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Abstract

Ovarian cancer has a great impact worldwide; it is estimated that 295,414 new cases
occur each year. In Mexico, the incidence of ovarian cancer is 4,759 cases/year with
2,765 deaths (WHO, 2018). Ovarian cancer standard treatment is based on surgery
and platinum-based drugs such as cisplatin or carboplatin; however, relapses after
treatment are very common. Tumor cells overexpress survivin, an apoptosis
inhibitory protein that has an impact in the resistance of antineoplastic drugs, cell
death and cell proliferation induction. Our working group has reported that feline
calicivirus (FCV) LC protein degrades survivin and X-IAP through proteasome and
thus induces apoptosis. Given the above, we propose the FCV LC protein has pro-
apoptotic effect and negatively impacts cell viability when expressed in SKOV3

ovarian tumor cells.



Resumen

El cancer de ovario es de gran impacto en salud publica a nivel mundial; se estima
gue cada afio ocurren 295,414 nuevos casos. En México, la incidencia del cancer
de ovario es de 4,759 casos al afio y 2,765 defunciones (OMS, 2018). El tratamiento
del cancer de ovario se basa en la cirugia y en el uso de farmacos antineoplasicos
a base de platino como el cisplatino o el carboplatino; sin embargo, las recaidas
posteriores al tratamiento tienden a ser comunes. Las células tumorales
sobreexpresan survivina, una proteina inhibidora de la apoptosis, cuyo impacto se
relaciona con la resistencia a los farmacos antineoplasicos, a la muerte celular y a
la proliferacion celular. Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la proteina LC de
calicivirus felino (FCV) degrada survivina y X-IAP a través del proteosoma e induce
apoptosis. Tomando en cuenta lo anterior, proponemos que la proteina LC de FCV
tiene un efecto pro-apototico y un impacto negativo en la viabilidad celular al ser

expresada en células tumorales de ovario SKOV3.



Antecedentes

1.0 Cancer de ovario

El cancer de ovario epitelial (COE) tiene un impacto en salud publica en México y el
mundo debido a su alta morbilidad y mortalidad y es considerado el octavo tipo mas
frecuente, llegando a los 295,414 casos al afio en el mundo. En México, ocupa el
tercer lugar en incidencia entre los tumores ginecologicos, reportandose 4,759
casos al afio, falleciendo 2,765 mujeres a causa de la enfermedad (OMS, 2018). El
cancer de ovario epitelial se subdivide en cinco subtipos principales: 1) seroso
papilar de alto grado que comprende a la mayoria de los casos (porcentaje) y se
caracteriza por mutaciones en el gen p53. 2) seroso papilar de bajo grado que se
caracteriza por ser indolente y presenta mutaciones en los genes PIK3CA, BRAF y
KRAS. 3) endometrioide, que puede ser de bajo (G1), intermedio (G2) y alto grados
(G3). 4) células claras, que es de alto grado y generalmente presenta mutaciones
en el gen ARID1A y se asocia a endometriosis. 5) tumores mucinosos, que son de
bajo grado, diagnosticados comunmente en etapas tempranas de la enfermedad;
son poco frecuentes pero el 100% de ellos tiene mutacion en KRAS (Jayson et al.,
2017; de la Garza et al. 2016. La estadificacibn del cancer de ovario es
proporcionada por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia que
tipifica la enfermedad en cuatro etapas (Tabla 1). Del total de los tumores malignos
de ovario, el cancer epitelial ovarico asocia solamente en un 10% con patron
hereditario, ese porcentaje corresponde principalmente a las mutaciones que
mencionas adelante, el 90% es atipico y el 10% hereditario para historia familiar de
cancer de ovario o de mamay a la edad (Jayson et al., 2014). El 10% de los tumores
en el cancer de ovario epitelial presentan mutaciones en los genes BRCAL y
BRCA2. Los estadios tempranos (I y 1l) presentan dificultades para el diagnostico,
pero cuando es posible detectar el tumor a tiempo, la probabilidad de curacion o es
alta. Los estadios tardios (Il y IV) del cancer de ovario epitelial representan a la
enfermedad avanzada y su pronostico es desfavorable ya que frecuentemente
presentan diseminacion a la cavidad peritoneal y a otros 6érganos. La presencia del

liguido ascitico es una caracteristica en el 35% de las pacientes con enfermedad
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avanzada siendo més frecuente en EC IIIC. Este fluido representa un microambiente
tumoral heterogéneo con altas concentraciones de factores angiogénicos como
VEGEF (factor de crecimiento endotelial vascular) lo que le permite al tumor llegar a
organos vecinos de manera transcelomica (Kobold et al., 2009). Ademas, se
conocen otros factores como el factor de crecimiento fibroblastico beta (FGF-B), IL-
8y el factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-a 'y TGF-) (Rynne-Vidal
et al., 2017; Roane et al.,, 2019) que participan en el microambiente tumoral.
Asimismo, se ha descrito que las células presentes en el liquido ascitico o que son
cultivadas sufren una transicion epitelio-mesénquima y es importante para el
microambiente tumoral complejo por la presencia de factores solubles y esta se
define como el cambio de fenotipo celular, incluyendo la expresion de factores de
crecimiento que inducen la expresioén de factores de transcripcibn como Snail 1,
Snail 2, Twist y Zebl. Todos en conjunto le confieren una mayor capacidad de

invasion, metastasis y quimioresistencia a las células tumorales (Deng et al., 2016).

El diagndstico del cancer de ovario es complicado debido a que en las etapas
tempranas suele ser asintomatico; sin embargo, en las etapas mas tardias (lll y IV)
el diagndstico es mas eficiente (Gloss & Samimi, 2015; Gallardo-Rincén et al.,
2016). Actualmente el diagndstico del cancer de ovario epitelial se puede determinar
con biomarcadores séricos como CA-125, CA-19-9, TAG-72, entre otros (Gupta y
Lis, 2009; Dede et al., 2006; Ponnusamy et al., 2007).



Etapas clinicas del cdncer de ovario proporcionado por la FIGO

Estadiol. Enfermedad limitada a los ovarios solamente

la Se limita solamente a un ovario afectado
Ib Ambos ovarios estan afectados
Ic la 0 Ib con tumor en |la superficie de uno o ambos ovarios, positivoa

ascitis, positivo a lavados peritoneales

Estadioll. Enfermedad que se extiende hasta la pelvis

lla El cancer se ha diseminado a las trompas de Falopio o el Utero o ambas
Ib El cancer se disemina hacia otros tejidos pelvicos
llc lla y llb con tumor en la superficie de uno o ambos ovarios, positivos a

ascitis, positivo a lavados peritoneales

Estadio lll. Enfermedad abdominal o que afecta los ndduloslinfaticoso ambos

llla El cancer se ha diseminado microscopicamente de |a pelvis hasta el
abdomen

b El cancer se ha diseminado de la pelvis hasta el abdomen y mide 2 cm

lllc El cancer se ha diseminado de la pelvis hasta el abdomen y mide mas de

2 cm con diseminacion a los ganglios linfaticos

Estadio IV. Metastasis en el higado deben ser parenquimatosas

IVa El tumor progresa hasta el liquido que rodea los pulmonesy el higado

Tabla 1. Etapas clinicas del cancer de ovario y sus caracteristicas de acuerdo a la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en 2017. Caracteristicas patoldgicas de los estadios |, I,

IIl'y IV del cancer de ovario.

2.0 Tratamiento del cancer de ovario

El tratamiento para el cancer de ovario epitelial es muy variable y es dependiente
de cada estadio que presente la paciente. Es posible tratar el cancer de ovario con
cirugia y quimioterapia, utilizando farmacos antineoplasicos a base de platino como
cisplatino o carboplatino que son farmacos de primera eleccion, que inducen la
formacion de aductos en el DNA conduciendo a la muerte celular (DiSilvestro y
Alvarez-Sercord, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de accidn y vias de sefalizacion desencadenadas por el cisplatino. Vias de
sefializacion implicadas en la respuesta celular ante el cisplatino, dando como resultado la muerte celular
(Siddik, 2003).

En etapas tempranas de la enfermedad (como la etapa ) se requiere la cirugia con
el objetivo de clasificar la etapa y la citoreduccion 6ptima, que consiste en extirpar
tumores en el ovario de una manera optima dejando remanentes de menos de 1
mm. Posteriormente al procedimiento quirlrgico es necesario utilizar quimioterapia

para una erradicacion total de los tumores (Kajiyama et al. 2019).

Las etapas tardias de la enfermedad (como Il y IV) comprometen ain mas la salud
de la paciente debido a que los tumores tienden a invadir otros 6rganos. Para estas
etapas se utilizan los farmacos antineoplasicos entre los que se encuentran los de

base de platino como el cisplatino o carboplatino, ya sea en combinacién con
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paclitaxel o docetaxel, siendo administrados por via intravenosa o intraperitoneal
Todo esto en su conjunto, ocasiona la muerte celular por apoptosis por la vias
intrinseca y extrinseca (Siddik, 2003). Otra estrategia utilizada en estas etapas, es
la administracion de farmacos antiangiogénicos que inhiben la actividad del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) como Bevacizumab (Jayson et al., 2014).
Algunas nuevas estrategias para pacientes sensibles a los farmacos a base de
platino es el uso de inhibidores de la poli ADP-ribosa (PARP) como el olaparib, al
inhibir PARP (1, 2 y 3) y su mecanismo principal es que la célula no puede reparar
las roturas de cadena sencilla del DNA, ya que el olaparib se une al sitio activo del
PARP asociado al ADN, lo que evita su disociacién bloqueando la reparacion. Por
lo tanto, se induce la muerte celular, siendo recomendado en etapas tardias del
cancer seroso y germinales de ovario (Ledermann & Pujade-Lauraine, 2019). Una
alternativa adicional es el tratamiento endocrino debido a que las pacientes
presentan el receptor de estrogeno, expresado en un 60% de los casos, por lo que,
con frecuencia, en estadios tempranos se utilizan farmacos como el tamoxifeno
(Jayson et al., 2014).

3.0 Proteina survivina como blanco terapéutico del cancer

La survivina es una proteina de 16.4 kDa aproxicamadente, perteneciente a la
familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis. Esta proteina se ha relacionado
con el desarrollo de resistencia a agentes quimioterapéuticos en diversos tipos de
cancer, incluido el cancer de ovario., una proteina con multiples funciones celulares,
y que particularmente es conocida por su efecto anti-apoptotico, teniendo como
mecanismo principal inhibir algunas caspasas como la 3 e interfiriendo con la
liberacion de factores importantes de la mitocondria (Song et al.,2019). Esta
proteina tiene diferentes funciones en la célula; para suprimir la muerte celular
programada inhibe la liberacion de APAF-1 de la mitocondria y ademas inhibe
Smac/DIABLO, impidiendo la activacion de la via intrinseca (Khan et al., 2017)
(Figura 2). Ademas, se ha reportado que survivina puede inhibir la caspasa 3, 7,

algunas ciclinas dependientes de cinasas (CDKs) como la 4 y la 2 interactuan para
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continuar con el proceso del ciclo celular, lo que promueve la division celular en la

enfermedad maligna | (Jaiswal et al.,2015).

APOPTOSOME

SMACDIABLO

vl

e Procaspue

Mitochondria

W= Cuand

x xIAP

Figura 2. Mecanismo de accidn de survivina para inhibir la apotosis. Diagrama del mecanismo de accién
de survivina sobre proteinas relacionadas a la apoptosis extrinseca como intrinseca (Khan et al., 2017).
Survivina participa en la mitosis por medio de la interaccion con el complejo
cromosomal CPC (siglas en inglés; Cromosomal Passenger Complex) y ayuda a
linear eficientemente los cromosomas, este mecanismo es a través de la cinasa
aurora-B asociandose con los centrémeros (Knauer et al., 2006). En células
tumorales survivina participa en la migracion por medio de la alteracion de
adhesiones focales que son reguladas por c-Src (Dunajova et al., 2016) ademas
esté involucrada con VEGF que le confiere un papel pro-angiogénico (Sanhueza et
al., 2015). Estos mecanismos en su conjunto, les confiere a las células una mayor
viabilidad, debido a que es un mecanismo de resistencia a este tipo de la muerte

celular (Brany et al., 2017).



Es por ello que ciertos tratamientos para tratar el cancer han contemplado mdltiples
estrategias para inducir la degradacion de survivina, tales como RNA de
interferencia que participa en la inhibicion de la traduccion de survivina y que han
sido importantes para coadyuvar a los farmacos antineoplasicos durante el
tratamiento Devi, 2006; Van den Brand et al., 2018). Se han propuesto otras
estrategias para inhibir a survivina y algunas de éstas ya se encuentran en fase
clinica, como el uso del inhibidor YM155, el cual participa en la inhibicion del
promotor Spl para la transcripcion de survivina (Cheng et al. 2016), estudios mas
recientes en etapas clinicas fase Il se mostré un buen pronéstico en combinacion
con taxanos, mostrando un régimen bien tolerado en los pacientes (Tolcher et al.,
2012). Otro inhibidor es shepherdin que presenta un mecanismo antagonista del
complejo survivina-HSP (“heat shock protein”) (Plescia et al. 2005). Con todo lo
anterior, las proteinas de la familia IAPs como survivina son un blanco contra
diferentes tipos de cancer incluido el cancer ovarico epitelial ya que su degradacion

permite la induccién de la muerte celular por apoptosis.

4.0 Los calicivirus como agentes inductores de la degradaciéon de survivinay
del establecimiento de apoptosis celular.

Los calicivirus son capaces de inducir apoptosis como un mecanismo de
propagacion en el huésped, dicho mecanismo lo llevan a cabo los diferentes virus
de la familia como; norovirus humano (HuNoV) (Herod et al., 2014; Benjamin et al.,
2016), norovirus murino (MNV) (Bok et al., 2009) y calicivirus felino (FCV) (Natoni
et al., 2006).

4.1 Biologia de Calicivirus felino

El FCV es un virus esférico no envuelto, de 27 a 40 nm de diametro (Belliot et al.
2005), con un genoma de RNA de polaridad positiva de 7.5 kb aproximadamente
conteniendo 3 marcos de lectura abiertos u ORFs (del inglés Open Reading
Frames). El ORF1 codifica para las proteinas no estructurales cuya funcién es la de
establecer las condiciones de la infeccion y de produccion de los genomas de la

progenie viral, mientras que los ORF 2 y 3 codifican para las proteinas estructurales



VP1 y VP2, que junto con el RNA gendmico forman a las particulas virales.
Particularmente la proteina VP1 se codifica como un precursor que posteriormente
es procesado para dar origen a la VP1 madura y a una proteina conocida como lider
de la cpside o LC, compuesto por 124 aminoacidos, con un peso molecular
aproximado de 14 kDa (Sosnovtsev et al., 1998), la cual se ha asociado con el efecto
citopatico (Abente et al., 2019). Una vez formadas las particulas virales maduras,
éstas se liberan de las células infectadas mediante el mecanismo de apoptosis

intrinseca.

4.2 Apoptosis intrinseca.

La apoptosis es un conjunto de mecanismos altamente regulados, evolutivamente
conservados que inducen a la muerte de la célula y que juegan un papel esencial
en el desarrollo, homeostasis e inmunidad. Los factores que pueden desencadenar
este mecanismo son la radiacion, el estrés celular, la deprivacion de nutrientes e
infecciones virales (Thomson, 2001). La via intrinseca es independiente de
receptores que inician el estimulo en la membrana plasméatica de la célula y
principalmente se lleva a cabo por la liberacion de proteinas de la mitocondria al
citosol como Apaf-1 y citocromo ¢ que junto con caspasa-9 forman el apoptosoma
y conducen a la activacion de la caspasa-3 y finalmente a la muerte celular. Esta
via es regulada principalmente por proteinas de la familia Bcl-2, como Bax y Bad
(Green y Llambi, 2015). Asimismo, Smac/DIABLO, otra proteina que se localiza en
la mitocondria tiene dos funciones pro-apoptoticas principales: 1) la liberacion del
citocromo c para formar el apoptosoma y 2) la inhibicion de las IAPs como survivina
y X-IAP (Arnt y Kaufmann, 2003). Sin embargo, survivina también tiene una
participacion en la inhibicién directa de Smac/DAIBLO, permitiendo la inhibicion de

factores involucrados en la via intrinseca de la apoptosis (Song et al., 2004).
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4.3. Proteina LC, efecto citopatico y apoptosis

El efecto citopético que provocan el FCV en células CrFK ha sido reportado en la
literatura y es llamado redondeamiento celular, del inglés “round-shaped” o “cell
rounding” donde las células al presentar la infeccién, cambian su morfologia clasica
con proyecciones citoplasmicas a un fenotipo redondo. Sosnovtsev y colaboradores
en 2003 muestran que en cultivos de células CrFK (epiteliales de rifién de gato) este
cambio de fenotipo se observa a las 4 horas postinfeccion a una MOI de 1, que
ocasiona una separacion en la distribucion celular por todo el campo observada
como disrupcion de la monocapa celular. Concomitantemente, ocurre a nivel
molecular un dafio en la membrana celular, fragmentacion de DNA y el incremento
de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9, las cuales son indicativas de la activacion
de la apoptosis (Chang et al., 2008; Sosnovtsev et al., 2003). En nuestro grupo de
trabajo se ha reportado recientemente que la induccién de la apoptosis por FCV es
debido a la proteina lider de la capside o LC. Cuando se expresa la proteina LC en
células CrFK se induce este efecto citopatico de manera similar que en las células
infectadas por FCV (Abente et al., 2013; Barrera-Vazquez et al.,, 2019).
Recientemente en nuestro laboratorio, Barrera Vazquez y colaboradores mediante
ensayos de transfeccion de la proteina viral LC determinaron que esta proteina es
la responsable de la degradacion de las proteinas survivina y X-IAP via
proteosomal, del procesamiento de la ADP ribosa polimerasa (PARP), uno de los
blancos celulares de la caspasa-3, y del establecimiento de la apoptosis (Barrera-
Vazquez et al. 2019).
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Justificacion

El cancer de ovario epitelial es un problema de salud publica en México debido a
que ocupa el segundo lugar en incidencia de los tumores ginecoldgicos. Su
incidencia es de 4,759 casos al afio y produce 2,765 defunciones, por lo que se
considera un tipo de cancer letal. Ademas, el costo del tratamiento es elevado y la
tasa de éxito es muy variable debido a que depende de la etapa y el subtipo
histoldgico de las pacientes, ademas, pueden presentan resistencia lo que se asocia
con la alta expresion de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) como survivina
y X-IAP que favorecen la permanencia y proliferacion de estas células dafiadas. Por
lo anterior, es necesario continuar con la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas para combatir el cAncer de ovario epitelial. EI campo de la virologia ha
impulsado el entendimiento de los mecanismos moleculares de las células y de los
propios virus, estudios previos y de nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la
proteina LC de calicivirus felino tiene un efecto citotdéxico en células CrFK y es capaz
de regular negativamente a la proteinas inhibidora de la apoptosis survivina e inducir
apoptosis, por lo que se propone que esta proteina viral podria inducir la apoptosis

de células tumorales que sobre expresan a survivina
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Hipotesis
La proteina LC de FCV causa la degradacién de la proteina survivina, por lo tanto,

induce apoptosis en las células tumorales SKOV3.
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Objetivo general

Determinar el efecto pro-apoptético de la proteina LC de FCV sobre las células
tumorales SKOV3.

Objetivos particulares

Comparar los niveles de expresion de survivina en células tumorales (SKOV3y Huh-
7) y no tumorales (BEAS-2B y CrFK).

Determinar el efecto citopatico y la viabilidad celular de células SKOV3

transfectadas con la proteina LC.

Determinar la integridad de survivina y la induccion de la apoptosis en células
SKOV3 transfectadas con la proteina LC.
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Materiales y métodos

Lineas celulares

Las células SKOV3, derivadas de liquido de ascitis de un cancer de ovario epitelial
(ATCC®, HTB-77™) se mantuvieron en medio RPMI Advance 1640 suplementado
con SFB (suero fetal bovino) al 1% a 37°C con 5% de CO.. Por su parte, las células
de rifidn de gato Crandell Reese (CrFK) y las células epiteliales de pulmén (BEAS-
2B, ATCC®, CRL-9609™) se mantuvieron en medio DMEM (medio minimo esencial
Dubecco) suplementado con SFB al 5% a 37°C con 5% de CO:2. Las células de
hepatocarcinoma Huh-7 se mantuvieron en medio DMEM Advance suplementado
con SFB al 7% a 37°C con 5% de COz. Las células no tumorales de pulmén BEAS-
2B (ATCC®, CRL-9609™) se mantuvieron en DMEM suplementado con SFB al 5%
a 37°C con 5% de CO..

Ensayo de infeccion

Las células CrFK se infectaron o no con el FCV a una multiplicidad de infeccién
(MOI) de 5 en MEM libre de suero durante 1 h a 37 °C, posteriormente se removio
el medio y las células se lavaron dos veces con PBS 1X. Finalmente se agregd
medio de mantenimiento (MEM con suero al 2%) y los extractos proteicos totales se
obtuvieron a las 0, 1, 3, 5, 7 y 9 hpi. El efecto citopatico se documentdé mediante el

uso de un microscopio 6ptico en campo claro.

Propagacion de los plasmidos

Colonias de bacterias E. coli DH5-a transformadas por choque de calor con los
plasmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC se crecieron por 16 horas a 37°C en placas
de LB+Agar. La presencia del inserto de LC en el plasmido pAmCyan, se corroboré
mediante un ensayo de PCR colony utilizando los oligos (correspondientes a LC)
FW5 -ACTGGCTCGAGATGTGCTCAACCTGCGC-3’, y RV5'-
GCACAAGCTTTTCCAATCTGAACAATGGC-3". Brevemente, las colonias
transformadas fueron picadas con un palillo estéril y resuspendidas en 10 yL de
agua bidestilada; un uL de medio se mezclo con los reactivos: H20 purificada, Buffer
universal, MgClz, dNTPs y Taq polimerasa. Se utilizé6 un termociclador donde se

corrieron 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C, 30 segundos a
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72 °C y su posterior detenimiento a 4 °C. Finalmente, se realizé un gel de agarosa

al 2% y se coloco 1 pL de muestra obtenida de la PRC para observar los amplicones.

Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western blot se diluyeron en
TBS-Tween 20 al 1% con 1% de leche de la siguiente manera: anti-RCFP (anti-
Cyan, vector) (1:1000), anti-survivina (1:2000), anti-GAPDH (1:40000), anti-PARP1
(1:5000) y anti-Procaspasa3 (1:2000) y se incubaron a 4 °C toda la noche. Los
anticuerpos secundarios anti-raton para PARP (1:10000), y anti-conejo para RCFP
(1:5000), survivina (1:5000), GAPDH (1:10000) y Procaspasa-3 (1:5000)
(SantaCruz Biotechnology, SantaCruz, CA) se diluyeron en TBS-Tween 20 al 1% y
leche al 1% y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h.

Transfeccion transitoria de LC en CrFK y SKOV3

En una placa de 6 pozos (Corning®) se sembraron células CrFK y SKOV3 para
tener a las 24 h una confluencia del 70 al 80%. Para la transfeccion de las células
CrFK, se utilizaron 3.5 pg de plasmido pAmCyan-N1 (Clontech Laboratories, Inc.)
y/o pAmCyan-LC y 5 L de Lipofectamine ® reagent 2000. Para la transfeccion de
las células SKOV3 se utilizaron 5 pg de los plasmidos pAmCyan-N1 o pAmCyan-
LC y 5 pL de Lipofectamine ® reagent 2000. La transfeccion se llevé a cabo de
acuerdo con el protocolo del fabricante por 48 h. La eficiencia de transfeccién se
monitore6 cada 12 h en un microscopio de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE Ti) y
se document6 a las 24 y 48 horas postransfeccion, mediante el uso del programa
NIS-Element AR.

Extractos proteicos totales

Las cuatro lineas celulares SKOV3, CrFK, Huh-7 y BEAS-2B se cultivaron en placas
Petri de 100 mm hasta tener la confluencia del 80 al 90%. Se obtuvo el pellet celular
mediante centrifugacion a 13 000 rpm durante 10 min a 4 °C y se realizaron 3
lavados con PBS 1X (NaH2PO40.24 g, HPO4 1.44 g, NaCl 0.8 g y KCI 2 g). Posterior
alos lavados, el pellet celular se resuspendié en buffer de lisis RIPA (Biorad™) (PBS
1X, Triton x-100 1%, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM y Glicerol al 5%) a temperatura de
5 °C y se centrifugd a 13 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a
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un tubo limpio en presencia de inhibidores de proteasas (20X Roche™). La
cuantificacion de proteinas totales se realiz6 mediante el método de Lowry con el
kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y en un espectrofotémetro
BioTek ELx808.

Western blot

Extractos proteicos totales (30 ug) se analizaron mediante electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE), y se transfirieron en membranas de
nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche libre de grasa al 5% durante
1 h, se incubaron a 4 °C toda la noche con los anticuerpos primarios, se lavaron con
TBS-Tween al 1%, se incubaron con los anticuerpos secundarios respectivos a
temperatura ambiente durante 2 h, y se revelaron utlizando el kit de
quimioluminiscencia SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Fisher Scientific). La cuantificacion de los niveles de expresion de las
proteinas de interés se realizd mediante el analisis de la intensidad de las bandas
escaneadas utilizando el software ImageJ expresando los resultados en valores
absolutos y normalizadoscon respecto al control de carga GAPDH. Los valores de
la significancia estadistica (Andlisis de varianza de 1 via) de tres ensayos

independientes se calcularon usando el software GraphPad Prism 6.0.

Viabilidad celular

Las células transfectadas con los distintos plasmidos se resuspendieron en 500 pL
de medio DMEM vy se afiadié un volumen igual de una solucién de azul tripano.
Finalmente, por medio de un hematocitometro (o camara de Neubauer) se realiz6
el conteo de células viables y muertas por muestra y el analisis estadistico (Analisis

de varianza de 1 via) se realizo mediante el uso del programa GraphPad Prism 6.0.

Analisis morfoldgico y cuantificacién celular

Las células CrFK como SKOV3 no transfectadas o transfectadas con pAmCyan y
pAmCyan-LC o por 48 h se analizaron con un microscopio optico (20x) y con ayuda
del programa NIS-Element AR se cuantificaron las células que presentaban
morfologia poligonal (o tipica) mediante el andlisis de 4 campos por cada linea
celular y en las condiciones; células no transfectadas, transfectadas con pAmCyan
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y pAmCyan-LC. Posteriormente se llevd a cabo el andlisis estadistico (Analisis de

varianza de 1 via) de los datos con el programa GraphPad Prism 6.0.
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Resultados

Induccion del efecto citopéatico y degradacion de survivina en células CrFK
infectadas con el FCV.

Para corroborar el efecto citopéatico que induce el FCV en las células CrFK y la
degradacion de la proteina survivina, células CrFK se infectaron con el FCV a una
MOI de 5y se realiz6 una cinética de infeccion de 9 h y las células se analizaron por
microscopia optica. En la figura 3, las células CrFK control o no infectadas se
observan alargadas y la monocapa se mantiene confluente e integra. Esta
morfologia se observa de manera similar en las células infectadas hasta las 3 h
postinfeccion (hpi) (Figura 3). A la cuarta hora posterior a la infeccién se comienza
a observar una reduccién de la integridad de la monocapa y un redondeamiento
celular que se observa como el tipico efecto citopéatico o dafio celular caracteristico
de las células infectadas, que aumenta a las 5, 7 y 9 hpi (Figura 3), corroborando

que durante el transcurso de la infeccion por FCV se induce un cambio de fenotipo

celular.

Figura 3. Efecto citopatico en células CrFK infectadas con FCV. Células CrFK se infectaron o no con una
MOl de 5y el efecto citopatico se evalu6 cada hora durante 7 h mediante un microscopio 6ptico.
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Una vez corroborado el efecto citopéatico en las células infectadas con FCV, se
obtuvieron extractos proteicos totales. Los niveles de expresion de survivina y de
proteina viral (LC) se determinaron mediante ensayos de western blot (Figura 4).
Los niveles de survivina se observan semejantes en las células no infectadas e
infectadas hasta las 3 h; a partir de las 5 hpi se observa una reduccion de los niveles
de survivina de aproximadamente del 50% a las 5 h que aumenta hasta las 7y 9
hpi tiempo en el cual ya no se detecté de la proteina (Figura 4B). La degradacion
de survivina a partir de las 5 hpi coincide con la deteccion del efecto citopatico
(Figura 3). La expresion de NS6/7 de FCV se utiliz6 como control de infeccién
(Figura 4B).
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Figura 4. Degradacion de survivina durante la infeccion con FCV. A) Extractos proteicos totales de células
CRFK no infectadas e infectadas a 1, 3, 5, 7 y 9 hpi con el FCV a una MOI de 5, se analizaron mediante SDS-

PAGE. La expresién de proteinas fue analizada por Western blot utilizando anticuerpos especificos contra
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survivina. NS6/7 indica la infeccion. GAPDH se utilizé6 como control de carga. B) Intensidades de las bandas de
survivina 'y C) de NS6/7 en los diferentes tiempos de la cinética.

Estos ensayos permitieron corroborar la degradacion de survivina como
consecuencia de la infeccién y contar con extractos para ser utilizados como

controles en los ensayos de deteccion de survivina en las distintas lineas celulares.

Niveles de survivina en lineas celulares tumorales y no tumorales

Las lineas celulares tumorales sobreexpresan a la proteina survivina (Xu et al.,
2004), por lo que se buscé determinar el efecto de la expresion de LC en estas
lineas celulares y analizar si también inducia su degradacion y el establecimiento
da la apoptosis. Inicialmente quisimos determinar los niveles de survivina en dos
lineas celulares tumorales SKOV3 (cancer de ovario epitelial) y Huh-7
(hepatocarcinoma), y en la linea celular no tumoral BEAS-2B (células bronquiales
de humano) en comparacién con los niveles observados en la linea CrFK. Para ello,
realizamos extractos proteicos totales de cada una de las lineas celulares y los
niveles de survivina los analizamos mediante ensayos tipo western blot. En la Figura
5B observamos que las lineas tumorales tienen aproximadamente el doble de la
cantidad de survivina detectada en la linea celular CrFK, La linea celular no tumoral
BEAS-2B, también presenté una mayor cantidad de survivina, semejante a los

observada en las lineas tumorales.
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Figura 5. Expresion de survivina de lineas celulares tumorales y no tumorales. Extractos proteicos totales
de células CRFK, SKOV-3, BEAS-2B y HUH-7 se analizaron mediante SDS-PAGE. A) La expresion de proteinas
fue analizada mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos contra Survivinay GAPDH. B) Analisis
estadistico de las intensidades de las bandas obtenidas del western blot, las bandas se analizaron con el
programa Image J y la estadistica (ANOVA 1 via) con el programa GraphPad 6 (*p < 0.05) de 3 ensayos
independientes.

Propagacion de los plasmidos pAmCyan y pAmCyan-LC en bacterias DH5a

Una vez determinado que las lineas celulares tumorales efectivamente expresan
una mayor cantidad de survivina que las células CrFK, se decidié hacer los ensayos
de expresién de la proteina LC y determinar su efecto en la reduccién de survivina
e induccion de apoptosis. Para ello, inicialmente propagamos los vectores de
expresion pAmCyan y pAmCyan-LC (Figura 6A) en bacterias DH5a y determinamos
la presencia de la secuencia de LC mediante una PCR colony. En la figura 5B
observamos la presencia de un amplicén de 400 pb aproximadamente, en las tres
colonias transformadas con pAm-Cyan-LC. La migracion de los amplicones coincide
con el amplicon de pAmCyan-LC purificado previamente con la técnica de columna
de resina de intercambio i6nico con el KIT “midi fast ion plasmid” y lo utilizamos
como control. Asimismo, no obtuvimos amplificacion cuando se ensayaron las
bacterias transfectadas con el plasmido pAmCyan. Ambos plasmidos se purificaron

de los cultivos de bacterias mediante el KIT “midi fast ion plasmid” que ya se
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menciond previamente. La integridad de los plasmidos se corroboré en un gel de
agarosa al 0.7% (Figura 6C) y la cuantificacion se realiz6 mediante el uso de un

NanoDrop que nos permitié determinar que la concentracion de pAmCyan fue de

MCS) LC (372 pb)

(591-67

Pst 1 (1188)

Sv40
poly
fl

Notl1372)

5 kb

0.93 pug/uL y pAmCyan-LC 0.88 ug/uL.

Figura 6. Identificacion y purificacién de los plasmidos pAmCyan y pAmCyan-LC. A) Esquema del
plasmido pAmCyan1-N1y la secuencia de LC de aproximadamente 372 pb insertados en el vector de expresion.
B) Gel de agarosa al 0.7% representado los resultados de las amplificaciones obtenidas mediante PCR colony,
de diferentes colonias DH5a utilizadas para propagar los plasmidos (pAmCyan y pAmCyan-LC). Se utilizaron
“primers” especificos para la secuencia de LC y se carg6 1 pL por muestra obtenida de la reaccion. C) Gel de
agarosa 0.8% representando muestras de los plasmidos pAmCyan y pAmCyan-LC previamente purificadas
mediante el KIT “midi fast ion plasmid”.
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La expresiéon de LC en células SKOV3 induce cambios en la morfologia
celular

Una vez que los plasmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC se purificaron, se realizaron
los ensayos de transfeccion de las células CrFK y se evalué el efecto citopatico
mediante microscopia de luz. Como podemos observar en la Figura 7A, las
monocapas de las células sin transfectar (control) y transfectadas con el pldsmido
pAm-Cyan se observan homogéneas y la morfologia celular tipica de formas
poligonales con citoplasma alargado, como se ha reportado anteriormente (Barrera-
Véazquez et al., 2019). Sin embargo, cuando se expresa la proteina LC se observa
una disrupcion de la integridad de la monocapa y un cambio en la morfologia de las
células, que se aprecia como un redondeamiento muy semejante al efecto citopético
observado durante la infeccién (Figura 3). Ademas, con ayuda del programa NIS-
Element AR se cuantifico las células que presentan una morfologia alargada
(células sanas o sin efecto citopatico) en las tres condiciones, observamos que
cuando se expresa la proteina LC hay una reduccion estadisticamente significativa
de esta poblacién de aproximadamente el 40% en comparacién con el grupo control

y el vector vacio (Figura 7B).
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Figura 7. La expresion de la proteina LC en células CrFK induce efecto citopatico y reduce la morfologia
tipica de las células. A) Células CrFK se transfectaron o no con los vectores pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC por
48 hy el efecto citopatico fue evalulado por microscopia Optica y epifluorescencia. B) El porcentaje de las células
CrFK con morfologia tipica, no transfectadas y transfectadas con pAmCyan y pAmCyan-LC a las 48 hpt, se
evalué con el programa NIS-Elements AR mediante la cuantificaciéon de 4 campos por condicion. La estadistica
se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6 (*p < 0.01).

Una vez corroborado que la expresion de la proteina LC produce el efecto citopatico
en las células transfectadas, como habia sido reportado (Barrera Vazquez et al;
2019), realizamos los ensayos de expresion de LC en las células tumorales SKOV3.
Al transfectar a la proteina LC en células SKOV3, observamos que tanto las células
no transfectadas (control) y el vector vacio (pPAmCyan) las monocapas celulares se
mantienen integras y homogeéneas (Figura 8A). La morfologia se mantiene poligonal
y el citoplasma alargado, que es tipico de lineas celulares epiteliales. Sin embargo,
cuando se expresa la proteina LC (pAmCyan-LC) en las células se observa una
disrupcién de la integridad de la monocapa y un cambio en la morfologia de las
células, que se aprecia con un redondeamiento muy semejante al efecto citopatico
producido por la infeccion por FCV (Figura 3) y en las células CrFK transfectadas
con la proteina LC. Ademas, al cuantificar las células que tienen una morfologia
alargada en las tres condiciones, observamos que cuando se expresa la proteina
LC hay una reduccion estadisticamente significativa de esta poblacion de
aproximadamente el 50% en comparacion con el grupo control y el vector vacio
(pPAm-Cyan) (Figura 8B). La disrupcion de la integridad de la monocapa y el cambio
en la morfologia de las células SKOV-3 que expresaron a la proteina LC, es
semejante al observado en las células CrFK a pesar de que estas poseen el doble
de la cantidad de survivina que las células CrFK.
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Figura 8. La expresion de la proteina LC en células SKOV3 induce efecto citopatico y altera la morfologia
tipica de las células. A) Células SKOV3 se transfectaron o no con los vectores pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC por
48 hy el efecto citopatico fue evaluado por microscopia 6ptica y epifluorescencia. B) El porcentaje de células
SKOV3 con la morfologia tipica, no transfectadas y transfectadas con pAmCyan y pAmCyan-LC a las 48 hpt,
se evalud utilizando el programa NIS-Elements AR mediante la cuantificacion de 4 campos por condicion. La
estadistica se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6 (*p < 0.01).

La expresidon de LC en células SKOV3 disminuye la viabilidad celular

Una vez demostrado que la expresion de la proteina LC induce cambios en la
morfologia de al menos el 50% de las células SKOV3, decidimos cuantificar las
células viables en cada condicién ensayada. De acuerdo al ensayo de viabilidad por
azul tripano, cuando se expresa la proteina LC (pAmCyan-LC) en SKOV3 la
viabilidad celular presenta una disminucion estadisticamente significativa del 60%,
lo que coincide con el porcentaje del efecto citopatico en estas mismas células
(Figura 8) y en comparacion con el grupo control y el vector vacio, que presentaron
el 100% de viabilidad como se esperaba (Figura 9A). Asimismo, cuando la proteina
LC (pAmCyan-LC) se expresa en las células CrFK hay una reduccion
estadisticamente significativa de la viabilidad celular del 50% en comparacién con
el grupo control y pAmCyan. En la gréfica se puede observar que la disminucién es
de aproximadamente del 50% (figura 9B). Estos datos indican que tanto en células
SKOV3 como en células CrFK ocurre una reduccion importante en la viabilidad de
las mismas cuando expresan a la proteina LC, que coincide con el porcentaje de

efecto citopético en estas mismas células.

28



>
o)

150 A

o 150 4 4
> i
o —_
v e
0 -
. © -
5 100- T 2 100 —_
= 3
o o * %k ok ok
S * k% K -
° ©
© 50 - © 50 1
o =
= o
o ©
- o
= >
> =}
< 0= T > 0- T
Control Cyan CyanLC Control Cyan Cyan-LC
*p <0.01 *n <0.01

Figura 9. La expresion de la proteina LC en células CrFK y SKOV3 reduce la viabilidad celular. A)
Porcentaje de la viabilidad celular en SKOV3 sin transfectar (control) o transfecadas con el plasmido pAm-Cyan
y pAm-Cyan-LC a 48 hpt. B) Porcentaje de la viabilidad celular en CrFK 48 hpt. La viabilidad se determin6 por
medio de azul tripano y se cuantificé por medio de un hematocitometro, realizando la estadistica de los datos
obtenidos con el programa GraphPad 6 (*p < 0.01).

La expresién de LC en células SKOV3 induce la degradacion de survivinay
la activacion de caspasa 3

Debido a que observamos que al igual que en las células CrFK, la expresion de LC
en las células SKOV3 caus6 un efecto citopatico marcado y reduccion de la
viabilidad celular, era posible que esto fuera el resultado de la induccion de
apoptosis. Es por ello que decidimos determinar los niveles de survivina en las
células SKOV3 que expresan a la proteina LC por ensayos tipo western blot. Los
niveles de survivina fueron semejantes tanto en el grupo de células no transfectadas
como en el de células transfectadas con el plasmido pAmCyan, y no se detecto
activacion de la caspasa 3. En cambio, en células transfectadas con pAmCyan-LC
se observo una reduccion estadisticamente significativa del 60% en los niveles de
survivina que correlaciona con la activacion de caspasa 3 (Figura 10B). Todos los
resultados en conjunto indican que la expresion de la proteina LC tanto en las
células no tumorales CrFK como en las células tumorales SKOV3 induce la

degradacion de survivina y el establecimiento de la apoptosis.
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Figura 10. Regulacién negativa de survivina y activacion de caspasa 3 por medio de la expresion de la
proteina LC de FCV en células SKOV3. A) Se realizaron extractos totales de células SKOV3 sin transfectar y
transfectadas con los plasmidos pAmCyan y pAmCyan-LC por 48 h. Las muestras fueron analizadas por SDS-
PAGE. La expresion de las proteinas fue analizada por western blot utilizando anticuerpos especificos para las
proteinas de interés. La reduccién de pro-caspasa 3 indica la presencia de la caspasa activa 3 que induce
apoptosis, GAPDH es utilizado como control de carga y Cyan como vector vacio y vector mas inserto LC. B) La
intensidad de las bandas como survivina y GAPDH se utilizaron para realizar la expresion relativa de survivina,
las imagenes de las bandas fueron escaneadas y cuantificadas con el programa Image J y finalmente se realizé
la estadistica de las bandas con el programa GraphPad Prism 6.0 (*p < 0.05) de al menos 3 ensayos
independientes. C) Extractos totales de células CrFK sin transfectar y transfectadas con el plasmido pAmCyan
y pPAmCyan-LC por 48 h. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE. La expresion de las proteinas fue
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analizada por western blot utilizando anticuerpos especificos para las proteinas de interés. Se analizo la
expresion de survivina y GAPDH como control de carga.
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Discusion

El cdncer de ovario es un problema importante de salud a nivel mundial.
Particularmente el cancer de ovario epitelial es de gran importancia en la salud
publica en Meéxico debido a que ocupa el segundo lugar de los tumores
ginecologicos con una alta incidencia, morbilidad y mortalidad. Uno de los
problemas mas importantes que presenta este padecimiento es la falta de
estrategias para una deteccion oportuna. Aunado a ello, los tratamientos
antineoplasicos tienen una tasa de éxito baja debido a que las pacientes presentan
resistencia a la quimioterapia. Se ha reportado en la literatura, que dicha
quimioresistencia se asocia con la alta expresién de proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs) como survivina y X-IAP que favorecen la permanencia y
proliferacion de estas células dafiadas (Ausserlechner MJ, Hagenbuchner, 2016;
Rathore et al., 2017).

La proteina survivina, un miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP) que se expresa fuertemente en 6rganos embrionarios y fetales pero
que no ha sido reportada en la mayoria de los tejidos normales (Altieri, 2003a), se
expresa en la mayoria de los tumores de humano, incluyendo al cancer de ovario
(zaffaroni et al., 2005). Debido a que survivina inhibe la actividad de caspasas, los
tumores que la expresan se vuelven altamente resistentes a la muerte celular por
apoptosis. Resultados obtenidos en una gran variedad de estudios, indican que
survivina es un factor potencial en la quimio-resistencia y radio-resistencia en
tumores de células de humano, sugiriendo que las distintas estrategias para inhibir
a la expresién de survivina, podrian contribuir a la sensibilizacién de los tumores a
los agentes quimicos y fisicos (Zaffaroni et al., 2005). Una de las estrategias que ha
sido ampliamente utilizada para inhibir la expresion de survivina, ha sido el uso de
antagonistas que afectan directamente su expresion génica, como el uso de
oligonucledtidos antisentido, ribozimas, pequefios RNAs de interferencia y mutantes
dominantes negativos. En general, los resultados obtenidos mediante estas
estrategias han demostrado la induccién de apoptosis espontanea en células
tumorales (Zaffaroni et al., 2005) y el incremento en la eficiencia de algunos tipos
de tratamientos convencionales como quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia.
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Asimismo, el hecho de que survivina esta involucrada en angiogénesis, favorece
también la involucion de la nueva vasculatura en el tumor (Nicholson, 2000). En
resumen, estos estudios demuestran que utilizando como blanco la expresion del

gen de survivina, se incrementa la sensibilidad de varios canceres a la apoptosis.

El campo de la virologia ha impulsado el entendimiento no solo de los virus sino de
los mecanismos moleculares de las células. A este respecto, estudios previos y de
nuestro grupo de trabajo han demostrado que la proteina LC de FCV tiene un efecto
citotéxico en células CrFK y es capaz de regular negativamente a la proteina
inhibidora de la apoptosis survivina e inducir apoptosis (Barrera-Vazquez et al.,
2019), por lo que se propone que esta proteina viral podria inducir la apoptosis de

células tumorales que sobre expresan a survivina.

En este proyecto, evaluamos el efecto de la expresion de la proteina LC en las
lineas tumorales SKOV3 de cancer epitelial ovarico que corresponde al estadio IIIC
de la enfermedad y Huh-7 de hepatocarcinoma, ya que se ha reportado que
sobreexpresan survivina (Xu et al., 2004; Jaiswal et al., 2015; Cohen et al., 2003)
en comparacion con lineas celulares no tumorales, como la linea celular epitelial de
rifidn de gato CrFK utilizada como control en este trabajo y la linea celular bronquial
BEAS-2B. Las lineas tumorales (SKOV3 y Huh-7) presentan una mayor cantidad de
survivina (el doble aproximadamente) en comparacién con la linea no tumoral CrFK;
sin embargo, nosotros encontramos que la linea celular BEAS-2B, expresa a la
proteina survivina en niveles similares a los que encontramos en las lineas
tumorales SKOV3y Huh-7. Una de las razones por la que las células BEAS-2B tiene
una mayor expresion de survivina es que reportes indican que no cumple
simplemente un papel en la inhibicion de la apoptosis sino que es un mediador de
citoproteccion en células no cancerosas epiteliales (BEAS-2B) en el sindrome de
dificultad respiratoria aguda, ademas participa en la respuesta al estrés celular tanto
in vivo como in vitro (Terasaki et al., 2013). Con todo esto sugerimos que la linea
BEAS-2B es propensa al estrés celular y survivina actla en contra de estos

estimulos que podrian inducir la apoptosis en dicha linea celular.
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Una vez comprobado que las lineas tumorales expresan una gran cantidad de
survivina, quisimos determinar el efecto de la expresion de la proteina LC de FCV
en la linea tumoral SKOV3 y en las células CrFK. Para ello, propagamos,
purificamos, y cuantificamos los pldsmidos pAmCyan y pAmCyan-LC y los
transfectamos inicialmente en las células CrFK y corroboramos los datos de
Barrera-Vazquez (Barrera-Vazquez et al., 2019) que indican que la expresion de la
proteina LC induce el efecto citopatico semejante al observado durante la infeccion,
en el 60% de las células transfectadas. Estos resultados correlacionan con la
disminucién de la viabilidad celular de aproximadamente del 50% que nosotros
reportamos. Ademas, corroboramos que la expresion de LC correlaciona con la
degradacion de survivina y la induccion de la apoptosis mediante la activacion de la
caspasa-3. Una vez corroborado lo anterior, decidimos evaluar el efecto de la
expresion de la proteina LC en las células tumorales SKOV3. A pesar de que estas
células expresan el doble de la cantidad de survivina en comparacion con CrFK,
encontramos que la proteina LC tiene la capacidad de inducir cambios morfolégicos
en aproximadamente del 60% del total de las células transfectadas y se redujo la
viabilidad celular en aproximadamente del 60%. Estos datos nos indican que la
proteina LC es capaz de inducir la muerte celular de SKOV3 con una eficiencia
semejante a la que se observa en las células CrFK; sin embargo, la concentracion
del plasmido pAmCyan-LC utilizado fue de 5 ug y no de 3.5 ug como lo reporta
Barrera-Vazquez- y colaboradores (2019). Asimismo, la expresion de LC en células
SKOV3 se comportd de manera similar a lo observado en las céulas CrFK con
respecto al cambio en la morfologia, la reduccién de la viabilidad celular e induccién
de apoptosis. Experimentos que nos permitan mejorar la cantidad de LC expresada
por célula y el nimero de células tansfectadas podrian incidir en obtener un mayor

porcentaje de muerte celular.

Se ha propuesto que survivina es un buen blanco terapéutico para tratar el cancer
de ovario (Altieri, 2003b; Li et al., 2018) y otros como el de tiroides (Werner et al.,
2017) o carcinoma oral de células escamosas (Yan et al., 2017) debido a que su
degradacion potencializa el efecto de farmacos antineoplasicos como cisplatino.

Estos inhibidores como el YM155 ya se encuentra en etapas clinicas de una gran
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variedad de tumores malignos en pacientes (Khan et al., 2017). En este proyecto,
la proteina LC induce la degradacion de survivina en células SKOV3; sin embargo,
se tiene la referencia por parte de nuestro grupo de trabajo que ademas de degradar
a survivina, la proteina LC también es capaz de degradar a X-IAP en células CrFK.
X-IAP es una proteina de la familia de las IAPs que junto con survivina favorece la
proliferacion celular. Se ha demostrado que la inhibicién de varias IAPs como X-
IAP, c-IAP1 y c-IAP2 tiene un efecto de potenciacion en la induccion de muerte
celular y reduccion de la proliferacion de células tumorales de préstata (Gill et al.,
2009) y células de cancer de ovario (Xing et al., 2012). Estudios muy recientes, han
demostrado que la degradacion de survivina en modelos in vivo tiene un impacto en
el tratamiento (con farmacos antineoplasicos) y progresiéon de tumores como de
cancer de ovario (Mak et al., 2017; Wang et al., 2018; Yamamoto et al., 2018),
cancer colorectal (Cai et al., 2015) y cancer de pulmon (Zhang et al., 2014). El
desarrollo de moléculas que tienen la capacidad de inhibir a survivina es de gran
importancia, y hoy en dia se utilizan vehiculos como nanoparticulas liposolubles que
contienen moléculas para el tratamiento del cancer como el paclitaxel y anti-survivin
siRNa; en conjunto, estas nanoparticulas tienen la capacidad de integrarse a las
células tumorales para el posible tratamiento del cancer (Chen et al., 2017; Van den
Brand et al., 2018). Con lo anterior, podriamos sugerir que la proteina LC podria
introducirse a las células con este tipo de moléculas que participan como vehiculos
para tratar no solo el cancer de ovario, si no cualquier otro tipo de cancer en el que

la expresidn de survivina se encuentre elevada.

Datos de este proyecto sugieren que la proteina LC de FCV podria ser una molécula
atractiva para continuar con el estudio de su efecto en células SKOV-3 y en otras
gue sobre expresen a survivina y caracterizar distintas vias de contacto con las
células y en un futuro poder probar su efecto en tumores inducidos en modelos
animales. Asimismo, es necesario entender el mecanismo por el cual actia la
proteina LC para inducir la muerte celular y ademas llevar a cabo un modelo in vivo

gue permita entender dicho mecanismo.
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Conclusioén

Las lineas celulares tumorales SKOV3 y Huh-7 expresan niveles de survivina

superiores a las encontradas en la linea celular no tumoral CrFK.

La expresion de LC produce la degradacion de survivina y la induccion de
apoptosis las células CrFK y en las SKOV3.

Perspectivas

Determinar si la interaccion exégena de la proteina recombinante LC de FCV induce

apoptosis en las células SKOV3.

Determinar el efecto pro-apoptotico de la proteina LC sobre las células tumorales

SKOV3 cultivadas en presencia de liquido ascitico de pacientes.

Evaluar el efecto de la proteina LC en tumores inducidos en ratones desnudos nu/nu

como modelo in vivo.
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Abreviaturas

°C
APAF-1
CDKs
COE
DNA
FCV
FGF-B

hpi
HuNoV
IAPs
Kb
kDa
LC
min
mm
mL
MNV
MOI
ng
OMS
ORF
PARP
pb
RNA
TGF-a
TGF-B
VEGF
WHO

Mg

grados Celsius

factor-1 activador de la proteasa apoptotica
ciclinas dependientes de cinasas
cancer de ovario epitelial

acido desoxirribonucleico

calicivirus felino

factor de crecimiento fibroblastico beta
horas post-transfeccion

horas post-infeccion

norovirus humano

Proteinas inhibidoras de la apoptosis
kilo bases

kilo daltones

Lider de la céapside

minutos

milimetros

mililitros

Norovirus murino

Multiplicidad de infeccion

nanogramos

Organizacion Mundial de la Salud
marco de lectura abierto

poli ADP-ribosa

pares de base

acido ribonucleico

factor de crecimiento transformante alfa
factor de crecimiento transformante beta
factor de crecimiento endotelial vascular
World Health Organization

microgramos
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