el exterior de las células. Un 

resultado diferente se obtuvo cuando los nanotubos de VP6 se incubaron con las células 

THP1 y J774, en las que se detectó proteína VP6 internalizada (Figura 17 A y C). En este 

caso la señal de fluorescencia en rojo se localizó principalmente en el interior celular, 

ubicada cerca del núcleo en las células THP1 y cercana a la membrana plasmática en las 

células J774. Con el objetivo de corroborar si la señal de VP6 proviene del interior celular, 

se realizaron cortes ópticos a diferentes profundidades del eje Z utilizando el sistema 

49

Vi
ab

ili
da

d 
ce

lu
la

r 
no

rm
al

iz
ad

a 
%

 

��

���

���

���

���

����

����

����

�� ��� ��� 	�� ���� ���� ����

J774�
THP1�
CaC02�
COS7�
HEK293�

Nanotubos de VP6 (μg/mL) 



Materiales y Métodos

ApoTome (Figura 17, E). La realización de cortes ópticos nos permitió generar una vista 

ortogonal de las células que muestra que la señal roja se encuentra distribuída a través del 

eje Z de simetría, el cual representa la profundidad del citoplasma delimitado por el 

citoesqueleto de actina visualizado de color verde. En esta imagen también observamos que 

la distribución de la fluorescencia en rojo coincide en el eje Z con la distribución del núcleo 

celular, representado en azul.�

Para el caso de las células THP1, éstas fueron diferenciadas previamente de monocitos a 

macrófagos mediante la adición del PMA. En el caso de las células J774, aunque éstas son 

macrófagos de ratón, los ensayos de incubación con los nanotubos de VP6 sin activar con 

PMA mostraron a los nanotubos (rojo) adheridos al exterior celular pero sin ser 

internalizados (Figura 18, A y B). No fue hasta diferenciar las células J774 con PMA 

durante 48 h que se observó la señal en rojo derivada de la inmunodetección de la proteína 

VP6 en el interior celular (Figura 18, C y D). �

Para determinar si la entrada de la proteína VP6 a los macrófagos dependía de su 

organización en nanotubos, las células THP1 y J774 previamente diferenciadas con PMA 

fueron incubadas con proteína VP6 desnaturalizada en presencia de SDS y calor o con 

partículas pseudovirales de doble capa de rotavirus (GFP-VP2/VP6). Las partículas de 

doble capa (DLPs) presentan un diámetro aproximado de 70 nm y fluorescen en color verde 

debido a la presencia de GFP fusionada a VP2. En la figura 19A se muestra un ensayo de 

Western Blot donde se detectó la presencia de VP6 desnaturalizada y diafiltrada en medio 

de cultivo RPMI. La banda correspondiente a la proteína VP6 desnaturalizada (carril 3) 

tiene un peso de 45 KDa y presenta el mismo patrón de migración que la proteína VP6 

utilizada como control positivo (carril 2). Esta muestra además se analizó mediante 

dispersión dinámica de luz (DDL) para corroborar la desnaturalización de los nanotubos de 

VP6 con SDS (Figura 19B). La línea roja muestra que el diámetro promedio de la proteína 

desnaturalizada está entre 7 y 9 nm, lo cual corresponde a monómeros de VP6 (Matiheu et 

al., 2001), lo que difiere de la distribución representada en la línea verde con un diámetro 

promedio de 2 μm, la cual corresponde a los nanotubos de VP6 diluidos en medio de 

cultivo. En la Figura 19C se muestra un ensayo de Western Blot para detectar la presencia 

de las proteínas VP6 y VP2 en la fracción correspondiente a las DLPs purificadas. En el 

carril 3 se observa una banda de 45 KDa correspondiente a VP6 y una banda de 120 KDa 
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correspondiente a al fusión GFP-VP2. Como control positivo se utilizó VP6 purificada 

(carril 2). Esta muestra también se analizó mediante DDL para corroborar el tamaño de las 

DLPs (Figura 19D). Las líneas roja y negra representan dos diluciones de las DLPs, las 

cuales muestran que aproximadamente el 70% de la población tiene un tamaño promedio 

de 75nm, que corresponde al tamaño de las DLPs y otra población mayor que presenta un 

tamaño promedio de 500nm que puede estar constituída por agregados de DLPs. �

En la figura 20 se muestran las células THP1 (A y B) y J774 (C y D) incubadas con la 

proteína VP6 desnaturalizada, la señal en rojo correspondiente a la inmunodetección de 

VP6 se observa en la superficie celular. Para corroborar que la señal roja proveniente de la 

detección de VP6 desnaturalizada no se distribuye en el interior celular, se realizaron cortes 

ópticos y se generaron las vistas ortogonales, las cuales se muestran en la figura 20 (A al 

D). En este caso la señal de fluorescencia en rojo mostrada en los ejes XZ y YZ se observa 

solamente en el contorno celular, delimitado en verde por el citoesqueleto de actina. 

Cuando los macrófagos fueron incubados con DLPs, no se observó señal en verde en el 

interior celular, lo cual indica que en las condiciones y tiempos analizados no se 

internalizaron las esferas de GFP-VP2/VP6 (Figura 21, THP1: A y B; J774: C y D, 

respectivamente). No obstante, para corroborar este resultado, se debe realizar una 

inmunodetección de la proteína GFP con un anticuerpo específico, para descartar que se 

haya afectado la fluorescencia de GFP durante la realización de los ensayos de 

internalización. �

��
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��
Fig.16. Inmunodetección de VP6 en células de mamífero. Panel A: HEK-293, B: COS-7, C: 
CaCo-2. Las células se incubaron durante 4 h con los nanotubos de VP6 a una concentración de 150 
μg/mL. La presencia de VP6 se detectó con el AcM 255/60 seguido de un aniticuerpo policlonal 
anti-ratón acoplado a Alexa 594 (rojo). Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI (azul). En las 
células CaCo-2 el citoesqueleto de actina se visualizó con faloidina acoplada a Alexa-488 (verde) y 
el contorno celular para las líneas HEK-293 y COS-7 se observó con el campo claro.�������������
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�
Fig.17. Internalización de nanotubos de VP6 en macrófagos diferenciados con PMA. Las células de 
los paneles A y C se incubaron durante 4 h con los nanotubos de VP6 a una concentración de 150 
μg/mL. En los paneles B y D se muestran células incubadas solamente con medio de cultivo. En el 
panel E se muestra una proyección ortogonal de una célula THP1 incubada con los nanotubos de 
VP6 (resultado de 14 cortes ópticos en el eje Z). La presencia de VP6 se detectó con el AcM 255/60 
y con un aniticuerpo policlonal anti-ratón acoplado a Alexa-594 (rojo). Los núcleos celulares se 
tiñeron con DAPI (azul) y el citoesqueleto de actina se visualizó con faloidina acoplada a Alexa-488 
(verde).��
���
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��
Fig. 18. Internalización de nanotubos de VP6 en células J774. Las células J774 sin diferenciar (A y 
B) o previamente diferenciadas con PMA (C y D) se incubaron durante diferentes tiempos con 150 
μg/mL de los nanotubos de VP6. En rojo se muestra la presencia de VP6, en azul se observan los 
núcleos celulares y en verde se aprecia el citoesqueleto de actina.  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Figura 19. Análisis de la proteína VP6 desnaturalizada y de las DLPs purificadas mediante Western 
Blot y DDL. A. Western Blot, 1: MPM Dual Color, 2: VP6 control (+), 3: VP6 tratada con SDS y 
calor en RPMI, 4: nanotubos de VP6. Las muestras fueron previamente hervidas en presencia de β-
mercaptoetanol. Como primer anticuerpo se utilizó un suero de conejo anti-rotavirus (1:5000) y 
seguidamente se utilizó un suero de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (1: 1000). A. Gráfica, 
Análisis mediante DDL de las muestras de VP6 tratada con SDS (rojo) y nanotubos de VP6 (verde) 
en medio RPMI. B. Western Blot, 1: PPM Dual Color, 2: VP6 control (+), 3: DLPs purificadas, 4: 
nanotubos de VP6. Las muestras fueron previamente hervidas en presencia de β-mercaptoetanol. 
Como primer anticuepo se utilizó un suero de conejo anti-rotavirus (1:5000) para detectar VP6 y un 
anticuerpo anti-GFP (1:2000) para detectar GFP-VP2. Como segundo anticuerpo se utilizó un suero 
de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (1: 1000) y un suero de cabra anti-ratón acoplado a 
peroxidasa (1: 1000). B. Gráfica, Análisis mediante DDL de las DLPs purificadas. En rojo y negro 
se muestran dos diluciones de la misma muestra. ���������
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�
Fig. 20. Interacción de VP6 desnaturalizada con células THP1 y J774. A y B: células THP1 
incubadas con 150 μg/mL de VP6 desnaturalizada durante 2 h y 4 h, respectivamente. C y D: 
células J774 incubadas con 150 μg/mL de VP6 desnaturalizada durante 2 h y 4 h, respectivamente. 
La presencia de VP6 se detectó utilizando el AcM 255/60 y el anticuerpo policlonal anti-ratón 
acoplado a Alexa-594 (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). El citoesqueleto de actina se 
tiñó con faloidina-Alexa 488 (verde).�
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�
Fig. 21. Interacción de partículas pseudovirales de doble capa GFP-VP2/VP6 (DLPs) con 
macrófagos. En los paneles A y B se muestran las células THP1 incubadas con 150 μg/mL de las 
DLPs durante 2 h y 4 h, respectivamente. En los paneles C y D se muestran las células J774 
incubadas con la misma cantidad de DLPs durante 2 h y 4 h, respectivamente. Las PPVs 2/6 se 
visualizan en verde por presentar GFP. Los núcleos celulares se visualizaron con DAPI (azul).������
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5.5 Citotoxicidad de los inhibidores de endocitosis MβCD y genisteína sobre 
las líneas celulares THP1 y J774.�

Se procedió a estudiar el efecto de algunos inhibidores de la endocitosis como la MβCD y 

la genisteína sobre el proceso de internalización de los nanotubos de VP6 en células THP1 

y J774 con el objetivo de profundizar en el mecanismo de entrada de los nanotubos a estas 

líneas celulares. Las ciclodextrinas se utilizan para disolver compuestos grasos de baja 

solubilidad en agua y han sido utilizadas como inhibidores de la endocitosis debido a que 

secuestran el colesterol de las membranas. La genisteina es un inhibidor de tirosin-cinasas, 

por lo que se usa para inhibir tanto la fagocitosis como la macropinocitosis y la 

internalización de compuestos dependiente de caveolina (Mayor y Pagano, 2007; 

Vercauteren et al., 2010). �

Como un primer paso en el uso de estos inhibidores es necesario conocer el grado de 

toxicidad que presentan sobre las células THP1 y J774. Para ello ambos inhibidores se 

disolvieron en medio de cultivo RPMI sin SFB y se incubaron durante 2 h a diferentes 

concentraciones con las células THP1 y J774 previamente diferenciadas con PMA. Las 

concentraciones de inhibidor utilizadas se escogieron tomando en cuenta los reportes 

previos de la literatura (Ghosh et al., 2002; Palmbos et al., 2002; Nagao et al., 2010; 

Vercauteren et al., 2010). Posteriormente se adicionó una solución de MTT. Como se 

observa en la figura 22A, la MβCD no es citotóxica para ninguna de las líneas celulares al 

tiempo y concentraciones analizadas, ya que la viabilidad relativa se mantuvo por encima 

del 80%. Sin embargo, la genisteína provocó una disminución de la viabilidad celular 

relativa hasta el 40% en las células THP1 a partir de los 200 μM (Figura 22B), por lo que 

para nuestros experimentos de inhibición decidimos trabajar a concentraciones de 100 μM 

de genisteína o menores. Estos resultados concuerdan con otros reportes donde se ha 

estudiado la citotoxicidad de las ciclodextrinas y de la genisteína sobre otras líneas 

celulares de mamífero, por ejemplo en células COS-7, Vero y RAW264.7 (Díaz-Moscoso et 

al., 2010, Gerondopoulos et al., 2010, Vercauteren et al., 2010).�

�
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Fig. 22. Citotoxicidad de los inhibidores de endocitosis Metil-β-ciclodextrina y Genisteína sobre las 
líneas celulares THP1 (rosa) y J774 (amarillo). Las células se incubaron durante 4 h con los 
inhibidores y la viabilidad celular se calculó relativa a la señal de las células incubadas solamente 
con medio de cultivo (concentración del 100%).�����
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5.6 Internalización de los nanotubos de VP6 en presencia de inhibidores de 
la endocitosis metil-β-ciclodextrina y genisteína�

Con el objetivo de entender el mecanismo de entrada de los nanotubos de VP6 en 

macrófagos, procedimos a estudiar el efecto de algunos inhibidores de la endocitosis como 

la MβCD y la genisteina sobre este proceso. Ambos compuestos han sido ampliamente 

caracterizados y actúan sobre diferentes etapas del proceso endocítico. En estos ensayos 

tanto las células THP1 como las J774 fueron incubadas con concentraciones crecientes de 

MβCD (0.32, 0.625, 1.25, 2.5 y 5 mM) o de genisteína (50 y 100 μM) durante 2 h previas a 

la adición de los nanotubos de VP6. Como resultado de estos ensayos observamos que para 

ambas líneas celulares, la adición de MβCD provocó una disminución de la entrada de los 

nanotubos de VP6 a concentraciones por encima de 1.25 mM (Figura 23, D, E y F; Figura 

24, C, D y E). En ambos casos se observa que la señal de fluorescencia en rojo, que se 

localizaba en el interior de la célula, comienza a visualizarse hacia el exterior celular a 

medida que incrementa la concentración de la ciclodextrina, lo que sugiere que la presencia 

de colesterol en la membrana plasmática de los macrófagos, y probablemente la asociación 

de ciertos receptores en balsas lipídicas, se requieren para la internalización de los 

nanotubos de VP6. En concordancia con nuestros resultados, Nagao y colaboradores (2010) 

reportaron que la adición de MβCD inhibió la entrada de micropartículas de poliestireno de 

3 μm de diámetro a células J774, sugiriendo que el proceso de internalización se llevó a 

cabo por fagocitosis dependiente de receptores localizados en balsas lipídicas.�

�
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�
Fig. 23. Efecto de la adición de MβCD en la internalización de los nanotubos de VP6 en células 
THP1. Las células se incubaron durante 2 h con concentraciones crecientes de MβCD (A: 0, B: 
0.312 mM; C: 0.625 mM, D: 1.25 mM, E: 2.5 mM, F: 5 mM) y luego se adicionaron 200 μL de los 
nanotubos de VP6 a 150 μg/mL durante 4 h. La presencia de VP6 se detectó utilizando el AcM 
255/60 y un anticuerpo policlonal anti-ratón Alexa 594 (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI 
(azul) y el citoesqueleto de actina se tiñó con faloidina-Alexa 488 (verde).�
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Fig. 24. Influencia de la adición de MβCD en la internalización de los nanotubos de VP6 en células 
J774. Las células se incubaron durante 2 h con diferentes concentraciones de MβCD (A: 0, B: 0.312 
mM, C: 1.25 mM, D: 2.5 mM, E: 5 mM) y luego se adicionaron 200 μL de los nanotubos de VP6 a 
150 μg/mL. La detección de VP6 se realizó con el AcM 255/60 y un suero policlonal anti-ratón 
Alexa 594 (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul) y el citoesqueleto de actina se tiñó con 
faloidina-Alexa 488 (verde). �
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Con el objetivo de determinar la cantidad de proteína VP6 localizada en el interior de los 

macrófagos, se desarrolló un programa llamado Cell Internalization Estimator, el cual nos 

permite estimar el porcentaje de área celular ocupada por VP6 (Pimentel JA, 2014). Este 

programa calcula el área ocupada por los pixeles de cada uno de los canales analizados 

(rojo, verde y azul) y calcula la relación entre los pixeles que coinciden en la misma 

localización XY, por ejemplo rojo/verde, que en nuestro caso resulta importante pues nos 

da una estimado de la señal roja proveniente de la inmunodetección de VP6 que coincide 

con el área ocupada por las células, la cual se asoció a la presencia del citoesqueleto de 

actina (verde). En la Figura 25 se muestra el porcentaje de área celular ocupada por VP6 en 

las líneas celulares THP1 y J774.�

En las gráficas A y B las barras verdes muestran el área ocupada por las células (μm2) y las 

barras rojas representan el área de pixeles rojos que coincide en el plano XY con los pixeles 

verdes (μm2). Teniendo en cuenta que el número total de células en cada fotografía no es el 

mismo, el % de internalización se definió como el área de pixeles rojos que coinciden con 

pixeles verdes dividido entre el área total de pixeles verdes. Como se observa en la Figura 

25 C y D, la cantidad de proteína VP6 detectada en el interior celular disminuye a 

concentraciones de MβCD mayores a 1.25 mM para las células THP1 y mayores a 2.5 mM 

para las céluls J774. Contrariamente a lo observado para la MβCD, la adición de genisteína 

no inhibió la entrada de los nanotubos de VP6 a células THP1 ni J774 a ninguna de las 

concentraciones analizadas. En la Figura 26 se muestra el resultado de la estimación de la 

cantidad de proteína VP6 internalizada en células THP1 a concentraciones de 50 y 100 μM 

de genisteína. La gráfica muestra una tendencia a que aumente la cantidad de proteína 

internalizada en presencia del inhibidor, lo cual se corresponde con lo observado en las 

micrografías B y C, donde la señal de fluorescencia en rojo correspondiente a VP6 se 

mantiene en el interior celular en ambos casos. El resultado de la estimación de la cantidad 

de VP6 internalizada en células J774 en presencia de genisteína utilizando el programa Cell 

Internalization Estimator muestra también una mayor internalización de VP6 a 100 μΜ de 

genisteína (Figura 27, gráfica B). En las micrografías B, C y D de la Figura 27 también se 

observa que la señal roja que corresponde a VP6 se mantienen en el interior de las células 

tratadas con diferentes concentraciones del inhibidor. Este resultado coincide con reportes 

previos en los que la adición de genisteína no inhibe la entrada de determinadas moléculas 
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en células de mamífero, por ej, la transferrina humana, la cual mostró una mayor 

internalización en células ARPE-19 (células epiteliales de retina humana) en presencia de 

400 μM de genisteína (Vercauteren et al., 2010). No obstante, se deben realizar más réplicas 

del experimento con el fin de comprobar estadísticamente si la adición de genisteína 

incrementa la entrada de los nanotubos de VP6 a los macrófagos. �

Nuestros resultados también muestran que la cantidad de VP6 internalizada fue mayor en 

células J774 que en células THP1, no obstante, la distribución de VP6 en el interior celular 

fue diferente para ambas líneas. En las células THP1, la señal en rojo proveniente de VP6 

se localiza en la región perinuclear, sin embargo en las células J774 la proteína VP6 se 

distribuye cercana a la membrana citoplasmática. Los resultados obtenidos hasta el 

momento muestran a los nanotubos de VP6 como posibles candidatos para la entrega de 

material genético a células de mamífero debido a su baja toxicidad y a su capacidad de ser 

internalizados en macrófagos. Para determinar si los nanotubos de VP6 pueden ser 

utilizados como acarreadores de ADN debemos evaluar primeramente su capacidad de 

encapsular ADN plasmídico en su interior, esto con el fin de proteger al ácido nucleico de 

la degradación por las enzimas presentes tanto en el medio extracelular como en el citosol. 

De lograrse la encapsulación de ADN dentro de los nanotubos de VP6, se procederá a 

evaluar si éste fue internalizado con éxito en las células de mamífero mediante la medición 

de la expresión del gen reportero EGFP, el cual se clonó previamente en el vector pVAX1. 

A continuación se muestran los ensayos que realizamos para evaluar la capacidad de los 

nanotubos de VP6 de encapsular ADN plasmídico.  �

�
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�
Fig. 25. Estimación del porcentaje de internalización de la proteína VP6 en macrófagos. Utilizando 
el programa Cell Internalizacion Estimator se calculó el área ocupada por los pixeles verdes (A y B, 
barras vedes) y el área de pixeles rojos que coinciden con los pixeles verdes (C y D, barras rojas) 
para una colección de imágenes obtenidas a partir de los ensayos de inhibición de entrada de los 
nanotubos de VP6 en macrófagos en presencia de diferentes concentraciones de MβCD. El 
porcentaje de internalización se definió como el % de área verde ocupada por los pixeles rojos 
respecto al área verde total, que representa el número total de células. Las barras de error muestran 
las diferencias entre dos o tres réplicas de imágenes por cada condición (concentración de 
inhibidor).��
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�

Fig. 26. Influencia de la genisteína sobre la internalización de los nanotubos de VP6 en células 
THP1. Las células se incubaron durante 2 h con diferentes concentraciones de genisteína (A:0, B:50 
μM y C: 100 μM) y posteriormente se adicionaron los nanotubos de VP6 a una concentración de 
150 μg/mL. La detección de VP6 se realizó con el AcM 255/60 y un suero policlonal anti-ratón 
Alexa 594 (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul) y el citoesqueleto de actina se tiñó con 
faloidina-Alexa 488 (verde). En la gráfica se muestra el porcentaje de internalización de VP6 a 
diferentes concentraciones de genisteína.��
�
�
�
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�
Fig. 27. Influencia de la genisteína sobre la internalización de los nanotubos de VP6 en células 
J774. Las células se incubaron durante 2 h con diferentes concentraciones de genisteína (A:0, B:50 
μM, C: 100 μM y D: 200 μM) y posteriormente se adicionaron los nanotubos de VP6 a una 
concentración de 150 μg/mL. La detección de VP6 se realizó con el AcM 255/60 y un suero 
policlonal anti-ratón Alexa 594 (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul) y el citoesqueleto de 
actina se tiñó con faloidina-Alexa 488 (verde). En la gráfica se muestra el % de internalización de 
VP6 a diferentes concentraciones del inhibidor.��
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5.7 Ensayos para encapsular ADN en el interior de los nanotubos de VP6�

Como parte de nuestro proyecto deseabamos explorar la utilización de los nanotubos de 

VP6 como acarreadores de biomoléculas, entre ellas, de ADN. En nuestro grupo se han 

logrado desensamblar los nanotubos de VP6 mediante la adición de calcio al medio, y la 

proteína VP6 monomérica se ha vuelto a reensamblar en tubos utilizando el agente quelante 

EGTA, el cual secuestra el Ca2+ de la solución (Mena, 2007). En nuestro caso 

desensamblamos los nanotubos de VP6 mediante la adición de CaCl2 y el reensamblaje de 

los tubos se realizó mediante diafiltración en presencia de ADN a diferentes pHs. 

Posteriormente evaluamos si el ácido nucleico se protegía de la degradación por nucleasas. 

En la Figura 28 se muestra el resultado de los geles de agarosa donde se visualizó el ADN 

plasmídico incubado con los nanotubos de VP6 a diferentes pHs y tratado con benzonasa.  

En los carriles 1 y 2 se muestra el plásmido pVAX1-EGFP utilizado como control positivo  

antes y después de ser tratado con la nucleasa, respectivamente. En los carriles 4 y 5 se 

observa el ADN incubado con VP6 antes y después de ser tratado con la nucleasa. En la 

figura se ve que a ninguno de los pHs analizados (5, 7 y 8) se logró proteger el ADN de la 

degradación enzimática, no obstante, a pH 8 (gel A) se observó un retardo en la migración 

del ADN al interactuar con los nanotubos de VP6 (carril 4) comparado con la migración del 

plásmido sin nanotubos (carril 2), lo cual indica que puede existir interacción entre el 

plásmido y los nanotubos de VP6 a este valor de pH. La cantidad de ADN plasmídico 

visualizada en los geles corresponde aproximadamente a 200 ng en cada carril. �

Las muestras de ADN y VP6 reensamblada también se tiñeron con acetato de uranilo para 

visualizarlas en el MET y determinar si efectivamente se formaron nanotubos de VP6 a los 

pHs analizados en presencia de plásmido. Para el caso de las muestras reensambladas a pHs 

5 y 7, no se observaron nanotubos de VP6 (Figura 29, A y B), en cambio sólo se 

visualizaron agregados de ácido nucleico a pH5 y casi ninguna nanoestructura a pH7. Los 

nanotubos de VP6 sólo fueron visualizados en las muestras reensambladas a pH8 (Figura 

29 C y D). En este caso, se muestra además el ADN interactuando con los nanotubos de 

VP6 por su cara externa. Teniendo en cuenta estos resultados decidimos explorar nuevas 

estrategias para reensamblar los nanotubos de VP6 y encapsular el ADN en su interior. Una 

de ellas fue evaluar otras soluciones tampón.�

�
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Fig. 28. Geles de agarosa para la visualización de ADN plasmídico utilizado en el reensamblaje de 
los nanotubos de VP6 a pH 8 (A), pH 7 (B) y pH 5(C). 1- PPM Gene Ladder 1Kb. 2-Plásmido solo. 
3- Plásmido + Benzonasa. 4- Plásmido en presencia de VP6. 5- Plásmido en presencia de VP6 + 
Benzonasa.�
���������������������������
Fig 29. Micrografías de muestras después del reensamblaje de VP6 en presencia de ADN 
plasmídico a pH 5 (A, 50 K), 7 (B) y 8 (C, 8K; D, 120K). Las muestras se visualizaron mediante 
tinción negativa con acetato de uranilo utilizando MET.����
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Walter y colaboradores (1999) reportaron que en presencia de un buffer de 100 mM 

NaHCO3 aumentó la eficiencia de encapsulación del ADN plasmídico en el interior de 

micropartículas del polímero PGLA y además se incrementó la resistencia del ADN al 

estrés mecánico producido por la ultrasonicación. Tomando en cuenta este reporte 

decidimos realizar el reensamblaje de los nanotubos de VP6 en presencia de ADN 

plasmídico utilizando una solución tampón de NaHCO3. En la figura 30A se muestra el 

plásmido pVAX1-EGFP en sus diferentes grados de superenrollamiento (carril 2) o luego 

de la adición de benzonasa (carril 3), donde se aprecia que no queda ADN luego del 

tratamiento con la enzima (ensayo control positivo). Como vemos en los carriles 4 y 5, el 

ADN plasmídico tampoco se protegió de la degradación por Benzonasa cuando se adicionó 

a la reacción de rensamblaje de los nanotubos de VP6, visualizándose interactuando con los 

nanotubos de VP6 en su superficie externa (Figura 30, B). En el gel de agarosa se observa 

además una disminución considerable de todas las formas topológicas del plásmido cuando 

se incubó con la solución de reensamblaje junto con VP6 (carril 4), lo cual puede deberse a 

que la mayor parte del ADN precipitó junto con el Ca2+ cuando se adicionó la solución de 

NaHCO3.�

�
�
�
�������������
Fig. 30. ADN plasmídico en presencia de nanotubos de VP6 reensamblados en una solución de 
NaHCO3 pH 8.3. A: Gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio: 1-PPM Gene Ladder 1kb. 2- 
Plásmido control solo. 3- Plásmido control + Benzonasa. 4- Plásmido en presencia de los nanotubos 
de VP6. 5- Plásmido en presencia de los nanotubos de VP6 + Benzonasa. B: MET de la mezcla 
VP6-ADN teñida con acetato de uranilo a un aumento de 85 000X. 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5.8 Reensamblaje de nanotubos de VP6 con NaHCO3�

Como parte de estos ensayos de reensamblaje de nanotubos de VP6 en presencia del buffer 

de NaHCO3, notamos que la calidad de los tubos reensamblados fue alta teniendo en cuenta 

la limpieza de las muestras y la reproducibilidad de este protocolo. De esta forma 

decidimos probar la eficiencia de este protocolo de reensamblaje en la recuperación de 

proteína VP6 mal ensamblada obtenida en un proceso de purificación. En la figura 31A se 

muestra una imagen de MET de la proteína purificada mal ensamblada, donde se observan 

agregados y hexámeros de VP6 dispersos. Luego del reensamblaje de VP6 con bicarbonato, 

se observan tubos bien formados, que presentan el arreglo característico de los hexámeros 

de VP6, con longitudes incluso mayores a los 2 μm y sin restos de proteína sin ensamblar. 

Estos tubos reensamblados mantuvieron su estructura incluso 6 meses después de obtenidos 

(Figura 31, B).�

��
�

�
Fig. 31. Tinción negativa de VP6 y visualización mediante MET. Se muestra la proteína VP6 
purificada a partir de sobrenadante de células de insecto utilizando un aumento de 20 K (A) y los 
nanotubos de VP6 reensamblados con 100 mM de NaHCO3 se observan a una magnificación de de 
60 K (B).��
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Este ensayo nos ha permitido recuperar proteína que, al no encontrarse correctamente 

ensamblada, era usualmente desechada. Además, este método de reensamblaje de 

nanotubos de VP6 ha sido utilizado con éxito por Castro-Acosta et al. (2014) para evaluar 

la resistencia de la proteína VP6 a la oxidación utilizando peróxido de hidrógeno y Fe. En 

estos ensayos se logró la formación de nanotubos de VP6 incluso a concentraciones de 

1000 μM de peróxido de hidrógeno.�

�
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6. Discusión�
En este trabajo nos propusimos estudiar la capacidad de los nanotubos formados por la 

proteína VP6 de rotavirus de interaccionar con células de mamífero y de encapsular ADN 

como un primer paso en el desarrollo de un nuevo sistema de entrega de material genético. 

Nuestros resultados mostraron la baja toxicidad de los nanotubos de VP6 al ser adicionados 

a diferentes líneas celulares de mamífero, lo cual es un requisito indispensable que debe 

cumplir cualquier sistema acarreador de material genético. Nuestros resultados concuerdan 

con reportes previos donde se estudió el efecto de la adición de diferentes polímeros sobre 

la viabilidad de líneas celulares de mamífero en cultivo in vitro (Chen et al., 2005; Ten et 

al., 2014). Otras estructuras tubulares como los nanotubos de sílica han sido utilizados con 

éxito para la entrega de material genético (Chen et al., 2005), sin embargo existen 

numerosos reportes que muestran la toxicidad de polímeros tubulares como las fibras de 

proteínas β-amiloides (Harrison et al., 2007; Kagan et al., 2012).�

Touzé et al (1998) estudió la capacidad de PPVs formadas por la proteína VP1 del virus de 

papiloma para acarrear ADN plasmídico, evaluando la internalización de las mismas en 

diferentes líneas celulares de origen animal y humano, como fueron las líneas humanas 

MRC5 (pulmón), HeLa (cervix), HuH-7 (hígado) y CaCo2 (colon), así como NIH 3T3 

(embrión murino), Vero (riñón de mono), COS-7 (riñón de mono), MDCK (riñón de perro) 

y CHO (ovario de Hámster Chino). Las células COS-7 también han sido utilizadas por 

Chen et al (2005) en el estudio de la internalización de nanotubos de sílica como 

acarreadores de ADN. Estos resultados muestran la amplia gama de líneas celulares tanto 

humanas como animales que han sido objeto de estudio para evaluar la efectividad de los 

sistemas de entrega de material genético. En nuestro caso, evaluamos las células CaCo-2 

por ser las que usualmente se utilizan para replicar rotavirus y porque se ha sugerido que la 

proteína VP6 puede interactuar con la Hsc70 presente en la membrana de estas células 

(Gualtero et al, 2007). Las células HEK-293 y COS-7 son comúnmente estudiadas en 

ensayos de internalización de nanopartículas (Vercauteren et al., 2010; Liu et al., 2014; 

Layek et al., 2014) , y teniendo en cuenta el tamaño de los nanotubos de VP6, nos interesó 

evaluar su entrada en líneas celulares de macrófagos, por lo que evaluamos las células 

� �73



Discusión

THP1 y J774, las cuales han sido previamente utilizadas para estudiar el proceso fagocítico 

(Palmbos et al., 2002; Geng et al., 2007; Nagao et al., 2010; Morisighe et al., 2010). 

Luego de corroborar la baja toxicidad de los nanotubos de VP6, realizamos ensayos de 

incubación de los mismos con diferentes líneas celulares de mamífero para determinar en 

cuál de ellas los nanotubos eran endocitados. De las líneas celulares de mamífero 

estudiadas, la internalización de los nanotubos de VP6 sólo ocurrió de manera específica en 

las líneas celulares de macrófagos THP1 y J774. En el resto de las líneas celulares 

analizadas (HEK-293, COS-7 y CaCo-2) la señal proveniente de la inmunodetección de 

VP6 se localizó fuera de las células. Una de las características distintivas de los macrófagos 

es su capacidad para fagocitar moléculas de gran tamaño e incluso células, por lo que para 

determinar si el tamaño de los nanotubos de VP6 es un factor que modula su especificidad 

de entrada a los macrófagos, realizamos ensayos de internalización presentando a la 

proteína VP6 como parte de estructuras de menor tamaño. Para ello los nanotubos se 

desnaturalizaron en presencia de SDS y calor y también utilizamos partículas pseudovirales 

de doble capa de rotavirus formadas por las proteínas VP2-GFP y VP6, las cuales se 

ensamblan formando esferas de 75 nm de diámetro. En ambos casos no se observó 

internalización de la proteína VP6 en los macrófagos a los tiempos y concentraciones 

analizadas. Un resultado similar fue reportado por Fifis y colaboradores (2004) donde 

estudiaron la internalización in vivo de nano y microesferas conjuagadas a OVA analizando 

un rango de diámetros desde 40 nm a 2 μm y observaron que las esferas mayores de 1μm 

fueron internalizadas preferentemente en los nódulos linfáticos de ratones por una 

población de células presentadoras de antígeno con fenotipo de macrófagos F4/80+ CD80+. 

Siendo los macrófagos importantes moduladores de la respuesta immune, nuestros 

resultados ayudan a explicar desde el punto de vista celular porqué la respuesta de 

anticuerpos IgG anti-VP6 así como la protección frente a la infección por rotavirus es 

mayor en ratones inmunizados con los nanotubos de VP6 que en ratones inmunizados con 

partículas de doble capa (GFP-VP2/VP6) o con trímeros de VP6 (Pastor et al., 2014). No 

obstante, aunque los macrófagos representan una parte relevante del sistema inmune innato, 

existen otras poblaciones de células presentadoras de antígeno que son muy importantes en 

el desarrollo de la respuesta inmune en mamíferos, como las células dendríticas y los 

linfocitos B. Descubiertas en 1974 por Steinman y Cohn, las células dendríticas constituyen 
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sentinelas que vigilan los tejidos periféricos muestreando antígenos, y son capaces de 

secretar citocinas que modulan el tipo de respuesta inmune que se desencadena: Th1 ó Th2 

(Walsh y Mills, 2013). La importancia de las células dendríticas en la modulación de la 

respuesta de linfocitos T se ha demostrado por ejemplo en ratones en los cuales se ha 

eliminado esta población celular (Phythian-Adams et al., 2010). Estos hallazgos nos llevan 

a proponer la realización de los ensayos de internalización de los nanotubos de VP6 en 

células dendríticas. �

La distribución de la señal de VP6 en el interior de los macrófagos es diferente en células 

THP1 y J774. En estas últimas la señal en rojo se distribuye en el citoplasma celular 

mayormente hacia la periferia, sin embargo en las células THP1 la proteína VP6 

internalizada se detectó en la región perinuclear. Una distribución similar se observó en el 

interior de macrófagos derivados de médula ósea que fueron incubados con ovalbúmina 

encapsulada en liposomas (Rao et al., 2003). En estas células se visualizó la red Trans-

Golgi mediante el marcaje con C6NBD-ceramida y la localización de la señal proveniente 

de la internalización de los complejos OVA-liposomas se visualizó distribuida en el aparato 

de Golgi.�

La especificidad de entrada de los nanotubos de VP6 en macrófagos sugiere además que en 

estas células existe algún receptor para VP6. Gualtero y colaboradores (2007) sugirieron 

que existe interacción entre la proteína Hsc70 presente en la membrana de células CaCo-2 y 

MA104 y la proteína VP6. Además de su actividad como chaperona, esta proteína juega un 

papel fundamental en la activación del sistema inmune. Triantafilou et al. (2002) 

determinaron que Hsc70 forma parte de un receptor multimérico que reconoce el 

lipopolisacárido bacteriano en células del sistema inmune innato. Además, Hsc70 se une a 

los Toll-like receptors TLR2/TLR4 y a CD14 en la membrana de las células presentadoras 

de antígeno, y esta interacción permite la endocitosis de antígenos extracelulares unidos a 

Hsc70 que posteriormente pueden entrar a la vía de presentación cruzada (Asea et al., 2000; 

2002). Para deteminar si Hsc70 interviene en la entrada de los nanotubos de VP6 a los 

macrófagos es necesario realizar ensayos de internalización en las células THP1 y J774 

preincubadas con un anticuerpo anti-Hsc70. �

Para nuestros ensayos de internalización, tanto las células THP1 como las J774 fueron 

previamente diferenciadas mediante la adición de PMA al sobrenadante de cultivo. La 
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adición de PMA provoca un aumento en la expresión de la integrina αVβ3 en la superficie 

de las células THP1, lo que aumenta su adhesión a la matriz extracelular y puede 

desencadenar un aumento en la secreción de TNF-α, la cual es una citocina proinflmatoria 

que tiene un papel determinante en la maduración de la respuesta inmune frente a 

infecciones parasitarias, bacterianas y virales (Janeway et al., 1999; Kurihara et al., 2011). �

El PMA es un análogo del diacilglicerol (DAG), el cual se genera durante la formación de 

la copa fagocítica mediante la hidrólisis del fosfatidil ionositol 4,5-bifosfato. Entre otras 

funciones, el incremento de la concentración de DAG durante la fagocitosis estimula a la 

familia de las PKCs, cuyas variantes α, δ y ε son reclutadas a la membrana plasmática e 

incrementan la capacidad fagocítica de los macrófagos (Larsen et al., 2000). La activación 

de las PKCs promueve la reorganización del citoesqueleto de actina, necesaria para que se 

extiendan los pseudópodos de la membrana plasmática hacia el exterior de los fagocitos 

(Downey et al., 1992); además, las PKCs están asociadas con el incremento del estallido 

respiratorio en los macrófagos y con la activación de la fosfolipasa A2, la cual produce 

ácido araquidónico (Karimi et al., 1999). En los fagocitos, el estallido respiratorio es un 

proceso en el que se generan compuestos bactericidas como el anion superóxido y el 

peróxido de hidrógeno, los cuales se producen mediante la acción de la enzima NADPH 

oxidasa. Esta enzima es activada por el ácido araquidónico que se produce durante la 

fagocitosis, el cual interviene además en la formación de los ruffles membranales en el sitio 

de la fagocitosis. Los productos metabólicos del ácido araquidónico (prostaglandinas y 

leucotrienos) intervienen también en el establecimiento de la respuesta inflamatoria 

(Lennartz, 1999). Los efectos de la adición de PMA sobre el mecanismo de fagocitosis en 

los macrófagos pueden explicar porqué los nanotubos de VP6 son internalizados en células 

J774 solamente cuando éstas son tratadas con PMA. En las células sin tratar, se observa la 

interacción de los nanotubos de VP6 sólo con la superficie celular, lo que sugiere que existe 

interacción con un receptor de membrana pero que ésta no es suficiente para la 

internalización de los nanotubos. �

Con el objetivo de estudiar el mecanismo de entrada de los nanotubos de VP6 a los 

macrófagos, los ensayos de internalización se realizaron preincubando las células THP1 y 

J774 con dos inhibidores de la endocitosis: MβCD y genisteína. Las ciclodextrinas son 

oligosacáridos cíclicos que se utilizan para disolver compuestos grasos de baja solubilidad 
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en agua y han sido utilizadas para secuestrar el colesterol de las membranas, limitando la 

formación de las balsas lipídicas, las cuales están compuestas por colesterol y 

esfingolípidos que concentran proteínas ancladas a glicofosfatidilinsolitol y 

glicoesfingolípidos (Rao et al., 2003). La concentración de ciertos grupos de proteínas en 

balsas lipídicas ha demostrado ser determinante en la transducción de señales, por ejemplo 

en la activación de linfocitos T mediada por la unión al TCR (Montixi et al., 1998; Viola et 

al., 1999). Se ha propuesto además que como consecuencia de la extracción del colesterol 

de la membrana plasmática, se reduce el grado de invaginación de las vesículas endocíticas, 

por lo que algunos receptores (por ej, el receptor de transferrina) se acumulan en la 

membrana plasmática de las células (Subtil et al., 1999). La inhibición de la entrada de los 

nanotubos de VP6 tanto a las células THP1 como a J774 sugiere que la presencia de 

colesterol en la membrana plasmática de los macrófagos y probablemente la asociación de 

ciertos receptores en balsas lipídicas se requieren para la endocitosis de los tubos. En 

concordancia con nuestros resultados, Nagao y colaboradores (2010) reportaron que la 

adición de MβCD inhibe la entrada de micropartículas de poliestireno de 3 μm de diámetro 

a células J774, sugiriendo que el proceso de internalización se lleva a cabo por fagocitosis 

dependiente de receptores localizados en balsas lipídicas. La importancia de la presencia de 

colesterol en la membrana plasmática de las células J774 también fue demostrada por 

Gatfield y Peters (2000). Estos autores reportaron que la adición de MβCD disminuyó la 

fagocitosis de Mycobacterium bovis BCG en un 90%. La adición de MβCD a células THP1 

previamente activadas con PMA también inhibió la internalización de lactoferrina humana 

mediante un mecanismo endocítico dependiente de clatrina que involucra el reconocimiento 

de receptores localizados en la membrana de los macrófagos (Florian et al., 2012).�

La genisteína es un inhibidor de Tyr-cinasas y cuando se añade a células en cultivo inhibe 

varios procesos endocíticos como la endocitosis dependiente de clatrina y caveolina y la 

fagocitosis mediada por receptores Fc y Receptores Scavenger. La genisteína también 

inhibe el reclutamiento de la dinamina II al sitio de endocitosis, por lo que impide la 

escisión de las vesículas endocíticas (Strzelecka-Kiliszek et al., 2004; Swanson and Hoppe, 

2004; Pelkmans et al., 2005; Sulahian et al., 2008, Vercauteren et al., 2010).  
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Uno de los eventos de señalización más descritos en células derivadas de médula ósea 

luego de la unión ligando-receptor es la activación de las proteín-cinasas, las cuales se 

activan rápidamente mediante la fosforilación de residuos de tirosina (Campbell et al., 

1999; Van Leeuwen et al., 1999; Mero et al., 2006). Generalmente la familia de las cinasas 

Src constituyen los primeros blancos de activación y fosforilan a las cinasas Syk, lo que 

conlleva al desarrollo de cascadas de fosforilación y activación de enzimas citosólicas 

incluyendo la fosfolipasa C y proteínas adaptadoras que eventualmente activan la 

transcripción de genes específicos en las células (Ghazizadeh et al., 1994; Greenberg et al., 

1996; Crowley et al., 1997; Vermes et al., 2000). Nuestros resultados mostraron que la 

adición de genisteína a células THP1 y J774 no inhibió la internalización de los nanotubos 

de VP6, lo que nos lleva a sugerir que el proceso de entrada de los nanotubos en 

macrófagos es independiente de la actividad de las Tyr-cinasas. Un resultado similar al 

nuestro fue reportado por Mero et al. (2006) en ensayos donde estudiaron el efecto de la 

adición de genisteína en la fagocitosis de perlas de poliestireno opsonizadas con IgG a 

través del receptor FcγII. Estos autores reportaron que la adición de genisteína no inhibió la 

fosforilación del receptor por cinasas de la familia de las Src ni tampoco se afectó la 

fagocitosis en la línea celular de hámster chino ts20. Teniendo en cuenta estos reportes de la 

literatura y a partir de nuestros ensayos de internalización, podemos sugerir que la entrada 

de los nanotubos de VP6 se lleva a cabo mediante un proceso de fagocitosis, puesto que 

sólo ocurrió en las líneas celulares de macrófagos, y que la entrada de los tubos depende del 

reconocimiento de un receptor asociado a balsas lipídicas presente en la membrana de los 

macrófagos.  

El objetivo de nuestro trabajo fue utilizar a los nanotubos de VP6 como un sistema de 

encapsulación y entrega de material genético. Una vez que observamos que los nanotubos 

de VP6 fueron internalizados en macrófagos, encaminamos nuestros esfuerzos a la 

encapsulación de ADN plasmídico en el interior de los nanotubos de VP6. Para ello los 

nanotubos purificados se desensamblaron mediante la adición de CaCl2 y los monómeros 

de VP6 se incubaron con ADN plasmídico en presencia de diferentes soluciones tampón 

para eliminar el Ca2+ de la solución y reensamblar a la proteína VP6 en presencia de ADN. 
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En ninguna de las condiciones analizadas el ADN plasmídico se protegió de la degradación 

con nucleasas y solamente cuando el reensamblaje se realizó en presencia de Tris-HCl 10 

mM pH 8 o en presencia de 100 mM de NaHCO3 pH 8.3 se obtuvieron nanotubos como 

resultado del reensamblaje de VP6 en presencia de ADN plasmídico. En ambos casos las 

imágenes obtenidas mediante MET muestran al ADN interactuando con la cara externa de 

los nanotubos de VP6. Teniendo en cuenta que el método que escogimos para evaluar la 

protección del ácido nucleico fue la adición de la enzima benzonasa, es necesario realizar 

los experimentos de digestión con la enzima inmovilizada en una matriz para asegurarnos 

de que parte de la enzima no haya sido capaz de difundir al interior de los nanotubos de 

VP6 y degradar ADN plasmídico encapsulado en el interior de los mismos.  

Hasta el momento los métodos reportados para reensamblar los nanotubos de VP6 

consisten en eliminar el Ca2+ de la solución mediante diálisis durante varios días (Ready y 

Sabara, 1987; Lepault et al., 2001). En este trabajo desarrollamos un método de 

reensamblaje de los nanotubos  de VP6 que consistió en eliminar el Ca2+ de la solución 

mediante precipitación con NaHCO3, el cual permitió la obtención de nanotubos en pocas 

horas. Los nanotubos de VP6 generados utilizando esta técnica presentaron longitudes 

mayores a los 3 μm y su estabilidad en el tiempo respecto a los nanotubos reensamblados 

por diálisis fue mayor (Rodríguez et al, en preparación). La capacidad de entrada a 

macrófagos de los nanotubos de VP6 reensamblados con bicarbonato de sodio debe ser 

evaluada, debido a que éstos presentan un tamaño promedio mayor que los tubos 

purificados a partir de la infección de células de insecto.  

En general, los sistemas de encapsulación de ADN que se han utilizado hasta el momento,  

ya sean lípidos o polímeros catiónicos, PPVs o polímeros sintéticos, tienen en común la 

presencia de cargas positivas que permiten la interacción con los ácidos nucleicos (Singh et 

al., 2005; Al Dosari y Gao, 2009; Cadena-Nava et al., 2012; Teunissen et al., 2013). Por 

ejemplo, los lipoplexes se forman a partir de la mezcla entre liposomas catiónicos y el 

ADN, donde las cargas positivas de los liposomas se unen a los grupos fosfato del ácido 

nucleico. Estos complejos tienen diámetros que oscilan entre los 200 nm y los 2 μm (Wasan 

et al., 1996). El modelo propuesto para la interacción entre los liposomas catiónicos y el 

ADN es que los primeros compactan al ácido nucleico y neutralizan su carga. 
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Seguidamente esta neutralización de las cargas puede inducir la agregación que resulta en 

la formación de estructuras multilamelares heterogéneas en las cuales las bicapas de lípidos 

atrapan al ADN como en un sandwich (Radler et al., 1997). Además de la compactación del 

ADN en los lipoplexes, éste puede protegerse de la degradación por nucleasas intra y 

extracelulares (Eastman et al., 1997). Los polímeros catiónicos por otra parte no poseen 

motivos hidrofóbicos, sin embargo pueden condensar el ADN de manera más eficiente que 

los liposomas catiónicos, lo que resulta en partículas de menor tamaño que pueden ser 

incluso de 20 ó 40 nm de diámetro. La polietilenimina, uno de los polímeros catiónicos más 

utilizados para encapsular ADN, facilita además el escape de los endosomas a través de su 

efecto esponja de protones (Khalil et al., 2006).�

El plásmido pVAX1 utilizado en nuestro trabajo tiene una longitud de 3761 pares de bases, 

que equivale a 1217 nm. Si estuviera en su conformación relajada, o sea, completamente 

circular, tendría un diámetro de 387 nm, lo cual supera en casi 8 veces el diámetro interno 

de los nanotubos de VP6, el cual es aproximadamente de 50 nm. Estos datos nos sugieren 

que una de las razones por las cuales no logramos encapsular ADN plasmídico en el interior 

de los nanotubos de VP6 puede ser la insuficiencia de cargas positivas en la luz de los 

nanotubos que permitan la compactación y encapsulación del ADN.�

El estudio del empaquetamiento del genoma de los virus en sus respectivas cápsides ha 

permitido esclarecer el tipo de interacciones que se establecen entre las proteínas virales y 

los ácidos nucleicos. En general, los virus de ADN de doble cadena como los bacteriófagos 

o los adenovirus requieren la aplicación de una fuerza sobre el ácido nucleico para confinar 

al mismo en la cápside viral, puesto que el ADN de doble cadena es una molécula difícil de 

comprimir debido a su rigidez y alto grado de auto-repulsión. En los fagos existen proteínas 

motoras para el empaquetamiento del ADN en el interior de la cápside viral que ejercen 

más fuerza que las helicasas más eficientes. Los motores de los fagos φ29 y T4 generan 

fuerzas que exceden los 60 pN, de 10 a 20 veces mayor que la fuerza generada por la 

miosina y la kinesina (Knobler y Gelbart, 2009). De forma contraria, los virus de ARN de 

simple o doble cadena empaquetan su ácido nucleico espontáneamente. Una manera de 

contrarrestar el efecto de auto-repulsión presente en el ADN es el uso de poliaminas, las 

cuales neutralizan las cargas negativas de los grupos fosfato. Como alternativa en nuestros 

ensayos de encapsulación del ADN en los nanotubos de VP6, podemos utilizar un agente 
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que condense el ADN y que interactúe con los grupos fosfato como la espermina, la cual ha 

sido utilizada en otros sistemas de entrega de material genético (Ronsin et al., 2001; 

Mintzer y Simanek, 2009). Alternativamente se puede realizar una sustitución de algunos 

aminoácidos del loop αB-βC de VP6 por argininas y evaluar si el aumento de cargas 

positivas en la luz de los nanotubos se traduce en una mayor capacidad de unión y 

compactación del ácido nucleico. De lograrse la encapsulación de ADN plasmídico en el 

interior de los nanotubos de VP6, contaríamos con un vehículo de entrega de ADN 

específico  para macrófagos que constituiría un excelente candidato vacunal.�

Este trabajo constituye el primer reporte sobre la interacción de los nanotubos de VP6 con 

células de mamífero y contribuye a entender la alta inmunogenicidad de esta estructura 

proteica, la cual ha sido previamente reportada (Blazevic et al., 2011). La proteína VP6 en 

forma de nanotubos ha mostrado ser biocompatible con células de mamífero en cultivo y su 

capacidad de interaccionar con macrófagos puede ser explotada para utilizarla como 

acarreador de moléculas a células del sistema inmune, lo cual podría resultar en una terapia 

contra diversos padecimientos como artritis reumatoide y diabetes autoinmune (Barrera et 

al., 2000; Wu et al., 2000). A partir de nuestros resultados podemos sugerir que la entrada 

de los nanotubos de VP6 en macrófagos ocurre a través de un proceso de fagocitosis que 

involucra la unión a un receptor de membrana asociado a las balsas lipídicas y que no 

depende de la actividad de las Tyr-cinasas. Para corroborar que la entrada de los nanotubos 

de VP6 a macrófagos es un proceso fagocítico podemos utilizar un inhibidor de la 

polimerización del citoesqueleto de actina como la citocalasina D. Si bien hasta el momento 

no se ha podido encapsular ADN plasmídico en el interior de los nanotubos de VP6, otros 

ácidos nucleicos como los oligonucleótidos o siARNs pueden ser evaluados.�

�
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7. Conclusiones�
�
1. 1. Los nanotubos de VP6 no son citotóxicos al ser administrados a las líneas celulares 

de mamífero HEK-293, COS-7, CaCo-2, THP1 y J774 a concentraciones que oscilan 

entre los 150 y 12.5 μg/mL. De estas líneas celulares, los nanotubos de VP6 se 

internalizaron solamente en los macrófagos, y este proceso está relacionado a las 

dimensiones de los nanotubos, ya que la proteína VP6 en forma monomérica o 

formando parte de PPVs de doble capa GFP-VP2/VP6 no fue internalizada por los 

macrófagos.�

2. 2. La internalización de los nanotubos de VP6 en las células THP1 y J774 depende de 

la presencia de colesterol en la membrana plasmática, lo que sugiere que existe una 

interacción con un receptor en la membrana de los macrófagos que está asociado a las 

balsas lipídicas. Además, la entrada de los nanotubos no se inhibió con la adición de 

genisteína, sugiriendo que este proceso es independiente de la actividad de las Tyr-

cinasas. Estos resultados nos permiten sugerir que la entrada de los nanotubos de VP6  

a los macrófagos ocurrió mediante fagocitosis.�

3. 3. Hasta el momento no se logró encapsular ADN plasmídico en el interior de los 

nanotubos de VP6 mediante desensamblaje y reensamblaje in vitro, probablemente 

debido a la insuficiencia de cargas positivas dentro de los nanotubos que no sean 

capaces de compactar al plásmido de forma que entre al lumen de los nanotubos.�

4. �
1. Conclusión general del trabajo: Hasta el momento no hemos sido capaces de 

encapsular ADN plasmídico en el interior de los nanotubos de VP6, pero teniendo en 

cuenta que éstos fueron internalizados en macrófagos, no se descarta su uso como 

agentes acarreadores de otro tipo de material genético específico para células del 

sistema inmune. �

2. �

�
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8. Perspectivas�
�
3. 1. Realizar los ensayos de internalización de los nanotubos de VP6 en las líneas de 

macrófagos THP1 y J774 en presencia de citocalasina D para corroborar si la entrada 

de los nanotubos de VP6 depende de la polimerización del citoesqueleto de actina.�

4. �
5. 2. Para identificar si la proteína Hsc70 está involucrada en la entrada de los nanotubos 

de VP6 a los macrófagos, realizar los ensayos de internalización de los nanotubos de 

VP6 en macrófagos adicionando un anticuerpo anti-Hsc70.�

6. �
       3. Evaluar la internalización de los nanotubos de VP6 en células dendríticas.�

�
7. 4. Evaluar si otros ácidos nucleicos como los oligonucleótidos, ADN de doble cadena 

lineal o ARN pueden ser encapsulados en el interior de los nanotubos de VP6.�

8. �
9. 5. Sustituir algunos aminoácidos del loop αB-βC de VP6 por aminoácidos básicos con 

el objetivo de incrementar el número de cargas positivas orientadas hacia la luz de los 

nanotubos de VP6 y evaluar la posibilidad de encapsular ADN plasmídico.�

10. �

�
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1. Introducción.

En este trabajo se describen las caracteŕısticas técnicas de la herramienta Cell Internalization
estimator, aplicación diseñada para cuantificar de forma supervisada el traslape espacial entre
ṕıxeles asociados a la fluorescencia de tres distintos fluoroforos.
Entre sus caracteŕısticas principales se encuentran:

� Programación basada en Java, lo que permite portabilidad y libreŕıas auto contenidas.

� Pre-procesamiento de la información a partir de archivos fuente (zvi, oib, etc).

� Herramientas de deconvolución iterativa para eliminar efectos de distorsión por difracción
(PSF).

� Manejo simultáneo de canales independientes de fluorescencia.

� Segmentación manual basada en tres umbrales independientes de las regiones activas en
cada canal.

� Cuantificación de traslape relativo entre marcajes.

Enseguida describiremos en detalle cada una de ellas.

2. Pre-procesamiento de la información.

En esta parte se ordena y prepara la información para las etapas de cuantificación. De inicio
se pide al usuario que defina la carpeta donde se guardan los experimentos, el programa lee y
registra el número de experimentos usando la libreŕıa provista por Linkert et al conocida como
Bioformats [1]. Identifica la meta-data en cada colección y construye los arreglos de imágenes
para procesar 1. En el caso de estudio que discutiremos a lo largo de este reporte, el formato
utilizado para registrar los datos experimentales es ZVI, formato privativo de los microscopios
Zeiss. Como primer paso, el programa toma cada uno de los archivos ZVI e identifica los canales
de fluorescencia asociados, que en este caso para cada experimento consiste en 4 canales:

Canal 0 ⇒ Núcleos (Azúl)
Canal 1 ⇒ Actina (Verde)
Canal 2 ⇒ Protéına VP6 (Roja)
Canal 3 ⇒ Campo claro

Cada uno de los canales resultantes es una imagen con 8-bit de profundidad.

1Incluir las libreŕıas de Bioformats en el programa permite que se pueda utilizar cualquier clase de archivo
compatible con esta libreŕıa (openmicroscopy.org/site/support/bio-formats5/).

1



3. Herramientas de deconvolución iterativa.

En el siguiente paso en el proceso el programa pide al usuario decidir si aplica o no un proceso
de deconvolución iterativo sobre las imágenes obtenidas en el paso de pre-procesamiento. Este
proceso resulta de mucha utilidad para restaurar imágenes donde la distorsión por difracción
es importante. La utileŕıa que realiza este proceso se consigue integrando a la plataforma las
libreŕıas del plugin desarrollado por Brooks y Humphreys en el 2005 de nombre Iterative De-
convolution 3D [2]. Para su uso se requiere especificar una función de dispersión puntual (PSF)
en formato de una imagen y nuestro programa permite al usuario decidir sobre que canales
será aplicado este proceso de deconvolución.

4. Segmentación simultánea de canales independientes de fluo-
rescencia.

Por construcción, dentro de la colección de experimentos, uno de ellos debe estar etiquetado
como control positivo. Las condiciones experimentales de este experimento establecen que,
hipotéticamente, contiene las imágenes con mayor intensidad de fluorescencia dentro de la co-
lección. Nuestro programa busca la etiqueta que denote este experimento y muestra al usuario
cada uno de los tres canales de fluorescencia asociados. Para ello utiliza una interfaz gráfica
que incluye utileŕıas que permiten definir, mediante un procedimiento manual de segmentación
simple por umbral, los valores máximo y mı́nimo (gL2c y gL1c respectivamente) de intensidad de
la fluorescencia que marca las regiones de interés para cada canal de fluorescencia, tratando de
evitar fondo y artefactos. Posterior a este proceso de segmentación el algoritmo regresa a toda
la colección y determina, imagen por imagen y canal por canal de fluorescencia, que ṕıxeles se
encuentran dentro del rango delimitado por gL2c y gL1c. Los ṕıxeles resultantes se registran en
arreglos que conservan la información del experimento y canal al que corresponde cada ṕıxel.

5. Cuantificación de traslape relativo entre marcajes.

Basándose en la información obtenida en la etapa de segmentación, el proceso de cuanti-
ficación define para cada uno de los experimentos que ṕıxeles de cada canal de fluorescencia
aparecen dentro del umbral definido por el usuario a través de los niveles gL2c y gL1c. Una vez
obtenidos los conjuntos de ṕıxeles para cada canal, se determinan las coincidencias espaciales
entre los ṕıxeles de cada uno de los tres conjuntos y se registra el número de coincidencias.
a partir del número de coincidencias es posible calcular el número de traslapes relativo entre
los tres canales, información a partir de la cual es posible darle interpretación biológica a los
resultados experimentales.
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Abstract Rotavirus VP6 nanotubes are an attractive

option for a recombinant vaccine against rotavirus disease.

Protection against rotavirus infection and an adjuvant

effect have been observed upon immunization with VP6

nanotubes. However, little information exists on how VP6

nanotubes interact with cells and trigger an immune

response. In this work, the interaction between VP6

nanotubes and different cell lines was characterized. VP6

nanotubes were not cytotoxic to any of the animal or

human cell lines tested. Uptake of nanotubes into cells was

cell-line-dependent, as only THP1 and J774 macrophage

cells internalized them. Moreover, the size and spatial

arrangement of VP6 assembled into nanotubes allowed

their uptake by macrophages, as double-layered rotavirus-

like particles also displaying VP6 in their surface were not

taken up. The internalization of VP6 nanotubes was

inhibited by methyl-b-cyclodextrin, but not by genistein,

indicating that nanotube entry is specific, depends on the

presence of cholesterol in the plasma membrane, and does

not require the activity of tyrosine kinases. The information

generated here expands our understanding of the interac-

tion of protein nanotubes with cells, which is useful for the

application of VP6 nanotubes as a vaccine.

Introduction

Rotavirus causes severe diarrhea in young children and is

responsible for about 40 percent of hospitalizations of

children under the age of five [1]. Efficient live vaccines

against rotavirus are now on the market [2]. However, there

is still a need for recombinant vaccines that are safer and

faster to produce and develop [3]. An excellent alternative

for such a recombinant vaccine is rotavirus VP6, which has

been shown to induce a strong immune response and pro-

vide protection against rotavirus infection [4–6]. VP6

forms the intermediate layer of the rotavirus capsid,

assembling over the nucleocapsid formed by VP2. Even

when VP6 does not induce neutralizing antibodies, it has

been shown that mice immunized with VP6 are protected

against rotavirus infection, as measured by a decrease inElectronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s00705-013-1916-z) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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rotavirus shedding [7, 8]. Protection is conferred by

transcytosis of immunoglobulins through epithelial cells,

where they inhibit viral replication. VP6 also induces a

strong CD4? T-cell response that reduces viral shedding by

the secretion of immune-modulating cytokines such as

IFN-c and IL-17 [9, 10].

When only VP6 is recombinantly expressed, it

assembles into nanotubes, spheres or trimers, depending

on the pH and ionic strength. VP6 nanotubes of several

micrometers in length and 75 nm or 45 nm in diameter

are obtained at pH values between 5.5 and 7 and above

pH 7, respectively. Additionally, icosahedral particles are

observed under acidic pH (3.5–5.5) conditions [11, 12].

Recently, it was observed that VP6 nanotubes have an

adjuvant effect when they are coadministered to mice

with norovirus-like particles, increasing the neutralizing

antibody response against noroviruses [13]. Moreover,

immunization of mice with VP6 nanotubes elicits an

antibody response that correlates with protection against

challenge with rotavirus and confers a higher degree of

protection than immunization with double-layered rota-

virus particles (dlRLP; containing VP2) or VP6 trimers

[14].

The potential of protein nanotubes to induce strong

immune responses has been demonstrated by others. Ghosh

et al. [15] obtained strong humoral responses towards

peptides when they were displayed in the nonstructural

NS1 protein of bluetongue virus, which assembles into

nanotubes. However, no information exists about the

properties of protein nanotubes that make them better

immunogens than other assemblies. Tubular structures

have unique characteristics that can determine their

immunogenicity. The distance between epitopes is differ-

ent than in spherical particles [16], and they have a high

aspect ratio. It has been shown that epitope density affects

IgG responses. When administered to mice, tubular struc-

tures have longer circulation times than spherical particles

[17].

The aim of this study is to understand the interaction of

VP6 nanotubes with cells in vitro in order to obtain

information that explains their high immunogenicity and

adjuvant effect. The study is focused on macrophages,

which are immune modulator cells [18]. It was shown that

VP6 nanotubes selectively enter macrophages. In contrast,

double-layered spherical particles or denatured VP6 did

not enter macrophages. Nanotube internalization was

inhibited by methyl-b-cyclodextrin (MbCD) but not by

genistein, indicating that a high cholesterol concentration

in the cell membrane is needed and that entry does not

require the activity of tyrosine kinases. This work con-

tributes to our understanding of the mechanisms involved

in the high efficiency of VP6 nanotubes as a potential

vaccine.

Materials and methods

Production and purification of VP6 nanotubes

and dlRLP

VP6 nanotubes and dlRLP were produced in an insect cell-

baculovirus expression vector system using High Five�

cells cultured in shake flasks (500 mL). For the production

of nanotubes, cultures at a cell concentration of

0.5 9 106 cells/mL were infected at a multiplicity of

infection (MOI) of 0.1 plaque forming units (pfu)/cell with

a recombinant baculovirus (bacVP6) that contains the gene

of rotavirus VP6 (strain SA11) under the polh promoter

(kindly provided by Dr. S. López, UNAM). Cultures were

harvested 96 h later and centrifuged at 10,000 rpm for

10 min. Culture supernatants were concentrated three times

using a stirred ultrafiltration cell (Amicon, Millipore, USA)

with a cellulose membrane with 30 kDa molecular weight

cutoff (Millipore, USA). The purification process consisted

of anion exchange and gel permeation chromatography in

an AKTA Prime chromatography system (GE Healthcare,

USA) as described previously [19]. The presence and

purity of VP6 were confirmed by SDS-PAGE and western

blotting. The average size of nanotubes was determined by

dynamic light scattering using a Zeta Sizer Nano (Malvern

Instruments, USA) and by electron microscopy. VP6

nanotubes were deposited on a 200-mesh Formvar carbon-

coated copper grid (Electron Microscopy Sciences,

Washington, PA), stained with 1 % uranyl acetate, and

observed in an EM900 Zeiss transmission electron micro-

scope (TEM) operated at 80 kV. Spherical dlRLP com-

posed of VP2 and VP6 rotavirus proteins were produced

using a similar protocol. In this case, culture flasks were

coinfected with recombinant baculoviruses containing the

genes of the rotavirus proteins VP6 and the fusion protein

GFPVP2 (RF, bacGFPVP2, kindly donated by Professor

Cohen, INRA, France), at an MOI of 1 pfu/cell [20].

Purified VP6 nanotubes and dlRLP were quantified using a

Bradford protein assay (Bio-Rad).

Cell culture

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cell lines were grown in

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma)

supplemented with 10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS,

Invitrogen, USA). The monocyte cell line THP1 and the

macrophage cell line J774 were cultured in Advanced

RPMI Reduced Serum Medium (Gibco, Invitrogen) sup-

plemented with 10 % (v/v) FBS, 2 mM glutamine (Sigma)

and 0.05 mM b-mercaptoethanol (Sigma). In order to dif-

ferentiate THP1 cells from monocytes to macrophages,

50 ng/mL of phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)

(Calbiochem, Merck) was added to the cells 96 h before
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performing the cytotoxicity and internalization experi-

ments. In the case of J774 cells, the same amount of PMA

was added to cells for 48 h to increase their phagocytic

capacity. Cells were cultured at 37 �C in a humidified 5 %

CO2 atmosphere. Viability and total cell concentrations

were determined using a hemacytometer (Fullerton, CA,

USA).

Cytotoxicity assays

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells were seeded in 96-well

plates at a cell concentration of 104 cells/well in DMEM

supplemented with 10 % (v/v) FBS. The following day, the

culture medium was removed and cells were washed with

PBS. Fifty microliters of medium containing different

concentrations of VP6 nanotubes was added to cells and

incubated for 2 h. Viability was measured using an MTT

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide, Sigma-Aldrich) assay [21]. Briefly, 10 lL of an

MTT stock solution diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO)

(5 mg/mL) was added to each well. After incubation for

two additional hours at 37 �C, the plates were centrifuged

at 2000g for 10 min. The culture supernatant was removed,

and 50 lL of DMSO was added to the cell pellets. Once the

formazan crystals were dissolved, absorbance at 595 nm

was measured in a plate spectrophotometer (ELx800, Bio-

Tek Instruments Inc.). Cell viability was calculated by

comparing the absorbance of untreated cells (100 % via-

bility) with the absorbance of treated cells.

THP1 and J774 cells were seeded in 96-well plates at a

cell concentration of 2 9 104 cells/well in RPMI supple-

mented with 10 % (v/v) FBS and 50 ng/mL PMA. Ninety-

six hours later for THP1 cells or 48 h later for J774 cells,

the medium was removed and cells were washed twice

with PBS. Different concentrations of VP6 nanotubes in

RPMI were added to cells and incubated for 2 h at 37�C,
and viability was measured as described previously. To

evaluate the cytotoxicity of the endocytosis inhibitors

MbCD (Sigma) and genistein (Sigma) to THP1 and J774

cells, a similar experiment was performed where the

inhibitors, diluted in RPMI, were added to cells and incu-

bated for 2 h.

In vitro uptake of VP6 nanotubes

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells were seeded at

5 9 104 cells/well in 8-well chamber slides (Lab-Tek� II

CC2TM Chamber Slide, Nunc) and cultured for 24 h in

DMEM containing 10 % FBS (v/v). THP1 cells 105 per

well were seeded in 8-well chamber slides in RPMI

containing 10 % FBS (v/v), and 50 ng/mL PMA was

added to induce cell differentiation for 96 h.

Differentiation of J774 cells was induced by treatment

with PMA for 48 h. Cells were washed twice with PBS,

VP6 nanotubes resuspended in serum-free medium at a

concentration of 150 lg/mL were added, and cells were

incubated at 37 �C. As controls, uptake of denatured VP6

or dlRLP was also tested. VP6 was denatured by heating

at 90 �C for 20 min in the presence of 0.5 % SDS and

then diafiltered in RPMI culture medium. After 4 h,

medium was removed and cells were washed twice with

cold PBS, fixed with 4 % formaldehyde in PBS (v/v) for

20 min and permeabilized with 0.2 % sodium deoxycho-

late and 2 % bovine serum albumin (BSA) (m/v) in PBS.

After washing with PBS, cells were incubated with the

monoclonal antibody (MAb) 255/60, which is specific for

a conformational epitope in VP6 trimers [22], followed by

a secondary antibody, a goat anti-mouse polyclonal anti-

body coupled to Alexa Fluor 594 (Invitrogen). The actin

cytoskeleton was stained with phalloidin coupled to Alexa

Fluor 488 (Invitrogen), and the cell nuclei were stained

with SlowFade� Gold antifade reagent with DAPI

(Invitrogen). To assess the uptake of dlRLP, no staining

was used, as VP2 is fused to GFP and can be visualized

directly due to its green fluorescence [23]. Samples were

observed using a Zeiss Axio Observer microscope fitted

with an ApoTome module for generation of optical slice

images (Carl Zeiss, Jena, Germany) using 209 Plan-

Neofluar and 409 Plan-Neofluar objectives. All images

were captured using the same exposure time for each

fluorophore. Image processing was performed using the

Axio Vision Rel 4.8 software (Carl Zeiss). Alternatively, a

confocal Olympus FV1000 microscope was used to visu-

alize cells, and image processing was performed with the

Fiji software [24].

Inhibition of VP6 nanotube uptake by the endocytosis

inhibitors MbCD and genistein

THP1 and J774 cells were seeded in 8-well chamber slides

and treated with PMA as described above. After washing

with PBS, different concentrations of MbCD or genistein

were added to cells, which were then incubated in serum-

free RPMI at 37 �C. Two hours later, the medium was

removed, the cells were washed twice with PBS, and

200 lL of VP6 nanotubes in serum-free RPMI at a con-

centration of 150 lg/mL was added to the wells. After 4 h

at 37 �C, the medium was removed; cells were washed

three times with cold PBS and treated for immunostaining

with the anti-VP6 monoclonal antibody as described

before. The actin cytoskeleton was stained with phalloidin

coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen), and the cell nuclei

were visualized with SlowFade� Gold antifade reagent

with DAPI (Invitrogen).
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Results

Production and characterization of VP6 nanotubes

VP6 nanotubes were purified as described previously [19].

SDS-PAGE, dynamic light scattering (DLS) and trans-

mission electron microscopy (TEM) were used to deter-

mine the size and characteristics of purified nanotubes.

Purified VP6 had purity greater than 95 % (gel not

shown). TEM images showed that VP6 nanotubes had a

diameter of 75 nm, with lengths ranging from 500 nm to

2 lm (Fig. 1). Analysis by DLS showed that 87.3 % of

the nanotube population had an average hydrodynamic

diameter of 1073 nm, corresponding to an equivalent

sphere (Fig. 2, peak 1). Two smaller populations with

hydrodynamic diameters above 80 nm were also observed

(peaks 2 and 3). The diameter of the VP6 trimer is 8 nm

(calculated based on the structure reported in ref. 15).

Therefore, the smaller populations correspond to macro-

molecular assemblies of VP6, and not trimers or mono-

mers. These results are in agreement with previous reports

from our group [19, 25].

Evaluation of the cytotoxicity of VP6 nanotubes

To assess the cytotoxicity of nanotubes in a wide range of

tissues, cell lines of different origin were used. CaCo-2

cells were derived from colon carcinoma, HEK-293 cells

were obtained from human embryonic kidney, COS-7 cells

were derived from the kidney of an African green monkey,

J774 is a macrophage cell line established from a sarcoma

that arose in a BALB/c mouse, and THP1 cells were

derived from peripheral blood of a human male with

monocytic leukemia (http://www.atcc.org). The in vitro

toxicity of VP6 nanotubes was evaluated by incubating

them with the various cell lines for 4 h at 37 �C. Viability
remained above 80 % in all the cell lines tested, even at the

highest nanotube concentration (150 lg/mL, Fig. 3).

Therefore, VP6 nanotubes were not toxic to any of the cell

lines tested here.

VP6 nanotubes are internalized only by macrophages

The internalization of VP6 nanotubes by the cell lines

listed above was assessed using fluorescent immunolabel-

ing and microscopy. VP6 nanotubes were observed

attached to the exterior surface of CaCo-2 and HEK-293

cells, but not of COS-7 cells (Fig. 4, upper panels). How-

ever, no evidence of the intracellular presence of VP6 was

observed when various z planes were examined, indicating

that VP6 was not internalized by these cells. In contrast,

when THP1 or J774 cells were incubated with VP6 nano-

tubes for 4 h, the intracellular presence of VP6 was im-

munodetected in both cell lines (Fig. 4D, F). No red

fluorescence (anti-VP6 antibody) was observed in control

cells incubated with medium without VP6 (Fig. 4E, G).

VP6 was distributed in the cytoplasm of J774 cells mainly

near the plasma membrane (Fig. 4F). In THP1 cells, VP6

was preferentially located in discrete spots in the perinu-

clear region. For comparison, THP1 and J774 cells were

incubated with denatured VP6 (Fig. 5A, B) or with dlRLP

(Fig. 5C, D) for 4 h. dlRLP are icosahedral, have a mean

diameter of 70 nm, and are formed by GFP-VP2 and VP6.

Denatured VP6 was only detected in the outer membrane

of both macrophage cell lines. No intracellular VP6 or

dlRLP was detected, indicating that neither denatured VP6

nor dlRLP was taken up by cells.

The internalization of VP6 nanotubes depends

on the presence of cholesterol in the plasma membrane

and is not influenced by the activity of tyrosine kinases

To investigate the entry route of VP6 nanotubes, two

specific endocytosis inhibitors were used: MbCD and

genistein. The concentration of both inhibitors was deter-

mined based on cytotoxicity studies and was set to

Fig. 1 Transmission electron microscopy of purified VP6 nanotubes. The sample was stained with uranyl acetate. A: Magnification of 70009.

B: Magnification of 100,0009. Scales are as indicated
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concentrations that did not affect the viability of THP1 or

J774 cells. While no cytotoxicity was observed at the

MbCD concentrations tested (0.3 to 5 mM), addition of

genistein at concentrations above 200 lM caused a sig-

nificant decrease in viability of THP1 cells (data not

shown). Therefore, MbCD concentrations between 0.3 and

5 mM and genistein at concentrations below 200 lM were

used for the endocytosis inhibition experiments in both cell

lines.

MbCD reversibly extracts cholesterol from the plasma

membrane [21]. THP1 cells were incubated for 2 h at

37 �C with a range of concentrations of MbCD (5, 2.5,

1.25, 0.625 and 0.312 mM) diluted in RPMI. VP6

nanotubes were then added to the cells and were incu-

bated for an additional 4 h. VP6 was observed inside cells

without MbCD, as well as in cells preincubated with

0.312 and 0.625 mM MbCD (Fig. 6A, B and C, respec-

tively; Online Resource Fig. 1), whereas in cells treated

with 1.25 mM to 5 mM MbCD, the VP6 signal detected

inside THP1 cells decreased as the MbCD concentration

increased. At the highest MbCD concentrations, VP6 was

only observed outside the cells (Fig. 6E, F). Similar to

this observation in THP1 cells, when J774 cells were

preincubated with MbCD, the amount of VP6 inside the

cells decreased as the concentration of MbCD increased

(Fig. 7A to E). The addition of 5 mM MbCD to J774

cells almost completely abolished the red signal corre-

sponding to VP6 (Fig. 7E). The green signal of the actin

cytoskeleton co-localized with the red signal; therefore,

the green signal of the phalloidin-Alexa 488 is shown in

Online Resource Fig. 2.

When THP1 cells were incubated with 50 lM and

100 lM genistein (Fig. 8B and C), no reduction of the

internalization of VP6 nanotubes was observed when

compared with cells without the inhibitor (Fig. 8A).

Nevertheless, the distribution of the actin filaments

(green) changed upon treatment with genistein. They were

dispersed in the cytoplasm, while in untreated THP1 cells,

actin filaments were mainly located near the cell mem-

brane. There was no reduction in the signal derived from

the internalization of VP6 nanotubes when J774 cells

were pretreated with 50, 100 or 200 lM genistein

(Fig. 8E, F and G). The VP6 signal was similar to that

observed in mock-treated cells (Fig. 8D). For J774 cells,

the distribution pattern of the actin filaments remained the

same whether or not the cells were preincubated with

genistein.

Fig. 2 Size distribution by volume of purified VP6 nanotubes as

measured by dynamic light scattering. The graph shows the volume

percent of each population versus their corresponding size in

nanometers, assuming a spherical particle shape. The table lists the

average diameter of each population (nm)
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Fig. 3 Viability of CaCo-2, HEK-293, COS-7, THP1 and J774 cells

incubated for 4 h with different concentrations of VP6 nanotubes

diluted in serum-free medium. The percentage of cells that were

viable was calculated with respect to the number of cells that were

viable without treatment, defined as 100 %. Error bars indicate the

standard deviation from eight replicate cultures
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Discussion

VP6 nanotubes have been demonstrated to be excellent

immunogens and more efficient at providing protection

from rotavirus challenge than dlRLP or trimers [14]. In

order to understand this property, the interaction of VP6

nanotubes with cells of different lineages (myeloid, epi-

thelial and fibroblasts-like) was evaluated in in vitro

cultures. First, the cytotoxicity of nanotubes to cells of

various lineages was analyzed. This is of interest, as

tubular structures have been reported to be toxic to cells

[26–28]. VP6 nanotubes were not toxic to any of the cell

lines tested here, even when it was shown that they

interact with cells.

Further experiments evaluated the ability of cells to

internalize VP6 nanotubes. The mechanism involved in the

specificity of the cellular uptake of polymeric particles is

not well defined, but it is known to depend on the shape

and surface properties of the particles. VP6 nanotubes were

only internalized by cell lines of myeloid origin, indicating

that nanotube uptake was specific. Control experiments

with dlRLP and denatured VP6 showed that uptake was

Fig. 4 Internalization of VP6 nanotubes by cells. Panels A, B and C

show CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells, respectively. Panels D to G

show THP1 or J774 macrophages. Cells in panels A, B, C, D and F

were incubated for 4 h with 200 lL of a 150 lg/mL VP6 nanotube

solution in serum-free medium. Cells from panels E and G were

incubated with serum-free medium. The presence of VP6 was

detected with an anti-VP6 mouse monoclonal antibody and a goat

polyclonal anti-mouse antibody coupled to Alexa 594 (red). Nuclei

were stained with DAPI (blue). The actin cytoskeleton of macrophage

cells (lower panels) was stained with phalloidin-Alexa 488 (green)
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specific to nanotubes, as neither of the other forms of VP6

was internalized by macrophage cells. This indicates that

the size and shape of VP6 nanotubes are essential features

that determine their specific uptake by THP1 and J774

cells. Similar results have been reported for OVA-conju-

gated beads of sizes ranging from 40 nm to 2 lm [29]. It

was shown that larger beads are taken up preferentially by

a macrophage-like subset of antigen-presenting cells. As

Fig. 5 Interaction of denatured VP6 or dlRLP with THP1 or J774

cells. A and B: THP1 and J774 cells, respectively, incubated with

200 lL of a 150 lg/mL solution of denatured VP6 for 4 h. The

presence of VP6 was detected with an anti-VP6 mouse monoclonal

antibody and a goat polyclonal anti-mouse antibody coupled to Alexa

594 (red), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-

Alexa 488 (green). C and D: THP1 and J774 cells, respectively,

incubated with 150 lg/mL of dlRLP for 4 h. dlRLP was visualized

using the GFP label in VP2 (green). E and F: THP1 and J774 cells

incubated with RPMI medium. Nuclei were stained with DAPI (blue)
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macrophages are important immune effector and regulator

cells, our results can explain why the level of serum IgG

raised against VP6 is higher in CD1 mice immunized with

VP6 nanotubes than in mice immunized with dlRLP, as

well as the higher protection generated against rotavirus

infection measured as a reduction of viral shedding [14].

Fig. 6 Influence of MbCD on the internalization of VP6 nanotubes

by THP1 cells. Cells were incubated for 2 hours with different

concentrations of MbCD (A, 0; B, 0.312 mM; C, 0.625 mM; D,

1.25 mM; E, 2.5 mM; F, 5 mM) and then 200 lL of a 150 lg/mL

solution of VP6 nanotubes was added to all wells and incubated for

another 4 h. The presence of VP6 inside cells was detected using an

anti-VP6 mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse poly-

clonal antibody coupled to Alexa-594 (red). Nuclei were stained with

DAPI (blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-

Alexa 488 (green)

Fig. 7 Influence of MbCD on the internalization of VP6 nanotubes

by J774 cells. Cells were preincubated for 2 h with different

concentrations of MbCD (A, 0; B, 0.625 mM; C, 1.25 mM; D,

2.5 mM; E, 5 mM) and then 200 lL of a 150 lg/mL solution of VP6

nanotubes was added and incubated for another 4 h. VP6 internalized

by cells was detected using fluorescence microscopy with an anti-VP6

mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse polyclonal

antibody coupled to Alexa-594 (red). Nuclei were stained with DAPI

(blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-Alexa

488 (green). The green signal of the actin cytoskeleton is not shown

because most of the VP6 signal co-localized with it. Images of the

actin cytoskeleton signal are presented in Figure 2 of the online

resources file
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Macrophages, the only cell type that internalized VP6

nanotubes, are capable of phagocytosing large particles and

cells, but the size of VP6 nanotubes may not be the only

factor that controls their specific internalization by mac-

rophages. The specificity of the cellular uptake of VP6

nanotubes into macrophages is possibly determined by

their interaction with receptors located in the plasma

membrane of the cell. The entry of particles into cells is

mediated by endocytic mechanisms, and a single entity

may use various uptake routes to enter cells [30]. Given the

size of VP6 nanotubes, phagocytosis is probably the route

for their internalization by macrophages. Gualtero et al.

[31] proposed that VP6 interacts with the heat shock

cognate protein HSC70, which is involved in rotavirus

entry into cells. HSC70 belongs to the HSP70 family,

which plays key roles in the stimulation of the immune

system. Triantafilou et al. [32] identified HSC70 and

HSC90 as part of a multimeric receptor complex for bac-

terial lipopolysaccharides in innate immune cells. Also,

HSC70 binds specifically to the surface of antigen-pre-

senting cells and is spontaneously internalized by receptor-

mediated endocytosis, allowing the cross-presentation of

peptide antigens [33]. Members of the HSP70 family are

located within lipid rafts in the plasma membrane of cells

[34], and interaction with them may be disrupted by a

decrease of cholesterol in the membrane, as observed here

Fig. 8 Influence of genistein on the internalization of VP6 nanotubes

in THP1 (panels A, B and C) and J774 (panels D, E, F and G) cells.

Cells were incubated for 2 h with different concentrations of genistein

(A and D, 0; B and E, 50 lM; C and F, 100 lM; G, 200 lM) and then

200 lL of a 150 lg/mL VP6 nanotube solution was added and

incubated for another 4 h. The presence of the nanotubes inside the

cells was detected using fluorescence microscopy with an anti-VP6

mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse polyclonal

antibody coupled to Alexa-594 (red). The nuclei were stained with

DAPI (blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-

Alexa 488 (green)

Internalization of rotavirus VP6 nanotubes

123



when MbCD was used. Whether HSC70 protein is

involved in the interaction of VP6 nanotubes with macro-

phages remains to be determined.

The two specific inhibitors tested here interfere with two

different endocytic mechanisms. Cholesterol, extracted by

MbCD, has pivotal roles in phagocytosis along with other

components of the cellular membrane [35–37]. That

MbCD inhibited entry of VP6 nanotubes into macrophages

indicates that the presence of cholesterol in the plasma

membrane of THP1 and J774 macrophages, and probably

the grouping of certain receptors within lipid rafts, is

required. In agreement with our results, Nagao and

coworkers [38] reported that the addition of MbCD
impaired the incorporation of polystyrene latex micro-

spheres (3 lm diameter) into J774 cells, indicating that

microspheres were incorporated via lipid-raft-dependent

phagocytosis. The influence of membrane cholesterol on

the phagocytic capacity of J774 macrophages was also

demonstrated by Gatfield and Peters [39]. Depletion of

plasma membrane cholesterol resulted in a 85 to 90 %

reduction of the uptake of Mycobacterium bovis BCG by

J774 cells.

Although the inhibitory activity of the tyrosine kinase

inhibitor genistein on endocytosis has not been fully

characterized, it is proposed that it impairs the recruitment

of dynamin II to the endocytosis site, which participates in

the scission of the endocytic vesicles in clathrin-dependent

and caveolae-dependent endocytosis [21]. It is possible that

the size of VP6 nanotubes impaired their internalization by

clathrin-coated vesicles (200 nm in size) or by caveolae

(50–80 nm). Moreover, J774 cells do not express caveolin

[40]. Therefore, it is not surprising that genistein did not

affect VP6 nanotube uptake. The disperse state of the actin

filaments observed in the cytoplasm of genistein-treated

THP1 cells was probably due to a local disruption of the

actin cytoskeleton. The addition of genistein disrupted the

actin cytoskeleton in THP1 but not in J774 macrophages.

The observation that VP6 nanotubes only entered macro-

phages and that the entry did not occur through clathrin-

coated vesicles or through caveolae suggest that the tubular

form of VP6 was taken up by macrophages.

This work contributes to our understanding of the high

immunogenicity of VP6 nanotubes by providing informa-

tion about their interaction with cells in culture. Our results

suggest that the size of the immunogen and the spatial

distribution of epitopes are relevant for the stimulation of

antigen-presenting cells, as only VP6 nanotubes, and not

dlRLP or denatured VP6, were taken up by macrophages.
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