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ABSTRACT 

            Viral gastroenteritis is one of the most important causes of morbidity 

and mortality worldwide, especially in developing countries. Noroviruses, 

members of the Caliciviridae family, are responsible for the 95% of the 

outbreaks of nonbacterial gastroenteritis worldwide (Green 1997). These 

viruses cannot be propagated in cell culture, a fact that has delayed their 

study, however, the mechanisms of replication and the role of viral and 

cellular components in the establishment of infection have been addressed 

through the use of surrogated cultivable models, such as feline calicivirus 

(FCV) and murine norovirus (MNV). FCV has been widely studied, and even 

thought it causes vesicular and feline respiratory infections, it shares genomic 

organization similarities with the noroviruses that infect humans. The viral life 

cycle of caliciviruses is largely dependent on the recruitment of certain cellular 

factors involved in viral protein and RNA synthesis, as well as cellular 

processes such as apoptosis, which promotes viral particles release from 

infected cells. Some of the general steps involved in the establishment of the 

apoptosis induced by the calicivirus infection are already described; however, 

many others are still unknown. 

Since apoptosis is a crucial event during calicivirus replication, and little is 

known about regulatory factors of this process, we focus on studying the role 

of pro- and anti-apoptotic proteins during FCV infection. In this study, the 

downregulation of survivin during MNV infection, reported by others, was 

confirmed. Moreover, we demonstrated for the first time that X-linked inhibitor 

of apoptosis protein (XIAP) is also downregulated from 12 to 24 hours 

postinfection (hpi). Both downregulation of survivin and XIAP expression was 

also demonstrated in FCV infected cells from 5 hpi. On the other hand, no 

changes in the expression of pro-apoptotic protein “second mitochondria-

derived activator of caspases” or Smac/DIABLO were observed in both MNV 

and FCV infected cells, however, relocalization of this protein from the 
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mitochondrial membrane space to the cytoplasm during both viral infection 

was observed. 

The results obtained in this study showed that FCV and MNV infection down-

regulates the expression of apoptosis inhibitor proteins and induces a change 

in the subcellular localization of pro-apoptotic proteins that act in the 

cytoplasm, to regulate the progression of apoptosis, moreover this work 

demonstrates that donwregulation of survivin is important for a successful 

replicative cycle of the calicivirus and LC protein is the viral factor of FCV, 

responsible for the downregulation of survivin and the induction of apoptosis 

RESUMEN 

Las gastroenteritis virales, son una de las causas más importantes de 

morbilidad  y mortalidad en el mundo, principalmente en países en desarrollo. Los 

Norovirus,  clasificados en la familia Caliciviridae, son responsables del 95% de 

los brotes de gastroenteritis no bacteriana en el mundo. Estos virus no se 

propagan en cultivos celulares, lo cual ha retrasado su estudio, sin embargo, los 

mecanismos de su replicación así como el papel de los componentes virales y 

celulares en el establecimiento de la infección,  se han abordado a través del uso 

de modelos surrogados cultivables, como lo son el calicivirus felino (FCV) y el 

norovirus murino (MNV). El FCV, ha sido ampliamente estudiado dado a que 

aunque causa infecciones vesiculares y respiratorias en felino, comparte 

similitudes en la organización genómica con los norovirus que infectan a humanos 

(2-4). El MNV es el único norovirus cultivable e infecta ratones a través de la ruta 

oral, por lo que se considera uno de los modelos más relevantes para el estudio 

de los que infectan a humanos (5).  El ciclo replicativo de ambos virus depende en 

gran parte del reclutamiento de ciertos factores proteicos que participan en la 

síntesis de sus proteínas y RNA, y de procesos celulares como la apoptosis, la 

cual favorece eventos tardíos (1) como la liberación de las partículas virales de las 

células infectadas (6). Algunos de los aspectos generales implicados en la 

activación y represión de factores celulares implicados en la apoptosis inducida 



 

3 
 

por los calicivirus ya se han descrito, sin embargo, muchos otros aún son 

desconocidos. 

Dado que la apoptosis es un evento crucial durante el ciclo replicativo de 

los calicivirus, y que es poco lo que se conoce a nivel de factores reguladores de 

este proceso, decidimos abordar en este trabajo el estudio de la participación de 

las proteínas inhibitorias de la apoptosis (IAPs), así como de la proteína pro-

apoptótica Smac/DIABLO en la infección por el FCV y el MNV. En este estudio, se 

corroboró que durante la infección por el MNV, la proteína survivina se regula 

negativamente, y se demostró que la proteína inhibitoria de la apoptosis X (XIAP)  

también se regula negativamente a partir de las 12 hpi. Así mismo, se demostró la 

regulación negativa de la expresión de survivina y XIAP en células infectadas por 

el FCV a partir de las 5 horas postinfección (hpi). Por otro lado, no se observaron 

cambios en la expresión de la proteína pro apoptótica “activadora de caspasas 

derivada de la mitocondria” o Smac (del inglés: Second mitochondria-derived 

activator of caspases)/DIABLO en extractos totales de células RAW 264.7 

infectadas por el MNV y CrFK infectadas por el FCV, sin embargo se observa una 

deslocalización de esta proteína de las membranas mitocondriales hacia el 

citoplasma durante la infección por ambos virus. 

Los resultados obtenidos en este trabajo tomando los antecedentes que 

demuestran que la infección por el MNV y FCV regula negativamente la expresión 

de las proteínas inhibitorias de la apoptosis e inducen el cambio de la localización 

subcelular de proteínas proapoptóticas, se encontró que la regulación negativa de 

survivina es importante para un ciclo replicativo eficiente para los calicivirus así 

como también, que se demuestra que la proteína viral LC es la responsable de la 

regulación negativa de las IAPs y de la inducción de la apoptosis.  
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        ANTECEDENTES GENERALES 

Gastroenteritis 

 

La gastroenteritis es una causa común de morbilidad y mortalidad entre 

personas de todas las edades en cualquier parte del mundo. Esta enfermedad 

consiste en una inflamación del estómago y de los intestinos causada por algunos 

virus, bacterias o parásitos. Los síntomas de la gastroenteritis incluyen diarrea, 

dolor abdominal, vómitos, dolor de cabeza, fiebre y escalofríos, pero la mayoría 

de las personas se recupera sin tratamiento. El problema más común con la 

gastroenteritis es la deshidratación, la cual se presenta si no se ingieren 

suficientes líquidos para sustituir los que se pierden con los vómitos y la diarrea. 

La deshidratación es más grave en bebés, niños pequeños, ancianos y personas 

con un sistema inmunitario débil (7). La OMS estima que las diarreas son 

responsables de la mitad de la carga mundial de enfermedades transmitidas por 

alimentos, entre los agentes virales causales se encuentran los norovirus. Se 

calcula que de 550 000 personas que enferman de diarrea cada año, 230 000 

mueren, estimándose 220 000 niños menores de 5 años, de los cuales 96 000 

mueren al año (8). 

 

Gastroenteritis virales 

 

También conocidas como gripe de estómago, afectan a cualquier persona en 

todo el mundo. Esta enfermedad altamente contagiosa se adquiere por el 

consumo de alimentos contaminados  y se propaga a través del contacto 

cercano con personas que están infectadas. Se puede propagar fácilmente en 

espacios cerrados, tales como guarderías, escuelas, hogares de ancianos, y 

cruceros. La principal complicación de la gastroenteritis viral es la deshidratación 

causada por la diarrea y el vómito, que puede ser muy grave en bebés y niños 
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pequeños (8, 9). Según el Centro Nacional de Información Biotecnológica 

(NCBI), la gastroenteritis viral es la principal causa de diarrea grave en adultos y 

niños (NCBI, 2012). Los niños menores de cinco años y los ancianos son 

particularmente vulnerables a la diarrea severa. Diferentes virus pueden causar 

la enfermedad, siendo los más comunes rotavirus y norovirus, estos últimos 

clasificados en la familia Caliciviridae. Los calicivirus humanos, principalmente 

del género Norovirus son responsables en gran parte de los casos esporádicos y 

de la mayoría de brotes virales de gastroenteritis que ocurren en el mundo. La 

OMS recientemente emitió un informe exhaustivo que estima que en la carga 

global de las enfermedades transmitidas por alimentos, los norovirus se ubican 

como la causa número 1,  y el número 4 de las muertes de origen alimenticio (8, 

9). 

Calicivirus 

 

 La familia Caliciviridae está conformada por virus pequeños (27-40 nm de 

diámetro) no envueltos, cuyo genoma está constituido por una molécula de RNA 

(RNA monocatenario), de polaridad positiva, poliadenilada en el extremo 3’,  de un 

tamaño de 7-8 kb, que infectan a una gran variedad de mamíferos incluyendo al 

humano (10). Esta familia de virus está formada por 5 géneros bien establecidos: 

Vesivirus, Nebovirus, Lagovirus, Sapovirus y Norovirus (11) y cinco géneros 

propuestos aun no clasificados (Atlantic salmon calicivirus, Bavovirus, Nacovirus, 

Recovirus, y Valovirus) (Fig. 1). Además un nuevo calicivirus, “Secalivirus” que 

recientemente ha sido parcialmente secuenciado (12-

17)http://www.caliciviridae.com/). Los calicivirus tienen la capacidad de infectar a 

una gran variedad de hospederos. En animales, el sapovirus porcino y el 

norovirus bovino causan brotes epidémicos de gastroenteritis en lechones y 

terneros, respectivamente(18); otros causan  enfermedad fatal del hígado en 

conejos, como el virus de la enfermedad hemorrágica del conejo (RHDV) 

perteneciente al género Lagovirus (19), la enfermedad del tracto respiratorio 

superior en gatos causada por el calicivirus felino (FCV) del género Vesivirus (20), 

y la diarrea asociada con el calicivirus porcino entérico (PEC), un miembro del 
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género Sapovirus, entre otros (21). Las cepas de Norovirus que infectan a 

humanos (HuNoV) del genogrupo GII genotipo 4 (GII.4), son responsables de la 

mayoría de los brotes, incluyendo pandémicos. Mientras que los síntomas son 

agudos y se resuelven a los pocos días sin tratamiento, la infección por los 

HuNoV puede resultar en una enfermedad inflamatoria intestinal o enterocolitis 

neonatal (22-24). Además se ha reportado que causan infecciones persistentes 

en poblaciones jóvenes y ancianas (25, 26).           

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Relación filogenética entre el GoCV (calicivirus del ganso) y otros calicivirus.  

El análisis se basó en la longitud total de la secuencia de aminoácidos de la proteína VP1 (17).  

 

Los HuNoV, son el principal agente etiológico de gastroenteritis epidémica no 

bacteriana (27, 28). El virus Norwalk, prototipo de la familia, identificado en 1972, 

fue el primer norovirus descrito como causa de gastroenteritis en humanos (Fig. 

2), pero la epidemiologia y la importancia de este patógeno en la salud humana 

era desconocida, debido a la falta de métodos de cultivo y de diagnóstico 

eficientes. Durante el inicio de la década de los 90s otros virus semejantes fueron 

identificados en especímenes fecales por microscopia electrónica, y por su forma 
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y similitud al agente Norwalk se clasificaron como virus parecidos a Norwalk 

(Norwalk like viruses) y posteriormente fueron clasificados como norovirus (29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Microscopia electrónica de partículas de virus Calicivirus-like en muestras fecales de 

humano (30). 

Transmisión y Epidemiologia  

 

Los norovirus y sapovirus son virus genéticamente y antigénicamente diversos y 

comúnmente son referidos como calicivirus humanos (HuCVs) (31). 

Particularmente, los HuNoV pueden causar infección del tracto gastrointestinal, 

son altamente infecciosos y muy pocas partículas virales son necesarias para 

causar la infección. El curso de la infección por norovirus es rápido, con un 

periodo de incubación de 24-48 hrs. Los síntomas comienzan después de 24 hrs 

de haber ingerido al virus y  generalmente la enfermedad se manifiesta con 

vómito y diarrea con o sin náuseas y dolor abdominal; típicamente la infección por 

norovirus causa gastroenteritis aguda que se resuelve con los días (32). El 

HuNoV se puede contraer por comer o beber agua que ha sido contaminada por 

vómito o heces de gente infectada, también puede propagarse por contacto 

directo con la persona infectada o a través de superficies contaminadas. El 

consumo de mariscos crudos o poco cocidos, como las ostras también han sido 

una fuente de infección (32).  

En todo el mundo, aproximadamente uno de cada cinco casos de gastroenteritis 

aguda (diarrea y vómitos) es causado por norovirus. Mundialmente, se estima que 
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éstos virus son la causa más común de gastroenteritis aguda, siendo el 

responsable de 685 millones de casos cada año, 200 millones de los cuales 

afectan a niños menores de 5 años de edad. Esto lleva a una estimación de 50 

000 muertes infantiles cada año, la mayoría de los cuales ocurren en los países 

en desarrollo. Aunque la mayoría de las muertes ocurren en los países 

desarrollados, el norovirus es un problema tanto en los países con bajos como 

con altos estándares de higiene. Cada año se estima que el norovirus causa 

pérdidas de hasta 60 mil millones de dólares, principalmente debido a los costos 

de la atención médica (dinero gastado para tratar las complicaciones de 

norovirus) y a la pérdida de productividad laboral. La cepa de HuNoV más común 

pertenece al genogrupo II, genotipo 4 (GII.4) y es la que circula más comúnmente 

en el mundo, y representa una de las principales causas de brotes; sin embargo, 

nuevas cepas de norovirus emergen aproximadamente cada 2 a 4 años. A 

menudo, pero no siempre, estas nuevas cepas conllevan a un aumento de brotes 

en todo el mundo (8, 32).  

Actualmente la División de Enfermedades Virales del Centro de Control de 

enfermedades de Estados Unidos de Norteamérica (CDC, del inglés: Center of 

Disease Control) trabaja para identificar  alguna manifestación de gastroenteritis 

aguda causada por norovirus y prevenir brotes de estos virus en todo el mundo (8, 

32) 

A pesar de su importancia como generadores de enfermedad y de la pérdida 

económica como consecuencia de los elevados costos hospitalarios y la falta de 

días laborables generada, los norovirus no han podido ser propagados 

convenientemente en cultivos celulares, por lo que se han utilizado modelos 

animales para el estudio de su biología y patogenia. Un ejemplo de modelo de 

estudio es el calicivirus Felino (FCV), que puede propagarse en cultivos celulares 

y para el cual existen sistemas de genética reversa, lo cual ha permitido generar 

mucha de la información sobre la biología molecular de esta familia de virus.  
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Biología de los Calicivirus 

 

Los calicivirus poseen un genoma de RNA lineal de cadena sencilla de 7.4-7.7 

kb (7642 nucleótidos) el cual está típicamente organizado en tres marcos de 

lectura abiertos (ORFs 1-3) (Figura 3). El genoma de los calicivirus carece de la 

estructura Cap en su extremo 5´ que es característica de los RNA mensajeros 

eucariónticos; en vez de esto, el RNA viral tiene unido covalentemente a una 

proteína viral llamada VPg que ha sido considerada como un cap proteináceo 

debido a que es capaz de reclutar a factores del inicio de la traducción y promover 

la síntesis de proteínas tanto del RNA genómico como del subgenómico. En 

seguida a esta, se encuentra la región no traducida (RNT) 5´ corta compuesta de 

los primeros 5 y hasta los  21 nucleótidos según el genoma de cada miembro de 

la familia, seguida de los tres ORF´s. La región 5´ proximal del genoma de 

norovirus codifica a todas las proteínas no estructurales en un solo ORF (ORF 1), 

mientras que la región 3´ proximal se transcribe en un mensajero sub-genómico 

que codifica a las proteínas estructurales mayoritaria y minoritaria de la cápside 

(VP1 y VP2)  a partir de dos ORFs separados (ORF2 y ORF3 respectivamente), 

seguidos de una RNT 3´ de entre 66-80 nucleótidos y una cola de poli A.   
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Figura 3. Organización genómica de tres  miembros de la familia Caliciviridae. Representación 

esquemática que muestra el arreglo del genoma y subgenoma viral, mostrándose las proteínas para las que 

codifica cada RNA  (33, 34) 

 

En el caso del genoma del norovirus murino (MNV), que al igual que los HuNoV 

se clasifica dentro del género Norovirus, se ha identificado la presencia de un 

ORF4 que codifica para una proteína denominada factor de virulencia 1 (VF1), la 

cual se ha propuesto que participa en la regulación de la respuesta inmune innata 

(35). Por otro lado, en el caso del FCV el ORF2 produce a una proteína inmadura 

que es procesada en dos péptidos: la proteína mayoritaria de la cápside VP1 y la 

proteína líder de la cápside (LC), la cual se encontró asociada al efecto citopático 

(CPE) (1) (Fig. 3). 

 

Análisis bioinformáticos recientes de los genomas de calicivirus han identificado 

estructuras secundarias conservadas que incluyen: dos o más estructuras de tallo 

y burbuja en el extremo 5´; una estructura de horquilla en el extremo 3´; una 

estructura de tallo y burbuja rio arriba de la unión ORF1/2 en la cadena anti-

genómica propuesto como un componente del promotor sub-genómico; y una 

estructura de tallo y burbuja en el extremo 5´ de la región codificante de la 

polimerasa. Todas estas estructuras han sido determinadas como críticas para la 

replicación (36).  

Proteínas virales 

 

Los calicivirus producen una poliproteína a partir del ORF1 que es procesada por 

la proteasa viral para generar a las proteínas no estructurales maduras y un 

número de proteínas precursoras. Para el FCV el procesamiento co-traduccional 

de la poliproteína produce 6 proteínas no estructurales: p5.6 (NS1), p32 (NS2), 

p39 (NS3), p30 (NS4), p13 (NS5) y p76 (NS6/7), además de proteínas 

precursoras (37). En el caso del MNV, el procesamiento de la poliproteína 

también produce 6 proteínas no estructurales pero con dos principales 
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diferencias: p5.6 y p32 están fusionadas en NS1/2, mientras que NS6/7 se 

procesan en NS6 (proteasa viral) y NS7 (RNA polimerasa viral dependiente de 

RNA) (38). Las proteínas estructurales VP1 y VP2, son generadas a partir de un 

RNA sub-genómico de aproximadamente 2.3 kb, conformado por los ORF2 y 3 

(39). 

Proteínas no estructurales 

 NS1 y NS2. Los primeros péptidos no estructurales codificados en el ORF1 del 

FCV son p5.6 y p32. La proteína de 23 kDa se cree es análogo de p32 de FCV y 

con similitud funcional con la proteína 2B de los picornavirus. La proteína p32 del 

FCV se ha encontrado en complejos de replicación membranosos (40), mientras 

que el análogo p48 de NV el cual posee un dominio hidrofóbico cerca del C-

terminal llamado dominio trans-membrana (TM), interactúa con el regulador 

SNARE (acrónimo derivado del Inglés SNAP REceptor) de las vesículas 

asociadas a proteínas de membrana asociadas a la proteína A (VAP-A) jugando 

un papel importante en la fusión de vesículas mediadas por SNARE (41, 42). El 

hecho de que la replicación de los virus de RNA ocurra sobre membranas 

intracelulares, hace probable que 2B se coordine con las propiedades de 

localización de VAP-A (de las siglas en Inglés: Vesicle-associated membrane 

protein-A) para anclar los complejos de replicación a membranas (42). 

 NS3 o NTPasa. La proteína p39 de la superfamilia 3 de las RNA helicasas, es 

capaz de unirse al ATP in vitro (43). Esta proteína posee un dominio de unión a 

NTP similar a la 2C-NTPasa de los picornavirus. Se ha observado que la proteína 

2C-like en el RHDV hidroliza nucleósidos trifosfato in vitro. En el FCV la 

colocalización de p39 con los complejos de replicación viral es también indicativa 

de un posible papel en la replicación (44). Recientemente se identificó que p39 del 

FCV suprime la respuesta inmune innata del hospedero, evitando la activación de 

IRF-3 (45).       

  

NS4. La proteína p30 del FCV posee una hélice anfipática, la cual tiene 

propiedades de asociación a membranas (44). Esta proteína ocupa una posición 
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en el genoma de los calicivirus similar a la posición de la proteína 3A en los 

genomas de los picornavirus. La proteína 3A de poliovirus es importante para la 

localización en membrana de los complejos replicativos (46, 47). De acuerdo a las 

propiedades asociadas a replicación de 3A, la p30 de FCV se localiza en 

complejos de membrana con la polimerasa competente en aislados de células 

infectadas con FCV (40). 

 

 NS5 o VPg. La proteína p13 del FCV es una proteína de  15 kDa que se 

encuentra unida covalentemente a los RNA mensajeros genómicos y sub-

genómicos en sus extremos 5´ (48). VPg desempeña varias funciones en los 

ciclos replicativos virales (48-50). En el caso de los calicivirus, la VPg recluta a la 

maquinaria de traducción mediante la interacción con el factor de inicio de la 

traducción eIF4E para el FCV, y eIF4G para el MNV, además de su interacción 

con la subunidad ribosomal 40S. Asimismo, se ha determinado que la separación 

de VPg del genoma viral causa una inhibición de la síntesis de proteínas. Además 

de la participación de la proteína VPg en la traducción, VPg actúa como primer 

para la replicación del genoma viral (152), al igual que en el caso de la replicación 

del genoma de otras  familias de virus como Picornaviridae y Potyviridae (51-54).  

NS6. La  proteína 3C o NS6, es la única proteasa de los calicivirus. La NS6 posee 

una diada catalítica funcional compuesta de His30 y Cys139, similar a la 3CLpro 

del virus de la hepatitis A. Esta proteasa se ha clasificado como una serina 

proteasa relacionada con la proteasa 3C de los picornavirus (50). En la mayoría 

de los miembros de la familia Caliciviridae, ésta puede encontrarse como un 

precursor asociado con VPg, o con la polimerasa viral (NS7), aunque la forma 

más comúnmente encontrada en células infectadas es como un péptido 

independiente. Sin embargo, en el caso del FCV la proteína proteasa-polimerasa 

no es procesada y el bipéptido mantiene las dos funciones de proteasa y de 

polimerasa (NS6/7) (50, 51, 52). La proteasa viral de los calicivirus es la 

responsable del procesamiento de la poliproteína producida del ORF1, para dar 

lugar a las diferentes proteínas virales; para el caso del FCV, la proteasa viral 

también es responsable del procesamiento de la proteína precursora generada 
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por el ORF2, para así dar lugar a las proteínas VP1 y LC (55).  NS6 es uno de los 

componentes virales principales para el establecimiento de la infección, entre las 

diferentes moléculas blanco que podría tener la proteasa de los calicivirus durante 

la infección, se identificó recientemente a G3BP1, una proteína citoplasmática 

importante para la formación de los gránulos de estrés citoplásmicos (SGs). El 

ensamblaje de los SGs se promueve como parte de la respuesta hacia el estrés 

celular, por lo que, se sugiere que el corte de la proteína G3BP1 por la proteasa 

del FCV, es una estrategia que el virus utiliza para manipular las vías de 

respuesta a estrés y posiblemente la respuesta antiviral innata. Sin embargo, el 

corte de la proteína G3BP1 no ocurre durante la infección por el MNV, lo cual 

indica que los calicivirus tienen distintos efectos sobre las vías de respuesta a 

estrés (56).      

  

NS7 ó replicasa viral (RdRp del inglés: RNA dependent RNA polymerase). La 

NS7 es la RNA polimerasa dependiente del RNA viral (RdRp), esta proteína se 

encarga de la síntesis de los RNAs genómico y subgenómico viral (57). Son 

pocos los estudios de cristalografía de las proteínas de los virus de esta familia; 

sin embargo, se  ha reportado que la RdRp de los norovirus presenta elementos 

estructurales y catalíticos característicos de las RdRp de otros virus de RNA de 

polaridad positiva como los dominios de dedos, palma y pulgar comunes para 

todas las polimerasas (58).  

VF1 o factor de virulencia. Proteína conocida como factor de virulencia 1, 

identificada en el genoma del MNV. La identificación de VF1 representa la primera 

caracterización de una proteína de marco de lectura abierto alternativa para la 

familia de los calicivirus. Este ORF4 se identificó sobrelapado con el ORF2, pero 

con un codón de inicio distinto. Su  función reguladora de la respuesta inmune y 

de la apoptosis en las células infectadas, ha proporcionado perspectivas 

importantes para futuras investigaciones sobre la biología y la patogénesis de los 

norovirus (35). 
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LC o proteína líder de a capside. Recientes ensayos con el FCV, identificaron 

que el precursor de la cápside codificado por el ORF2 es procesado post-

traduccionalmente por la propia proteasa viral para producir dos proteínas 

maduras: la proteína mayoritaria de la cápside VP1, y una proteína pequeña (124 

aminoácidos) llamada proteína líder de la cápside (LC), la cual se ha asociado 

con el efecto citopático (CPE), y a la activación de caspasas (1). 

Proteínas estructurales  

Los viriones de norovirus están compuestos de 90 dímeros de la proteína 

mayoritaria de la cápside VP1, y por una o dos copias de la proteína minoritaria 

estructural VP2. Ambas proteínas son sintetizadas a partir de un RNA 

subgenómico que contiene tanto el ORF2 como el ORF3 (59). 

VP1. Comprende un rango de 530-555 aminoácidos con un peso molecular 

calculado de 50-60 kDa. Dos dominios conservados flanquean un dominio 

variable central en el cual se localizan los determinantes antigénicos que definen 

la especificidad de la cepa. Las partículas tipo virus (del inglés VLPs o Viral Like 

particles) pueden ser expresadas y purificadas con una alta fidelidad relativa, y 

son la fuente de muchos datos recaudados sobre los dominios funcionales y 

estructurales de VP1 y de las cápsides de los norovirus. Las VLPs se ensamblan 

en ausencia de VP2, aunque algunas evidencias sugieren que VP2 juega un 

papel importante en la estabilidad de la partícula (39, 60). VP1 comprende dos 

dominios principales denominados S por dominio “shell” y P por dominio 

“protruding” (61) (Fig. 4). 
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Figura 4. Representación esquemática de la estructura de partículas similares al virus de Norwalk (NV 

VLP) resueltas mediante la reconstrucción microscópica crioelectrónica a 22 A˚ (representación 

superior, superficie, inferior, sección transversal) y por cristalografía de rayos X a 3.4 A ˚. Las NV VLP 

tienen 90 dímeros de proteína de la cápside (izquierda, diagrama de cinta) ensamblados en T=3 

simetría icosaédrica. Cada 

proteína monomérica de la cápside (derecha, diagrama de cinta) se divide en una región del brazo N-

terminal (verde) que mira hacia el interior de la VLP, un dominio de caparazón (dominio S, amarillo) 

que forma la superficie continua de la VLP y un dominio que sobresale (dominio P) que emana de la 

superficie del dominio S. El dominio P se divide en subdominios P1 y P2 (rojo y azul, 

respectivamente) con el subdominio P2 en la superficie más distal de las VLP (61). 

 

Aproximadamente 225 aminoácidos del N-terminal constituyen el dominio S que 

contiene elementos esenciales para la formación del icosaedro. El dominio P 

comprende el resto de los aminoácidos y se divide en dos subdominios, P1 y P2. 

Los dominios P interactúan en contactos diméricos que incrementan la estabilidad 

de la cápside y de las protrusiones sobre el virión. El dominio P2 es una inserción 

de 127 aminoácidos, y dentro de éste se localiza la región hipervariable que juega 

un papel importante en la unión al receptor y reactividad inmune, y es el principal 

responsable para las interacciones con antígenos del grupo ABO asociados con 

susceptibilidad a la infección por norovirus (62). Además, se sabe que la proteína 

VP1 incrementa la actividad de la RdRp del norovirus humano GII.4 y del MNV, 

teniendo un papel regulador en el ciclo replicativo de los norovirus, por el 

incremento en la replicación del RNA viral, y su disminución cuando VP1 está 

ausente (63). 

 

VP2. Compuesta de 208-268 aminoácidos con un peso molecular calculado de 

22-29 kDa, exhibe extensas secuencias variables entre las diferentes cepas (62). 

El papel de la VP2 en el ciclo replicativo aún no se conoce, pero es claro que es 

una proteína minoritaria estructural presente en una o dos copias por virión, 

descrita en norovirus y otros calicivirus (37, 64). VP2 no es necesaria para el 

ensamblaje de las VLPs, pero es esencial para la producción de virus infecciosos, 

como se determinó para el caso del FCV mediante  un sistema de genética 

reversa (64).  
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Ciclo replicativo de los calicivirus 

 

El ciclo replicativo de los calicivirus se puede dividir en siete etapas claramente 

definidas en las cuales se encuentran involucradas diferentes moléculas de la 

célula huésped: 1) unión al receptor, 2) entrada (mediada por endocitosis o por 

dinamina y colesterol), 3) liberación del genoma viral, 4) traducción, 5) replicación 

del genoma viral, 6) ensamblaje y 7) salida de partículas virales (Fig. 5).    

Unión a receptor. Los norovirus humanos reconocen antígenos de los grupos 

sanguíneos (del inglés histo blood group antigens o HBGAs) que se expresan 

sobre la superficie de células epiteliales de la mucosa. Estos HBGAs son 

carbohidratos neutros unidos a proteínas o lípidos sobre la superficie celular. La 

asociación de los norovirus con HBGAs ha demostrado ser fundamental para 

ciertas cepas de virus. Estudios in vivo también demostraron que estos 

antígenos son esenciales para la susceptibilidad del humano hacia la infección 

por norovirus (65, 66). Algunos calicivirus animales también se unen a HBGAs 

incluyendo virus del género Lagovirus y Recovirus; mientras que algunas cepas 

del MNV y del FCV además se unen al ácido siálico de células permisivas (32). 

En el caso particular, del FCV, se identificó una molécula de la superficie celular 

como receptor de unión conocida como molécula de uniones adherentes 1(del 

inglés Junction Adhesion Molecule o JAM-1), un miembro de la superfamilia de 

las inmunoglobulinas expresada por varias células, y que está involucrada en la 

regulación de interacciones célula-célula en el sistema inmune y en la formación 

de uniones estrechas de la zona apical (67). Por otra parte, se tiene descrito que 

el MNV utiliza un receptor distinto a una molecular de adhesión, la molécula 

CD300lf, la cual se encontró que esencial para la unión y replicación en líneas 

celulares y cultivos primarios(68). 

Entrada. Para tener acceso a la célula huésped, los virus, después de  

reconocer a su receptor en la superficie celular, utilizan algunos 

componentes celulares para internalizarse. El FCV entra a las células por 

endocitosis mediada por clatrina de una forma dependiente del pH (69, 70). 
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Recientemente, se ha descrito que la entrada del MNV es independiente del 

pH, de clatrina y caveolina, pero dependiente de dinamina II y de colesterol 

(71-73). Sin embargo, hay reportes de que los virus como carga endosomal, 

pueden utilizar diferentes vías endocíticas que se sobrelapan con la vía de 

endosomas tempranos o tardíos (74, 75). En los compartimentos 

endosomales se encuentran enzimas del huésped que incluyen catepsinas, 

proteínas involucradas en la fusión de algunos virus y/o desnudamiento de la 

cápside (76). Un trabajo reciente, sugiere un papel crucial de la catepsina L 

en la replicación de los calicivirus, y como un posible blanco terapéutico para 

la infección por los calicivirus (77)     

Liberación del genoma viral. Como parte de la entrada, los virus deben 

liberar su genoma viral en el citoplasma de la célula huésped para llevar a 

cabo su ciclo replicativo. Este evento crítico durante el ciclo de vida del virus, 

es generalmente disparado por el ambiente acídico de los endosomas y/o 

por la unión a receptores celulares (78). 

Traducción y replicación del genoma viral. Los virus de RNA de polaridad 

positiva, cuyo genoma tiene la misma polaridad que la de los RNAm, tienen 

la capacidad de sintetizar sus proteínas utilizando la maquinaria de 

traducción de la célula huésped, para posteriormente llevar a cabo su 

replicación y el resto de su ciclo en el citoplasma de la célula. En el caso del 

FCV, se conoce que existe una inhibición de la síntesis de proteínas 

celulares inducida por la infección, que representa una estrategia en la cual 

reduce la competencia con los RNAm endógenos para utilizar la maquinaria 

traduccional celular. La proteína VPg, unida covalentemente al genoma viral, 

es capaz de interaccionar con varios factores del inicio de la traducción, y 

con ello promover una traducción exitosa. VPg, se encuentra unida tanto al 

RNA genómico como al subgenómico, por lo que participa en la síntesis de 

las  proteínas no estructurales y estructurales (79). En cuanto a la replicación 

del RNA genómico y subgenómico, este proceso aún es poco conocido; sin 

embargo, se sabe que la polimerasa viral es la encargada de la síntesis de 
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ambos RNAs, y este proceso se lleva a cabo en complejos membranosos 

adosados al retículo endoplásmico en presencia de todas las proteínas no 

estructurales (79). Así como estudios in vitro se encontró que la proteína VPg 

de Norovirus sirve como primer proteínico para la replicación del RNA 

subgenómico poliadenilado (80). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación esquemática del ciclo replicativo de los calicivirus.  

 

En años recientes ha quedado ampliamente establecido que el ciclo replicativo de 

los virus requiere la interacción entre componentes virales y varios factores de la 

célula huésped. , Particularmente en los virus de RNA de polaridad positiva, la 

interacción de proteínas de unión a ácidos nucleicos de la célula huésped con 

elementos de la estructura del RNA usualmente presentes en los extremos 5´ y 3´ 

del genoma viral, están implicados en la traducción y replicación viral . Estas 

interacciones a menudo contribuyen a la especificidad de huésped, tropismo de 

tejidos y patología de las infecciones. Para los calicivirus, se ha reportado la 

interacción in vitro de varias proteínas de unión a ácidos nucleicos de la célula 

huésped con los extremos 5´y 3´ del RNA genómico del virus Norwalk (NV), del 

FCV y del MNV (81).  
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Entre las proteínas identificadas se encuentran la proteína de unión a poly-C 

(PCBP), la proteína o autoantígeno La (La), la ribonucleoproteína heterogéneo 

nuclear L (hnRNP L), la proteína de unión a poly-A (PABP) y la proteína de unión 

al tracto de polipirimidinas (PTB), todas ellas capaces de unirse a la región no 

traducida 3´ del NV(82). Más recientemente, se estableció que PTB se une a la 

RNT 5’ del FCV, e inhibe la traducción para dar paso a la replicación del RNA del 

FCV (83). Igualmente se ha descrito que la proteína nucleolina interactúa con el 

genoma y la región 3´ no traducida del FCV, y participa en los procesos de 

traducción (84, 85). Por otro lado, también se identificó la interacción de las 

proteínas nucleares PCBP2 y hnRNP A1 con el genoma del MNV, y su 

participación en la circularización del genoma viral para hacer la replicación más 

eficiente (86).     

Ensamblaje y Salida. Finalmente, una vez que el virus ha sintetizado todas 

sus proteínas tanto estructurales como no estructurales, y que ha replicado 

su genoma viral, se lleva a cabo el ensamblaje de las nuevas partículas 

virales, las cuales eventualmente, saldrán de la célula huésped para infectar 

a nuevas células. Por estudios de cristalografía de las cápsides virales, se 

asume que la formación de la cápside es concomitante a la encapsidación 

del genoma viral, debido a que cuando esta se ensambla, no se forman 

poros por donde el genoma pueda ser internalizado, como en el caso de 

poliovirus.    

Apoptosis durante el ciclo replicativo de los calicivirus.  

Para el caso particular de los calicivirus, se ha descrito que la apoptosis se induce 

durante la primera mitad del ciclo replicativo, y se ha propuesto que participa en 

los procesos tardíos de la replicación, particularmente durante la salida del virus 

de las células infectadas, promoviendo su propagación en el huésped (1, 87-90).  

La apoptosis o muerte celular programada ocurre en los organismos 

multicelulares en respuesta a estímulos como radiaciones, agentes químicos e 

infecciones virales, entre otros. Se caracteriza por un número de cambios 
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morfológicos y en los distintos procesos bioquímicos, que incluyen encogimiento 

celular y desprendimiento parcial de sustrato, formación de ampollas en la 

membrana plasmática, condensación de la cromatina y escisión intranucleosomal 

(fragmentación del DNA), y en última instancia, la fragmentación de la célula en 

cuerpos apoptóticos que son fagocitados sin provocar una respuesta inflamatoria 

(91, 92). La apoptosis está controlada genéticamente y desempeña funciones en 

el desarrollo embrionario y homeostasis del tejido adulto, para la formación y el 

mantenimiento del cuerpo. La apoptosis también juega un papel protector en la 

eliminación de células que podrían resultar perjudiciales si llegaran a sobrevivir; 

por ejemplo, eliminación de células que albergan mutaciones después de la 

irradiación o por daños químicos que podrían dar lugar a la aparición de cáncer, 

así como la protección contra la infección por virus (6). 

La muerte celular apoptótica es iniciada tanto por la vía extrínseca 

(mediada por un receptor), como por la vía intrínseca (mediada por las 

mitocondrias). En la vía de receptor de muerte o extrínseca, los receptores como 

el Receptor 1 del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR), Fas, y los Receptores de 

muerte 3, -4, ó -5 (DR-3, DR-4 o DR-5) interactúan con sus respectivos ligandos. 

Esta unión permite el reclutamiento intracelular de varias moléculas efectoras que 

inducen la activación de caspasas, que son moléculas con actividad proteolítica 

en  residuos de aspartato de lo que deriva su nombre (cisteinil-aspartato 

proteasas), y con esto desencadenan la muerte de la célula (93). En la vía 

mitocondrial o intrínseca, una señal determinada de muerte (tal como drogas 

antineoplásicas, luz UV, radiación ionizante, y virus, entre otras) induce la 

liberación de proteínas del espacio intermembranal de la mitocondria tales como 

el acarreador de electrones citrocomo c, Smac/DIABLO, el factor inductor de 

apoptosis, (AIF), endonucleasa G y serin proteasas. El citocromo C liberado se 

une a una proteína de andamio, el factor Apaf-1, para formar un complejo 

multimérico que recluta y activa a la procaspasa- 9, la cual una vez activada 

activa a su vez a las procaspasas 3 y 7. Durante este proceso de activación de 
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caspasas, hay una regulación negativa de una familia de proteínas inhibitorias de 

la apoptosis (IAPs), como survivina y XIAP (94).  

 

Aunque ambas vías pueden activarse de manera independiente, puede 

existir una intercomunicación entre ellas. La caspasa 8 que participa en la vía de 

receptor de muerte, puede cortar a Bid, un miembro pro-apoptótico de la familia 

de Bcl-2. Bid cortado se trasloca del citosol a la membrana externa mitocondrial e 

induce cambios en la permeabilidad de la membrana que promueven la liberación 

del citocromo C del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citosol. De 

esta manera se conectan las vías extrínseca e intrínseca (95). La actividad 

proteolítica de las caspasas proporciona las bases bioquímicas para el fenotipo 

apoptótico (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Vías de muerte celular. En la vía extrínseca (mediada por receptor) la unión de un ligando a su 

receptor de muerte es seguida por la formación del DISC (complejo de señalización inducible por muerte), lo 

que resulta en la activación de la procaspasa 8. En las células tipo I la caspasa 8 activa a la procaspasa 3, la 

cual corta a proteínas blanco, conduciendo a apoptosis. En las células tipo II, la caspasa 8 corta a Bid, el cual 

induce la translocación, oligomerización e inserción de Bax y/o Bak en la membrana externa mitocondrial. 
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Esto es seguido por la liberación de varias proteínas del espacio intermembranal mitocondrial, incluyendo a 

Smac/DIABLO, Omi y citocromo C. Este último forma un complejo citosólico (apoptosoma) con Apaf-1 y la 

procaspasa 9. Esto resulta en la activación de la procaspasa 9, la cual activa a la procaspasa 3. En la vía 

intrínseca (mediada por mitocondria), las señales de muerte inciden directa o indirectamente en la 

mitocondria, resultando en la formación del apoptosoma. Esta vía de muerte celular es controlada por 

proteínas de la familia de Bcl-2. La vía intrínseca puede funcionar a través de mecanismos independientes de 

caspasas, implicando la liberación desde la mitocondria y la translocación hacia el núcleo de AIF y 

endonucleasa G. Se ha comprobado que todos los estímulos apoptóticos mostrados inducen la liberación de 

Smac/DIABLO de la mitocondria. 

 

Caspasas.  

 

Las caspasas son una familia de proteasas involucradas principalmente en 

la apoptosis y en la activación de citocinas (Earnshaw, et al.1999). Las caspasas 

implicadas en la apoptosis se dividen generalmente en dos categorías: las 

caspasas iniciadoras, que incluyen a la caspasa 2, 8, 9 y 10, y las caspasas 

efectoras, que incluyen a la caspasa 3, 6 y 7. Una caspasa iniciadora se 

caracteriza por tener un prodominio N-terminal extendido (>90 aminoácidos) 

importante para su activación, mientras que una caspasa efectora contiene de 20-

30 residuos en la secuencia del prodominio. Todas las caspasas se producen en 

las células como zimógenos catalíticamente inactivos y deben experimentar 

activación proteolítica durante la apoptosis. La activación de una caspasa efectora 

es realizada por una caspasa iniciadora a través del corte en un residuo 

específico interno de asparagina (Asp) que separa a la subunidad mayor  de la 

otra menor, mientras que las caspasas iniciadoras son autoactivadas. Estas 

últimas contienen invariablemente uno de dos dominios de interacción proteína-

proteína: el CARD (dominio de reclutamiento de caspasas) o el DED (dominio 

efector de muerte). Estos dominios interactúan con dominios similares presentes 

en proteínas adaptadoras oligomerizadas y de esta manera se reclutan caspasas 

iniciadoras que al estar en estrecho contacto unas con otras facilitan su 

autoactivación (96). Una vez activadas, las caspasas efectoras son responsables 

del corte proteolítico de un amplio espectro de blancos celulares, conduciendo 

finalmente a la muerte celular. Los sustratos celulares conocidos incluyen 
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componentes estructurales (como actina y la lámina nuclear), proteínas 

regulatorias como la DNAPK (proteína cinasa activada por DNA), inhibidores de 

desoxirribonucleasa como ICAD (inhibidor de la DNAsa activada por caspasa) y 

otras proteínas proapoptóticas y caspasas (95). 

 

Proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs).  

 

La actividad de las caspasas está sujeta a la inhibición por los miembros de 

la familia de proteínas inhibidoras de apoptosis o IAPs (94). Las IAPs, fueron 

originalmente identificadas en baculovirus,  por su capacidad de suprimir la 

apoptosis en células infectadas del hospedero para facilitar la replicación viral 

(97). Se ha sugerido que la acción de estas moléculas ocurre por medio de una 

interacción directa con las caspasas (98). En mamíferos se han identificado ocho 

distintas IAPs, siendo las más estudiadas la XIAP, c-IAP1, c-IAP2, survivina y 

MLIAP/Livina (99). La unidad funcional en las IAPs es el repetido IAP baculoviral o 

BIR (por sus siglas en inglés: Baculoviral IAP Repeat), el cual contiene 80 

aminoácidos plegados alrededor de un átomo de zinc. XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 

contienen tres dominios BIR cada una, exhibiendo cada dominio funciones 

diferentes. En estas IAPs el dominio BIR3 inhibe potentemente la actividad de la 

caspasa 9 procesada, mientras que la región de unión entre los dominios BIR1 y 

BIR2 inhibe selectivamente a las caspasas 3 y 7 (100). 

La proteína inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP) es 

una de las IAPS más estudiadas  y uno de los inhibidores endógenos de la 

apoptosis más potentes (94, 101). XIAP, cIAP1 y cIAP2, pueden inhibir 

directamente algunas caspasas (98), mientras que survivina, la proteína más 

pequeña de la familia de las IAPs, interactúa y actúa como  cofactor con XIAP 

para inhibir específicamente a la activación de la caspasa-9, es por esto que la 

regulación negativa de survivina correlaciona con la progresión de la apoptosis 

(102, 103).  
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La liberación de citocromo C está acompañada con la salida de una 

proteína proapoptótica denominada Smac/DIABLO (del Inglés Second 

mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding 

protein with low pI) en respuesta al estímulo pro-apoptótico. Smac/DIABLO 

madura se une y neutraliza la capacidad inhibitoria de las caspasas de XIAP y 

algunas otras IAPs (104). Promoviendo con esto la degradación de XIAP y 

survivina vía proteasomal debido a su auto-ubiquitilación. 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

Se ha propuesto que durante la infección por calicivirus, se induce la 

apoptosis para facilitar la difusión de la progenie viral en el hospedero (87, 89, 

90). Además, durante este proceso no se genera una respuesta inflamatoria, 

con lo que estos virus pueden evadir a la respuesta inmune del hospedero, la 

cual limitaría la replicación viral por la destrucción de las células infectadas (6).  

Particularmente durante la infección con el FCV, se han descrito varios de 

los cambios morfológicos de la apoptosis vía mitocondrial inducida durante  la 

infección. Se ha reportado la perdida de la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial en las células CrFK infectadas, y se ha detectado la traslocación 

de la proteína pro-apoptóticas Bax a la mitocondria, propiciando la salida de 

citocromo C, lo cual activa a las caspasas -8,-9 y -3 (88). También se ha 

documentado  el corte de PARP(del inglés Poly (ADP-ribose) Polymerases), 

una proteína involucrada en la reparación del DNA, que durante la apoptosis es 

inactivada por el corte de caspasas efectoras (como caspasa 3), formando un 

fragmento de 89 KDa, el cual es utilizado como un marcador de apoptosis, así 

como la presencia de núcleos picnóticos detectados mediante 

inmunofluorescencia, que correlaciona con el efecto citopático en células 

infectadas (87). Desde el descubrimiento de que el MNV-1 crece en las células 

RAW 264.7, se tuvo el primer sistema de cultivo celular en el que se estudió el 

papel de la apoptosis en la infección por norovirus (90). En este sistema se  ha 
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demostrado que la replicación activa del MNV-1 induce apoptosis vía 

mitocondrial, reportándose la salida de citocromo C, la activación de la 

caspasa-9 y la caspasa-3, posiblemente como resultado de la regulación a la 

baja de la survivina  y corte de PARP en estadios tardío del proceso apoptótico 

(88, 90). La inhibición directa de caspasas recién activas es permitido debido a 

la familia de las Proteínas Antiapoptóticas (IAPs); un grupo de supresores de 

apoptosis, el cual confiere protección de un estímulo inductor de muerte a 

través de su interacción directa con las caspasas (105). Entre los miembros 

más estudiados de esta familia están, la proteína inhibidora de la apoptosis 

ligada al cromosoma  (XIAP) la cual es la proteína inhibidora de la apoptosis 

más potente (106, 107). XIAP, cIAP1 y cIAP2, pueden inhibir directamente a 

algunas caspasas (98), mientras que survivina, la IAP más pequeña, interactúa 

y actúa como un cofactor estabilizando a proteínas como XIAP para inhibir 

específicamente la activación de caspasa-9 activa, es por esto que la 

regulación negativa de survivina correlaciona con la inducción de la apoptosis 

(108, 109).  

La liberación de citocromo C hacia el citosol está acompañada por el 

escape de Smac/DIABLO. En respuesta a un estímulo proapoptótico, 

Smac/DIABLO maduro se une y neutraliza las propiedades inhibidoras de  

caspasas de XIAP y de otras IAPs (110). La habilidad de XIAP para reprimir la 

forma activa de caspasa-9  dentro del complejo apoptosoma es abolido debido 

al desplazamiento de XIAP de caspasa-9 por Smac/DIABLO.  

Existe la evidencia de que la traslocación y activación de algunas de estas 

moléculas  involucradas en la apoptosis como lo es la traslocación de Bax 

dentro de mitocondria, liberación de citocromo C, y activación de capasa-9 y -3 

ocurre durante la infección con el FCV y MNV (88, 111-113). De esta manera, 

survivina, un miembro de la familia de las IAPs, es regulada negativamente 

durante la infección con el MNV (113, 114). La regulación negativa de survivina 

ocurre cuando ocurre la replicación del genoma viral y  la síntesis de proteínas 

virales, correlacionando con la activación de caspasas  y con el establecimiento 
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de la apoptosis vía intrínseca durante la infección con el  MNV (113). Así como 

en nuestro laboratorio tenemos el antecedente que durante la infección con el 

FCV, existe una regulación negativa de survivina  y de la salida de 

Smac/DIABLO a partir de las 5hpi, correlacionando con el establecimiento de la 

apoptosis (Tesis de Oscar Barrera, 2014). 

Sin embargo, se ha descubierto que la infección viral activa no es la 

responsable de la regulación negativa de survivina, así como de la inducción 

de la apoptosis, sino que son determinados factores virales de los calicivirus  

los responsables de la inducción de la apoptosis. Se encontró que la expresión 

del ORF1 del MNV induce la regulación negativa de  survivina y la apoptosis en 

un sistema libre de virus (114) así como que de la NTPasa de HuNoV tiene 

actividad proapoptótica (115). Por otro lado, durante la infección con el FCV la 

expresión de la proteína LC, (116), causa un redondeamiento celular típico del 

efecto citopático inducido en células CrFK así como la activación de caspasas 

(1). Sin embargo, el factor viral responsable de la regulación negativa de 

survivina durante la infección por el FCV aún se desconoce.  

Por otra parte se tiene reportado que la inducción de apoptosis también se 

ve asociada con la expresión de proteasas virales, como lo son los de la familia 

Picornaviridae (100, 117, 118), en dónde tienen como blanco la mitocondria la 

cual está asociada a la inducción de apoptosis intrínseca. Sin embargo, debido 

a la relación filogenética que tiene la familia Picornaviridae con Caliciviridae 

(119, 120), el estudio de la proteasa viral podría elucidar si está asociada con 

la apoptosis. 

 

         JUSTIFICACIÓN.  

Los calicivirus inducen la apoptosis celular como parte de las estrategias para 

replicarse, lo que  implica la activación y represión de ciertos factores celulares; 

sin embargo, muchos de los aspectos de este proceso aún son desconocidos.  
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El entender las moléculas que intervienen en la inducción de la apoptosis 

inducida por los calicivirus nos permitirá conocer más acerca de su biología así 

como generar información que repercuta en las estrategias  de control de la 

infección con estos virus.  

 

HIPÓTESIS  

 

La regulación negativa de survivina es una de las causas de la inducción de la  

apoptosis durante la infección por el FCV y la apoptosis es un proceso necesario 

para facilitar la salida eficiente del virus. 

OBJETIVO GENERAL 

 

• Determinar si el control de la expresión de survivina tiene un papel en la 

replicación del FCV. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Conocer el efecto de la presencia de survivina en eventos tardíos de la infección 

con FCV. 

• Evaluar el efecto de la sobreexpresión de survivina en el ciclo replicativo del 

FCV. 

• Determinar si la proteína no estructural NS6/7 y/o la estructural Lider de la 

cápside (LC) del FCV son responsables de la degradación de la proteína anti- 

apoptóticas survivina en un sistema libre de virus. 

MATERIALES Y METODOS 

Virus y líneas celulares 
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La propagación viral y los ensayos de infección con el FCV se  llevaron a cabo 

en células de riñón de felino Crandel Reese (CRFK). Las células CRFK se 

mantuvieron en medio mínimo esencial Dulbecco (DMEM)  suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 5% a 37°C con 5% de CO2. La propagación y los 

ensayos de infección con el MNV-1  se llevaron a cabo en la línea celular de 

macrófagos de la leucemia de murino, RAW 264.7, utilizando DMEM con SFB al 

10%, a 37°C con 5% de CO2. 

Propagación viral 

 

Los ensayos de propagación se llevaron a cabo a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 0.01 para ambos virus, mientras que los ensayos de infección se 

realizaron a una MOI de 5. El título viral se calculó por ensayos de plaqueo 

mediante la cuantificación del número de placas producida en diluciones seriadas 

en base 10.  

Para lo ensayo de infección, las células RAW264.7 y CrFK se infectaron con 

el virus MNV o FCV a una MOI de 5, en medio MEM libre de suero, y se 

incubaron durante 1 h a 37 °C. Las células no infectadas, únicamente se 

incubaron con medio MEM libre de suero y virus a 37°C a las mismas condiciones 

que las infectadas. Después de ese tiempo, se removió el medio de las células 

infectadas y los controles, se lavaron con PBS de dos a tres veces y se les colocó 

medio MEM completo con suero al 2%. La infección se dejó transcurrir  por el 

tiempo indicado a  37°C. 

Anticuerpos  

Para los ensayos de inmunofluorescencia en ambas líneas celulares, los 

anticuerpos primarios comerciales anti-survivina, anti-XIAP, (amablemente 

donados por el Dr. Nicolás Villegas)  anti-Smac/DIABLO  y anti-proteína de la 

cápside (VP1) del FCV (SantaCruz Biotechnology, SantaCruz, CA), se diluyeron 

en PBS 1:50, 1:100, 1:100, 1:300, respectivamente y se aplicaron sobre las 

células toda la noche a 4°C. El anticuerpo dirigido contra la proteína VPg 
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(amablemente donado por el Dr. Ian Goodfellow) del MNV-1, se diluyó 1:300, en 

solución de bloqueo e incubado con las células por 1 h a 37°C. Los anticuerpos 

secundarios Alexa 488 y Alexa 594 se diluyeron 1:300 en PBS, aplicados 1 h a 

temperatura ambiente.  

Para los ensayos de Western blot en ambas líneas celulares, los anticuerpos 

primarios se diluyeron en TBS-Tween 20 (TBS-T):  anti-survivina (1:1000), anti-

XIAP (1:1000), anti-CRFP (1:500), y anti-nucleolina (SantaCruz Biotechnology, 

SantaCruz, CA), (1:10,000); anti-NS7 y anti-NS3 (amablemente donados por el 

Dr. Ian Goodfellow), (1:10,000) y anti-actina (amablemente donados por el Dr. 

Manuel Hernández), (1:8000) se diluyeron en TBS-Tween. Los anticuerpos 

secundarios para la detección de XIAP, survivina, NS3 fue HRP anti-conejo 

(1:10000)  nucleolina, HRP anti-conejo (1:500), NS7, y actina fue utilizado HRP 

anti-ratón (1:10000), todos se diluyeron en TBS-T. 

 

Extractos celulares 

 

Para la obtención de extractos totales de proteínas,  las células CrFK y RAW 

264.7, se cultivaron hasta una confluencia del 80-90% en placas Petri de 100 mm. 

Se lavaron dos veces con PBS (NaH2 PO4  0.24 g, Na2 HPO4 1.44 g, NaCl 0.8 g, 

KCl 2 g) 1x frío y se infectaron o no con el FCV o el MNV respectivamente, a una 

MOI de 5. Pasado el tiempo de infección indicado en cada experimento,  las 

células se lavaron dos veces con PBS frio y se sometieron a agitación orbital 10 

minutos a temperatura ambiente con 700 μl de amortiguador de lisis 

(ProteoJetTM) suplementado con inhibidor de proteasas (Complete, Roche). Se 

cosecharon con un gendarme y los extractos obtenidos se clarificaron mediante 

20 minutos de centrifugación a 13000 rpm y a 4°C. Los extractos se separaron en 

alícuotas y se almacenaron a -70°C.  

Western blot.  
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 Células CrFK no infectadas e infectadas con el FCV se lavaron con PBS, se 

lisaron con buffer Laemmli, y se hirvieron por 10 min. Las proteínas se 

analizaron por SDS-PAGE y se transfirieron  a membranas de nitrocelulosa. 

Las membranas se bloquearon con leche libre de grasa al 5%  por 2 h e 

incubaron a 4oC toda la noche con los anticuerpos indicados. Los blots se 

lavaron con TBS-Tween al 0.05% , e incubaron por 2h con los anticuerpo 

secundarios apropiados y se revelaron usando quimioluminiscencia (PIERCE). 

La cuantificación de la proteína se realizó mediante el análisis de la intensidad 

de las bandas  escaneadas usando el software ImageJ (http:/rsb.info.nih.gov/ij) 

y expresado en unidades arbitrarias.  

Inmunoflurescencias.  

  

 Las células CrFK se crecieron toda la noche en cubre objetos  e infectaron  

con el FCV a una MOI de 5. A los tiempos post-infección indicados las células 

se lavaron con buffer de citoesqueleto por 5 min y se permeabilizaron con una 

solución de  paraformaldehído-tritón X100 al 4% por 5 min a temperatura 

ambiente. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS por 5 min, se bloquearon 

con  PBS con gelatina  al 0.5%   por 40 min a TA, se lavaron 3 veces con PBS 

por 5 min, e incubaron con el anticuerpo correspondiente a 4°C toda la noche. 

Las muestras se lavaron  3 veces con buffer de fosfato (PBS) por 5 min, e 

incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Invitrogen) por 1 h a 

TA. Las muestras se lavaron  3 veces con PBS, e incubaron con 1 mg/ml of 

4´6´-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 2 min. Las muestras se lavaron 6 veces 

con PBS y 3 veces con agua bidestilada. Las muestras se trataron con el 

medio de montaje  Vecta-Shield (Vector Laboratories A.C.) y analizaron 

mediante el uso de un microscopio confocal Zeiss LSM-700. Para la tinción 

mitocondrial, las células  se marcaron in vivo con 50 nM de Mito Tracker Deep 

Red en un medio libre de suero durante 15 min a 37°C antes de fijar.  

Tratamiento con lactacistina. 
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 Células CrFK se trataron con lactacistina a una concentración al 25 µM  

(Santa Cruz Biotechnology),  en medio MEM libre de suero fetal bovino por 1 

h antes de la infección; posteriormente, el medio con lactacistina se removió 

para dar paso a la adsorción viral del FCV (MOI de 5) durante 1 h, después 

se añadió medio MEM de mantenimiento con lactacistina a la concentración 

antes mencionada  y la infección se permitió progresar hasta los tiempos 

indicados. La viabilidad de las células tratadas con lactacistina se cuantificó 

con el reactivo CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) 

(Promega).   

 

Construcción de los plásmidos. 

 

 Cada fragmento del DNA correspondiente del  mRNA de la secuencia de 

survivina Felis catus se amplificó  a partir de cDNA proveniente de células 

CrFK no infectadas  usando la DNA polimerasa PFU (Thermo Fisher 

Scientific) y el par de primers: FW5´-

AGTCAGAATTCATGGGCGCTTCGTCGTTG-3´, y RV5´- 

ACTCCGGATCCGCCTCCAGGGCCGCCAGCTGC-3´. La secuencia de los 

primers utilizados incluyen los sitios de reconocimiento para las enzimas  

EcoRI y BamHI. El amplicón se clonó en el vector de tránsito pJET (Thermo 

Fisher Scientific), y se sub-clonó dentro del vector de expresión  pAmCyan-

N1 (Clontech Laboratories, Inc)  digerido con las enzimas de restricción 

EcoRI y BamHI  para generar el plásmido pAmCyan-survivin.  Para la 

expresión de la proteína LC del FCV,  la región de interés se amplificó por 

PCR del  plásmido pQ14 el cual contiene el genoma completo del FCV 

Urbana (amablemente donado por la Dra. Kim Green) usando la DNA 

polimerasa PFU (Thermo Fisher Scientific) y el par de primers: FW5´-

ACTGGCTCGAGATGTGCTCAACCTGCGC-3´ y RV5´- 

GCACAAGCTTTTCCAATCTGAACAATGGC-3´. Las secuencias de primers 

incluyen los sitios de reconocimiento para las enzimas XhoI y HindIII. El 
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amplicón se clonó dentro del vector de tránsito  pJET (Thermo Fisher 

Scientific), y se subclonó en  del vector pAmCyan (Clontech Laboratories, 

Inc) digerido con las enzimas XhoI y HindIII para generar el plásmido 

pAmCyan-LC. Ambos plásmidos se secuenciaron para corroborar que la 

secuencia clonada fuera la correcta. 

Transfección transitoria en CrFK 

 

 Monocapa subconfluentes de células CrFK se transfectaron en placas de 6 

pozos con 3.5 µg de plásmido Cherry y Cherry-NS6/7 (amablemente 

donados por el Dr. Ian Goodfellow, University of Cambridge UK) pAm-Cyan, -

pAm-Cyan, -pAm-Cyan-survivina o pAmCyan-LC usando Lipofectamine® 

2000 Reagent (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante durante 24 o 48 h.    

 

 

Transfección transitoria de células RAW 264.7  

 Monocapas de células  RAW  264.7 fueron transfectadas en cajas de 6 

pozos con 3.5 µg de los plásmidos pAm-Cyan-survivina o pAmCyan  usando 

TransIT®-Transfection Reagent (Mirrus Bio LLC) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante durante 24 or 48 h. 

 

Ensayo de entrada por inmunofluorescencia 

 

Células CrFK se crecieron toda noche en cubre-objetos y transfectadas con 

pAm-Cyan-survivina o pAmCyan  durante 48h  y se infectaron con FCV a una 

MOI of 10 por 30 min a 4°C. Las células se trataron  con buffer de 

citoesqueleto por  5 min y se fijaron con paraformaldehído al 4% o 

permeabilizaron con formaldehído tritón X100 al 4% a temperatura ambiente  
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(TA) por 5 min. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS por 5 min, 

posteriormente se bloquearon  con PBS  al 0.5% de gelatina por 40 min a TA, 

se  lavaron con PBS  5 min, y se incubaron con el anticuerpo correspondiente a 

4°C toda la noche. Las muestras se lavaron 3 veces con  PBS frío por 5 min, y 

se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Invitrogen) por 1 h 

a TA. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS, e incubaron con 1 mg/ml de 

4´6´-diamidino-2-phenylindol (DAPI) por 2 min. Las muestras se lavaron 6 

veces con PBS y 3 veces con agua bidestilada. Las muestras se lavaron con 

Vecta-Shield liquid mounting media (Vector Laboratories A.C.) y se analizaron 

mediante microscopía confocal Zeiss LSM-700.  

 

Ensayos de unión viral por Citometría de Flujo 

 El ensayo de unión viral fue realizado bajo una metodología previamente 

descrita. Células CrFK (1 × 106) fueron lavadas una vez con PBS e 

incubadas con 3 X 105  partículas virales del FCV, por 30 min a 4°C. 

Posteriormente las muestras fueron fijadas con  PBS PFA 4% , bloqueadas 

con PBS/FBS al 10% por 30 min y lavadas 2 veces con PBS e incubadas con 

el anticuerpo anti-FCV  (FCV1-43, Santa Cruz Biotechnology), que reconoce 

un epítope en la proteína de la cápside, por 1 h a 4°C. Después, las 

muestras fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas con el anticuerpo 

correspondiente durante 1 h a 4°C.  

Las células fueron lavadas 3 veces con PBS y analizados en el citómetro de 

Flujo FACSCytoflex(Becton Dickinson, Franklin Lakes, MN).  

 

Microscopía electronica de transmisión (MET) 

  

 Para el inmuno-marcaje con oro, las células CrFK se transfectaron con  los 

plásmidos pAm-Cyan y LC-pAm-Cyan por 24 h, se infectaron por 5 h con el 
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FCV a una MOI de 5, se lavaron 3 veces con PBS,  se fijaron con PFA al 4% 

y glutaraldehído al 0.5% en PBS por 1 h a TA y se deshidrataron con 

concentraciones crecientes de etanol. Las muestras se incluyeron en resina 

LR White  (London Resin Co) y se dejaron polimerizar durante 48 h bajo 

radiación UV a 4°C. Se obtuvieron cortes finos, de 60 nm y se montaron en 

canastillas de nickel, e incubaron toda la noche (TN) con el anticuerpo 

policlonal  anti-CRFP (Clontech) o el anticuerpo anti-VP1 (Santa Cruz 

Biotecnology) (1:5) y con el anticuerpo IgG anti-conejo o anti-ratón conjugado 

a partículas de oro de 20 nm por 1h (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA; 

1:50).  Los anticuerpos se diluyeron en PBS con suero fetal bovino al  5%. 

Después de la incubación con los anticuerpos las muestras se contrastaron 

con  acetato de uranilo y citrato de plomo antes de ser examinado en el 

microscopio electrónico de transmisión  Joel JEM-1011. 

 

RESULTADOS   

 

El tratamiento con lactacistina evita la degradación de survivina  

 

   En nuestro laboratorio tenemos resultados previos donde durante la 

infección con el calicivirus felino la proteína antiapoptótica survivina era 

regulada negativamente (Tesis Oscar Barrera, 2014), por lo que fue de 

nuestro interés evitar su degradación por lo que procedimos a utilizar el 

inhibidor proteasomal lactacistina, para esto, las células CrFK se trataron con 

diferentes concentraciones del inhibidor lactacistina durante 12h, y 

posteriormente se determinó la viabilidad con MTT para seleccionar la 

concentración optima del inhibidor, que no alterara la viabilidad celular (Fig. 

7A). Las células CrFK se trataron o no con el inhibidor proteasomal 

lactacistina a una concentración de 25 µM durante 1h, se infectaron o no con 

el FCV a una MOI de 5, y nuevamente se les añadió medio con el inhibidor 
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durante el tiempo restante de la infección. Pasadas 6h, se obtuvieron 

extractos celulares y los niveles de expresión de survivina y XIAP se 

determinaron mediante ensayos de western blot. El tratamiento con 

lactacistina evitó la degradación tanto de survivina como de XIAP en las 

células infectadas, y no así en las no tratadas, corroborándose que ambas 

proteínas son degradadas por la vía proteasomal durante la infección (Fig. 

7B). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. El tratamiento con lactacistina no afecta la viabilidad de las células CrFK y evita la 

degradación de survivina y XIAP A) Curva de viabilidad de células CrFK las cuales se trataron con 

Lactacistina 

FCV 

     -        +      -       + 

     -        -      +       + 

Nucleolina 

HSP70 

XIAP 

NS3 

 

6hpi 

survivina 

B 

A 



 

36 
 

concentraciones crecientes del inhibidor proteasomal lactacistina durante 12h. B) Extractos de 

proteínas totales de células tratadas o no con lactacistina, no infectadas o infectadas por 6h, se 

analizaron por SDS-PAGE. La expresión de survivina y XIAP se analizó por western blot usando 

anticuerpos específicos. NS6/7 es marcador de infección viral.  

 

Survivina previene la apoptosis y afecta la salida del FCV en células 

CrFK. 

 

 Habiendo corroborado que tanto XIAP como survivina eran degradadas vía 

proteasomal durante la infección por FCV, fue de nuestro interés evaluar el 

efecto del tratamiento con lactacistina sobre XIAP y survivina a distintos 

tiempos post-infección. Para ello, las células CrFK se trataron con 25 M de 

lactacistina y se infectaron, como se describió en la figura 7. Al evaluar el 

efecto citopático (CPE) producido durante la infección con el FCV en las 

células tratadas con lactacistina, se pudo observar un retraso de al menos 3 

horas de la inducción de dicho efecto, comparado con las células infectadas 

que no fueron tratadas (Fig. 8A). Asimismo, al evaluar los niveles de 

survivina y XIAP en los extracto celulares, observamos que como en los 

experimentos anteriores, la presencia de lactacistina impide la degradación 

de ambas proteínas a los diferentes tiempos post infección.   Al evaluar la 

progresión de la apoptosis por medio del procesamiento de caspasa 3 y 

PARP, pudimos apreciar que ninguna de estas proteínas fueron procesadas 

en presencia de lactacistina hasta las 7 hpi, a diferencia de las células no 

tratadas e infectadas, en donde se observa claramente la activación de la 

caspasa 3 y el consecuente procesamiento de PARP desde las 5 hpi (Fig 

8B).  

 

Debido a la ausencia de la apoptosis hasta las 7 h de infección, en 

condiciones donde se previene la degradación de  survivina por el 

tratamiento con lactacistina, quisimos determinar si survivina tendría o no un 

efecto en la producción o salida de partículas virales. Para esto, 

cuantificamos la producción de partículas virales tanto en  la fracción 
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asociada a la células como en el  sobrenadante a las  5, 7, y 9 hpi de células 

tratadas o no con lactacistina mediante ensayos de plaqueo (Fig. 8E). El 

tratamiento con lactacistina, no causó ninguna reducción estadísticamente 

significativa en el título de las partículas virales asociadas a la célula, en 

comparación  con la producción viral de las células no tratadas (Fig. 8E). Sin 

embargo, el título viral presente en el sobrenadante tuvo una reducción  

estadísticamente significativa a las 5, y 7 hpi (Fig.8F). Nuevamente, la 

expresión de proteína viral NS3 fue semejante en las condiciones en 

ausencia y presencia de lactacistina. Estos resultados indicaron que los 

niveles endógenos de survivina no afectan la replicación viral, sino que tiene 

efectos solamente en la salida del virus, en concordancia con noción de que 

el hecho de que la apoptosis intrínseca es requerida para la diseminación del 

virus dentro del hospedero como ya ha sido demostrado. 
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Fig. 8. El tratamiento con lactacistina retrasa la degradación de survivina y afecta la salida  FCV 

de las células CrFK. A) Células infectadas con el FCV a una MOI de 5, se trataron  o no con el 

ihnibidor proteasomal lactacistina y el efecto citopático (CPE) se analizó por microscopía de campo 

claro. B) Se obtuvieron extractos proteicos totales de células no infectadas e infectadas a las 1, 3, 5, 7 

y 9 h, tratadas o no con lactacistina y se analizaron por SDS-PAGE. La expresión de survivina y XIAP 

fue analizado por western blot usando anticuerpos específicos. NS6/7 indica la infección viral; 

procaspasa-3 y procesamiento de PARP indica la activación de caspasa-3 ; HSP70 se uso como 

marcador de inhibición proteasomal y nucleolina como control de carga. C) y  D) Densitometrías de las 

bandas cuantificadas mediante el uso del software ImageJ y expresadas como unidades arbitrarias.  

Las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de 3 experimentos independientes. E) 

Cuantificación de las partículas virales asociadas a la célula y  F) al sobrenadante obtenidas a las 5, 7 

y 9 hpi y cuantificadas por ensayo de plaqueo. Las desviaciones estándar fueron obtenidas de 

duplicados de 3 experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*), fueron calculados usando el 

software GraphPad Prism 7.00.. 
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La sobre-expresión de survivina tiene un efecto negativo en la 

producción del FCV. 

 

 Cuando el proteasoma fue inhibido, los niveles de survivina endógena se 

mantuvieron en células infectadas, lo cual trajo como consecuencia la 

inhibición de la apoptosis  y con ello una salida deficiente del FCV.  Sin 

embargo, resultaba interesante a fin de evaluar mejor el papel de survivina 

durante la replicación viral determinar  si la sobre-expresión de survivina 

tenía algún efecto en la replicación del FCV. Para ello, la región codificante 

del mRNA de survivina de Felis catus fue clonado en el vector de transito 

pJET y posteriormente subclonado en el vector de expresión pAm-Cyan-N1, 

denominándolo pAm-Cyan survivina. Una vez obtenido el plásmido pAm-

Cyan-survivina,  las células CrFK se transfectaron tanto con este vector pAm-

Cyan-survivina y pAm-Cyan durante 48h  y se infectaron con el FCV a una 

MOI de 5 por 5, 7 y 9 h y el efecto citopático y el rendimiento viral de la 

fracción asociada a la célula fueron analizadas por microscopía en campo 

claro y ensayo de plaqueo respectivamente (Fig. 9) La sobre-expresión de 

survivina generó un retraso en el efecto citopático causado por la infección 

del FCV (Fig. 9A, panel inferior) en comparación con las células 

transfectadas con el vector pAm-Cyan  (Fig. 9A, panel superior). En 

concordancia  con los resultados obtenidos con el tratamiento con 

lactacistina, la producción viral en los sobrenadantes de las células 

transfectadas con el vector pAm-Cyan-survivina, se redujo casi 1 log a las 5 y 

7 hpi respectivamente, en comparación con el rendimiento viral obtenido de 

las células transfectadas con el vector pAm-Cyan (Fig. 9C), y en 

concordancia  con una reducción de 1 log  de la producción viral a las  5 y 7 

hpi de los sobrenadantes de las células tratadas con lactacistina (Fig. 9F). 

Además, hubo una reducción estadísticamente significativa en el número de 

partículas asociadas a las células transfectadas con pAm-Cyan-survivina e 

infectadas por 5 y 7 h y no así con las transfectadas con pAm-Cyan(Fig. 9B), 

sugiriendo que la sobre-expresión de survivina tiene un efecto negativo en la 
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producción viral. Todos estos resultados nos indicaron que la sobre 

expresión de survivina afecta negativamente la replicación del FCV.  

 

La sobre-expresión de survivina causa una reducción en los pasos 

tempranos del ciclo replicativo durante la infección con el FCV. 

 

 Debido a que la producción viral fue afectada por la sobre-expresión de 

survivina, quisimos determinar qué paso de la replicación del FCV podría 

estar afectado; para esto, los niveles de las proteínas no estructurales en 

esta condición fueron analizados por western blot (Fig. 9D and 9E). Células 

CrFK se transfectaron con los vectores pAm-Cyan-survivina o pAm-Cyan por 

48h, se infectaron con el FCV a una MOI de 5  por  5, 7 y 9 hpi y se 

obtuvieron extractos protéicos totales, y los  niveles de la proteína viral NS6/7 

se analizaron por western blot (Figure 9E). Las células CrFK que sobre-

expresaron a survivina mostraron una reducción estadísticamente 

significativa de los niveles de la proteína viral NS6/7 (97.23, 90.65 y 55.55%) 

a las 5, 7, y 9 hpi en comparación con los niveles observados en las células 

transfectadas con el vector pAm-Cyan (Fig. 9E). En las mismas condiciones, 

los niveles de XIAP y de survivina endógena no se afectaron por la infección 

viral, en concordancia con la ausencia de la activación de procaspasa-3 y el 

procesamiento de PARP (Fig. 9D). Estos resultados indican que la reducción 

del rendimiento viral en condiciones  donde survivina es sobre-expresada 

podría tener una consecuencia en la reducción de la producción  de las 

proteínas no estructurales o en pasos tempranos del ciclo replicativo.  
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Fig. 9.La sobre-expresión de survivina tiene un efecto negativo sobre la replicación del FCV. A) 

Células CrFK fueron transfectadas con los plasmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina e infectadas 

con el FCV a una MOI de 5; el CPE fue evaluado a las 0, 1, 3, 5, 7, y 9 h por microscopía en campo 

claro. B) Partículas virales asociadas a la célula y C) a  los sobrenadantes se obtuvieron a las 5, 7 y 9h 

y se cuantificaron por ensayo de plaqueo y las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de 3 

ensayos independientes. D) Extractos totales de células CrFK transfectadas durante 48 h con los 

plásmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina-e infectadas con el FCV a una MOI de 5 se analizaron por 

SDS-PAGE. La expresión de pAm-Cyan-survivina y NS6/7 se analizaron por western blot usando 

anticuerpos específicos. La expresión de survivina y XIAP y el procesamiento de procaspasa-3 y PARP 

indican la apoptosis. Actina se usó como control de carga. E) La intensidad de la banda de NS6/7 de 

las imágenes escaneadas fueron cuantificadas usando el  ImageJ software y expresadas como 

unidades arbitrarias. Las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de al menos 3 

experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*), P=<0.0001 (***), fueron calculados usando 

GraphPad Prism 7.00. 

 

La sobre-expresión de survivina no induce un cambio en el ciclo celular 

en ni afecta la síntesis de novo de las proteínas en las células CrFK. 

 

El efecto negativo de la sobre expresión de survivina  en la producción de la 

progenie viral y  en la síntesis o procesamiento de las proteínas virales no 

estructurales, podría ser debido a que la sobre-expresión de survivina induce 

un arresto en la fase S del ciclo celular (121), lo cual podría  afectar las 

condiciones óptimas para replicación del FCV, ya que se ha reportado que el 

MNV, induce un arresto celular en la fase G1 para una replicación eficiente 

(122). Es por ello que se procedió a analizar el ciclo celular mediante la 

cuantificación de la cantidad de DNA teñido con ioduro de propio (PI) por 

medio de citometría de flujo (Figure 10). Cuando se analizó la cantidad de 

DNA en células transfectadas con el vector pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina, 

no se encontraron diferencias significativas en las fases del ciclo celular entre  

las células transfectadas con un vector u otro, a diferencia del control positivo 

de células tratadas con resveratrol (10 uM), en donde se observa claramente 

la inducción del arresto en la fase S (Figura 10). Estos resultados nos indican 

que la sobre-expresión de survivina no tuvo un efecto significativo sobre el 

ciclo celular, por lo que el efecto negativo de survivina sobre la infección no 

se relaciona con estos cambios (Fig 10 B).  
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Con base en este resultado se analizó si la sobre-expresión de survivina 

tendría un efecto negativo sobre la traducción de las proteínas celulares. 

Para esto se realizó un ensayo de síntesis de novo de proteínas celulares, 

dónde células CrFK, transfectadas con pAm-Cyan o pAm-Cyan-survivina se 

incubaron con medio que contenía metionina marcada con S35; 

posteriormente se obtuvieron extractos proteicos totales y las proteínas 

marcadas se analizaron mediante SDS-PAGE y se revelaron pAm-Cyan-

survivina por autoradiografía (Figura 10C). No se encontró una diferencia 

significativa en la intensidad de las bandas de proteínas medidas a las 24 y 

36 hpt, entre ambos extractos,en ambos extractos, indicando que la sobre-

expresión de survivina no afecta la síntesis de proteínas de las células CrFK 

(Fig 10 C). 
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Fig. . 10 La sobre-expresión de survivina no tiene un efecto sobre el ciclo celular o en la síntesis 

de novo  de proteínas en  células CrFK. A) La fase del ciclo celular de células CrFK se determinó 

mediante la cuantificación de  DNA por citometría de flujo en condiciones no tratadas, transfectadas 

con pAm-Cyan, pAm-Cyan-survivina, y tratadas con resveratrol (control positivo fase S). B) 

Representación gráfica de la cuantificación de células CrFK positivas a distintas fases del ciclo celular 

en condiciones no tratadas, transfectadas con pAm-Cyan, pAm-Cyan-survivina, y tratadas con 

resveratrol C) Autoradiografía de extractos de proteínas totales de células CrFK transfectadas con 

pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina a las 24 y 33 hpt y marcadas con S35. El ciclo celular fue 

determinado usando el FlowJo software. Las desviaciones estándar fueron obtenidas de duplicados de 

3 experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*), fueron calculados usando GraphPad 

Prism 7.00 software. 
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La sobre-expresión de survivina tiene un efecto paracrino y autocrino 

contra la infección del FCV en células CrFK. 

 

 Otra manera de determinar el efecto de la sobre-expresión de survivina en 

la infección con el FCV, fue analizar la expresión de la proteína de 

mayoritaria de la cápside VP1 mediante ensayos de inmunofluorescencia por 

microscopía confocal. Para ello,  células CrFK se transfectaron con los 

vectores pAm-Cyan-survivina o pAm-Cyan por 48h y posteriormente se 

infectaron con el FCV a una MOI de 5 hasta las 5 hpi, que es el tiempo 

donde survivina es regulada negativamente durante la infección (Figure 11). 

En las células transfectadas con pAm-Cyan-survivina, se observó una 

reducción estadísticamente significativa de la expresión de la proteína VP1 

(Figura 11,  panel inferior), en  comparación con la expresión de VP1 de las 

células transfectadas con pAm-Cyan (Figura 11, panel superior). De manera 

interesante, se observó que en la células transfectadas con pAm-Cyan-

survivina, no solamente se presentó la reducción de la expresión de VP1 

tanto en las células transfectadas como las que no se transfectaron (Fig 11, 

panel inferior). Indicando que la sobre-expresión de survivina en células 

CrFK podría tener un efecto protector paracrino y autócrino contra la 

infección por FCV.  
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Figura 11. La sobre-expresión de survivina afecta la presencia de la proteína viral VP1 de 

manera autócrina y paracrina: A) Microscopía de fluorescencia de células CrFK transfectadas con 

pAm-Cyan (panel superior) o pAm-Cyan-survivina (panel inferior) B) Cuantificación de la intensidad 

media de fluorescencia de la proteína VP1 durante la sobre-expresión de survivina. Las desviaciones 

estándar se calcularon a partir de al menos 3 experimentos independientes. Las células e analizaron 

usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700. Las imagines muestran un corte sencillo tomado de 

cortes en Z. Los datos son representativos de al menos 3 experimentos independientes. La intensidad 

media de fluorescencia se determinó con el software Icy. 

 

La sobre-expresión de survivina afecta la unión del FCV en las células 

CrFK  

 

El efecto negativo en la producción viral y en la síntesis y/o procesamiento de 

las proteínas no estructurales del FCV debido a la sobre expresión de 

survivina, nos indicó que posiblemente se estaban alterando eventos 

tempranos del ciclo replicativo como la unión virus-célula, entrada o 

replicación del genoma viral. Para determinar el efecto de la sobre expresión 

de survivina en la unión, las células CrFK transfectadas con pAm-Cyan y 

pAm-Cyan-survivina se incubaron con FCV durante 30 min a 4 °C, y las 

partículas virales se detectaron con un anticuerpo anti-VP1 en células no 

permeabilizadas. Al evaluar la presencia de VP1 en la superficie de las 

células que sobre-expresan survivina se encontró una reducción en la 
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presencia de VP1 en comparación con las células transfectadas con el pAm-

Cyan (Fig 12 A y B). 
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Figura 12. La sobre-expresión de survivina afectala unión del FCV a las células CrFK: A) 

Microscopía de fluorescencia del ensayo de unión del FCV en células CrFK no permeabilizadas y 

transfectadas con pAm-Cyan (panel superior) o pAm-Cyan-survivina (panel inferior), incubadas con el 

FCV a una MOI de 10 durante 30 min a 4°C. B) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia 

de la proteína VP1 en células que sobre-expresan survivina. Las desviaciones estándar fueron 

determinadas por 3 experimentos independientes. Las células fueron analizadas usando un 

microscopio confocal Zeiss LSM 700. Las imagines muestran un corte sencillo tomado de cortes en Z. 

Los datos son representativos de al menos 3 experimentos independientes. La intensidad media de 

fluorescencia fue determinado por el software Icy. C) Histograma del ensayo de unión del FCV en 

células CrFK donde se cuantificó el número de células positivas a VP1. La cuantificación se determinó 

por el software FlowJo. Desviaciones estandar se obtuvieron de duplicados de 3 experimentos 

independientes. D) Intensidad media de fluorescencia de la proteína VP1 durante la sobre-expresión 

de survivina. Las desviaciones estándar se determinaron a partir de 3 experimentos independientes. 

Las células se analizaron usando un citómetro Beckman Coulter's CytoFLEX. Los valores de P=<0.05 

(*),se calcularon usando GraphPad Prism 7.00 software. 

 

Cuando se realizó la cuantificación  del número de células positivas a las 

cuales se les adhirió el FCV, por citometría de flujo se confirmó la reducción 

observada por microscopía confocal, la cual fue estadísticamente significativa 

entre las células que sobre-expresan survivina con respecto a las que no (Fig 
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12 C y D).  Todos estos resultados nos indican que la sobre-expresión de 

survivina afecta la unión del FCV a su célula blanco. 

 

JAM-1 es internalizada durante la sobre-expresión de survivina en 

células CrFK 

Debido a la reducción en la unión del FCV a sus células blanco en 

condiciones de sobre-expresión de survivina, fue de nuestro interés 

determinar si la expresión del receptor funcional para este virus, la molécula 

de adhesión JAM-1, se encontraba alterada. Para ello,  la presencia de la 

proteína JAM-1 en la superficie de  células no permeabilizadas  transfectadas 

con pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina se analizó mediante ensayos de 

inmunofluorescencia (Figura 13). Se encontró que la sobre-expresión de 

survivina induce una reducción significativa de la presencia de la proteína 

JAM-1 en la superficie celular  (Figura 13, panel inferior) en comparación con 

las células transfectadas con pAm-Cyan (Figura 13 A panel superior). Para 

determinar si esta reducción en la superficie era debida  a una relocalización 

del receptor en la célula o a un cambio en sus niveles de expresión, se 

cuantificó la presencia JAM-1 intracelular en células permeabilizadas  

transfectadas con pAm-Cyan y  pAm-Cyan-survivina mediante ensayos de 

inmunofluorescencia (Fig 13B). En estos ensayos encontramos que el 

marcaje de JAM-1 aumenta intracelularmente durante la sobre-expresión de 

survivina pero no así cuando las células fueron transfectadas con pAm-Cyan 

(Figura 13B). Para corroborar los resultados obtenidos por 

inmunofluorescencia, se realizaron ensayos de citometría de flujo en los que 

cuantificamos una baja presencia de JAM-1, en las células no 

permeabilizadas  durante la sobre-expresión de survivina (Fig. 13E), y un 

aumento en las células permeabilizadas para JAM-1 que sobre-expresan 

survivina (Fig 13G), en comparación con el control. Finalmente para 

confirmar que la intensidad de fluorescencia era debido a una relocalización 

de JAM-1 y no un cambio en su expresión, se realizaron extractos totales de 

células transfectadas con pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina y la expresión de 
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JAM-1 se determinó por western blot (Figura 13I-J). En esto ensayos no se 

encontró un cambio estadísticamente significativo en la cantidad de proteína 

JAM-1 total en las células transfectada con pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina, 

indicando que la sobre-expresión de survivina induce una internalización del 

receptor JAM-1,pero sin afectar los niveles de expresión de la proteína, lo 

que concuerda con la disminución en la unión del FCV a estas células. 
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Figura 13. La sobre-expresión de survivina internaliza a la molécula de adhesión JAM-1 en  

células CrFK: Microscopía de fluorescencia del ensayo de unión del FCV en células CrFK A) no 

permeabilizadas y B) permeabilizadas, transfectadas con pAm-Cyan (panel superior) o pAm-Cyan-

survivina (panel inferior), las cuales e incubaron con el FCV a una MOI de 10 durante 30 min a 4°C. C) 

y D) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia de la proteína VP1 durante la sobre-

expresión de survivina. Las desviaciones estándar fueron determinadas por 3 experimentos 

independientes. Las células fueron analizadas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700. Las 

imagines muestran un corte sencillo tomado de cortes en Z. Los datos son representativos de al menos 

3 experimentos independientes. La intensidad media de fluorescencia se determinó con el software Icy.  

Histograma de la presencia de la molécula de adhesión JAM-1en células CrFK donde se cuantificó el 

número de células positivas a JAM-1, E) permeabilizadas  y F) no permeabilizadas. La cuantificación 

se determinó con  el software FlowJo. G) Western blot de extractos totales de células CrfK 

transfectadas con pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina donde se detectó la expresión de JAM-1 con 

anticuerpos específicos. H) La cuantificación de las bandas de JAM-1 se realizó mediante el programa 

ImageJ software. Las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de 3 experimentos 

independientes. Los valores de P=<0.05 (*), fueron calculados usando GraphPad Prism 7.00 software. 

 

Las células CrFK que sobre-expresan survivina secretan factores al 

sobrenadante que protegen a las células CrFK de la infección por el 

FCV. 

Al encontrar que la sobre-expresión de survivina indujo una reducción de la 

unión del FCV tanto a las células transfectadas como a las no transfectadas 

a través de la internalización del receptor JAM-1, fue de nuestro interés 

analizar si en los sobrenadantes podría existir algún factor secretado por las 

células que sobre-expresan survivina, que pudieran proteger a las células 

 48 h post-transfección 
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  No transfectado 

 5 hpi 

pAm-Cyan pAm-Cyan-survivina 

CrFK de la infección con el FCV.  Es por ello que el medio condicionado de 

células no infectadas y transfectadas tanto con el plásmido pAm-Cyan como 

con pAm-Cyan-survivina por 48 hpt, se incubó con una monocapa de células 

CrFK durante 24h, que posteriormente se infectaron con el FCV, por 5 h y el 

titulo viral del sobrenadante y de la fracción asociada a la célula se determinó 

mediante ensayos de plaqueo (Figura 14). De manera interesante el 

tratamiento con los sobrenadantes de las células que sobre-expresan 

survivina tuvo un efecto negativo en la producción viral, en correlación con la 

reducción de la expresión de la proteína viral NS6/7, lo que corrobora que el 

tratamiento con los sobrenadantes provenientes de células CrFK que sobre-

expresan survivina tienen un efecto citoprotector contra la infección con el 

FCV.  
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Figura 14. Los sobrenadantes de las células que sobre-expresión a survivina contienen factores 

que protegen a las células CrFK de la infección del FCV: A) Microscopía de campo claro del efecto 

citopático producido en células CrFK por el tratamiento de con el sobrenadante de células 

transfectadas con pAm-Cyan o pAm-Cyan-survivina e infectadas con el FCV B)  Detección de la 

proteína viral NS6/7  en la condiciones del experimento A.  C)  Análisis densitométrico de la proteína 

viral NS6/7, la intensidad de las bandas de las imágenes escaneadas fue cuantificada mediante el 

programa ImageJ software. D) y E) cuantificación de la producción de partículas virales asociadas a la 

células  y al sobrenadante, mediante ensayos de plaqueo. Las desviaciones estándar se obtuvieron de 

duplicados de 3 experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*),se calcularon usando el 

programa GraphPad Prism 7.00 software. 

 

El tratamiento con los sobrenadantes provenientes de células CrFK que 

sobre-expresan survivina afectan la unión del FCV a su célula blanco 

por medio de la internalización de la molécula JAM-1 

 

Los resultados anteriores sugieren que la sobre expresión de survivina 

podría  causar un efecto negativo en eventos tempranos del ciclo replicativo, 

debido a que el tratamiento con los sobrenadantes de las células que sobre 

expresan a survivina tienen un efecto similar al ocurrido cuando en un cultivo 

se sobre-expresa a survivina. Por lo tanto es posible que el tratamiento con 

los sobrenadantes de células que sobre expresan survivina podría estar 

afectando la unión o la entrada del FCV por medio de la internalización del 

D E 

* 
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receptor JAM-1, tal y como sucede cuando en células CrFK sobre-expresan a 

survivina. Para corroborar esto, primeramente se realizaron ensayos de 

unión del FCV de células tratadas con el medio condicionado proveniente de 

células transfectadas con pAm-Cyan y  pAm-Cyan-survivina (Figura 15).  Al 

analizar la presencia tanto del FCV (verde) como del receptor JAM-1 (rojo) en 

células no permeabilizadas tratadas con el sobrenadante de células que 

sobre expresan survivina, encontramos una reducción estadísticamente 

significativa de ambos marcajes, comparado con la detección de ambas 

moléculas en las células tratadas con el sobrenadante de células 

transfectadas con pAm-Cyan (Figura 15 A (panel inferior) y C). Asimismo, 

detectamos una mayor intensidad de fluorescencia de la proteína JAM-1 

intracelular en aquellas células tratadas con el medio condicionado de 

células que sobre-expresan a  survivina que con aquellas tratadas con los 

sobrenadantes de células que no sobre-expresan survivina (Figura 15 B 

panel inferior y E). Estos resultados en conjunto apuntan que en los 

sobrenadantes de las células que sobre expresan survivina esta presente un  

factor que causa una reducción de la unión del FCV a su célula blanco por 

medio de la internalización de receptor funcional JAM-1 y con esto la 

afectación de los eventos tempranos del ciclo replicativo.  
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Figura 15. El sobrenadante de células que sobre-expresión de survivina induce una 

internalización de la molécula de adhesión JAM-1 en  células CrFK y afecta la unión del FCV en 

células CrFK: Microscopía de fluorescencia del ensayo de unión del FCV en células CrFK A) no 

permeabilizadas y B) permeabilizadas, transfectadas con pAm-Cyan (panel superior) o pAm-Cyan-

survivina (panel inferior), infectadas con el FCV a una MOI de 10 durante 30 min a 4°C. C) y D) 

Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia de la proteína VP1 durante la sobre-expresión 

de survivina. Las desviaciones estándar se determinaron  por 3 experimentos independientes. Las 

células se analizaron usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700. Las imagines muestran un corte 

sencillo tomado de cortes en Z. Los datos son representativos de al menos 3 experimentos 

independientes. La intensidad media de fluorescencia se determinó con  el software Icy.  Las 
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desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de 3 experimentos independientes. Los valores de 

P=<0.05 (*),se calcularon usando GraphPad Prism 7.00 software. 

 

 

Los sobrenadantes provenientes de las células que sobre-expresan a 

survivina protegen solamente contra la infección por el FCV. 

Para determinar si el efecto citoprotector del sobrenadante de células que 

sobre-expresan survivina podría tener un efecto sobre otro calicivirus, 

decidimos analizar su efecto durante la infección con el MNV en células RAW 

264.7. Para ello, estas células fueron tratadas con el medio condicionado 

proveniente de células CrFK que fueron transfectadas con los plásmidos 

pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina, durante 24h. Posteriormente, se infectaron 

con el MNV durante 16h, y la expresión de la proteína viral NS7 se determinó  

por ensayos tipo western blot y la producción viral por ensayos de plaqueo 

(Figura 16). El tratamiento con los sobrenadantes que sobre-expresan 

survivina no tuvieron un efecto sobre la síntesis y/o procesamiento de la 

proteína NS7, así como tampoco hubo alguna reducción en la producción y/o 

salida del MNV, lo que nos indica que el efecto inhibitorio de los 

sobrenadantes que sobre-expresan a survivina es específico del FCV.  
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Figura 16. El sobrenadante de células CrFK que sobre-expresan a survivina no protegen de la 

infección del MNV a células RAW 264.7: A) Microscopía de campo claro del efecto citopático 

producido en céluls RAW 264.7 por el tratamiento de con el sobrenadante de células CrFK 

transfectadas con pAm-Cyan o pAm-Cyan-survivina e infectadas con el MNV B)  Detección de la 

proteína viral NS7  en la condiciones del experimento A.  C)  Análisis densitométrico de la proteína viral 

NS7, la intensidad de las bandas de las imágenes escaneadas fue cuantificada mediante el programa 

ImageJ software. D) y E) cuantificación de la producción de partículas virales asociadas a la células  y 

al sobrenadante, mediante ensayos de plaqueo. Las desviaciones estándar se obtuvieron de 

B C 
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duplicados de 3 experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*),se calcularon usando el 

programa GraphPad Prism 7.00 software. 

 

La sobre-expresión de survivina en células RAW 264.7 no tuvo un 

efecto en la síntesis y o procesamiento de las proteínas no 

estructurales del MNV, pero si en la salida viral. 

 

Con los resultados anteriores fue de nuestro interés determinar si la sobre-

expresión de survivina tiene un efecto negativo en la infección de otro 

calicivirus;  para ello,  sobre-expresamos a survivina en células RAW 264.7 

las cuales son permisivas y susceptibles a la infección con el MNV. 

Primeramente se analizó la traducción viral por medio del análisis de la 

presencia de la proteína NS7 en extractos totales de células infectadas 

mediante ensayos de western blot.  Como pude observarse en la (Figura 17), 

no hubo  cambio en la síntesis y/o presencia de ésta durante la sobre-

expresión de survivina comparada con la condición en donde las células se 

transfectaron con pAm-Cyan, indicando que survivina no afecta eventos 

tempranos del ciclo replicativo. Para analizar si survivina tiene algún efecto 

en eventos tardíos del ciclo replicativo como la morfogénesis o la salida viral, 

la células se transfectaron con los plásmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-

Survivina, se infectaron con el MNV por 16h y la producción de partículas 

virales se cuantificó por el método de plaqueo en las fracciones asociadas al 

sobrenadante y a la célula. En las células que sobre expresaron a survivina, 

se encontró una reducción estadísticamente significativa de 

aproximadamente 1 log del título viral de la fracción asociada al  

sobrenadante y no así en la fracción asociada a las células o en las 

condiciones control. Estos resultados tomados en conjunto sugieren que la 

sobre-expresión de survivina no afecta la replicación de MNV pero si  afecta 

la salida, en concordancia con el hecho de que  la apoptosis tiene un papel 

importante en la salida y diseminación de los calicivirus. 
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Figura 17. La sobre-expresión de survivina no protegen de la infección con el MNV: A) Células 

RAW 264.7 fueron transfectadas con los plasmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-survivina  por 48h e 

infectadas con el MNV a una MOI de 5 por 16h; extractos totales fueron obtenidos  y se analizaron por 

SDS-PAGE. La expresión de pAm-Cyan y NS7 se analizaron pot western blot usando anticuerpos 

específicos. Nucleolina se usó como control de carga. . B) La intensidad de la banda de NS6/7 de las 

imágenes escaneadas fueron cuantificadas usando el  ImageJ software y expresadas como unidades 

arbitrarias.B) Partículas virales asociadas a la célula y C) a  los sobrenadantes se obtuvieron a las 5, 7 

y 9h y se cuantificaron por ensayo de plaqueo y las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados 

de 3 ensayos independientes. Las desviaciones estándar se obtuvieron de duplicados de al menos 3 

experimentos independientes. Los valores de P=<0.05 (*), P=<0.0001 (***), fueron calculados usando 

GraphPad Prism 7.00. 
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La expresión de NS6/7 está asociada con el efecto citopático de células 

CrFK. 

 

 Se ha documentado que la regulación negativa de survivina ocurre tanto en 

la replicación del MNV (90) como en la del  FCV (Tesis, Barrera Vázquez, 

2014). Además, se ha escrito que la expresión de la poliproteína codificada 

por el ORF1 del MNV en un sistema libre de virus fue suficiente para regular 

negativamente a survivina e inducir la activación de caspasa 9 y por lo tanto 

de establecer la apoptosis (123). Sin embargo, se desconoce cuál de las 

proteínas NS es la responsable de este efecto. Por otro lado, durante la 

infección con el FCV, se ha descrito que LC causa un efecto citopático muy 

similar al inducido por la infección del FCV en células CrFK (1); sin embargo, 

ninguna molécula viral ha sido reportada como la responsable para la 

degradación de survivina durante la infección por el FCV.  

 

 Para determinar qué factor es el que está involucrado en la apoptosis y en 

la regulación negativa de XIAP y survivina durante la infección con el FCV, 

analizamos 2 proteínas virales: la proteasa-polimerasa NS6/7 debido a 

diversos reportes  en los que se ha asociado a  distintas proteasas virales 

con la inducción de la apoptosis (100, 124-128), y a la proteína LC  que está 

asociada con el efecto citopático inducido por la infección del FCV (1).  

 

 La proteína viral NS6/7 fue clonada en el vector de expresión eucariótico 

mCherry por el grupo del Dr. Ian Goodfellow, de la Universidad de 

Cambridge, UK, denominada NS6/7-Cherry. Para determinar si la proteína 

NS6/7 del FCV era la responsable de la degradación de survivina y XIAP, los 

plásmidos mCherry y mCherry-NS6/7 se transfectaron en células CrFK por 

48 hpt y se evaluó el efecto citopático por microscopía de epifluorescencia 

(Figura 18A). La expresión de la proteína NS6/7-Cherry  causó un efecto 

citopático en las células CrFK que consistió en la a ruptura de la monocapa, 

en comparación con las células transfectadas con el vector mCherry solo, 
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DIC  

 

 

Cherry Merge+DIC  

donde la monocapa de mantuvo intacta (Fig. 18A). Sin embargo, no se 

observó redondeamiento celular, como durante la infección.  

 

Para determinar si la proteasa viral NS6/7 tiene alguna asociación con la 

inducción de la apoptosis,  se analizó la localización subcelular de esta 

proteasa, debido a que en diversas  infecciones virales, las proteasas virales  

se traslocan a la mitocondria y al núcleo para la inducir la apoptosis.   Para 

ello las células CrFK  se transfectaron con los plásmidos mCherry y mCherry-

NS6/7 y a las 48 hpt se trataron con mitotracker, un marcador de 

mitocondrias  y la localización de la proteína cherry-NS6/7 se determinó por 

ensayos de microscopía confocal (Figura 18B). Tanto mCherry como 

mCherry-NS6/7 se expresan en el citoplasma y en el núcleo de las células 

transfectadas;  sin embargo, no se encontró colocalización  con las 

mitocondrias indicando con este resultado que la proteína NS6/7 no se 

asocia a la red mitocondrial. 
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Figura 18. La proteína NS6/7 no colocaliza con el núcleo o la red mitocondrial en células CrFK.A) 

Microscopía de fluorescencia de células CrFK transfectadas con Cherry (panel superior) o Cherry-

NS6/7 (panel inferiror), donde se puede observar la inducción de efecto citopático en células 

transfectadas con Cherry-NS6/7. B) Inmunoflourescencia de células permeabilizadas, transfectadas 

con  mCherry (panel superior) o mCherry-NS6/7 (panel inferior). C) y D) Cuantificación de la 

colocalización de Cherry con DAPI y Mitotracker, donde no se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa en el coeficiente de Pearson en ambas condiciones. Las desviaciones 

estándar fueron determinadas por 3 experimentos independientes. ). Las células fueron analizadas 

usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700. Las imagines muestran un corte sencillo tomado de 
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cortes en Z. Los datos son representativos de al menos 3 experimentos independientes. El coeficiente 

de Pearson fue determinado por el software Icy. 

 

La expresión de la proteína viral NS6/7 en células CrFK no está 

asociada con la inducción de la apoptosis. 

 

A pesar de que la proteína Cherry-NS6/7 no se encontraba asociada con la 

mitocondria, decidimos evaluar si ésta tenía la capacidad de degradar a 

survivina y XIAP y de inducir apoptosis, en la células CrFK, para ello, la 

presencia de survivina, XIAP y la integridad de caspasa 3 y la proteína PARP 

se analizó en extractos proteicos de células transfectadas con mCherry y 

mCherry-NS6/7 mediante ensayos tipo western blot (Figura 19).  No se 

observaron cambio en los niveles de  survivina, XIAP, caspasa-3 y PARP en 

ninguna de la condiciones probadas, a diferencia de los extractos de células 

infectadas por 7 h (control positivo), en los que se observa la degradación de 

XIAP, una reducción en los niveles survivina así como el procesamiento de  

caspasa-3 y de PARP indicando que la expresión de  NS6/7 no está 

asociado con la inducción de la apoptosis en células transfectadas.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Expresión de Cherry-NS6/7 no tiene un efecto sobre la expresión de XIAP y survivina ni 

en la inducción de la apoptosis A) Células CrFK no transfectadas y transfectadas con los plásmidos 
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mCherry y mCherry-NS6/7 durante 48h, así como infectadas con el FCV a una MOI de 5 durante 7hpi, 

los extractos totales fueron obtenidos y analizadas por SDS-PAGE. La expresión tanto de Cherry, 

Cherry-NS6/7 y NS3  fueron analizadas por western blotting usando anticuerpos específicos. La 

expresión de survivina y XIAP, y el procesamiento de procaspasa-3 y PARP indican la apoptosis. 

Actina fue usado como control de carga. B) La intesidad de la banda de NS6/7 de las imágenes 

escaneadas fueron cuantificadas usando el  ImageJ software y expresadas como unidades arbitrarias.  

Desviaciones estándar fueron obtenidas de duplicados de al menos 3 experimentos independientes.  

 

La expresión de la proteína LC induce redondeamiento de las células 

CrFK, y colocaliza con el núcleo y la mitocondria asociada con la 

regulación negativa de XIAP y survivina en células CrFK transfectadas.  

 

Para analizar si la proteína LC está involucrada con la regulación negativa de 

survivina y  XIAP , la secuencia de la proteína LC se clonó a partir de la clona 

infecciosa  de FCV Urbana pQ14, donde el producto de PCR de 

aproximadamente 372 pb se ligó en el vector de transito pJET y 

posteriormente se subclonó en el vector de expresión eucariótico pAm-Cyan-

N1 , generando así el plásmido LC-pAm-Cyan-N1(Fig. 20) 
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Figura 20. Clonación de LC. A) Amplificación de LC del plásmido de la clona infecciosa de FCV 

Urbana pQ14. B) PCR colony de 2 colonias positivas a LC. C) Digestión enzimática de DNA plasmídico 

de 3 clonas diferentes transformadas con el plásmido LC-JET. D)  Digestión enzimática de DNA 

plasmídico de 3 clonas diferentes transformadas con el plásmido LC-pAm-Cyan (panel C, carriles 3 y 

4) y pcDNA3.1 (-) (panel F, carriles 2-5) respectivamente.   

 

Los plásmidos pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC se transfectaron en células CrFK 

por 48 hpt y se evaluó el efecto citopático por microscopía de 

epifluorescencia (Figura 21A). La expresión de la proteína pAm-Cyan-LC  

causó un efecto citopático en las células CrFK que consistió en la a ruptura 

de la monocapa, en comparación con las células transfectadas con el vector 

pAm-Cyan vacío, donde la monocapa de mantuvo intacta (Fig. 21A). Además 

de que se observó el redondeamiento celular, característico de la infección y 

que previamente se había asociado a la presencia de esta proteína (1).  

Para determinar si la proteasa viral LC tenía alguna asociación con la 

inducción de la apoptosis,  se analizó su localización subcelular. Para ello, 

las células CrFK  se transfectaron con los plásmidos pAm-Cyan o pAm-Cyan-

LC y a las 48 hpt se trataron con mitotracker, un marcador de mitocondrias  y 

la localización de la proteína pAm-Cyan-LC se determinó por ensayos de 

microscopía confocal (Figura 21B). Tanto pAm-Cyan como pAm-Cyan-LC se 

expresan en el citoplasma y en el núcleo de las células transfectadas;  sin 

embargo, a diferencia con NS6/7, sí se observó  colocalización  entre las 

mitocondrias, indicando con este resultado que la proteína LC posiblemente 

se asocia a la red mitocondrial. 
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Figura 21. La proteína LC colocaliza con el núcleo y la red mitocondrial en células CrFK: A) 

Microscopía de fluorescencia de células CrFK transfectadas con pAm-Cyan (panel superior) o pAm-

Cyan-LC (panel inferior), donde se puede observar la inducción de efecto citopático característico 

inducido por el FCV en células transfectadas con pAm-Cyan-LC. B) Análisis de la localización 

subcelular de la proteína pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC donde se observa una fuerte co-localización de 

pAm-Cyan-LC con DAPI o Mitotracker. C) y D) Cuantificación de la colocalización de pAm-Cyan con 

DAPI y Mitotracker, donde se encontró una diferencia estadísticamente significativa en el coeficiente de 

Pearson durante la expresión de pAm-Cyan-LC. Las desviaciones estándar fueron determinadas por 3 

experimentos independientes. Las células fueron analizadas usando un microscopio confocal Zeiss 

LSM 700. Las imagines muestran un corte sencillo tomado de cortes en Z. Los datos son 

representativos de al menos 3 experimentos independientes. El coeficiente de Pearson fue 

determinado por el software Icy. 

 

La proteína LC posiblemente se trasloca al núcleo e induce un re-

arreglo en el retículo endoplasmático. 

 

Para corroborar la asociación de LC con el núcleo y la mitocondrial se 

realizaron ensayos de microscopía electrónica de transmisión donde se 

marcó la proteína LC con anticuerpos acoplados a partículas de oro. Se 

encontró una cantidad estadísticamente significativa de partículas de oro en 

el núcleo y en el retículo endoplasmático, además, cuando se analizó la 

morfología del retículo endoplasmático, se encontró un rearreglo en las 
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membranas de este organelo en aquellas células que expresan LC-pAm-

Cyan comparadas con las que fueron transfectadas con el vector vacío. 
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Fig 22. La proteína LC del FCV posiblemente se trasloca al núcleo e induce un re-arreglo en la 

estructura del retículo endoplásmico. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de 

núcleo de células transfectadas con A) pAm-Cyan y B) pAm-Cyan-LC  (C) no infectadas e D) 

infectadas con el FCV. Células transfectadas con pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC transfected con un 

inmunomarcaje con partículas de oro de Cyan Mostraron poco marcaje de la presencia de Cyan (A)  

dentro del núcleo, comparado con las células transfectadas con pAm-Cyan-LC (flechas) (B). La 

proteína VP1 inmunomarcada  fue utilizada como un control de infección para el FCV (D). Alteraciones 

en la morfología del retículo endoplásmico fueron observadas durante la transfección del pAm-Cyan-

LC.F) muy similarmente a lo que ocurre durante la infección con el FCV H), a comparación de las 

condiciones control E) y G). 
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 Transfección de la proteína LC causa daño mitocondrial. 

 

 La regulación negativa de survivina y XIAP están asociadas con la salida de 

Smac/DIABLO de la mitocondria después de un  evento catalizado por 

caspasa (129), por lo tanto, nosotros quisimos determinar si LC estaba 

asociados con cambios en la integridad mitocondrial. Células CrFK fueron 

transfectadas con pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC, y la integridad de la 

mitocondria fue evaluada por microscopía inmunoelectronica para determinar 

la asociación de la expresión de LC con la integridad de la mitocondria (Fig. 

22). La localización de la proteína se realizó mediante la inmunodetección 

con partículas de oro, donde por medio de microscopía electrónica se marcó 

con partículas de oro la proteína Cyan con un anticuerpo específico y se 

determinó su localización subcelular tanto de Cyan sola (Fig 23 A) y Cyan 

unida a LC (Fig 23 B))  La proteína LC se encontró extensamente localizada 

en la membrana mitocondrial, así como en la membrana interior de la 

mitocondria (Fig. 23B). Además, el daño en la morfología mitocondrial 

(marcado con  *) fue observado en células transfectadas con LC así como en 

células infectadas (Fig. 23B and 22D), en comparación con las células no 

infectadas y transfectadas con el vector pAm-Cyan, donde la integridad de la 

mitocondria se observó sin alteraciones (Fig. 23A and 23C).  Estos 

resultados demuestran que la proteína LC del FCV interactúa con la 

membrana mitocondrial e induce un daño similar al observado durante la 

infección.  
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Fig 23. La proteína LC del FCV interactúa con la membrana de la mitocondria e induce daño 

mitocondrial. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de núcleo de células transfectadas 

con A) pAm-Cyan y B) pAm-Cyan-LC  (C) no infectadas e D) infectadas con el FCV. Células 

transfectadas con pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC con un inmunomarcaje con partículas de oro de Cyan 

Mostraron mayormente marcaje de la presencia de Cyan (A)  en el citoplasma que en la mitocondria, 

comparado con las células transfectadas con pAm-Cyan-LC (flechas) (B). La proteína VP1 

inmunomarcada  fue utilizada como un control de infección para el FCV (D). Alteraciones en la 

morfología de la mitocondria fueron observadas durante la transfección del pAm-Cyan-LC.F) muy 

similarmente a lo que ocurre durante la infección con el FCV H), a comparación de las condiciones 

control E) y G). Alteraciones de la morfología mitochondrial como lo son la desintegración de la 

membrana (marcada con ***)   
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La proteína LC está asociada con la regulación negativa de XIAP y 

survivina en células CrFK transfectadas. 

 

 Para analizar si la proteína LC del FCV está asociada con la regulación 

negativa de survivina y XIAP, células CrFK fueron transfectadas con la 

construcción LC-pAm-Cyan y el efecto citopático fue evaluado (CPE) por 

microscopía de epifluorescencia. La expresión de LC causó un CPE 

característico, el cuál se distingue por el redondeamiento de las células, así 

como su desprendimiento de la superficie  (Fig. 5A), como se tiene 

previamente descrito (1), en comparación con la monocapa  transfectada con 

pAm-Cyan solo,  donde la  monocapa permaneció sin cambios (Fig. 5A). 

Además, los extractos celulares de estas células fueron obtenidos y la 

integridad de survivina y XIAP fue analizada (Fig. 24B).  Ningún cambio en 

los niveles survivina, XIAP, caspasa-3 y PARP fueron detectados en células 

no transfectadas así como en células transfectadas con el vector pAm-Cyan 

(Fig. 24B); sin embargo una fuerte reducción en los niveles de survivina y 

XIAP fueron detectados en células transfectadas con LC-pAm-Cyan así como 

en extractos provenientes de células infectadas, en correlación con el 

procesamiento de caspasa-3 y PARP (Fig. 24B). Estos resultados en 

conjunto indican que la LC induce cambios como lo es la regulación negativa 

de survivina y XIAP y la activación de caspasa-3; soportando la idea de que 

esta proteína tiene un papel en el establecimiento de la vía intrínseca de la 

apoptosis y de su relación con la regulación negativa de survivina y XIAP en 

células infectadas con el FCV.    
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Fig. 24. LC regula negativamente la expresión de survivina y XIAP. A) Se realizaron extractos 

totales de células no infectadas, infectadas con el FCV a una MOI de 5 por 5 h, y transfectadas con el 

plásmido pAm-Cyan y pAm-Cyan-LC por 48 h y fueron analizados por  SDS-PAGE. La expresión de 

proteínas fue analizada por western blotting usando anticuerpos específicos. La integridad de las 

proteínas survivina y XIAP fue detectada usando anticuerpos específicos. El procesamiento de 

procaspasa-3 y PARP indica la activación de caspasas. NS6/7 indica la infección viral. Actina fue 

usado como control de carga. C) La intensidad de las bandas de survivin y XIAP de las imágenes 

escaneadas fue cuantificada usando el ImageJ software y expresada como unidades arbitrarias.  Las 

desviaciones estándar fueron obtenidas de duplicados de al menos 3 ensayos independientes. Los 

valores de P=<0.05 (***), fueron calculados usando el GraphPad Prism 7.00. 

Todos estos resultados indican que regulación negativa de survivina es necesaria 

para la replicación exitosa del FCV debido a que su presencia o sobre-expresión 

actúa negativamente a distintos niveles del ciclo replicativo, así como también la 

proteína viral LC es el factor responsable de la regulación negativa de survivina. 
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DISCUSIÓN  

 

Algunos miembros de la familia Caliciviridae como el virus de la 

enfermedad hemorrágica del conejo, (RHDV) FCV y MNV han sido 

importantes modelos de estudio de los mecanismos moleculares de la 

replicación del calicivirus. La replicación de estos virus resulta en la inducción 

de un notorio efecto citopático seguido por la inducción de muerte celular 

asociada con la apoptosis (87, 88, 90, 130-132). Aunque el papel de la 

inducción de la apoptosis durante de la replicación de los calicivirus aún es 

desconocido, ha sido reportado que facilita la diseminación de la progenie 

viral dentro del hospedero (133-135).  

Se tiene reportado que la inducción de cambios apoptóticos y 

biquímicos así como la activación de la vía mitocondrial ocurren durante la 

infección del MNV y FCV en cultivo celular, como lo son la condensación 

cromosomal, fragmentación de DNA, liberación de citocromo c dentro del 

citosol, y la activación de caspasas (87, 90). Sin embargo, la información del 

papel de las proteínas pro- y anti-apoptogénicas durante la progresión de la 

apoptosis aún está muy limitado. Bajo este contexto, Bok et al., en  2009 

reportó que survivina, una proteína inhibitoria de la apoptosis, es 

negativamente regulada durante la infección con el MNV (90). Los autores 

mostraron que el decremento de survivina a nivel de mRNA y proteína ocurre 

a partir de las 12 hpi y continúa hasta las 24 hpi. Sin embargo, es 

desconocido si la regulación negativa de survivina y otros factores anti-

apoptoticos es un mecanismo común durante la infección por diferentes 

calicivirus. Nosotros encontramos que durante la infección con el FCV, 

survivina y XIAP son reguladas negativamente a partir de las 5 hpi, 

sugiriendo que su regulación negativa podría ocurrir en todos los miembros 

de la familia de estos virus. 
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Survivina es una IAP estructuralmente única que ha sido implicada 

durante la  protección de la apoptosis and regulación de la  mitosis (136). 

Además de survivina, XIAP es también un regulador clave de la 

supervivencia en  tumores y en respuesta a la inducción de la muerte celular. 

La proteína XIAP es un potente inhibidor de la  apoptosis y el aumento de su 

expresión es inducido por  diferentes condiciones como deprivación de suero 

y exposición a etopósido (137, 138). En respuesta al estímulo de muerte 

celular, survivina se asocia con XIAP y este complejo potencia la estabilidad 

de XIAP y promueve sinérgicamente una actividad  anti-apoptótica contra el 

procesamiento/activación de caspasa-9, sola o en el contexto del 

apoptosoma y bloquea la apoptosis in vivo (139). Nosotros encontramos que 

la regulación negativa de survivina correlaciona con la regulación negativa de 

XIAP en concordancia con el hecho de que en la ausencia de survivina, y la 

degradación de XIAP ocurre rápidamente (139), un punto básico durante la 

activación de la apoptosis.  

Uno de los principales antagonistas de  survivina y XIAP es la proteína 

pro-apoptótica Smac/DIABLO, la cual es un dímero, que impide 

estéricamente/competitivamente la unión de XIAP con caspasas-3, -7  (140), 

permitiendo su liberación para dirigir la activación de la muerte celular (141, 

142). Aunque Smac/DIABLO no es capaz de degradar a XIAP, su presencia 

en  el citoplasma puede inducir la degradación de XIAP y la  inhibición de 

survivina (143, 144). En concordancia con esto, durante la infección con el 

FCV, encontramos que la degradación de XIAP y survivina correlaciona con 

la translocación de Smac/DIABLO del espacio intermembranal de la 

mitocondria hacia el citosol, con la consecuente activación de la actividad de 

caspasas que dirige a la apoptosis y diseminación viral a través del 

hospedero, contribuyendo a una infección exitosa.   

Se ha descrito que posterior a la salida de Smac/DIABLO desde la 

mitocondria, este es rápidamente degrado por el proteasoma debido a la 

acción de  XIAP, el cual funciona como una ubiquitin ligasa promoviendo la 
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ubiquitilación de Smac/DIABLO (145). Es por eso, que es posible que la 

degradación de XIAP durante la infección del FCV  es otro factor que podría 

mantener a  Smac/DIABLO activo para promover la activación de otras IAPs 

y permitir la progresión de la apoptosis.. 

La estabilización de survivina mediante el empleo de lactacistina, un 

compuesto que inhibe la actividad proteasomal, y con esto la degradación de 

algunos miembros de la familia de las IAPs (146, 147), no afectó 

significativamente la producción de partículas del  FCV; sin embargo el virus 

liberado de las células infectadas fue reducido hasta las 7 hpi, corroborando 

con reportes previos de diferentes grupos de investigación que indican que la 

apoptosis está involucrada en la diseminación viral (133, 134).  Por otra 

parte, la sobre-expresión de survivina en células CrFK afectaron no sólo la 

salida sino también la producción viral; el decremento de la presencia de 

proteínas virales  en este contexto en particular, sugiere que la sobre-

expresión de survivina podría tener un efecto negativo en eventos anteriores 

de la infección, durante la unión y la entrada viral.  

 A este respecto, en este trabajo determinamos que la sobre-expresión de 

survivina tuvo un efecto negativo en la unión del FCV a sus células blanco.  

Los resultados obtenidos a este respecto sugieren que la reducción de la 

unión de FCV a las células es debido a que las células que sobre-expresan 

survivina secretan factores que producen la internalización de su 

receptor(148, 149),  la molécula de adhesión JAM-1, al interior de la célula. 

Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado y es una de las razones que 

proponen para explicar porque las células que sobre expresan a survivina 

son responsables de  la aparición de cáncer, ya que entre otras razones, al 

internalizarse las moléculas de adhesión, las células pueden liberarse de las 

uniones estrechas y con esto promover la metástasis(150). Otra de las 

razones es que la survivina induce una estabilidad celular relacionada con la 

resistencia a la apoptosis.     
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Los resultados obtenidos en los que se demuestra que a diferencia de lo 

que ocurre con la infección por el FCV, ni la sobreexpresión de survivina ni 

los sobrenadantes de células que sobreexpresan a survivina tuvieron un 

efecto citoprotector en células infectadas con el MNV, un calicivirus que  

utiliza un receptor que no es una molécula de adhesión, apoya la idea de que 

el efecto inhibitorio en los eventos tempranos de la infección por el FCV es 

realmente debido a la internalización del receptor. La sobre-expresión de 

survivina  solamente afecta a proteínas de la uniones estrechas y no a 

proteínas como lo es el receptor CD300lf el cual es el receptor funcional para 

el MNV (68), explicando con esto el por qué la sobre-expresión de survivina 

en células RAW 264.7 sólo afectó eventos tardíos de la infección como lo es 

la salida, debido a que se tiene descrito que la inducción de la apoptosis es 

importante para la liberación de los Calicivirus(135). 

 Una vez corroborado que survivina y  XIAP son reguladas negativamente 

durante la infección con el FCV, fue de nuestro interés determinar cuál 

componente viral era el responsable de dicha  regulación. Dos de las 

moléculas más estudiadas fueron: 1) la proteasa polimerasa NS6/7, debido a 

que varias proteasas virales están involucradas en la inducción de la 

apoptosis (124, 126); y 2) la proteína LC, la cual es esencial para la 

producción de virus y está asociada con la inducción del efecto citopático 

(CPE), causando redondeamiento en las células CrFK y la generación de la 

rápida diseminación del virus, así como de la activación de caspasas (1). 

 La transfección de la proteína NS6/7 activa resultó en la destrucción de la 

monocapa de las células CrFK; sin embargo, no causó el típico 

redondeamiento en las células CrFK mostradas durante la infección con el 

FCV (1). A demás, la transfección de  NS6/7 no causó reducción alguna en la 

cantidad de survivina y XAIP; así como tampoco activación de caspasas y 

degradación de PARP, indicando que NS6/7 no causa apoptosis como 

proteína viral individual, en contraste con otras proteasas (100, 124-128). Por 

otra lado, la expresión de la proteína LC causó la destrucción de la 
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monocapa y el típico redondeamiento de las células CrFK  que se induce 

durante la infección por el FCV, como se describió previamente (1). La 

transfección de LC también causó la regulación negativa de survivina y XIAP 

en concordancia con el procesamiento de caspasa-3 y PARP. Estos 

resultados en conjunto con la presencia de LC en la membrana mitocondrial 

y dentro de la mitocondria, así como el daño observado por ME fuertemente 

indican que  la LC como proteína individual es responsable de la inducción 

de apoptosis.  

 La inducción de la apoptosis intrínseca es un mecanismo común durante la 

infección con los calicivirus. Aunque varios parámetros de la apoptosis se 

han documentado que ocurren durante la infección con distintos miembros 

de diferentes géneros de la familia Caliciviridae (3, 87, 88, 90, 130, 151, 152), 

la regulación negativa de survivina sólo ha sido reportada durante la 

infección con el MNV (90, 123). En este trabajo demostramos que la 

regulación negativa de survivina y XIAP ocurre durante la infección con el 

FCV y durante la expresión de LC; y con esto la regulación de muchas 

proteínas anti-apoptóticas, entre ellas survivina, que propicia la inducción de 

la apoptosis, lo cual podría ser una característica común entre todos los 

miembros de la familia Caliciviridae. Considerando las diferentes proteínas 

involucradas en el establecimiento de la apoptosis , la LC es producida en las 

células infectadas con el FCV como consecuencia del procesamiento de la 

proteína precursora de la proteína mayoritaria de cápside  VP1, codificada 

por el ORF2, una característica genética única del miembros de este género. 

Esto nos indica que las proteínas/moléculas virales responsables para la 

inducción de la apoptosis en los diferentes miembros de la familia 

Caliciviridae deben de ser diferentes. Bajo esta consideración, la regulación 

negativa de survivina y la inducción de la apoptosis durante la infección con 

el MNV es causada por la expresión de la poliproteína codificada por el 

ORF1 (123), mientras que en el norovirus humano la GII-NTPsa presenta 

actividad a pro-apoptótica, además de que puede ser potenciada por la co-

expresión del N-terminal o proteína p22. (153).  
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 Todos estos resultados en conjunto demuestran que la LC es responsable 

de la inducción de la apoptosis en células transfectadas. El conocimiento de 

proteínas virales especificas responsables para la inducción de la apoptosis 

que involucre la regulación negativa de muchas moléculas tales como 

survivina y XIAP, es importante no sólo para la biología de los virus, sino 

también para entender la importancia de elegir como blanco múltiples IAPs, 

como lo son survivina y XIAP, para potenciar la sensibilidad a la apoptosis a 

una variedad de tipos de cáncer .(1) 

RESUMEN DE RESULTADOS 

La presencia de survivina no afecta la síntesis de proteínas no estructurales 

sólo afecta la salida viral, sin embargo, la sobre-expresión de survivina inhibe 

la síntesis de proteínas virales no estructurales y producción viral, debido a 

que afecta eventos tempranos de la infección. 

La regulación negativa de survivina es necesaria para que la infección  por el 

FCV sea eficiente, debido a que tanto su presencia como su sobre-expresión 

afecta a distintos niveles el ciclo replicativo del FCV en células CrFK. 

 

Una citoprotección  contra el FCV se produce se produce de manera 

autócrina y parácrina durante la sobre-expresión de survivina en correlación 

con la internalización del receptor funcional JAM-1. 

Durante la sobre-expresión de survivina se liberan factores al sobrenadante 

que son capaces de inhibir la unión del FCV a su célula blanco debido a la 

internalización del receptor JAM-1. 

El tratamiento con el sobrenadante de células CrFK que sobre-expresan 

survivina no tuvieron efecto contra la infección con el MNV en células 
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RAW264.7 apoyando la idea de que el efecto de survivina sobre el FCV es 

específico. 

La sobre-expresión de survivina en células RAW 264.7 no afectó la síntesis 

y/o procesamiento de las proteínas no estructurales del MNV, sin embargo, si 

afectó la salida, indicando que su efecto solamente es en evento tardíos del 

ciclo replicativo de este calicivirus. 

La expresión de NS6/7 a pesar causó efecto citopático en células CrFK, no 

presentó actividad proapoptótica debido a que no fue capaz de regular 

negativamente a las proteínas antiapoptóticas XIAP y survivina, ni en la 

activación de caspasas ni procesamiento de PARP. 

La proteína LC además de inducir un efecto citopático típico que sucede 

durante la infección con el FCV, fue capaz de generar alteraciones y daño 

estructural en las mitocondrias. 

La expresión de la proteína LC en células CrFK causó la regulación negativa 

de XIAP y survivina, así como de la progresión de la apoptosis debido a la 

activación de caspasa 3 y procesamiento de PARP, indicando que este factor 

es el responsable de la regulación negativa de survivina. 

CONCLUSIONES 

 

La regulación negativa de survivina es necesaria para que el FCV tenga un ciclo 

replicativo eficiente, y dicha regulación es causada por la proteína viral LC.  

PERSPECTIVAS 

 

 Analizar los sobrenadantes de las células que sobre-expresan survivina para 

determinar qué posibles factores podrían estar involucrados en la internalización 

de JAM-1. 
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 Determinar cuál región de LC es la responsable de la regulación negativa de XIAP 

y survivina, así como su mecanismo de acción.  

 Determinar si LC es capaz de regular negativamente a survivina en líneas 

celulares de cáncer que la sobre-expresan. 

 Probar si LC es capaz de reducir tumores inducidos por la sobre-expresión de 

survivina en un sistema in vivo.  
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ABREVIATURAS 

 

DNA      ácido desoxirribonucleico 

RNA      ácido  ribonucleico 

FCV      calicivirus felino 

HuCV    calicivirus humanos 

GA        gastroenteritis 

°C         grados Celsius 

H+         hidrógeno 

hpi.       horas post-infección 

Kb        kilo bases 

kDa      kilo daltones 

ORF     marco de lectura abierto 

TA        temperatura ambiente 

μg        microgramos 

μl         microlitros 

mg       miligramos 

ml        mililitros 

hpi       horas post-infección 

hpt       horas post-transfección 

min      minutos 

ng        nanogramos 

nm       nanómetros 

nts       nucleótidos 

pb        pares de bases 

                     RNT     región no traducida 

NV        virus Norwalk 

WB       western blot 

LC        Líder de la cápside                 

 

 


