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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.  
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Resumen 

El cáncer de ovario es de gran impacto en salud pública a nivel mundial; se estima 

que cada año ocurren 295,414 nuevos casos. En México, la incidencia del cáncer 

de ovario es de 4,759 casos al año y 2,765 defunciones (OMS, 2018). El tratamiento 

del cáncer de ovario se basa en la cirugía y en el uso de fármacos antineoplásicos 

a base de platino como el cisplatino o el carboplatino; sin embargo, las recaídas 

posteriores al tratamiento tienden a ser comunes. Las células tumorales 

sobreexpresan survivina, una proteína inhibidora de la apoptosis, cuyo impacto se 

relaciona con la resistencia a los fármacos antineoplásicos, a la muerte celular y a 

la proliferación celular. Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la proteína 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 proteína LC de FCV 

tiene un efecto pro-apotótico y un impacto negativo en la viabilidad celular al ser 

expresada en células tumorales de ovario SKOV3. 
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Antecedentes 

1.0 Cáncer de ovario 

 

El cáncer de ovario epitelial (COE) tiene un impacto en salud pública en México y el 

mundo debido a su alta morbilidad y mortalidad y es considerado el octavo tipo más 

frecuente, llegando a los 295,414 casos al año en el mundo. En México, ocupa el 

tercer lugar en incidencia entre los tumores ginecológicos, reportándose 4,759 

casos al año, falleciendo 2,765 mujeres a causa de la enfermedad (OMS, 2018). El 

cáncer de ovario epitelial se subdivide en cinco subtipos principales: 1) seroso 

papilar de alto grado que comprende a la mayoría 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 comúnmente en etapas tempranas de la enfermedad; 

son poco frecuentes pero el 100% de ellos tiene mutación en KRAS (Jayson et al., 

2017; de la Garza et al. 2016. La estadificación del cáncer de ovario es 

proporcionada por la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia que 

tipifica la enfermedad en cuatro etapas (Tabla 1). Del total de los tumores malignos 

de ovario, el cáncer epitelial ovárico asocia solamente en un 10% con patrón 

hereditario, ese porcentaje corresponde principalmente a las mutaciones que 

mencionas adelante, el 90% es atípico y el 10% hereditario para historia familiar de 

cáncer de ovario o de mama y a la edad (Jayson et al., 2014). El 10% de los tumores 

en el cáncer de ovario epitelial presentan mutaciones en los genes BRCA1 y 

BRCA2. Los estadios tempranos (I y II) presentan dificultades para el diagnóstico, 

pero cuando es posible detectar el tumor a tiempo, la probabilidad de curación o es 

alta. Los estadios tardíos (III y IV) del cáncer de ovario epitelial representan a la 

enfermedad avanzada y su pronóstico es desfavorable ya que frecuentemente 

presentan diseminación a la cavidad peritoneal y a otros órganos. La presencia del 

líquido ascítico es una característica en el 35% de las pacientes con enfermedad 
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avanzada siendo más frecuente en EC IIIC. Este fluido representa un microambiente 

tumoral heterogéneo con altas concentraciones de factores angiogénicos como 

VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) lo que le permite al tumor llegar a 

órganos vecinos de manera transcelómica (Kobold et al., 2009). Además, se 

conocen otros factores como el factor de crecimiento fibroblástico beta (FGF-β), IL-

8 y el factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-α y TGF-β) (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 líquido ascítico o que son 

cultivadas sufren una transición 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 expresión de factores de 

crecimiento que inducen la expresión de factores de transcripción como Snail 1, 

Snail 2, Twist y Zeb1. Todos en conjunto le confieren una mayor capacidad de 

invasión, metástasis y quimioresistencia a las células tumorales (Deng et al., 2016).  

El diagnóstico del cáncer de ovario es complicado debido a que en las etapas 

tempranas suele ser asintomático; sin embargo, en las etapas más tardías (III y IV) 

el diagnóstico es más eficiente (Gloss & Samimi, 2015; Gallardo-Rincón et al., 

2016). Actualmente el diagnóstico del cáncer 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).    
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Tabla 1. Etapas clínicas del cáncer de ovario y sus características de acuerdo a la Federación 

Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) en 2017. Características patológicas de los estadios I, II, 

III y IV del cáncer de ovario.  

 

2.0 Tratamiento del cáncer de ovario  

 

El tratamiento para el cáncer de ovario epitelial es muy variable y es dependiente 

de cada estadio que presente la paciente. Es posible tratar el cáncer de ovario con 

cirugía y quimioterapia, utilizando fármacos antineoplásicos a base de platino como 

cisplatino o carboplatino que son fármacos de primera elección, que inducen la 

formación 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 acción y vías de señalización desencadenadas por el cisplatino. Vías de 

señalización 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 I) se requiere la cirugía con 

el objetivo de clasificar la etapa y la citoreducción óptima, que consiste en extirpar 

tumores en el ovario de una manera óptima dejando remanentes de menos de 1 

mm. Posteriormente al procedimiento quirúrgico es necesario utilizar quimioterapia 

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

Las etapas tardías de la enfermedad (como III y IV) comprometen aún más la salud 

de la paciente debido a que los tumores tienden a invadir otros órganos. Para estas 

etapas se utilizan los fármacos antineoplásicos entre los que se encuentran los de 

base de platino como el cisplatino o carboplatino, ya sea en combinación con 
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paclitaxel o docetaxel, siendo administrados por vía intravenosa o intraperitoneal 

Todo esto en su conjunto, ocasiona la muerte celular por apoptosis por la vías 

intrínseca y extrínseca (Siddik, 2003). Otra estrategia utilizada en estas etapas, es 

la administración de fármacos 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 fármacos 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 disociación bloqueando la reparación. Por 

lo tanto, se induce la muerte celular, siendo recomendado en etapas tardías del 

cáncer 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 estrógeno, expresado en un 60% de los casos, por lo que, 

con frecuencia, en estadios tempranos se utilizan fármacos como el tamoxifeno 

(Jayson et al., 2014). 

 

3.0 Proteína survivina como blanco terapéutico del cáncer 

 

La survivina es una proteína de 16.4 kDa aproxicamadente, perteneciente a la 

familia de las proteínas inhibidoras de la apoptosis. Esta proteína se ha relacionado 

con el desarrollo de resistencia a agentes quimioterapéuticos en diversos tipos de 

cáncer, incluido el cáncer de ovario., una proteína con múltiples funciones celulares, 

y que particularmente es conocida por su efecto anti-apoptótico, teniendo como 

mecanismo principal inhibir algunas caspasas como la 3 e interfiriendo con la 

liberación de factores importantes de la mitocondria (Song et al.,2019). Esta 

proteína tiene diferentes funciones en la célula; para suprimir la muerte celular 

programada inhibe la liberación de APAF-1 de la mitocondria y además inhibe 

Smac/DIABLO, impidiendo la activación de la vía intrínseca (Khan et al., 2017) 

(Figura 2). Además, se ha reportado que survivina puede inhibir la caspasa 3, 7, 

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

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

 

Figura 2. Mecanismo de acción de survivina para inhibir la apotosis. Diagrama del mecanismo de acción 

de survivina sobre proteínas relacionadas a la apoptosis extrínseca como intrínseca (Khan et al., 2017). 

Survivina participa en la mitosis por medio de la interacción 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 asociándose con los centrómeros (Knauer et al., 2006). En células 

tumorales survivina participa en la migración por medio de la alteración de 

adhesiones focales que son reguladas por c-Src (Dunajová et al., 2016) además 

está 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 (Braný et al., 2017).  
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Es por ello que ciertos tratamientos para tratar el cáncer han contemplado múltiples 

estrategias para inducir la degradación de survivina, tales como RNA de 

interferencia que participa en la inhibición de la traducción de survivina y que han 

sido importantes para coadyuvar a los fármacos antineoplásicos 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 

clínica, como el uso del inhibidor YM155, el cual participa en la inhibición del 

promotor Sp1 para la transcripción de survivina (Cheng et al. 2016), estudios más 

recientes en etapas clínicas fase II se mostró un buen pronóstico en combinación 

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 proteínas de la familia IAPs como survivina son un blanco contra 

diferentes tipos de cáncer incluido el cáncer ovárico epitelial ya que su degradación 

permite la inducción de la muerte celular por apoptosis. 

4.0 Los calicivirus como agentes inductores de la degradación de survivina y 

del establecimiento de apoptosis celular. 

 

Los calicivirus son capaces de inducir apoptosis como un mecanismo de 

propagación 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 Biología de Calicivirus felino 

 

El FCV es un virus esférico no envuelto, de 27 a 40 nm de diámetro (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 proteínas no estructurales cuya función es la de 

establecer las condiciones de la infección y de producción de los genomas de la 

progenie viral, mientras que los ORF 2 y 3 codifican para las proteínas estructurales 
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VP1 y VP2, que junto con el RNA genómico forman a las partículas virales. 

Particularmente la proteína VP1 se codifica como un precursor que posteriormente 

es procesado para dar origen a la VP1 madura y a una proteína conocida como líder 

de la cápside o LC, compuesto por 124 aminoácidos, con un peso molecular 

aproximado de 14 kDa (Sosnovtsev et al., 1998), la cual se ha asociado con el efecto 

citopático (Abente et al., 2019). Una vez formadas las partículas virales maduras, 

éstas se liberan de las células infectadas mediante el mecanismo de apoptosis 

intrínseca. 

 

4.2 Apoptosis intrínseca.  

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 radiación, el estrés celular, la deprivación de nutrientes e 

infecciones virales (Thomson, 2001). La vía intrínseca es independiente de 

receptores que inician el estímulo en la membrana plasmática de la célula y 

principalmente se lleva a cabo por la liberación de proteínas de la mitocondria al 

citosol como Apaf-1 y citocromo c que junto con caspasa-9 forman el apoptosoma 

y conducen a la activación de la caspasa-3 y finalmente a la muerte celular. Esta 

vía es regulada principalmente por proteínas de la familia Bcl-2, como Bax y Bad 

(Green y Llambi, 2015). Asimismo, Smac/DIABLO, otra proteína que se localiza en 

la mitocondria tiene dos funciones pro-apoptóticas principales: 1) la liberación del 

citocromo c para formar el apoptosoma y 2) la inhibición de las IAPs como survivina 

y X-IAP (Arnt y Kaufmann, 2003). Sin embargo, survivina también tiene una 

participación en la inhibición directa de Smac/DAIBLO, permitiendo la inhibición de 

factores involucrados en la vía intrínseca de la apoptosis (Song et al., 2004). 
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4.3. Proteína LC, efecto citopático y apoptosis 

 

El efecto citopático 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 infección, cambian su morfología clásica 

con proyecciones citoplásmicas a un fenotipo redondo. Sosnovtsev y colaboradores 

en 2003 muestran que en cultivos de células CrFK (epiteliales de riñón de gato) este 

cambio de fenotipo se observa a las 4 horas postinfección a una MOI de 1, que 

ocasiona una separación en la distribución celular por todo el campo observada 

como disrupción de la monocapa celular. Concomitantemente, ocurre a nivel 

molecular un daño en la membrana celular, fragmentación de DNA y el incremento 

de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9, las cuales son indicativas de la activación 

de la apoptosis (Chang et al., 2008; Sosnovtsev et al., 2003). En nuestro grupo de 

trabajo se ha reportado recientemente que la inducción de la apoptosis por FCV es 

debido a la proteína líder de la cápside o LC. Cuando se expresa la proteína LC en 

células CrFK se induce este efecto citopático de manera similar que en las células 

infectadas por FCV (Abente et al., 2013; Barrera-Vázquez et al., 2019). 

Recientemente en nuestro laboratorio, Barrera Vázquez y colaboradores mediante 

ensayos de transfección de la proteína viral LC determinaron que esta proteína es 

la responsable de la degradación de las proteínas survivina y X-IAP vía 

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-

Vázquez et al. 2019).  
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Justificación  

El cáncer de ovario epitelial es un problema de salud pública en México debido a 

que ocupa el segundo lugar en incidencia de los tumores ginecológicos. Su 

incidencia es de 4,759 casos al año y produce 2,765 defunciones, por lo que se 

considera un tipo de cáncer letal. Además, el costo del tratamiento es elevado y la 

tasa de éxito es muy variable debido a que depende de la etapa y el subtipo 

histológico de las pacientes, además, pueden presentan resistencia lo que se asocia 

con la alta expresión de proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) como survivina 

y X-IAP que favorecen la permanencia y proliferación de estas células dañadas. Por 

lo anterior, es necesario continuar con la búsqueda de nuevas estrategias 

terapéuticas para combatir el cáncer de ovario epitelial. El campo de la virología 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 

proteína LC de calicivirus felino tiene un efecto citotóxico en células CrFK y es capaz 

de regular negativamente a la proteínas inhibidora de la apoptosis survivina e inducir 

apoptosis, por lo que se propone que  esta proteína viral podría inducir la apoptosis 

de células tumorales que sobre expresan a survivina 
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Hipótesis 

 La proteína LC de FCV causa la degradación de la proteína survivina, por lo tanto, 

induce apoptosis en las células tumorales SKOV3. 
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Objetivo general  

Determinar el efecto pro-apoptótico de la proteína LC de FCV sobre las células 

tumorales SKOV3. 

 

Objetivos particulares 

Comparar los niveles de expresión de survivina en células tumorales (SKOV3 y Huh-

7) y no tumorales (BEAS-2B y CrFK). 

Determinar el efecto citopático y la viabilidad celular de células SKOV3 

transfectadas con la proteína LC. 

Determinar la integridad de survivina y la inducción de la apoptosis en células 

SKOV3 transfectadas con la proteína LC. 
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Materiales y métodos 

Líneas celulares  

Las células SKOV3, derivadas de líquido de ascitis de un cáncer 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 CO2. Por su parte, las células 

de riñón de gato Crandell Reese (CrFK) y las células epiteliales de pulmón (BEAS-

2B, ATCC®, CRL-9609™) se mantuvieron en medio DMEM (medio mínimo esencial 

Dubecco) suplementado con SFB al 5% a 37°C con 5% de CO2. Las células de 

hepatocarcinoma Huh-7 se mantuvieron en medio DMEM Advance suplementado 

con SFB al 7% a 37°C con 5% de CO2. Las células no tumorales de pulmón BEAS-

2B (ATCC®, CRL-9609™) se mantuvieron en DMEM suplementado con SFB al 5% 

a 37°C con 5% de CO2. 

Ensayo de infección 

Las células CrFK se infectaron o no con el FCV a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 5 en MEM libre de suero durante 1 h a 37 oC, posteriormente se removió 

el medio y las células se lavaron dos veces con PBS 1X. Finalmente se agregó 

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 citopático se documentó mediante el 

uso de un microscopio óptico en campo claro.  

Propagación de los plásmidos  

Colonias de bacterias E. coli DH5-α transformadas por choque de calor con los 

plásmidos 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 plásmido pAmCyan, se corroboró 

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 μL de 

agua bidestilada; un μL de medio se mezcló con los reactivos: H2O purificada, Buffer 

universal, MgCl2, dNTPs y Taq polimerasa. Se utilizó un termociclador donde se 

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

al 2% y se colocó 1 µL 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-ratón 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.  

Transfección 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 transfección de las células 

CrFK, se utilizaron 3.5 µg de plásmido pAmCyan-N1 (Clontech Laboratories, Inc.) 

y/o pAmCyan-LC y 5 µL de Lipofectamine ® reagent 2000. Para la transfección de 

las células SKOV3 se utilizaron 5 µg de los plásmidos pAmCyan-N1 o pAmCyan-

LC y 5 µL de Lipofectamine ® reagent 2000. La transfección se llevó a cabo de 

acuerdo con el protocolo del fabricante por 48 h. La eficiencia de transfección se 

monitoreó cada 12 h en un microscopio de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE Ti) y 

se documentó a las 24 y 48 horas postransfección, mediante el uso del programa 

NIS-Element AR.   

Extractos proteicos totales  

Las cuatro líneas 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 centrifugación a 13 000 rpm durante 10 min a 4 °C y se realizaron 3 

lavados con PBS 1X (NaH2PO4 0.24 g, HPO4 1.44 g, NaCl 0.8 g y KCl 2 g). Posterior 

a los lavados, el pellet celular se resuspendió en buffer de lisis RIPA (BioradTM) (PBS 

1X, Tritón x-100 1%, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM y Glicerol al 5%) a temperatura de 

5 °C y se centrifugó a 13 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a 
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un tubo limpio en presencia de inhibidores de proteasas (20X Roche™). La 

cuantificación de proteínas totales se realizó mediante el método de Lowry con el 

kit PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y en un espectrofotómetro 

BioTek ELx808.  

Western blot 

Extractos proteicos totales (30 μg) 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 oC 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 utilizando el kit de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(Thermo Fisher Scientific). La cuantificación de los niveles de expresión de las 

proteínas de interés se realizó mediante el análisis 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 estadística (Análisis de varianza de 1 vía) de tres ensayos 

independientes se calcularon usando el software GraphPad Prism 6.0. 

Viabilidad celular 

Las células transfectadas con los distintos plásmidos se resuspendieron en 500 µL 

de medio DMEM y se añadió un volumen igual de una solución de azul tripano. 

Finalmente, por medio de un hematocitómetro (o cámara de Neubauer) se realizó 

el conteo de células viables y muertas por muestra y el análisis estadístico (Análisis 

de varianza de 1 vía) se realizó mediante el uso del programa GraphPad Prism 6.0. 

Análisis morfológico y cuantificación celular  

Las células CrFK como SKOV3 no transfectadas o transfectadas con pAmCyan y 

pAmCyan-LC o por  48 h se analizaron con un microscopio óptico (20x) y con ayuda 

del programa NIS-Element AR se cuantificaron las células que presentaban 

morfología poligonal (o típica) mediante el análisis de 4 campos por cada línea 

celular y en las condiciones; células no transfectadas, transfectadas con pAmCyan 
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y pAmCyan-LC. Posteriormente se llevó a cabo el análisis estadístico  (Análisis de 

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

Inducción del efecto citopático y degradación de survivina en células CrFK 

infectadas con el FCV.  

Para corroborar el efecto citopático que induce el FCV en las células CrFK y la 

degradación de la proteína survivina, células CrFK se infectaron con el FCV a una 

MOI de 5 y se realizó una cinética de infección de 9 h y las células se analizaron por 

microscopía óptica. En la figura 3, las células CrFK control o no infectadas se 

observan alargadas y la monocapa se mantiene confluente e íntegra. Esta 

morfología se observa de manera similar en las células infectadas hasta las 3 h 

postinfección (hpi) (Figura 3). A la cuarta hora posterior a la infección se comienza 

a observar una reducción de la integridad de la monocapa y un redondeamiento 

celular que se observa como el típico efecto citopático o daño celular característico 

de las células infectadas, que aumenta a las 5, 7 y 9 hpi (Figura 3), corroborando 

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

celular. 

 

Figura 3. Efecto citopático en células CrFK infectadas con FCV. Células CrFK se infectaron o no con una 

MOI de 5 y el efecto citopático se evaluó cada hora durante 7 h mediante un microscopio óptico.  

Ctr (No inf) 1 hpi 3 hpi 

5 hpi 7 hpi 
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Una vez corroborado el efecto citopático en las células infectadas con FCV, se 

obtuvieron extractos proteicos totales. Los niveles de  expresión de survivina y de 

proteína 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 reducción de los niveles 

de survivina de aproximadamente del 50% a las 5 h que aumenta hasta las 7 y 9 

hpi tiempo en el cual ya no se detectó de  la proteína (Figura 4B). La degradación 

de survivina a partir de las 5 hpi coincide con la detección del efecto citopático 

(Figura 3). La expresión de NS6/7 de FCV se utilizó como control de infección 

(Figura 4B). 

A 

 

  

B  

 

 

 

 

 

Figura 4. Degradación de survivina durante la infección 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 expresión de proteínas fue analizada por Western blot utilizando anticuerpos específicos contra 
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survivina. NS6/7 indica la infección. GAPDH se utilizó 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 degradación de survivina como 

consecuencia de la infección y contar con extractos para ser utilizados como 

controles en los ensayos de detección de survivina en las distintas líneas celulares.  

Niveles de survivina en líneas celulares tumorales y no tumorales 

Las líneas celulares tumorales sobreexpresan a la proteína survivina (Xu et al., 

2004), por lo que se buscó determinar el efecto de la expresión de LC en estas 

líneas celulares y analizar si también inducía su degradación y el establecimiento 

da la apoptosis. Inicialmente quisimos determinar los niveles de survivina en dos 

líneas celulares tumorales SKOV3 (cáncer de ovario epitelial) y Huh-7 

(hepatocarcinoma), y en la línea celular no tumoral BEAS-2B (células bronquiales 

de humano) en comparación con los niveles observados en la línea CrFK. Para ello, 

realizamos extractos proteicos totales de cada una de las líneas celulares y los 

niveles de survivina los analizamos mediante ensayos tipo western blot. En la Figura 

5B observamos que las líneas tumorales tienen aproximadamente el doble de la 

cantidad de survivina detectada en la línea celular CrFK, La línea celular no tumoral 

BEAS-2B, también presentó una mayor cantidad de survivina, semejante a los 

observada en las líneas tumorales.  

A 
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GAPDH 
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B   

Figura 5. Expresión de survivina de líneas 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 expresión de proteínas 

fue analizada mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos contra Survivina y GAPDH. B) Análisis 

estadístico de las intensidades de las bandas obtenidas del western blot, las bandas se analizaron con el 

programa Image J y la estadística (ANOVA 1 vía) con el programa GraphPad 6 (*p < 0.05) de 3 ensayos 

independientes.  

 

Propagación de los plásmidos pAmCyan y pAmCyan-LC en bacterias DH5α 

Una vez determinado que las líneas celulares tumorales efectivamente expresan 

una mayor cantidad de survivina que las células CrFK, se decidió hacer los ensayos 

de expresión de la proteína LC y determinar su efecto en la reducción de survivina 

e inducción de apoptosis. Para ello, inicialmente propagamos los vectores de 

expresión pAmCyan y pAmCyan-LC (Figura 6A) en bacterias DH5α y determinamos 

la presencia de la secuencia de LC mediante una PCR colony. En la figura 5B 

observamos la presencia de un amplicón de 400 pb aproximadamente, en las tres 

colonias transformadas con pAm-Cyan-LC. La migración de los amplicones coincide 

con el amplicón de pAmCyan-LC purificado previamente con la técnica de columna 

de resina de intercambio iónico con el KIT “midi fast ion plasmid” y lo utilizamos 

como control. Asimismo, no obtuvimos amplificación cuando se ensayaron las 

bacterias transfectadas con el plásmido pAmCyan. Ambos plásmidos se purificaron 

de los cultivos de bacterias mediante el KIT “midi fast ion plasmid” que ya se 
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mencionó previamente. La integridad de los plásmidos se corroboró en un gel de 

agarosa al 0.7% (Figura 6C) y la cuantificación se realizó mediante el uso de un 

NanoDrop que nos permitió determinar que la concentración de pAmCyan fue de 

0.93 µg/µL y pAmCyan-LC 0.88 µg/µL.  

 

 

Figura 6. Identificación y purificación de los plásmidos pAmCyan y pAmCyan-LC. A) Esquema del 

plásmido pAmCyan1-N1 y la secuencia de LC de aproximadamente 372 pb insertados en el vector de expresión. 

B) Gel de agarosa al 0.7% representado los resultados de las amplificaciones obtenidas mediante PCR colony, 

de diferentes colonias DH5α utilizadas para propagar los plásmidos (pAmCyan y pAmCyan-LC). Se utilizaron 

“primers” específicos para la secuencia de LC y se cargó 1 µL por muestra obtenida de la reacción. C) Gel de 

agarosa 0.8% representando muestras de los plásmidos pAmCyan y pAmCyan-LC previamente purificadas 

mediante el KIT “midi fast ion plasmid”.    

LC (372 pb) 
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La expresión de LC en células SKOV3 induce cambios en la morfología 

celular 

Una vez que los plásmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC se purificaron, se realizaron 

los ensayos de transfección de las células CrFK y se evaluó el efecto citopático 

mediante microscopía de luz. Como podemos observar en la Figura 7A, las 

monocapas de las células sin transfectar (control) y transfectadas con el plásmido 

pAm-Cyan se observan homogéneas y la morfología celular típica de formas 

poligonales con citoplasma alargado, como se ha reportado anteriormente (Barrera-

Vázquez et al., 2019). Sin embargo, cuando se expresa la proteína LC se observa 

una disrupción de la integridad de la monocapa y un cambio en la morfología de las 

células, que se aprecia como un redondeamiento muy semejante al efecto citopático 

observado durante la infección (Figura 3). Además, con ayuda del programa NIS-

Element AR se cuantificó las células que presentan una morfología alargada 

(células sanas o sin efecto citopático) en las tres condiciones, observamos que 

cuando se expresa la proteína LC hay una reducción estadísticamente significativa 

de esta población de aproximadamente el 40% en comparación con el grupo control 

y el vector vacío (Figura 7B).  
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Figura 7. La expresión de la proteína LC en células CrFK induce efecto citopático y reduce la morfología 

típica de las células. A) Células CrFK se transfectaron o no con los vectores pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC por 

48 h y el efecto citopático fue evalulado por microscopía óptica y epifluorescencia. B) El porcentaje de las células 

CrFK con morfología típica, no transfectadas y transfectadas con pAmCyan y pAmCyan-LC a las 48 hpt, se 

evaluó con el programa NIS-Elements AR mediante la cuantificación de 4 campos por condición. La estadística 

se realizó con el programa GraphPad Prism 6 (*p < 0.01). 

Una vez corroborado que la expresión de la proteína LC produce el efecto citopático 

en las células transfectadas, como había sido reportado (Barrera Vázquez et al; 

2019), realizamos los ensayos de expresión de LC en las células tumorales SKOV3. 

Al transfectar a la proteína LC en células SKOV3, observamos que tanto las células 

no transfectadas (control) y el vector vacío (pAmCyan) las monocapas celulares se 

mantienen íntegras y homogéneas (Figura 8A). La morfología se mantiene poligonal 

y el citoplasma alargado, que es típico de líneas celulares epiteliales. Sin embargo, 

cuando se expresa la proteína LC (pAmCyan-LC) en las células se observa una 

disrupción de la integridad de la monocapa y un cambio en la morfología de las 

células, que se aprecia con un redondeamiento muy semejante al efecto citopático 

producido por la infección por FCV (Figura 3) y en las células CrFK transfectadas 

con la proteína LC. Además, al cuantificar las células que tienen una morfología 

alargada en las tres condiciones, observamos que cuando se expresa la proteína 

LC hay una reducción estadísticamente significativa de esta población de 

aproximadamente el 50% en comparación con el grupo control y el vector vacío 

(pAm-Cyan) (Figura 8B). La disrupción de la integridad de la monocapa y el cambio 

en la morfología de las células SKOV-3 que expresaron a la proteína 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 expresión de la proteína LC en células SKOV3 induce efecto citopático y altera la morfología 

típica de las células. A) Células SKOV3 se transfectaron o no con los vectores pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC por 

48 h y el efecto citopático fue evaluado por microscopía óptica y epifluorescencia. B) El porcentaje de células 

SKOV3 con la morfología típica, no transfectadas y transfectadas con pAmCyan y pAmCyan-LC a las 48 hpt, 

se evaluó utilizando el programa NIS-Elements AR mediante la cuantificación de 4 campos por condición. La 

estadística se realizó con el programa GraphPad Prism 6 (*p < 0.01).  

La expresión de LC en células SKOV3 disminuye la viabilidad celular 

Una vez demostrado que la expresión de la proteína LC induce cambios en la 

morfología de al menos el 50% de las células SKOV3, decidimos cuantificar las 

células viables en cada condición ensayada. De acuerdo al ensayo de viabilidad por 

azul tripano, cuando se expresa la proteína LC (pAmCyan-LC) en SKOV3 la 

viabilidad celular presenta una disminución estadísticamente significativa del 60%, 

lo que coincide con el porcentaje del efecto citopático en estas mismas células 

(Figura 8) y en comparación con el grupo control y el vector vacío, que presentaron 

el 100% de viabilidad como se esperaba (Figura 9A). Asimismo, cuando la proteína 

LC (pAmCyan-LC) se expresa en las células CrFK hay una reducción 

estadísticamente significativa de la viabilidad celular del 50% en comparación con 

el grupo control y pAmCyan. En la gráfica se puede observar que la disminución es 

de aproximadamente del 50% (figura 9B). Estos datos indican que tanto en células 

SKOV3 como en células CrFK ocurre una reducción importante en la viabilidad de 

las mismas cuando expresan a la proteína LC, que coincide con el porcentaje de 

efecto citopático en estas mismas células.  
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A       B     

Figura 9. La expresión de la proteína 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 plásmido pAm-Cyan 

y pAm-Cyan-LC a 48 hpt. B) Porcentaje de la viabilidad celular en CrFK 48 hpt. La viabilidad se determinó por 

medio de azul tripano y se cuantificó por medio de un hematocitómetro, realizando la estadística de los datos 

obtenidos con el programa GraphPad 6 (*p < 0.01).  

La expresión de LC en células SKOV3 induce la degradación de survivina y 

la activación de caspasa 3 

Debido a que observamos que al igual que en las células CrFK, la expresión de LC 

en las células SKOV3 causó un efecto citopático marcado y reducción de la 

viabilidad celular, era posible que esto fuera el resultado de la inducción de 

apoptosis. Es por ello que decidimos determinar los niveles de survivina en las 

células SKOV3 que expresan a la proteína 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 plásmido pAmCyan, y no se detectó 

activación de la caspasa 3. En cambio, en células transfectadas con pAmCyan-LC 

se observó una reducción estadísticamente significativa del 60% en los niveles de 

survivina que correlaciona con la activación de caspasa 3 (Figura 10B). Todos los 

resultados en conjunto indican que la expresión de la proteína LC tanto en las 

células no tumorales CrFK como en las células tumorales SKOV3 induce la 

degradación de survivina y el establecimiento de la apoptosis.  
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Figura 10. Regulación negativa de survivina y activación de caspasa 3 por medio de la expresión de la 

proteína LC de FCV en células SKOV3. A) Se realizaron extractos totales de células SKOV3 sin transfectar y 

transfectadas con los plásmidos pAmCyan y pAmCyan-LC por 48 h. Las muestras fueron analizadas por SDS-

PAGE. La expresión de las proteínas fue analizada por western blot utilizando anticuerpos específicos para las 

proteínas de interés. La reducción 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 vacío y vector más inserto LC. B) La 

intensidad de las bandas como survivina y GAPDH se utilizaron para realizar la expresión relativa de survivina, 

las imágenes de las bandas fueron escaneadas y cuantificadas con el programa Image J y finalmente se realizó 

la estadística 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 plásmido pAmCyan 

y pAmCyan-LC por 48 h. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE. La expresión de las proteínas fue 
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analizada por western blot utilizando anticuerpos específicos para las proteínas de interés. Se analizó la 

expresión de survivina y GAPDH como control de carga. 
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Discusión 

El cáncer de ovario es un problema importante de salud a nivel mundial. 

Particularmente el cáncer de ovario epitelial es de gran importancia en la salud 

pública en México debido a que ocupa el segundo lugar de los tumores 

ginecológicos con una alta incidencia, morbilidad y mortalidad. Uno de los 

problemas más importantes que presenta este padecimiento es la falta de 

estrategias para una detección oportuna. Aunado a ello, los tratamientos 

antineoplásicos 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 expresión de proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (IAPs) como survivina y X-IAP que favorecen la permanencia y 

proliferación de estas células dañadas (Ausserlechner MJ, Hagenbuchner, 2016; 

Rathore et al., 2017). 

La proteína survivina, un miembro de la familia de las proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (IAP) que se expresa fuertemente en órganos embrionarios y fetales pero 

que no ha sido reportada en la mayoría de los tejidos normales (Altieri, 2003a),  se 

expresa en la mayoría de los tumores de humano, incluyendo al cáncer 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 expresión de survivina, podrían contribuir a la sensibilización de los tumores a 

los agentes químicos y físicos (Zaffaroni et al., 2005). Una de las estrategias que ha 

sido ampliamente utilizada para inhibir la expresión de survivina, ha sido el uso de 

antagonistas que afectan directamente su expresión génica, como el uso de 

oligonucleótidos antisentido, ribozimas, pequeños RNAs de interferencia y mutantes 

dominantes negativos. En general, los resultados obtenidos mediante estas 

estrategias han demostrado la inducción 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 está involucrada en angiogénesis, favorece 

también la involución de la nueva vasculatura en el tumor (Nicholson, 2000). En 

resumen, estos estudios demuestran que utilizando como blanco la expresión del 

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

El campo de la virología 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 proteína LC de FCV tiene un efecto 

citotóxico en células CrFK y es capaz de regular negativamente a la proteína 

inhibidora de la apoptosis survivina e inducir apoptosis (Barrera-Vázquez et al., 

2019), por lo que se propone que esta proteína viral podría inducir la apoptosis de 

células tumorales que sobre expresan a survivina.   

En este proyecto, evaluamos el efecto de la expresión de la proteína LC en las 

líneas tumorales SKOV3 de cáncer epitelial ovárico 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 comparación con líneas celulares no tumorales, como la línea celular epitelial de 

riñón de gato CrFK utilizada como control en este trabajo y la línea celular bronquial 

BEAS-2B. Las líneas tumorales (SKOV3 y Huh-7) presentan una mayor cantidad de 

survivina (el doble aproximadamente) en comparación con la línea no tumoral CrFK; 

sin embargo, nosotros encontramos que la línea celular BEAS-2B, expresa a la 

proteína survivina en niveles similares a los que encontramos en las líneas 

tumorales SKOV3 y Huh-7. Una de las razones por la que las células BEAS-2B tiene 

una mayor expresión de survivina es que reportes indican que no cumple 

simplemente un papel en la inhibición de la apoptosis sino que es un mediador de 

citoprotección en células no cancerosas epiteliales (BEAS-2B) en el síndrome de 

dificultad respiratoria aguda, además participa en la respuesta al estrés celular tanto 

in vivo como in vitro (Terasaki et al., 2013). Con todo esto sugerimos que la línea 

BEAS-2B es propensa al estrés celular y survivina actúa en contra de estos 

estímulos que podrían inducir la apoptosis en dicha línea celular. 
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Una vez comprobado que las líneas tumorales expresan una gran cantidad de 

survivina, quisimos determinar el efecto de la expresión de la proteína LC de FCV 

en la línea tumoral SKOV3 y en las células CrFK. Para ello, propagamos, 

purificamos, y cuantificamos los plásmidos pAmCyan y pAmCyan-LC y los 

transfectamos inicialmente en las células CrFK y corroboramos los datos de 

Barrera-Vázquez (Barrera-Vázquez et al., 2019) que indican que la expresión de la 

proteína LC induce el efecto citopático semejante al observado durante la infección, 

en el 60% de las células transfectadas. Estos resultados correlacionan con la 

disminución de la viabilidad celular de aproximadamente del 50% que nosotros 

reportamos. Además, corroboramos que la expresión de LC correlaciona con la 

degradación de survivina y la inducción de la apoptosis mediante la activación de la 

caspasa-3. Una vez corroborado lo anterior, decidimos evaluar el efecto de la 

expresión de la proteína LC en las células tumorales SKOV3. A pesar de que estas 

células expresan el doble de la cantidad de survivina en comparación con CrFK, 

encontramos que la proteína LC tiene la capacidad de inducir cambios morfológicos 

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 

proteína 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 concentración 

del plásmido pAmCyan-LC utilizado fue de 5 μg y no de 3.5 μg como lo reporta 

Barrera-Vázquez- y colaboradores (2019). Asimismo, la expresión de LC en células 

SKOV3 se comportó de manera similar a lo observado en las céulas CrFK con 

respecto al cambio en la morfología, la reducción de la viabilidad celular e inducción 

de apoptosis. Experimentos que nos permitan mejorar la cantidad de LC expresada 

por célula y el número de células tansfectadas podrían incidir en obtener un mayor 

porcentaje de muerte celular. 

Se ha propuesto que survivina es un buen blanco terapéutico para tratar el cáncer 

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 

degradación potencializa el efecto de fármacos antineoplásicos como cisplatino. 

Estos inhibidores como el YM155 ya se encuentra en etapas clínicas de una gran 
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variedad de tumores malignos en pacientes (Khan et al., 2017). En este proyecto, 

la proteína LC induce la degradación de survivina en células SKOV3; sin embargo, 

se tiene la referencia por parte de nuestro grupo de trabajo que además de degradar 

a survivina, la proteína LC también es capaz de degradar a X-IAP en células CrFK. 

X-IAP es una proteína de la familia de las IAPs que junto con survivina favorece la 

proliferación celular. Se ha demostrado que la inhibición de varias IAPs como X-

IAP, c-IAP1 y c-IAP2 tiene un efecto de potenciación en la inducción de muerte 

celular y reducción de la proliferación de células tumorales de próstata (Gill et al., 

2009) y células de cáncer de ovario (Xing et al., 2012). Estudios muy recientes, han 

demostrado que la degradación de survivina en modelos in vivo tiene un impacto en 

el tratamiento (con fármacos antineoplásicos) y progresión de tumores como de 

cáncer de ovario (Mak et al., 2017; Wang et al., 2018; Yamamoto et al., 2018), 

cáncer colorectal (Cai et al., 2015) y cáncer de pulmón (Zhang et al., 2014). El 

desarrollo de moléculas que tienen la capacidad de inhibir a survivina es de gran 

importancia, y hoy en día se utilizan vehículos como nanopartículas liposolubles que 

contienen moléculas para el tratamiento del cáncer como el paclitaxel y anti-survivin 

siRNa; en conjunto, estas nanopartículas tienen la capacidad de integrarse a las 

células tumorales para el posible tratamiento del cáncer (Chen et al., 2017; Van den 

Brand et al., 2018). Con lo anterior, podríamos sugerir que la proteína LC podría 

introducirse a las células con este tipo de moléculas que participan como vehículos 

para tratar no solo el cáncer de ovario, si no cualquier otro tipo de cáncer en el que 

la expresión de survivina se encuentre elevada.  

Datos de este proyecto sugieren que la proteína LC de FCV podría ser una molécula 

atractiva para continuar con el estudio de su efecto en células SKOV-3 y en otras 

que sobre expresen a survivina y caracterizar distintas vías 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 actúa la 

proteína LC para inducir la muerte celular y además llevar a cabo un modelo in vivo 

que permita entender dicho mecanismo. 
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Conclusión  

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

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

La expresión de LC produce la degradación de survivina y la inducción de 

apoptosis las células CrFK y en las SKOV3.  

Perspectivas  

Determinar si la interacción exógena de la proteína recombinante LC de FCV induce 

apoptosis en las células SKOV3. 

Determinar el efecto pro-apoptótico de la proteína LC sobre las células tumorales 

SKOV3 cultivadas en presencia de líquido ascítico de pacientes.  

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

como modelo in vivo. 
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Abreviaturas  

°C            grados Celsius 

APAF-1  factor-1 activador de la proteasa apoptótica 

CDKs     ciclinas dependientes de cinasas  

COE      cáncer de ovario epitelial  

DNA       ácido desoxirribonucleico 

FCV       calicivirus felino 

FGF-β   factor de crecimiento fibroblástico beta 

hp          horas post-transfección 

hpi         horas post-infección 

HuNoV   norovirus humano 

IAPs       Proteínas inhibidoras de la apoptosis  

Kb          kilo bases 

kDa        kilo daltones 

LC          Líder de la cápside   

min         minutos 

mm  milimetros 

mL          mililitros 

MNV      Norovirus murino  

MOI       Multiplicidad de infección 

ng          nanogramos 

OMS      Organización Mundial de la Salud 

ORF       marco de lectura abierto 

PARP    poli ADP-ribosa 

pb           pares de base 

RNA       ácido ribonucleico 

TGF-α    factor de crecimiento transformante alfa 

TGF-β    factor de crecimiento transformante beta  

VEGF    factor de crecimiento endotelial vascular 

WHO     World Health Organization  

μg           microgramos 
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μL          microlitros 

 


