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Introducción General 

Cáncer 

 El cáncer comprende un grupo de más de 100 enfermedades que se desarrolla en el tiempo y 
que involucra la división descontrolada de una masa de células en el cuerpo. Aunque podría 
desarrollarse en cualquier tejido del cuerpo, y cada tipo de cáncer tiene sus propiedades 
únicas, los procesos básicos por los que se produce son similares en todas las formas de la 
enfermedad. 
 El cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo [1]. En Argentina, el cáncer presenta una 
incidencia de 212 casos por cada 100.000 habitantes (considerando ambos sexos y todos los 
tumores a excepción de piel no melanoma en 2018) alcanzando así el séptimo lugar en 
Latinoamérica. Esto corresponde a más de 125.000 casos nuevos de cáncer en ambos sexos 
por año, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres [2]. En la Figura 
1 observamos los valores de incidencia de cáncer y mortalidad a nivel mundial y en Argentina.  
A nivel mundial el cáncer con más incidencia son el de pulmón y el de mama ocupando cada 
uno casi el 12% del total entre ambos sexos. A su vez, el cáncer de pulmón presenta la mayor 
tasa de mortalidad, seguido por el colorrectal, el de estómago, el de hígado y en quinto lugar el 
de mama. En Argentina el cáncer  con mayor incidencia es  el de mama con un 17% del total 
entre ambos sexos , y un 32% dentro del total del cáncer femenino, en segundo lugar 
encontramos el colorrectal con un 13% entre ambos sexos y un 15% en el total del cáncer 
masculino (siendo así el más incidente) y un 11% dentro del total de cáncer femenino, luego le 
sigue el de próstata, pulmón, riñón, páncreas, cérvix, estómago y vejiga entre otros [3–5]. 

Figura 1. Gráfico de torta de porcentajes de incidencia (A) y mortalidad (B) de los distintos tipos de cáncer a nivel 

mundial. Incidencia de distintos tipos de cáncer en Argentina considerando ambos sexos (C) y considerando solo el 

sexo femenino (D). GLOBOCAN 2018, Global Cancer Observatory), International Agency for Research on Cancer 2020. 

 El cáncer comienza cuando una célula evade los mecanismos normales de regulación de la 

división y apoptosis, y comienza a proliferar desreguladamente. Un tumor consiste en una 
masa de células formada principalmente por estas células anormales que pueden permanecer
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en el tejido en el que se originaron, o bien pueden invadir tejidos cercanos (tumor maligno).

Asimismo, puede suceder que las células alcancen los vasos sanguíneos o linfa y así se 

diseminen haciendo metástasis y estableciendo nuevos tumores en otros tejidos distantes 

(Figura 2) [6].  

Figura 2. Representación esquemática de los procesos que ocurren para la transformación de células normales en 

células malignas, seguido de la diseminación y metástasis[7].  

 El cáncer puede presentar ciertos síntomas comunes, algunos son generales tales como la 

pérdida de peso involuntaria, fatiga inusual, dolor inusual y otros son síntomas focales como 

puede ser aparición de bultos/nódulos, lesiones cutáneas no cicatrizantes, sangrado inusual, tos 

de origen inusual, entre otros dependiendo el tipo particular de cáncer[8].   

 Como se mencionó previamente, las células y los organismos tienen diversos mecanismos 

regulatorios para controlar que una célula no se vuelva maligna y termine generando un tumor. 

Sin embargo, la acumulación de mutaciones puede llevar a la desregulación de esos mecanismos 

y facilitar la transformación de una célula normal en una célula tumoral.  

  Existen ciertas alteraciones genéticas que facilitan la generación y acumulación de mutaciones 

en otras regiones del genoma. Mutaciones deletéreas en genes ligados a la reparación del DNA 

y a la estabilización del mismo, o la activación de oncogenes, son factores con grandes 

implicancias en estos procesos. Un ejemplo lo constituyen mutaciones en los genes BRCA1/2 

que generan una predisposición para el desarrollo del cáncer de mama[9]. 

 Además, los factores ambientales y dietarios también pueden influir en la aparición y en el 

desarrollo del cáncer. Exposiciones reiteradas a contaminantes tales cómo los agrotóxicos [10–

13], metales pesados y/o efluentes no tratados de la industria petroquímica [14] pueden llevar 

a la aparición y progresión del cáncer. También dietas con altos contenidos de azúcares o de 

grasas sostenidas en el tiempo pueden influir en el desarrollo de este conjunto de 

enfermedades[15–17]. Los mecanismos no son iguales en todos los casos, pero generalmente 



8 

involucran la generación de estrés oxidativo en las células y el posterior daño del DNA debido a 

la presencia de especies reactivas del oxígeno (ROS) llevando así a la generación y acumulación 

de mutaciones. Además, puede haber desregulación de diferentes vías de señalización, 

favoreciendo la proliferación, adhesión y migración, e inhibiendo la apoptosis. 

Cáncer de mama 

 Dentro de los diferentes tipos de cáncer se encuentra el cáncer de mama, que es el que presenta 

el mayor porcentaje de incidencia dentro de las mujeres tanto a nivel nacional como a nivel 

mundial, teniendo un 32% de incidencia en el total del cáncer detectado en Argentina y 24% de 

incidencia a nivel mundial, además de ser el que presenta mayor índice de mortalidad dentro de 

las mujeres[3,4]. El cáncer de mama puede clasificarse en distintos subtipos según sus 

diferencias etiológicas, presentaciones clinicopatológicas, características moleculares y en la 

respuesta a terapias. En general el receptor de estrógenos (ER), receptor de progesterona (PR) 

y el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2) son los marcadores más utilizados 

para clasificar el cáncer de mama invasivo y así poder predecir su desarrollo y seleccionar  
estrategias terapéuticas óptimas[18] . 

 El cáncer de mama triple negativo (TNBC por sus siglas en inglés) se caracteriza por carecer de 

estos tres receptores[19]. Típicamente es observado en mujeres jóvenes afroamericanas e 

hispánicas que tienen una mutación en el gen BRCA1. Este tipo de cáncer se caracteriza por un 

perfil molecular distintivo, naturaleza agresiva y la falta de blancos terapéuticos efectivos[20–

26]. Representa aproximadamente entre el 10 y 20% del cáncer de mama diagnosticados, y 

comparado con los que son receptores de hormonas positivos, tiene una peor prognosis, con 

una historia natural agresiva[27–32]. El TNBC a diferencia de los tumores que son receptores 

hormonales positivos tiene un patrón de diseminación que afecta principalmente al cerebro y a 

los pulmones, generando así metástasis en dichos sitios, pero la prevalencia de metástasis en 

los huesos es baja[33–35]. Este cáncer está asociado además con un mayor riesgo de recurrencia 

distante, predominantemente en los primeros dos años luego del diagnóstico[33,35]. También 

es más destructivo, con mayores tasas de recaída comparado con otros tipos de cáncer de 

mama, y muestra frecuentemente metástasis en las vísceras y el sistema nervioso 

central[36,37]. El TNBC se presenta predominantemente como carcinomas ductales invasivos, 

caracterizados por poca diferenciación, alta capacidad proliferativa, un gran tamaño tumoral, y 

una mayor tasa de nodos positivos[35,38]. Es el tipo de cáncer de mama más dificultoso para 

tratar debido a que los tumores se vuelven resistentes a las terapias, además de que no se han 

encontrado al momento blancos terapéuticos específicos. Este tipo de tumores se tratan 

generalmente con escisión quirúrgica, radioterapia y quimioterapia usando agentes citotóxicos. 

Sin embargo, no se han establecido aún regímenes óptimos para tratar esta patología. 

 Aunque hay muchos agentes químicos dirigidos y anticuerpos monoclonales bajo investigación, 

la mayoría fallan en alcanzar resultados terapéuticos satisfactorios. La falta de biomarcadores 

para estratificar TNBC e identificar pacientes con tumores sensibles a determinadas terapias 

dirigidas, es una de las razones para estos resultados desalentadores [22,39]. Experiencias 

previas y esfuerzos actuales sugieren que agentes individuales no resultan efectivos para tratar 

el TNBC. Utilizarlos combinados con otras terapias podría ser un modo de neutralizar la 

resistencia intrínseca o adquirida de esta patología[19]. Al presentar una heterogeneidad tan 

grande tanto intratumoralmente, como entre los distintos tumores de TNBC, en sumatoria con 

la resistencia intrínseca o adquirida a la quimioterapia, resulta prioritario el desarrollo de 

terapias dirigidas. 
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Proteínas Inhibidoras de la Apoptosis (IAP) 

 La apoptosis es el proceso de muerte celular programada, que se encuentra evolutivamente 

conservado en todos los animales [40]. Este programa está regulado genéticamente y juega un 

rol importante en el desarrollo y la homeostasis [41]. La desregulación de las vías apoptóticas 

está implicada en la patogénesis de diversas enfermedades humanas, incluyendo el cáncer, 

enfermedades autoinmunes, infecciones virales, enfermedades neurodegenerativas y SIDA [42]. 

La apoptosis también regula directamente la tumorigénesis. Muchas veces algunas células 

evitan los mecanismos normales de la apoptosis para prevenir su autodestrucción, lo que 

termina en el desarrollo de células tumorales [43,44]. Este programa se encuentra estrictamente 

regulado por una serie de cascadas de señalización bajo la influencia de tres factores críticos: 

IAP, antagonistas de IAP y caspasas [45]. En la Figura 3 se esquematizan las vías apoptóticas y 

los puntos regulados por las IAP. 

Figura 3. Representación esquemática de las vías intrínsecas y extrínsecas de la apoptosis, y los puntos en los que 

intervienen las IAP (verde)[46]. 

 Las IAP o proteínas inhibidoras de la apoptosis son un grupo de proteínas anti- apoptóticas 

conservadas entre muchas especies. Las primeras IAP fueron identificadas a partir de genomas 

baculovirales [47,48]. Hasta el momento hay 8 IAP identificadas en humanos: DIAP-1, DIAP2/ 

dILP, NAIP, c-IAP-1/HIAP-2/ hMIHB, c-IAP-2/HIAP-1/hMIHC, XIAP, Survivin y BIRC6 [49–56]. Los 

miembros de esta familia presentan un motivo funcional común denominado BIR (Baculoviral 

IAP repeat) [48]. Los dominios BIR son módulos proteicos interactivos, que contienen una 

secuencia de 70 aminoácidos ricos en cisteína e histidina, con propiedades de unión distintivas 

necesarias para la actividad anti-apoptótica de la mayoría de las IAP [57]. Se reportó que este 

dominio es capaz de unirse a las caspasas e inhibir su actividad [58–60]. Las IAP contienen entre 

uno y tres dominios BIR y a menudo pueden presentar un domino del tipo RING – finger o 

dominio de ubiquitina ligasa (Figura 4). Estas proteínas fueron identificadas en varios 

organismos multicelulares desde Drosophila hasta en mamíferos, pero no están presentes en 

plantas, levaduras, protozoos o C. elegans. La cercana relación entre IAP presentes en los 

organismos mencionados y los inhibidores de apoptosis baculovirales sugiere que estos últimos 

pueden haber sido adquiridos por los virus a través de la transferencia génica desde células de 

insecto hospedadoras [61]. Las IAP son capaces de inhibir las caspasas, y a su vez la proteína 

SMAC/DIABLO es antagonista de la función de las IAP [62–64]. El dominio RING no se encuentra 

en todas las IAP, pero muchas poseen otros dominios tales como el domino de unión a ubiquitina 
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o el dominio de repeticiones ricas en leucina, que generalmente media interacciones proteína –

proteína. Como es de esperarse, una familia de proteínas con estructuras y dominios tan

variables también exhibe un amplio rango de funciones, y se sabe que los miembros de esta

familia regulan muchos procesos celulares, tales como la progresión del ciclo celular, regulación

transcripcional, inmunidad y apoptosis [65]. El dominio RING y su actividad E3 ligasa asociada es

central para la función de varias IAP. La unión de ubiquitina a las proteínas, llamada “cascada de

ubiquitinación” o simplemente “ubiquitinación”, puede llevar a la degradación vía proteosoma

de las proteínas modificadas, varias de las cuales son reclutadas por los dominios BIR [66].

Figura 4.  Esquema de la estructura modular de las IAP. Con un óvalo gris se representa el dominio BIR 

característico[65]. 

BIRC6 

 Entre las IAP encontramos a BIRC6 (Baculoviral IAP repeat containing 6, también conocida como 

Apollon o BRUCE en ratón). Ésta es una proteína de aproximadamente 530 kDa que contiene un 

dominio BIR en su región N- terminal, una región media grande desestructurada, y un dominio 

ubiquitina ligasa en su extremo C- terminal (UBC). Diferentes trabajos de investigación han 

descripto que BIRC6 desempeña un rol dual como una IAP anti-apoptótica y como una ubiquitina 

ligasa E2/E3 quimérica. BIRC6 es capaz de catalizar la ubiquitinación independiente de E3 a 

diferentes proteínas blanco como SMAC/DIABLO y Caspasa- 9, entre otras [67–69]. BIRC6 no 

solo inhibe a la proteína pro-apoptótica SMAC, sino que también se une a la pro- caspasa- 9 e 

inhibe su clivaje [68,70]. Asimismo, a través de su dominio BIR puede unirse e inhibir caspasas 

activas, incluyendo caspasas 3, 6, 7 y 9 [68,70–72]. 

 Además de su función como proteína inhibidora de la apoptosis, BIRC6 es un regulador 

importante de la citocinesis y juega un rol importante en la proliferación celular[73] BIRC6 se 

encuentra asociada a membrana y se localiza en los compartimentos del Golgi y en el sistema 

vesicular [72]. Las IAP también tienen un rol crítico en el control de la supervivencia y muerte 

celular regulando factores de señalización cruciales como la vía de NF-κB [74]. BIRC6 además 

participa en procesos tales como la autofagia regulando la fusión del autofagosoma con el 

lisosoma [75,76]. En la Figura 5 se muestra un esquema de los distintos procesos en los que 

interviene BIRC6. 
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Figura 5. Esquema que resume los procesos en los que interviene BIRC6[77]. 

BIRC6 y cáncer de mama tiple negativo 

 Como se mencionó anteriormente la apoptosis es el proceso de muerte celular programada, 
por lo que la evasión de la misma puede conducir a la carcinogénesis. Las células  tumorales son 
conocidas por aumentar su supervivencia y proliferación sobre expresando proteínas anti-
apoptóticas o inactivando proteínas pro-apoptóticas [78]. Una de las familias de proteínas anti-
apoptóticas son los IAP. Éstas son capaces de regular no solo las vías apoptóticas en sí mismas, 
sino que también regulan el ciclo celular, la inflamación mediada por el cáncer, invasión tumoral 
y metástasis [79,80]. Diferentes grupos de investigación demostraron que las IAP se 
encontraban sobre expresadas en varios tipos de células tumorales, y se cree que podrían estar 
relacionadas con la tumorigénesis, la resistencia a los tratamientos y un peor pronóstico[81]. En 
particular, la proteína BIRC6, se encontró sobre expresada en tejidos tumorales de carcinomas 
gástricos [82], leucemia mieloide aguda [83], cáncer colorrectal [84], cáncer de mama [85], 
cáncer de cerebro [86], cáncer de próstata [87], cáncer de pulmón [88], y cáncer de ovario [89], 
entre otros. Además, se encontró que, a mayor sobreexpresión de la misma, menor es el nivel 
de diferenciación y de muerte celular [89] por lo que se cree que podría jugar un rol importante 
en la oncogénesis [83–88,90–93]. Además, se encontró una relación entre la sobreexpresión de 
IAP con la quimiorresistencia de algunos tipos celulares [88,94,95] y se logró recuperar la 
sensibilidad a dichas terapias mediante el silenciamiento o inhibición de dichas proteínas. Esto 
posiciona a las IAP, y particularmente a BIRC6, como un posible blanco terapéutico para 
combatir distintos tipos de cáncer. En particular, aquellos que más frecuentemente desarrollan 
quimiorresistencia, como es el caso de TNBC, y en los cuáles aún no se encuentra validado BIRC6 
como blanco terapéutico. 

Terapia génica 

 En el caso de patologías complejas, como es el caso de algunos tumores, que aún no se ha 

desarrollado un tratamiento eficaz y los tratamientos actuales tienen como objetivo evitar el 

progreso de la enfermedad, resulta de suma necesidad desarrollar terapias dirigidas que 

permitan afectar blancos específicos cada vez más puntuales. Dentro de las terapias que se 

encuentran en estudio podemos encontrar la inmunoterapia, por ejemplo, que utiliza 

anticuerpos para bloquear e inhibir la formación de estructuras puntuales; el uso de inhibidores 

sintéticos para bloquear vías de señalización dentro de la célula; o la terapia génica.  

 La terapia génica consiste en el tratamiento de diferentes desórdenes o patologías a través de 

la transferencia de material genético específicamente diseñado hacia el interior de las células a 
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tratar. Estos fragmentos de DNA ingresados tienen como objetivo modificar alguna propiedad 

fenotípica de la célula en la que ingresan con el fin de tratar una condición[96]. La terapia génica 

puede utilizar diversos mecanismos para generar este cambio en la célula blanco. Uno de ellos 

puede ser la inserción o deleción de fragmentos de DNA para generar un knock-out y lograr que 

un gen no se exprese, otro puede ser la edición génica, que hace uso de nucleasas específicas, 

como por ejemplo el sistema CRISPR/Cas, en el que mediante una sonda de RNA se ubica una 

región específica de un gen y se le realizan diversas alteraciones in situ. Además, podemos 

encontrar sistemas que disminuyan la expresión de un gen, por ejemplo, utilizando RNA de 

interferencia que utilizan los mecanismos de silenciamiento génico propios de la célula[96–99]. 

En la Figura 6 se muestran los distintos pasos que debe seguir un vector para que la terapia 

génica sea efectiva. 

 

Figura 6. Representación de los pasos necesarios para poder llevar a cabo una terapia génica. Dentro de estos 

encontramos el ingreso a la célula (A), seguido de la traslocación al núcleo (B), reconocimiento por maquinaria 

transcripcional y expresión (C) y efectivización del proceso esperado (D). Esquema armado basándose en las 

aplicaciones propuestas por Wang (2014)[100]. 

Silenciamiento génico 

 Existen diferentes estrategias para inhibir la función de una proteína. Algunas de ellas están 

basadas en la inhibición directa de la misma ya sea utilizando inhibidores naturales o sintéticos, 

o utilizando anticuerpos. Otras están basadas en la manipulación del genoma, por ejemplo, 

insertando o delecionando partes del mismo y generando genes knock-out. Por último, hay 

estrategias que se basan en afectar los mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. 

Esto se conoce como silenciamiento génico y se basa en conducir el secuestro o la degradación 

de los mRNA generados a partir de un gen, utilizando RNA de interferencia (RNAi) [101]. El 

mecanismo de acción de este sistema consiste principalmente en una función de silenciamiento 

post-transcripcional altamente conservada mediada por moléculas de RNA de doble hebra 

(dsRNA). El silenciamiento de un gen determinado puede obtenerse de dos formas: utilizando 

directamente moléculas de dsRNA que por algún método son introducidas en el interior de las 

células (siRNA) o bien utilizando moléculas de DNA que codifiquen para una molécula pequeña 
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de RNA con estructura secundaria de horquilla, short hairpin RNA (shRNA), y de este modo la 

especie de RNA que media el silenciamiento se expresa directamente en el interior de la célula. 

 Para llevar adelante la expresión de un shRNA es necesario diseñar de forma meticulosa el 
vector que será utilizado para vehiculizarlo [102,103]. En primer lugar, es necesario elegir un 
promotor adecuado que controle la transcripción. El promotor más utilizado es el promotor del 
RNA pequeño nuclear U6 que es reconocido por la RNA polimerasa III. Dicha RNA polimerasa es 
la encargada de sintetizar moléculas de RNA pequeños en la célula y diversos trabajos han 
demostrado que es muy eficiente en la transcripción de shRNA. Un shRNA típico se encuentra 
conformado por una región doble cadena de entre 19 y 25 pb complementarios con la secuencia 
blanco, conectados entre sí por un loop simple cadena de entre 5 y 10 pb. Finalmente, la 
construcción del vector debe incorporar una secuencia terminadora de la transcripción que sea 
reconocida por la RNA polimerasa III. Una vez expresado el shRNA la molécula de dsRNA 
resultante es procesada por la proteína Drosha en el núcleo y por Dicer en el citoplasma, 
haciendo que pierda el loop. Finalmente, una de las hebras del RNA doble hebra resultante es 
cargado por el complejo formado por RISC y AGO2 y así híbrida con el mRNA blanco y lo cliva o 
lo secuestra, inhibiendo la traducción del mismo (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema del proceso de silenciamiento mediado por baculovirus. Se muestran las distintas etapas desde el 
ingreso del vector, la translocación al núcleo, la expresión del shRNA y el resultado del silenciamiento llevando al 
secuestro o clivaje[104]. 

Vectores virales y no virales 

 Para lograr que las moléculas de DNA que codifican para el shRNA diseñado puedan ingresar a 

las células blanco existen diferentes estrategias. Dos grandes categorías contemplan aquellas 

que utilizan vectores virales y las que utilizan vectores no-virales. El vector es el vehículo que es 

utilizado para introducir material genético foráneo en el interior de la célula. 
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 Los vectores no virales por lo general están constituidos por plásmidos y otras moléculas de 

DNA y requieren de distintos métodos para facilitar su ingreso a la célula blanco. Estos métodos 

tienen como ventaja la seguridad, presentan una baja inmunogenicidad y toxicidad, fácil 

manufactura y administración y, en principio, no tienen limitación en el tamaño de DNA a 

insertar, aunque esto último dependerá de la naturaleza del vector elegido. La mayor desventaja 

que tienen los vectores no virales es la baja eficiencia de transfección o ingreso a las células 

blanco. Dentro de los polímeros más utilizados encontramos polímeros sintéticos catiónicos que 

son capaces de neutralizar las cargas negativas del DNA, lo que le otorga propiedades como 

protección de las DNAsas y facilita el ingreso, como por ejemplo el polietilenglicol (PEG) o 

polietilenimina (PEI) [96,97]. Además, es posible conjugarlos a residuos tales como azúcares, 

anticuerpos, péptidos y folato para aumentar la eficiencia de transfección y facilitar la salida del 

endosoma y el ingreso al núcleo [105]. Asimismo, podemos encontrar polímeros naturales como 

pueden ser la ciclodextrina, quitosano, colágeno, gelatina y alginato. Estos últimos presentan 

como ventaja que pueden ser degradados y remodelados por enzimas secretoras de las células; 

no son tóxicos y son rápidamente incorporados[96,97].  Otro método consiste en el uso de 

lípidos catiónicos para facilitar el ingreso del DNA a la célula[106]. 

 Los vectores virales, por su parte, son en esencia virus modificados y como tales poseen la 

capacidad de ingresar a las células que infectan, introducir su material genético y dirigirlo al 

núcleo. Los vectores virales deben cumplir con ciertas condiciones para poder ser utilizados. En 

primera medida, que el vector sea capaz de ingresar a la célula blanco permitiendo que el 

material genético cumpla su función. El nivel de bioseguridad necesario para su manipulación 

es un aspecto que debe considerarse al momento de elegir un vector viral: el riesgo de generar 

alguna patología en el usuario o su capacidad de integrarse en el genoma de la célula blanco son 

aspectos que deben analizarse con rigurosidad. Por último, la inmunidad preexistente que el 

organismo blanco de la terapia posea contra el vector debe ser mínima para que esta no 

interfiera con el delivery génico. Además debe ser fácil de producir y procesar y tener una vida 

útil razonable[96,97,99,107–109]. Miembros de múltiples familias virales han sido utilizados 

como vectores. Entre ellos podemos encontrar retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados y 

baculovirus, entre otros. Dentro del género retrovirus encontramos γ-retrovirus, lentivirus y 

spumavirus [110]. Estos virus pueden introducir fragmentos de DNA de hasta 9 kpb, pero 

presentan la desventaja de que pueden insertarse en el genoma y generar mutagénesis, 

generando así transmisión a partir de líneas germinales[96,99]. Otros vectores muy utilizados 

son los derivados de Adenovirus, que resultan herramientas atractivas dado que su infección es 

autolimitada y no fatal [111]. Pueden introducir fragmentos de hasta 30 kpb [112], sin embargo 

presentan una expresión limitada y una inmunidad preexistente elevada [99,113]. Los virus 

adeno-asociados también son muy utilizados como vectores, estos son parvovirus del género 

Dependovirus [114]. Son virus no envueltos con una cápside icosaédrica que contiene un 

genoma a DNA lineal simple hebra[96,97]. Estos virus son deficientes en su replicación y 

requieren de otros virus para replicarse y diseminarse [111] por lo que son muy utilizados para 

terapia génica  in vivo. Sin embargo, sólo son capaces de introducir fragmentos de DNA de hasta 

4,5 kpb y generan una respuesta inflamatoria moderada [99]. Finalmente, un grupo de virus que 

se han empezado a utilizar con mayor frecuencia son los baculovirus, que si bien son patógenos 

naturales de insectos, son capaces de transducir células de mamífero, dónde el genoma 

permanece como un elemento episomal no replicativo[115]. 

 Si bien los vectores basados en retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados presentan una 

gran eficiencia de transducción en las células de mamífero, es necesario trabajar con niveles de 

bioseguridad mayores para garantizar un manejo seguro de los mismos, además los pacientes 
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presentan inmunidad preexistente ya que son patógenos de mamíferos muy comunes, por lo 

que parte de las partículas virales introducidas serán destruidas. En algunos casos además, existe 

la posibilidad de que se integren en el genoma de las células blanco[116–118]. En este sentido, 

los baculovirus constituyen una herramienta de utilidad ya que presentan una baja inmunidad 

preexistente, no tienen ningún efecto tóxico en las células de vertebrados ni perturban el 

crecimiento celular, no pueden replicar en las mismas por lo que no hay riesgo de contraer una 

infección y al no ser patógenos de mamíferos se puede utilizar en laboratorios con niveles de 

bioseguridad 1 y 2 (dependiendo del transgén que expresen)[119].  

Biología de los Baculovirus 

 Los baculovirus son virus específicos de artrópodos y han sido aislados a partir de unas 600 

especies diferentes de insectos. Son un grupo muy diverso de virus con DNA doble hebra, 

circular, superenrollado y con un tamaño de genoma que varía entre 80 y 180 kpb que codifican 

entre 90 y 180 genes [120]. El genoma está empaquetado en una nucleocápside con forma de 

bastón de entre 230 y 385 nm de largo y entre 40 y 60 nm de diámetro [121,122]. Las 

nucleocápsides, a su vez, se encuentran envueltas en una membrana lipoproteica dando como 

resultado partículas virales con forma de bastón (baculus). 

 Estos virus realizan su ciclo infectivo en Lepidópteros, Himenópteros y Dípteros. Pertenecen a 

la familia Baculoviridae [123] que puede clasificarse en cuatro géneros [124]. Los virus infectivos 

de Lepidópteros se dividen en Alfa y Betabaculovirus abarcando los nucleopolyhedrovirus (NPVs) 

y granulovirus (GVs) respectivamente, mientras que los que infectan los géneros Hymenoptera 

y Diptera se llaman Gamma y Deltabaculovirus respectivamente[121,125].  

 En la mayoría de los baculovirus mejor caracterizados, los viriones presentan dos fenotipos 

durante el ciclo de infección: viriones derivados de cuerpos de oclusión (ODV) y viriones 

brotantes (BV). Aunque ambos tienen una estructura de la nucleocápside similar, difieren en el 

origen y la composición de sus envolturas y en el rol que cumplen en el ciclo de vida viral. Una 

característica distintiva de los baculovirus consiste en la formación de cuerpos de oclusión 

dentro de la célula que infectan [126,127]. Los cuerpos de oclusión son altamente estables y 

pueden resistir condiciones ambientales adversas, permitiendo que los viriones continúen 

siendo infectivos prolongadamente en el ambiente. Los cuerpos de oclusión se componen por 

una matriz cristalina compuesta de una proteína mayoritaria llamada poliedrina en NPVs y 

granulina en GVs. Cuando el insecto en estadio larval ingiere material foliar contaminado con 

los cuerpos de oclusión, estos se desintegran en el intestino medio liberando los ODV que inician 

la primoinfección en el tejido epitelial.  

 Los baculovirus regulan su expresión génica de un modo fase- dependiente. Así comienzan con 

la fase inmediatamente temprana, luego la temprana tardía, la tardía y la muy tardía [128]. A 

diferencia de otros virus que codifican sus propias polimerasas, los baculovirus utilizan el 

sistema de transcripción de la célula hospedadora para expresar sus genes “inmediatamente 

tempranos” pero luego de iniciar la replicación del DNA propio sólo dependen de su RNA 

polimerasa para transcribir los genes “tardíos” y “muy tardíos”. Esto sugiere que tanto la 

maquinaria transcripcional viral como la del hospedador se ven afectadas para priorizar la 

expresión de los genes de fase muy tardía[120].  

 El ciclo infectivo en el epitelio del intestino medio finaliza con la producción del segundo 

fenotipo viral: los BV o viriones brotantes que llevarán a cabo la infección sistémica en la larva. 
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 El ingreso de los BV de AcMNPV (Virus de la nulcleopoliedrosis de Autographa califórnica), el 

baculovirus más estudiado, a la célula hospedadora es mediado por una glicoproteína viral 

denominada GP64 que interacciona con un receptor celular poco caracterizado. Esta interacción 

permite el ingreso del virus a través del proceso de endocitosis dependiente de clatrina y la 

subsecuente acidificación de la vesícula endosomal internalizada. Dicha variación en el pH 

genera un cambio conformacional en la proteína viral GP64 que acerca tanto la membrana del 

virión como la membrana vesicular dando como resultado la fusión de ambas. De este modo, la 

nucleocápside viral es liberada al citoplasma y migra al núcleo celular donde el DNA resulta 

accesible a la maquinaria de transcripción permitiendo el inicio de la cascada transcripcional. 

(Figura 8) 

Figura 8. Esquema de ciclo infectivo de baculovirus en células de insecto. Ingreso a la célula (1), fusión de membranas 

mediado por GP64 (2), traslocación al núcleo (3), replicación del DNA viral (4) y generación de viriones brotantes 

(5)[104]. 

 En particular, dentro del género de los Alfabaculovirus AcMNPV es el más utilizado para 

aplicaciones biotecnológicas. AcMNPV puede transducir ciertas líneas celulares de vertebrados, 

donde el genoma permanece como un elemento episomal no replicativo[115].  

Generación y uso de baculovirus recombinantes 

 Los baculovirus fueron ampliamente utilizados como una herramienta de expresión génica por 

más de treinta años, basándose en su habilidad para expresar altos niveles de proteínas 

recombinantes en células de insecto. Posteriormente, se observó que los baculovirus además 

son capaces de entrar en una variedad de líneas celulares de mamíferos y conducir a la expresión 

de diferentes genes foráneos bajo el control de promotores de mamífero[129–134]. En la Figura 

9 se muestran las distintas aplicaciones de los baculovirus recombinantes. Los baculovirus 

modificados ofrecen una buena alternativa a los virus de mamíferos para su utilización en 

estrategias de terapia génica y medicina regenerativa ya que el genoma viral se mantiene 

temporalmente, sin replicación episomal ni integración [135–137], además el desarrollo de 
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nuevas tecnologías para construir baculovirus modificados, permite una generación sencilla de 

los mismos [138]. 

Figura 9. Esquematización de los distintos campos de aplicación en los que se utilizan los baculovirus. Figura adaptada 

a partir de Mansouri y colaboradores [139]. 

 Los sistemas de expresión basados en vectores baculovirales (BEVS) suelen estar basados en 

AcMNPV [120,138,140–145]. En los BEVS utilizados para producción de proteínas 

recombinantes en células de insecto, se utilizan los promotores de los genes muy tardíos, 

poliedrina (polh) y p10 por su fuerte actividad promotora inducida por la infección[146,147]. 

Además, los baculovirus tienen un tropismo amplio que les permite ingresar no solo a células de 

insecto hospedadoras, sino que a su vez en diferentes tipos celulares de mamífero. El ingreso 

ocurre a través de la interacción de la glicoproteína de superficie viral GP64 y múltiples 

receptores celulares [148]. Diversos estudios han demostrado que GP64 puede unirse a los 

proteoglicanos de heparán sulfato (HSPG) presentes en la superficie de diferentes tipos celulares 

de vertebrados  [149]. Además se reportó que GP64 puede interaccionar con los fosfolípidos de 

la membrana y que el ingreso a las células de  mamífero puede ser inhibido por el tratamiento 

con lípidos cargados negativamente como el ácido fosfatídico y el fosfatidilinositol [134]. Luego 

de unirse a moléculas de la superficie celular, los baculovirus pueden ser internalizados por 

medio de balsas lipídicas, o bien,  podría involucrar endocitosis y/o macropinocitosis[150–152]. 

 En cuanto a la estimulación de la respuesta inmune, AcMNPV presenta una fuerte actividad 

adyuvante que promueve la generación de una robusta respuesta inmune humoral y celular 

estimulando la producción de interferones (IFN) y citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, ni 

la proteína GP64 recombinante purificada ni las partículas baculovirales inactivadas resultaron 

inmunogénicas [140,142,143,153]. Se ha demostrado con posterioridad que la respuesta podría 

ser causada por la internalización del genoma a DNA de AcMNPV, que contiene motivos de 

metilación CpG, comparable con el genoma de E. coli y Herpes simplex virus [141]. Este patrón 

puede ser reconocido por las células de la inmunidad innata vía TLR9 y conducir a la inducción 

de la inmunidad adquirida antitumoral, que puede incluir la activación de linfocitos citotóxicos 

específicos de tumor (CTL), células Natural Killer (NK) o la producción de anticuerpos [143]. 
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 AcMNPV ha sido ampliamente utilizado como vector de expresión de genes heterólogos 

y recientemente como vector de terapia génica antitumoral. Algunos ejemplos incluyen

su utilización como un vector para la expresión de la toxina A de Diphteria con el objetivo 

de eliminar células malignas de glioma en el cerebro [154] y para la expresión de la enzima 

timidina kinasa de Herpes simplex virus (HSVtk) que conduce a la muerte celular en 

presencia de ganciclovir. Esta última estrategia fue empleada para eliminar glioblastoma 

[155]. Además, se han utilizado baculovirus AcMNPV recombinantes capaces de silenciar el 

gen ratina (HNr), que es el homólogo murino de la humanina (HN), en modelos in vitro e in 

vivo para el tratamiento de tumores pituitarios[156]. Existen diferentes estrategias para 

generar baculovirus AcMNPV recombinantes que se valen de diferentes metodologías cada 

una de ellas con sus ventajas y sus limitaciones. La mayoría se basan en la doble 

recombinación homóloga de los genomas baculovirales con vectores de transferencia 

que poseen el gen de interés flanqueado por secuencias de DNA viral. Uno de los 

sistemas más utilizados es el que hace uso del bácmido (genoma baculoviral capaz de 

replicar en E. coli) bAcGOZA. Este replicón bacteriano que contiene el genoma completo 

de AcMNPV es deficiente en el gen esencial ORF1629 que codifica para una proteína de la 

cápside necesaria para la infección viral. Entonces, este bácmido se co-transfecta en células de 

insecto con un plásmido de transferencia que posee el gen de interés flanqueado por las dos 

regiones homólogas para poder recombinar y conteniendo el ORF1629 funcional en una de 

ellas, de modo tal que sólo aquellos baculovirus que recombinaron con el vector de 

transferencia pueden generar viriones brotantes viables (Figura 10) [157]. Este sistema 

contempla mejoras tecnológicas que simplificaron los procedimientos tediosos para generar 

y aislar virus recombinantes y convirtieron al sistema de expresión basado en 

baculovirus en un método seguro y fácil de utilizar[158].  

Figura 10. Representación del proceso de 

generación de baculovirus recombinantes. Con 

cruces (x) se esquematizan las recombinaciones 

homólogas esperadas. Pp10 : Promotor p10; polh : 

gen de poliedrina; lef2: gen lef2 ; 1629: ORF1629; 

gen “x”: gen de interés; Mini F: origen de 

replicación bacteriano; recBV : virión brotante 

recombinante[77]. 

Baculovirus silenciador del gen birc6: AcMNPV-shBirc6 

 En nuestro laboratorio se generó un baculovirus AcMNPV recombinante mediante doble 
recombinación homóloga en células de insecto utilizando el sistema bAcGOZA. Este baculovirus 
codifica para un shRNA diseñado para silenciar el gen birc6. El shRNA utilizado hibrida con la 
región 3’UTR del mRNA de Birc6 y en estudios previos se pudo observar que es capaz de 
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disminuir la expresión del mismo en células de adenocarcinoma de pulmón humano e inducir 
niveles significativos de apoptosis [77].  

 Además, sabemos que el shRNA presenta un 90% de identidad con el homólogo murino de 

BIRC6, BRUCE, por lo que este podría ser capaz de silenciar el gen y de este modo, ser utilizado 

en estudios in vitro e in vivo con modelos murinos. El alineamiento se muestra en la Figura 11. 

 

Figura 11. Alineamientos del shRNA construido con el gen humano birc6 (parte superior) y con el gen murino bruce 

(parte inferior). Con asteriscos (*) se marcan las diferencias presentes entre el shRNA y la secuencia del gen. 

En el presente trabajo nos proponemos evaluar el rol de BIRC6 en TNBC.  Para llevar adelante 

este cometido utilizaremos el baculovirus recombinante que expresa un shRNA contra BIRC6, 

descripto anteriormente, con el fin último de desarrollar una posible terapia antitumoral. 
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Hipótesis 

  

El silenciamiento de la expresión del gen birc6 mediado por la transducción por baculovirus 

AcMNPV recombinantes es capaz de inducir la apoptosis de células de TNBC e interferir con 

procesos celulares básicos necesarios para la proliferación y el crecimiento tumoral. 

  

Objetivos 

Objetivo general 

 Realizar diversos estudios preclínicos en modelos in vitro, in vivo e in silico para evaluar el efecto 

del silenciamiento de la proteína BIRC6 mediado por baculovirus recombinantes para el 

tratamiento de cáncer de mama triple negativo (TNBC). 

Objetivos específicos 

✔ Evaluar la transducción de diferentes líneas celulares de TNBC (F3II, MDA-MB-231) mediada 
por baculovirus. 

 

✔ Explorar la combinación de baculovirus con polímeros cargados (PEI) para mejorar la 
eficiencia de transducción. 
 

✔ Evaluar el efecto del silenciamiento de BIRC6 mediado por el baculovirus recombinante.  
 

✔ Evaluar el efecto del silenciamiento de BIRC6 sobre la apoptosis. 
 

✔ Estudiar el efecto del silenciamiento de BIRC6 sobre la progresión tumoral, y metástasis en 
modelos singénicos murinos. 

 

✔ Estudiar la expresión de BIRC6 y de las vías de señalización con las que interactúa en bases 
de datos de transcriptómica de pacientes de TNBC. 
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Materiales y métodos 

Materiales 

Soluciones 
 Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en autoclave a 
121°C a 1 atmósfera de sobrepresión. Las soluciones termolábiles fueron esterilizadas por 
filtración con filtro de diámetro de poro de 22 μm. El agua utilizada para la preparación de las 
soluciones fue bidestilada, filtrada por columna de intercambio iónico y esterilizada en 
autoclave.  

Kit para el ensayo de TUNEL 
 Se utilizó el kit comercial DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega Corporation, 
USA). 

Medios para cultivo de células de insectos 
 Medio de Grace, Thermo-Fisher / Life Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA) suplementado 
con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina).  

Medio para el cultivo de células de mamífero 
 MEM, Gibco, suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina). 

Líneas celulares utilizadas 
 Se utilizaron las siguientes líneas celulares: 

- Células F3II de carcinoma mamario triple negativo murino. Las mismas fueron 
adquiridas gracias al Laboratorio de Oncología Molecular de la Universidad Nacional de 
Quilmes (UNQ)[159]. 

- Células MDA-MB-231 de carcinoma mamario triple negativo humano. La misma fue 
adquirida gracias al Laboratorio de Oncología Molecular de la UNQ. 

Metilcelulosa 
 Para los ensayos de titulación de baculovirus se utilizó metilcelulosa al 1x para el medio de 
titulación Grace. 

Polietilenimina (PEI) 
 Para los ensayos de transducción con PEI se utilizó una solución de PEI 1mg/ml de la marca 
(Polysciences inc). 

Baculovirus recombinantes utilizados 
 Para los ensayos in vitro e in vivo se utilizaron baculovirus recombinantes generados en 
nuestro laboratorio. Los baculovirus fueron generados mediante el sistema bAcGOZA (Figura
10), y contenían el gen codificante para la proteína fluorescente roja dTomato bajo el 
promotor ie1 de citomegalovirus (ie1CMV) lo que permite la identificación visual de las células 
de insecto infectadas y de las células de mamífero transducidas. Además, Ac-shBirc6 codifica 
para un shRNA diseñado para ser complementario a la región 3’UTR del gen birc6 humano 
bajo la acción del promotor U6 de mamífero. Ac-shRNA(-) es un baculovirus control que no 
codifica para ningún shRNA (Figura 12).  
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Figura 12. Esquema de las construcciones genéticas introducidas en el baculovirus Ac-shBirc6 y el baculovirus 

control Ac-shRNA(-) respectivamente[77]. 

Ratones utilizados en ensayos in vivo 
 Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad. 
 
Anticuerpos utilizados 
 

Anticuerpos primarios 

Nombre Target Especie 

α-BIRC6 BIRC6 Cabra 

 

Anticuerpos secundarios 

Nombre Target Fluoróforo 

α-cabra cabra Alexa 488 

 
Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la detección de la proteína BIRC6. 

Métodos  

Mantenimiento de células  
 Las células High FiveTM (BTI-TN-5B1-4) se mantuvieron a 27 °C en medio de Grace 
(InvitrogenTM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Internegocios).  
Las células MDA-MB-231 y F3II (líneas celulares de carcinoma mamario triple negativo humano 
y murino, respectivamente) se cultivaron en medio de cultivo D-MEM con SFB 10 % 
suplementado con aminoácidos MEM (10 μl/ml), y L-glutamina (2 mM).  
 
Métodos que involucran manipulación de baculovirus en cultivo celular  
 Para el mantenimiento de virus en cultivo celular, se siguieron los protocolos sugeridos en los 
libros de referencia “Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual”[160] y “Baculovirus 
and Insect Cell Expression Protocols”[161]. 
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Preparación de los inóculos de viriones brotantes 
 Se infectaron células High FiveTM con los recBV Ac-shBirc6 y Ac-shRNA (-) y luego de 72 hs se 
colectó el sobrenadante. Se clarificaron los sobrenadantes de cultivo centrifugando a 14.000 x 
g durante 5 minutos, luego se volvieron a centrifugar los viriones brotantes a 21.000 x g 
durante 60 minutos a 4°C y fueron resuspendidos en PBS.  

Titulación de los baculovirus recombinantes 
 Se utilizó el método de la dilución terminal. El título se definió como la dilución a la que solo el 
50% de los pocillos presentan signos de infección, en este caso detectada por la expresión de la 
proteína roja fluorescente dTomato. En una placa de 12 pocillos se cultivaron células High Five 
hasta alcanzar un 60% de confluencia. Se las incubó con 1 ml de la dilución de viriones 
correspondiente durante 1 hora en agitación suave. Pasado el periodo de incubación de le 
agrego 4 ml de medio de titulación Grace a cada pocillo. Se incubaron a 27 °C monitoreándolas 
diariamente hasta lograr detectar signos de infección. Se determinó un título de 
aproximadamente 109 para todos los baculovirus recombinantes.  

Transducción de células F3II y MDA-MB-231 
 Se tomó una alícuota de viriones brotantes del baculovirus de interés y se diluyó en PBS 1X, 
para alcanzar una multiplicidad de transducción de 500. Esta suspensión de viriones 
recombinantes se usó para transducir células F3II y MDA-MB-231 cultivadas en placas de 24 
wells. Las células se incubaron en presencia de viriones recombinantes por 2 horas con 
agitación suave. Pasado este tiempo se completó cada well con 500 μl de medio D-MEM con 
10% de SFB y se incubaron a 37°C, monitoreándolas cada 24 horas. El volumen de viriones 
brotantes del que se parte dependerá de la multiplicidad de transducción deseada en cada 
caso.  

Transducción de células F3II y MDA-MB-231 con PEI. 
 Se tomó una alícuota de viriones brotantes del baculovirus de interés y se diluyó en PBS 1X, 
para alcanzar una multiplicidad de transducción de 500. Esta suspensión de viriones 
recombinantes se usó para transducir células F3II y MDA-MB-231 cultivadas en placas de 24 
wells. Las células se incubaron en presencia de viriones recombinantes con 2 o 1.25 μl de PEI 
por 2 horas con agitación suave. Pasado este tiempo se completó cada well con 500 μl de 
medio D-MEM con 10% de SFB y se incubaron a 37°C, monitoreándolas cada 24 horas. El 
volumen de viriones brotantes del que se parte dependerá de la multiplicidad de transducción 
deseada en cada caso.  

Detección de BIRC6 por inmunofluorescencia 
 Para llevar a cabo la técnica de inmunofluorescencia se utilizaron insertos circulares estériles 
de vidrio colocados dentro de cada pocillo de placas de cultivo celular de 12 pocillos. En el caso 
de los pocillos de células tratados con baculovirus, 48 horas luego de la transducción, se retiró 
el medio de cultivo y se lavó con PBS X1. Las células se fijaron con PFA 4% durante 10 min, 
seguido de otro lavado con PBS 1X. Para la permeabilización, las células se incubaron de 5 a 10 
min con Fix and Perm Buffer de BD. Se lo retiró y se lo lavó nuevamente con PBS 1X. Luego, las 
células se incubaron con una solución de bloqueo conteniendo PBS, 0,05% de Tween-20 y 5% de 
SFB durante 40 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó con PBS 1X.  
A continuación, se incubó con una dilución 1:100 preparado en PBS-BSA 2,5% del anticuerpo 
primario policlonal anti-BIRC6, en una cámara húmeda durante 1 hora. Luego de sucesivos 
lavados con una solución de PBS 1X, los preparados se incubaron con una dilución 1:100 del 
anticuerpo secundario anti-cabra conjugado a Alexa-488 durante 30 minutos a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Con el propósito de teñir el DNA nuclear, una vez permeabilizadas las 
células, se incubaron con el colorante DAPI 1:5000 durante 10 min, luego se lavaron 3 veces con 
PBS 1X pH 7,4. Finalmente, los preparados fueron montados con líquido de montaje y 
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cubreobjetos para ser observados con posterioridad en un microscopio de epifluorescencia 
Nikon E200.  
 
Microscopía confocal  
 Las imágenes se tomaron con el microscopio Leica TCS SP5 II. Este microscopio está equipado 
con un objetivo UV HCX PL APO CS 63.0x 1.40 oil, laser de helio/neon de 543 nm, láser de 
argón/ion de 488 nm y el software LAS AF versión 2.2.1 4842. Las imágenes se procesaron 
usando el software ImageJ (NIH).  
 
Ensayo de apoptosis mediante la técnica de TUNEL  
Las células F3II fueron sembradas sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos (1 x 105 
células/ml/pocillo)  y fueron cultivadas durante 24 hs. Al día siguiente se agregó el Ac-shBirc6 
(m.o.t = 500 -multiplicidad de transducción-). A las 48 o 72 horas de la transducción se retiró el 
medio de cultivo y se lavó con PBS 1X. Cada inserto se fijó con PFA 4% durante 25 minutos a 4°C, 
seguido de dos lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno. Para la permeabilización se incubó 
durante 5 minutos con Triton X-100 0,2%. Nuevamente se lavó 2 veces con PBS 1X durante 5 
minutos. Se les agregó 100μl de buffer E, y se incubó a temperatura ambiente por 5-10 minutos. 
Luego, se colocaron se incubaron con 50 μl de la mix de reacción que contiene la enzima TdT, 
en una cámara humidificada durante 60 minutos a 37 °C, cuidando que desde este paso en 
adelante los insertos no se expusieran a la luz. Posteriormente se incubó durante 15 minutos 
con 2x SSC, para detener la reacción. Seguidamente, se lavó 3 veces con PBS 1X durante 5 
minutos. Finalmente, los preparados fueron montados con líquido de montaje y cubreobjetos 
para ser observados con posterioridad en un microscopio de epifluorescencia Nikon E200.               
 
 Ensayos de progresión tumoral in vivo con ratones BALB/c singénicos 
 Todos los procedimientos que involucraron manipulación de animales fueron llevados a cabo 
por la Dra. María Florencia Gottardo y el Dr. Matías Luis Pidre. La observación de pulmones para 
el recuento de metástasis y el procesamiento de datos fueron realizados por mí. Se inocularon 
10 ratones hembra BALB/c singénicos de 8 semanas de edad con 2 x 105 células F3II por ratón y 
se lo dejo crecer 22 días, hasta alcanzar un volumen de 200 mm3 aproximadamente. 
Transcurrido este tiempo, se inyectaron intratumoralmente 100 µl de Ac-shBirc6 (título viral = 
2x109) o Ac-shRNA(-) (título viral = 5x108). El tamaño tumoral fue determinado cada dos días con 
un calibre y estimado de acuerdo con la fórmula: [ancho2 x longitud]/2 (mm3). Cuando el 
volumen del tumor alcanzó aproximadamente 500 mm3 (día 45), los ratones fueron sacrificados 
por dislocación cervical, los tumores fueron retirados, fijados en para-formaldehído al 4% (PFA). 
 
Recuento de metástasis en ratones BALB/c singénicos 
 Luego del sacrificio, a partir de los ratones previamente inoculados con las células F3II, y 
tratados con Ac-shBirc6 o el baculovirus control, se extrajeron los pulmones y se fijaron con 
solución de Bouin. Posteriormente se procedió a realizar el recuento de metástasis bajo la lupa. 
 
 Análisis bioinformático de la expresión de BIRC6 utilizando diversas bases de datos y 
plataformas.  
 Para analizar la expresión de BIRC6 se utilizaron las plataformas UCSCXena [162] y cBioPortal 

[163,164] y las bases de datos TCGA TARGET GTEx, TCGA Pan-Cancer [165–168] y Molecular 

Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (Breast Cancer , METABRIC)[169,170]. 

TCGA TARGET GTEx fue seleccionada debido a que es la única que presenta datos 

transcriptómicos de tejido normal de voluntarias sanas y tejido de tumores primarios de 

pacientes con cáncer de mama. Las bases de datos TCGA Pan-Cancer (PANCAN) y Breast Cancer 

(METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016) fueron seleccionadas en función del número de 

muestras que contenía cada una, y de los distintos parámetros que permitían evaluar. En el caso 
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de TCGA Pan-Cancer y TCGA-Target-GTEx se utilizaron los datos de RNAseqV2 normalizados 

utilizando la cuantificación RSEM [171]. En el caso de Breast Cancer (METABRIC) se utilizaron los 

datos de  expresión de mRNA en z-Scores relativo a  todas las muestras (log microarray) llevado 

a cabo en la plataforma Illumina HT-12 v3 (Illumina_Human_WG-v3) [170]. Para el análisis de las 

alteraciones en el número de copias (CNV) TCGA y METABRIC usan Affymetrix Genome-Wide 

SNP array 6.0 para hallar variaciones somáticas en el número de copias (CNVs) [172]. Una media 

del logaritmo en base 2 del cociente se asignó por segmento a regiones génicas e intergénicas 

de acuerdo a las anotaciones de METABRIC. En este sentido al aplicar el logaritmo en base 2 a 

las CNVs obtenidas por el algoritmo GISTIC2 se considera que log2(CNV) > 1 son amplificaciones, 

1>log2(CNV) > 0.5 son ganancias, 0.5 > log2(CNV) > -0.5 son diploides, -0.5 >log2(CNV) > -1 son 

deleciones, log2(CNV) < -1 son deleciones profundas. 

 Análisis bioinformático de la expresión de BIRC6 en muestras de tejido normal de voluntarias 

sanas y tejido de tumores primarios. 

 Para estos análisis se utilizó la base de datos TCGA TARGET GTEx y la plataforma UCSCXena. Se 

filtraron aquellas muestras que correspondían a tejidos mamarios y evaluó la expresión de BIRC6 

en condiciones de tejido normal y tejido de tumores primarios. La comparación se realizó 

utilizando el z-score relativo a todas las muestras. 

 
Análisis bioinformático de correlación de la expresión de BIRC6 y el tipo de muestra con 

atributos moleculares en bases de datos. 

 Para estos análisis transcriptómicos se hizo uso de la base de datos TCGA Pan-Cancer (PANCAN) 

y la plataforma UCSCXena y cBioPortal. Para esto se filtraron aquellas muestras 

correspondientes a BRCA y se evaluó la expresión de BIRC6 y de diferentes moléculas 

involucradas en las vías apoptóticas. En el análisis se dividieron las muestras en dos grupos: alta 

expresión de BIRC6 (≥11.1) y baja expresión de BIRC6 (<11.1). Además, se realizó el análisis para 

distintos tipos de cáncer de mama: Receptor de hormonas positivo /HER2 positivo, receptor de 

hormonas negativo /HER2 positivo, receptor de hormonas positivo/HER2 negativo y receptor de 

hormonas negativo/HER2 negativo. Los puntos de corte para considerar esto fueron: expresión 

ESR1≥ 10, expresión PGR≥7 y expresión HER2≥14 para considerarlos receptores positivos.  

 

Análisis bioinformático de correlación de la expresión y CNV de BIRC6 con atributos clínicos 

en bases de datos. 

 Para estos análisis se hizo uso de la base de datos Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat 

Commun 2016) y la plataforma cBioPortal. Se utilizó al gen birc6 como query y se evaluó la 

correlación de distintas variaciones en el número de copias (CNV) con la expresión de BIRC6 y 

diversos atributos clínicos de interés. 

 

Análisis bioinformático de correlación de la expresión de BIRC6 y la expresión de proteínas 

reguladoras y efectoras de la apoptosis. 

 Para estos análisis se hizo uso de la base de datos TCGA Pan-Cancer (PANCAN) y las plataformas 

UCSCXena y cBioPortal. En este sentido, se filtraron aquellas muestras correspondientes al 

estudio BRCA y se comparó la expresión de BIRC6 en función de dos grupos: alta expresión de 

BIRC6 (≥11.1) y baja expresión de BIRC6 (<11.1), con la expresión de Bax, Bcl-2, Casp9, Casp3, 

Casp8, TP53, Cyt C, NFkB1 y DIABLO. Se realizaron análisis de correlación analizando la 

correlación de Pearson. 
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Análisis estadísticos 

 Para los análisis estadísticos de los ensayos in vitro e in vivo se hizo uso del programa GraphPad 

PRISM8®. Para el análisis de los datos bioinformáticos se hizo uso de la herramienta R y RStudio 

[173], y de las herramientas provistas por las plataformas UCSCXena y cBioPortal. Para los 

ensayos de transducción con PEI tanto con las células F3II y MDA-MB-231 se realizó el 

experimento por triplicado y se observaron al menos 5 campos en cada condición, se realizó un 

t-Test de dos colas desapareado utilizando como punto de corte un p-valor < 0.05. Para los 

ensayos de TUNEL se realizó el experimento por duplicado, se utilizó un test de χ2 utilizando 

como punto de corte un p-valor < 0.05. En el ensayo in vivo exploratorio se utilizó un n= 5 por 

cada grupo experimental. Para el análisis de la progresión tumoral y del cociente tumoral se usó 

un análisis de regresión múltiple utilizando como punto de corte p-valor < 0.05.  Para el análisis 

del volumen tumoral al día 45 se utilizó un T-Test de dos colas desapareado utilizando como 

punto de corte un p-valor < 0.05. Para el análisis de la expresión de BIRC6 en muestras de 

voluntarias sanas y muestras de tejido de tumores mamarios se usó un n= 1275 (n = 1099 

tumores primarios; n= 176 tejido mamario normal) y se realizó un t-Test utilizando un punto de 

corte de p-valor < 0.05. Para el análisis de la expresión de BIRC6 en función del número de copia 

se utilizó un n= 2173 (n= 232 Deleciones; n= 1818 Diploides; n= 111 Ganancias; n= 12 

Amplificaciones), se realizó un ANOVA múltiple seguido de un TukeyHSD utilizando en ambos 

casos un punto de corte de p-valor < 0.05. Para analizar las CNV de birc6 en función de la 

presencia/ausencia de receptores se utilizó un n= 2140 para evaluar el receptor de estrógeno ( 

n=1617 ER+ ; n= 523 ER-), n= 1980 para evaluar el receptor de progesterona (n= 1040 PR + ; n= 

940 PR -) y n= 1980 para evaluar el receptor HER2 (n= 247 HER2 + ; n= 1733 HER2 -), en todos 

los casos se realizó el test de χ2 agrupando aquellas CNV que implicaban un aumento del número 

de copias (ganancias y amplificaciones) por un lado, y aquellas que no lo implicaban (deleciones 

y diploides) por otro, usando un punto de corte de p-valor < 0.05. Para correlacionar las CNV con 

la edad de diagnóstico y con el Índice de Pronóstico de Nottingham se usó un n= 2173 (n= 232 

Deleciones; n= 1818 Diploides; n= 111 Ganancias; n= 12 Amplificaciones) y se realizó un ANOVA 

múltiple seguido de test de TukeyHSD usando un punto de corte de p-valor < 0.05 en ambos 

casos. Para correlacionar las CNV con el Grado Histológico Neoplásico se usó un n=  2072 (n= 

174 Grado 1; n= 851 Grado 2; n= 1047 Grado 3) se utilizó el test de χ2 agrupando aquellas CNV 

que implicaban un aumento del número de copias del gen (ganancias y amplificaciones) por un 

lado, y aquellas que no lo implicaban (deleciones y diploides) por otro, usando un punto de corte 

de p-valor < 0.05. Para evaluar la correlación entre las CNV y el tratamiento con quimioterapia 

o radioterapia se usó un n= 1980 (n= 1173 Tratadas; n= 807 No Tratadas) en el caso de la 

radioterapia y un n= 1980 (n= 411 Tratadas; n= 1569 No Tratadas) en el caso de la quimioterapia. 

En ambos casos se realizó el test de χ2 agrupando aquellas CNV que implicaban un aumento en 

el número de copias (ganancias y amplificaciones) por un lado, y aquellas que no lo implicaban 

(deleciones y diploides) por otro, usando un punto de corte de p-valor < 0.05. Para los análisis 

de correlación de expresión de BIRC6 con las proteínas de las vías apoptóticas se usó un n= 1211 

(n= 697 Alta Expresión de BIRC6; n= 514 Baja Expresión de BIRC6), para los análisis se realizaron 

t-test para la expresión de cada gen en cada condición y se usó un punto de corte de p-valor < 

0.05. Además, se realizaron análisis de correlación utilizando el coeficiente de correlación de 

Pearson, considerando como punto de corte un p-valor < 0.05. 
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Resultados 

Las células de carcinoma mamario triple negativo murino (F3II) son susceptibles a 

ser transducidas por baculovirus AcMNPV recombinantes. 

 Los baculovirus son capaces de transducir células de mamífero [115,129–133], sin embargo, no 

todas las líneas celulares son susceptibles a ser transducidas y la eficiencia de transducción varía 

entre distintas líneas. Debido a esto, cómo las células F3II, correspondientes a carcinoma 

mamario triple negativo murino, iban a ser utilizadas para llevar adelante el presente trabajo, 

se procedió a evaluar si las mismas eran susceptibles a ser transducidas por el baculovirus 

AcMNPV recombinante. Para esto se incubaron cultivos celulares de la línea F3II con 

suspensiones del baculovirus. La Figura 13 muestra capturas fotográficas de una microscopía de 

epifluorescencia en las que pueden observarse células fluorescentes rojas, que evidencian la 

expresión de la proteína recombinante dTomato codificada en el genoma baculoviral. Estos 

resultados muestran que los baculovirus son capaces de transducir la línea celular F3II.  

Figura 13. Transducción del Baculovirus (Ac-shBirc6) en células de carcinoma mamario murinas.  Transducción de 
baculovirus Ac-shBirc6 en células F3II incubadas durante 48 hs., utilizando una multiplicidad de transducción (MOT) 
de 500 virus/célula. Microscopía de fluorescencia, paneles derecha: DAPI, medio: gen reportero dTomato; izquierda: 
Merge. 

 Debido a que el uso de polímeros cargados, tales como la polietilenimina (PEI) puede facilitar el 

ingreso de DNA desnudo a la célula [174–179] y que la transducción mediada por baculovirus 

podría verse aumentada con el uso de los mismos, se procedió a evaluar el efecto del PEI como 

aditivo en la mezcla de transducción viral. Los resultados se muestran en la Figura 14 en la que 

puede observarse que el porcentaje de células transducidas por el baculovirus Ac-shBirc6 en 

ausencia de PEI fue de 6,45% y que al utilizar PEI la transducción de las células se vio inhibida. 

Probablemente el PEI posea algún efecto virucida o inhiba el ingreso de los virus a las células. 
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Figura 14. Transducción del Baculovirus (Ac-shBirc6) en células F3II en presencia de PEI. (A) Microscopía

de fluorescencia con células F3II transducidas utilizando una multiplicidad de transducción (MOT) de 

500 baculovirus/célula sin PEI (panel superior) y 0,025 µg/µl de PEI (panel medio) y 0,0125 µg/µl de PEI (panel 

inferior) durante 48 hs. (B) Cuantificación de células F3II transducidas con Ac-shBirc6 incubadas en presencia de 

PEI durante 48 hs. Two-tailed unpaired t-test** p < 0.01. 

Ac-shBirc6 es capaz de inducir el silenciamiento de birc6 e inducir la apoptosis en células de 

carcinoma mamario triple negativo murino. 

 Se procedió a evaluar el silenciamiento de la proteína BIRC6 mediante inmunofluorescencia 

indirecta. Nuevamente, se incubaron células F3II con el baculovirus Ac-shBirc6 con una MOT de 

500 virus/célula y 48 hs p.t. se realizaron inmunofluorescencias indirectas para detectar BIRC6. 

En la Figura 15 se observan micrografías confocales representativas de los resultados obtenidos. 

En las mismas se observa que en aquellas células transducidas, que expresan la proteína 

fluorescente dTomato (rojo), BIRC6 (verde) se ve disminuida (flechas). Esto indica una 

disminución en la cantidad de la proteína, derivado probablemente del silenciamiento 

producido por el shRNA.  

Figura 15. Expresión de BIRC6 en células F3II transducidas con Ac-shBirc6 por microscopía confocal. Células F3II 

fueron transducidas utilizando una multiplicidad de transducción de 500 baculovirus/célula durante 48 hs y fueron 

fijadas con Fix&Perm (BD). La expresión de Birc6 fue detectada por inmunofluorescencia. En el panel de fotos se 

observa Izquierda a derecha: DAPI (azul) – proteína reportera dTomato (rojo) – BIRC6 (verde) – Merge. Las flechas 

blancas señalan las células efectivamente transducidas.  

 Para caracterizar el efecto del silenciamiento mediado por el baculovirus Ac-shBirc6 en los 

niveles de apoptosis de las células F3II transducidas se realizó un ensayo de TUNEL. Para esto se 

incubaron células F3II con los baculovirus Ac-shBirc6 o Ac-shRNA (-). Posteriormente se 

cuantificaron las células apoptóticas en cada condición. Los resultados se muestran en la Figura 

16. Las células fluorescentes verdes son células TUNEL positivas, es decir, células apoptóticas.

Se observan diferencias estadísticamente significativas entre las células tratadas con el

baculovirus que codifica el shRNA (Ac-shBirc6) y el baculovirus control (Ac-shRNA (-)).
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Figura 16. Efecto de Ac-shBirc6 sobre la apoptosis de células F3II. (A) Células F3II fueron incubadas durante 48 hs 
con Ac-shRNA (-) y Ac-shBirc6. La apoptosis fue evaluada por el método de TUNEL. (A) Cada columna representa el 
porcentaje ± IC de células F3II TUNEL-positivas (n ≥ 950 células/grupo). χ2. ** p < 0.01. (B) Fotos representativas de 
TUNEL. Paneles izquierda: DAPI; paneles derecha: Células TUNEL positivas (apoptóticas). 

Ac-shBirc6 es capaz de inducir un efecto antitumoral en tumores mamarios murinos. 

 Para evaluar efectivamente la capacidad antitumoral del baculovirus recombinante, y 

basándonos en los resultados obtenidos in vitro, se realizaron ensayos in vivo en ratones BALB/c 

singénicos utilizando células F3II para generar tumores heterotópicos subcutáneos. Para ello, 

200.000 células F3II fueron inoculadas en el flanco derecho de los ratones BALB/c, una vez 

establecido el tumor, los animales fueron inyectados por vía intratumoral (2 inyecciones de 50 

µl por ratón) con BV control Ac-shRNA(-) o BV recombinante (Ac-shBirc6) con un título viral de 

2x109 viriones/ µl en el caso de Ac-shBirc6 y 5x108 viriones/ µl en el caso de Ac-shRNA(-). 

Medimos la progresión tumoral durante 45 días post-inoculación (Figura 17, A, B y C). El día 45 

se compararon los volúmenes tumorales entre ambos grupos (Figura 17 D) y se llevó a cabo un 

recuento de nódulos metastásicos en los pulmones de los individuos de cada grupo luego del 

sacrificio (Figura 17 E). En la Figura 17 se observa que hay diferencias estadísticamente 

significativas en la progresión tumoral entre ambos grupos a partir del día 39, el tratamiento 

con Ac-shBirc6 disminuye la progresión tumoral. Al día 45, los volúmenes del grupo tratado 

con el baculovirus control fue de 1451±97,83 mm3 mientras que la del grupo tratado con Ac-

shBirc6 fue de 968,7±163,7 mm3, lo que resulta en volúmenes estadísticamente distintos. No 

obstante, no se observaron diferencias significativas entre la cantidad de nódulos 

pulmonares metastásicos encontrados entre ambos grupos. Por lo tanto, la inhibición del 

BIRC6 disminuye la progresión y volumen tumoral, y no modula, al menos en las 

condiciones evaluadas, la metástasis en carcinoma mamario murino. 
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Figura 17. Efecto del silenciamiento génico de birc6 mediado por baculovirus sobre la progresión tumoral y 

metástasis en tumores heterotópicos singénicos. Ratones BALB/c fueron inoculados con células F3II de 

manera subcutánea (2x105 células/ratón). Cuando el volumen tumoral alcanzó aproximadamente los 200 mm3, se

les inyectó intratumoralmente los baculovirus control (Ac-shRNA (-)) o los baculovirus que codifican para el shBirc6 

(Ac-shBirc6) (A). El crecimiento tumoral se evaluó hasta el día 45 post-inoculación. Se muestra la comparación 

entre cada grupo en el panel B y la comparación de los cocientes (Vf/Vi) panel C. Al día 45 se evaluó la diferencia 

de volumen tumoral entre ambos grupos (D). Una vez que los ratones fueron sacrificados se procedió a realizar el 

recuento de metástasis (E). Análisis de regresión múltiple (n= 5 animales por grupo) *p< 0.05 **p<0.01 contra Ac-

shRNA (-) (C) *p<0.05 Two-tailed unpaired t-test (D).   

Las células de carcinoma mamario triple negativo humano son susceptibles a ser 

transducidas por baculovirus AcMNPV recombinantes. 

 Los resultados obtenidos a partir de la experimentación con modelos murinos fueron 

prometedores y permitieron plantear la posibilidad de aplicar el baculovirus recombinante como 

agente de terapia génica para el tratamiento de TNBC en humanos. De este modo, para 

continuar el trabajo se decidió evaluar la capacidad del virus de transducir una línea celular 

humana de cáncer de mama triple negativo (MDA-MB-231). Para esto se cultivaron células en 

monocapa y se incubaron con el baculovirus Ac-shBirc6. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Figura 18. La presencia de células fluorescentes rojas evidencia la expresión de la proteína 

recombinante dTomato, lo que indica que dichas células fueron transducidas por los 

baculovirus. 
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Figura 18. Transducción del Baculovirus (Ac-shBirc6) en células de carcinoma mamario humanas.  Transducción de 
baculovirus Ac-shBirc6 en células MDA-MB-231 incubadas durante 48 hs., utilizando una multiplicidad 
de transducción (MOT) de 500 virus/célula. Microscopía de fluorescencia, paneles derecha: DAPI, medio: 
expresión del gen reportero dTomato; izquierda: Merge. 

 Así cómo se realizó con la línea murina, se procedió a evaluar el efecto del PEI en la 

transducción. En la Figura 19 se observa que la transducción alcanza un 39%, además se 

observan diferencias estadísticamente significativas entre aquellas que se incubaron con y sin 

PEI. Nuevamente el PEI muestra un efecto inhibitorio en la transducción reforzando la hipótesis 

de una posible actividad virucida. 

Figura 19. Transducción del Baculovirus (Ac-shBirc6) en células MDA-MB-231 en presencia de PEI. (A) Microscopía 
de fluorescencia con células MDA-MB-231 transducidas utilizando una multiplicidad de transducción de 500 
baculovirus/célula sin PEI (panel superior) y 0,025 µg/µl de PEI (panel medio) y 0,0125 µg/µl de PEI (panel inferior) 
durante 48 hs. (B) Cuantificación de células MDA-MB-231 transducidas con Ac-shBirc6 incubadas en presencia de PEI 
durante 48 hs. Two-tailed unpaired t-test** p < 0.01. 

Ac-shBirc6 es capaz de silenciar birc6 en células de cáncer de mama triple negativo humano. 

 Una vez demostrada la capacidad de los baculovirus de transducir las células se procedió a 

evaluar el silenciamiento de la proteína BIRC6 mediado por Ac-shBirc6. Para esto se incubaron 

cultivos celulares de la línea MDA-MB-231 con baculovirus recombinantes Ac-shBirc6 o Ac-

shRNA (-) y se detectaron de forma cualitativa los niveles de expresión de la proteína BIRC6 por 

inmunofluorescencia. En la Figura 20 se observa que las células transducidas con el baculovirus 

que codifica para el shRNA contra BIRC6 presentan una disminución cualitativa de la 

fluorescencia verde, dada por el fluoróforo Alexa-488, lo que evidencia una menor cantidad de 

BIRC6. Esto probablemente se deba al silenciamiento mediado por Ac-shBirc6.  
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Figura 20. Expresión de BIRC6 en células MDA-MB-231 transducidas con Ac-shBirc6 por microscopía 

confocal. Células MDA-MB-231 fueron transducidas utilizando una multiplicidad de transducción (MOT) de 500 

baculovirus/célula durante 48 hs y fueron fijadas con Fix&Perm (BD). La expresión de Birc6 fue detectada por 

inmunofluorescencia. En el panel de fotos se observa Izquierda a derecha: DAPI (azul) – proteína reportera 

dTomato (rojo) – Birc6 (verde) – Merge.  

Birc6 está sobre expresado en muestras de pacientes con cáncer de mama. 

Con el fin de evaluar el rol de BIRC6 en muestras de cáncer mamario humano, se procedió al 

estudio de bases de datos transcriptómicos mediante métodos de análisis in silico. 

 Para este estudio se utilizó la plataforma UCSC Xena para analizar la base TCGA TARGET GTEx 

que contiene datos de 1278 pacientes. 

 Se procedió a comparar la expresión de birc6 en muestras provenientes de tumores primarios 

de pacientes con cáncer de mama y muestras de tejido normal de voluntarias sanas. El resultado 

se muestra en la Figura 21. Observamos que hay un aumento en la expresión en 

aquellas muestras de tumores primarios con respecto al tejido normal de las voluntarias sanas. 

Presentando las pacientes con cáncer una mediana del z-score de 0.113, mientras que el tejido 

normal de las voluntarias sanas presenta una mediana en el z-score de -0.372.  

Figura 21. Expresión de birc6 en muestras provenientes 

de pacientes con cáncer de mama y voluntarias sanas. 

Dotblot obtenido con UCSC Xena en el que se muestra la 

expresión de birc6 expresada como z-score 

correspondiente a muestras de pacientes con cáncer 

(rojo, n= 1099) o muestras de voluntarias sanas (azul, n= 

176). T-test *p-value <0.001. 
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Las alteraciones en el número de copias de birc6 se correlacionan con el estado de los 

receptores hormonales de estrógeno y progesterona. 

 Para evaluar la implicancia en la alteración del gen de interés birc6 en los atributos clínicos de 

pacientes, se procedió a realizar un análisis bioinformático utilizando el dataset Breast Cancer 

(METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016) en la plataforma cBioPortal. Dicha base contiene 

datos de 2509 pacientes con sus respectivos datos genómicos, transcriptómicos y atributos 

clínicos. 

 En primera medida decidimos evaluar si un aumento o una disminución en el número de copias 

del gen birc6 implicaba algún cambio en su expresión. Las CNV se dividieron en 4 grupos: 

amplificaciones, ganancias, diploides y deleciones y se realizó una ANOVA múltiple seguida de 

un test Tukey HSD para comparar la expresión del gen en cada caso. Se encontró una relación 

directa entre el número de copias y la expresión, siendo así que aquellas muestras que tienen 

amplificaciones son las que tienen niveles de expresión más altos y las que poseen deleciones 

los niveles de expresión más bajos. Los resultados se muestran en la Figura 22.  

Figura 22. Efecto del CNV en la expresión del gen birc6. DotPlot obtenido utilizando cBioPortal. En el eje vertical se 

observa la expresión de birc6 normalizada con el Z-score. En el eje horizontal se muestra cada tipo de alteración 

en el número de copias. ANOVA múltiple seguida de TukeyHSD ** p-value< 0.001.

Para continuar el estudio decidimos evaluar el efecto de CNV en la presencia o ausencia de 

receptores de estrógenos (ER), progesterona (PR) y factor de crecimiento epidérmico 2 
(HER2). La ausencia de dichos receptores en el cáncer de mama implica un fenotipo mucho 

más agresivo y la imposibilidad de utilizar terapias hormonales para detener su desarrollo. 
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Los resultados se muestran en la Figura 23. En la misma observamos que tanto en las

muestras ER (-) y PR (-) hay una mayor proporción de amplificaciones y ganancias en el CNV 

con respecto a aquellas muestras ER (+) y PR (+) respectivamente. Además, observamos que 

no hay diferencias entre aquellas muestras HER2+ y HER2-. 

Figura 23. Efecto de CNV de birc6 sobre el fenotipo de las muestras. Gráfico de barras obtenido con cBioPortal. 

Porcentaje de muestras con amplificaciones, ganancias, diploidía y deleciones en aquellos tumores ER positivos y 

negativos (A), en aquellos PR positivos y negativos (B) y en aquellos HER2 positivos y negativos (C). Tablas con 

valores porcentuales de cada CNV en tumores PR positivos y negativos (D) y en tumores ER positivos y negativos 

(E). χ2 *p-value< 0.001.  

El incremento en el número de copias de birc6 resulta en fenotipos más agresivos y 

resistentes. 

Para profundizar el estudio evaluamos el promedio de las edades a las que fueron 

diagnosticadas las pacientes que poseían las distintas CNV. Se observó que aquellas pacientes 

con aumentos en el CNV tienden a tener diagnósticos a edades más tempranas que aquellas 

pacientes que mantuvieron la diploidía o tuvieron deleciones en el gen. Los resultados se 

muestran en la Figura 24. 

Figura 24. Efecto de la variación en el CNV en 

la edad de diagnóstico de las 

pacientes. Gráfico obtenido con la 

plataforma cBioPortal en el que se grafican 

las distintas CNVs en función de la edad 

de diagnóstico. En el eje vertical se 

muestran las CNVS, en el eje horizontal 

la edad. Rojo: amplificaciones; rosa: 

ganancias; gris: diploides; celeste: 

deleciones. ANOVA múltiple seguida de 

TukeyHSD *p-value<0.05. 
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 Para continuar el análisis evaluamos el efecto de la CNV sobre dos parámetros que reflejan el 

pronóstico de la persona una vez diagnosticada, estos son el Índice de Nottingham, que, a mayor 

índice, peor es el pronóstico, y el Grado Histológico Neoplásico, que a mayor grado mayor 

agresividad. Se evaluaron los datos de índice de pronóstico de Nottingham, que toma el tamaño 

del tumor, el estadío ganglionar y el grado histológico siguiendo la fórmula: 0.2 x Tamaño del 

tumor (cm) + Estadío ganglionar (1,2,3) + Grado histológico (1,2,3) y según el resultado el 

pronóstico puede ser favorable (NPI < 3.4), intermedio (3.5 < NPI < 5.4) o desfavorable (NPI > 

5.4)[180]. Se observó que aquellas pacientes con amplificaciones presentan un índice de 

Nottingham más elevado que el resto de las condiciones, tendiendo a tener un pronóstico 

desfavorable (Figura 25 A). Además, podemos ver que muestras con Grado Histológico 3, hay 

una mayor proporción de pacientes con amplificaciones y ganancias en el gen, con respecto a 

las muestras con Grados Histológicos 1 y 2 (Figura 25 B y C). 

Figura 25. Efecto de la CNV sobre la prognosis. Gráficos obtenidos a partir de la plataforma cBioPortal. Gráfico de 

CNV en función del Índice de pronóstico de Nottingham (A), gráfico de CNV en función del Grado histológico 

neoplásico (B) y valores porcentuales de cada CNV en los distintos Grados Histológicos Neoplásicos (C). Rojo: 

amplificaciones; rosa: ganancia; gris: diploidía; celeste: deleciones. ANOVA múltiple seguida de TukeyHSD *p-value< 

0.001 (A). χ2 a, p-value< 0.001 vs Grado Histológico Neoplásico 2; b, p-value< 0.001 vs Grado Histológico Neoplásico 

1(B). 

 Para finalizar el análisis decidimos evaluar el efecto de las CNV en la resistencia de la 

quimioterapia y radioterapia, que es muy frecuente en carcinomas mamarios triple negativos. 

Para esto comparamos el tipo de CNV que tenían las muestras que provenían de pacientes que 

habían recibido o no quimioterapia o radioterapia. Los resultados se muestran en la Figura 26. 

En la misma, se observa que, tanto al evaluar quimioterapia como radioterapia, en aquellas 

muestras provenientes de pacientes que recibieron alguna de las dos terapias, había una mayor 

amplificación y ganancia con respecto a aquellas que no habían recibido. 
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Figura 26. Efecto de CNV sobre la quimio y radio resistencia. Gráfico obtenido de la plataforma cBioPortal. Gráfico 

de CNV en birc6 en función de haber recibido o no quimioterapia (A) o radioterapia (B). Tabla con valores porcentuales 

de cada CNV en función de si la paciente fue tratada o no con quimioterapia (C) o radioterapia (D). Rojo: 

amplificaciones; rosa: ganancias; gris: diploidía; celeste: deleciones. Χ2 * p-value < 0.01 (C) . Χ2 * p-value < 0.001 (D)   

La expresión de birc6 se correlaciona con la expresión de las moléculas involucradas en las 
vías apoptóticas. 

 Para este estudio se utilizó la base de datos TCGA PanCancer que contiene datos de 

1236 pacientes con cáncer de mama. 

 Considerando el efecto reportado de BIRC6 sobre la apoptosis, y nuestros resultados del 

efecto pro-apoptótico de la inhibición de BIRC6 por Ac-shBIRC6 en modelos celulares murinos, 

decidimos evaluar el efecto de la expresión de birc6 sobre la expresión de distintas moléculas 

involucradas en vías apoptóticas, utilizando datos correspondientes a pacientes. De este 

modo, utilizando los datos colectados en TCGA PanCancer evaluamos la expresión de Bax, 

Bcl-2, Caspasa 9, Caspasa 3, Caspasa 8, TP53, Citocromo C, NFκB1 y DIABLO en condiciones de

alta expresión o baja expresión de birc6 (Figura 27A). Además, se analizó si existía alguna 

correlación entre la expresión de birc6 y las distintas moléculas (Figura 27B), agrupando 

posteriormente las pacientes según 4 criterios: Receptor de hormonas positivo o negativo (HR

+ o HR-) y HER2 positivo o negativo (HER2+ o HER2-) (Figura 27C). Los resultados se muestran 

en la Figura 27. En la misma vemos que aquellas muestras con alta expresión de birc6 

presentan menor expresión de Bax, de Caspasa 9, de Citocromo C y de DIABLO, y mayor 

expresión de Bcl-2, Caspasa 3, Caspasa 8 y NFκB1 con respecto a aquellas muestras con baja 

expresión de birc6. Además, observamos que no hay diferencias en la expresión de TP53 entre 

ambos grupos. 



40 

Figura 27. Efecto de la expresión de birc6 sobre la expresión de moléculas involucradas en vías apoptóticas. En la 

figura observamos un boxplot en el que se comparan la expresión de distintos genes expresados como z-scores según 

dos grupos: alta expresión de birc6 (n= 697) y baja expresión de birc6 (n= 514) (A). Además, se muestran dotblots en 

los que se muestra la correlación entre la expresión de birc6 y la expresión de BAX, BCL-2 y Caspasa 8. Sobre cada 

gráfico se muestra el coeficiente rho de Pearson y una línea de tendencia (B). Por último, se muestra un Heatmap en 

el que se ilustra el grado de correlación para cada gen con respecto a birc6, en cada subgrupo (C). T-test *p-value< 

0.001 (A). Pearson correlation p-value< 0.05 (C). 

 En resumen, con todos los experimentos realizados pudimos determinar que los modelos 

utilizados son susceptibles a ser transducidos por los baculovirus recombinantes, que los mismos 

son capaces de inducir el silenciamiento tanto en líneas celulares humanas como murinas y que 

dicho silenciamiento aumenta los niveles de apoptosis de las células murinas. Además, el 

tratamiento de ratones con tumores heterotópicos con dichos baculovirus disminuye la 

progresión tumoral, ejerciendo un efecto anti- tumoral. Por último, los ensayos in silico 
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permitieron el estudio del rol de BIRC6 en distintos atributos de TNBC. Eso lo posiciona como un 

buen target terapéutico y nos aventura a pensar en aplicar el baculovirus para una terapia 

génica. 
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Discusión 

 En el presente trabajo nos propusimos estudiar los efectos del silenciamiento de la proteína 

BIRC6 mediado por baculovirus recombinantes de AcMNPV en modelos de cáncer de mama 

triple negativo (TNBC), así como evaluar la implicancia clínica de alteraciones en la expresión de 

la misma. 

 Para llevar adelante los objetivos planteados, en primer lugar, fue necesario evaluar si nuestros 

modelos celulares eran susceptibles a ser transducidos por los baculovirus. En este sentido, 

realizamos ensayos de transducción en las líneas F3II y MDA-MB-231 (murinas y humanas, 

respectivamente) y comprobamos la capacidad transductora de los baculovirus recombinantes 

utilizando como gen reportero la proteína dTomato. Si bien observamos que ambas líneas eran 

susceptibles a ser transducidas, la eficiencia de transducción fue diferente. Esta diferencia no 

fue algo inesperado ya que existen numerosos trabajos en los que se ha demostrado que, si bien 

los baculovirus son capaces de transducir células de mamífero, la eficiencia puede variar entre 

distintas líneas celulares debido a que el ingreso podría estar mediado por diversos mecanismos 

[150–152,181]. Posteriormente evaluamos el efecto del agregado de PEI en la eficiencia de 

transducción en ambas líneas celulares, ya que, si bien se sabe que el mismo presenta efecto 

virucida [182], también se sabe que aumenta el ingreso inespecífico de ADN desnudo en las 

células [174–179]. Debido a esto, el PEI podía aumentar la eficiencia de transducción facilitando 

el ingreso, por algún mecanismo diferente a la endocitosis, más allá de que los viriones no fueran 

viables. En ambos casos observamos que la transducción se veía fuertemente inhibida por lo 

que pudimos comprobar que primó el efecto virucida frente al ingreso inespecífico. Esto plantea 

a futuro la necesidad de idear otras estrategias para aumentar la eficiencia de transducción, 

para así lograr una terapia más efectiva. Una posibilidad podría ser expresar en la superficie de 

los baculovirus proteínas que interaccionen con receptores específicos de mamífero y así lograr 

un ingreso más eficiente [149,181]. 

 Una vez comprobado que las células eran susceptibles a la transducción mediada por 

baculovirus, corroboramos la funcionalidad del shRNA para silenciar el gen de interés. En el caso 

de la línea murina el alineamiento del shRNA con la secuencia complementaria al 3´ UTR del 

mRNA del gen birc6 reveló un 90 % de identidad, mientras que en el caso del mRNA humano el 

shRNA fue 100% idéntico. A continuación, se realizaron inmunofluorescencias indirectas en 

ambas líneas celulares transducidas con los baculovirus para detectar BIRC6. Observamos 

cualitativamente que la cantidad de proteína disminuía cuando las células eran transducidas con 

el baculovirus silenciador. Si bien este es un resultado positivo, sigue siendo preliminar y es 

necesario validarlo utilizando otras metodologías que permitan cuantificar el grado de 

silenciamiento tales como RT-q-PCR para cuantificar el mRNA de birc6 o bien citometría de flujo 

o Western-Blot para determinar los niveles de expresión de la proteína.

 Una vez que se demostró la capacidad de los baculovirus de ingresar a las células e inducir el 

silenciamiento de BIRC6, procedimos a evaluar el efecto de dicho silenciamiento sobre la 

apoptosis. BIRC6 forma parte de la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y su 

función consiste en secuestrar y conducir a la degradación de las moléculas efectoras de la 

apoptosis, evitando que la misma ocurra [67,68,70,183]. De este modo, nuestra hipótesis 

consistió en que el silenciamiento de dicha proteína induce la apoptosis en las células tumorales 

transducidas. Para esto, se realizaron ensayos de TUNEL para poner en evidencia la apoptosis 

tardía en células F3II previamente tratadas con Ac-shBirc6 o As-shRNA (-) y se procedió a 

cuantificar el porcentaje de células apoptóticas en cada caso. Al compararlas encontramos 

diferencias estadísticamente significativas. Estos resultados demuestran que el silenciamiento 
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de la proteína BIRC6 efectivamente tiene el efecto deseado de inducir apoptosis en la línea 

celular de TNBC murina. Para lograr un resultado más robusto, proponemos validar las 

evidencias obtenidas por TUNEL mediante otra técnica como la relación de los niveles de Bax y 

Bcl-2 medida por Western-Blot [156]. 

Posteriormente, se evaluó el efecto del silenciamiento de birc6 mediado por baculovirus en 

modelos de experimentación in vivo, para comprobar si el tratamiento interfería con la 

progresión tumoral y el desarrollo de la enfermedad. La desregulación de la apoptosis es uno de 

los eventos que puede llevar a que una célula normal se vuelva tumoral, pero no el único. 

Numerosos estudios han demostrado que la inducción de la apoptosis en estas células podría 

servir para disminuir la progresión tumoral [184]. Sin embargo, esto no siempre es suficiente ya 

que en el desarrollo tumoral intervienen otros procesos tales cómo el aumento en la adhesión, 

en la migración y en la proliferación [185]. Por ello la experimentación con modelos murinos se 

vuelve imprescindible para determinar el efecto antitumoral del tratamiento en un contexto 

fisiológico de la enfermedad. De este modo, se inocularon células F3II en ratonas BALB/c, y luego 

de que se formaran los tumores, se inyectaron los baculovirus Ac-shBirc6 o Ac-shRNA (-) 

intratumoralmente. Se siguió la progresión tumoral y al día 43 post-inoculación se encontraron 

diferencias significativas en el volumen tumoral y en el Cociente (Vf/vi) entre aquellos ratones 

tratados con Ac-shBirc6 con respecto a los tratados con el virus control. Esto indica que el 

silenciamiento de birc6 mediado por baculovirus tiene un efecto inhibitorio sobre la progresión 

tumoral.  Además, los ratones tratados con Ac-shBirc6 tenían una menor dispersión en los 

volúmenes tumorales que los ratones control. Por lo tanto, el baculovirus Ac-shBirc6 ejerce un 

efecto antitumoral. Estos resultados son análogos a los obtenidos por Gottardo & Pidre y 

colaboradores, que aplicaron un baculovirus AcMNPV recombinante capaz de silenciar el 

péptido mitocondrial humanina (HNr) en modelos murinos de tumores pituitarios. En dicho 

trabajo, aplicaron intratumoralmente el baculovirus y observaron también una disminución en 

la progresión tumoral y un aumento en la sobrevida de los ratones tratados [156]. 

Adicionalmente, realizamos un recuento de macro metástasis pulmonar. Si bien no se 

encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado y el grupo control, consideramos 

que las condiciones evaluadas no fueron suficientes para determinar el efecto del tratamiento 

sobre la metástasis, ya que  es conveniente aumentar el tiempo en el que se realizó el ensayo a 

60 días, y aumentar en n (el número de ratones utilizados) para que se observaran diferencias 

en las micro y macro metástasis entre ambos grupos [186,187]. Por ende, sería importante 

realizar un nuevo ensayo más prolongado para poder poner en evidencia si presenta un 

efecto anti-metastásico, también sería de interés realizar otro que nos permita evaluar la 

sobrevida. Finalmente es importante remarcar que el ensayo realizado tuvo un carácter 

exploratorio y que, si bien los resultados obtenidos son alentadores, es necesario realizar 

repeticiones. 

 Finalmente, para concluir este estudio evaluamos las posibles correlaciones entre diferentes 

atributos clínicos y los niveles de expresión de birc6 utilizando bases de datos que 

contenían información transcriptómica sobre muestras de pacientes. Comenzamos analizando 

la expresión de birc6 en diferentes tejidos, y hallamos un nivel de expresión mayor en 

muestras provenientes de carcinomas mamarios, con respecto a aquellas muestras 

correspondientes a tejido sano. Esto podría implicar que un aumento en la expresión de birc6 

llevaría a que las células sean capaces de evadir los mecanismos fisiológicos de apoptosis y 

puedan volverse cancerígenas.  

 Posteriormente, determinamos que las variaciones en el número de copia (CNV) del gen birc6 

se correlacionaban con la expresión del mismo. De este modo, aquellas muestras que 

presentaban deleciones, tenían el nivel de expresión más bajo y aquellas que presentaban 
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amplificaciones (CNV>2) eran las que tenían el mayor nivel de expresión[188]. Por ese motivo 

los análisis posteriores se realizaron en función de la variación del número de copias. 

Encontramos una mayor proporción de amplificaciones y ganancias en el número de copias de 

birc6 en aquellas muestras que eran ER- y PR- con respecto a ER+ y PR+ respectivamente. La 

pérdida de los receptores hormonales lleva a que los tumores adquieran fenotipos mucho más 

agresivos [27,29–32,189,190], sugiriendo de este modo un posible paralelismo entre la 

expresión de BIRC6 y ciertos fenotipos más agresivos. Luego, comparamos las CNV con la edad 

a la que fueron diagnosticadas las pacientes. Aquellas pacientes con amplificaciones o ganancias 

en el número de copias de birc6 presentaban una tendencia a ser diagnosticadas a edades más 

tempranas que las pacientes que presentaban deleciones o no tenían alteraciones. Diversos 

trabajos demostraron una correlación entre la expresión de BIRC6 y el pronóstico del paciente, 

además de una implicancia de BIRC6 en etapas tempranas del desarrollo del cáncer. En cáncer 

colorrectal por ejemplo [191], de próstata [87,192], y de ovario [89], entre otros. Teniendo en 

cuenta esto, se analizó el grado histológico neoplásico y el índice de pronóstico de Nottingham 

en las distintas muestras en relación con el CNV [180,193,194]. Observamos que aquellas 

muestras con amplificaciones o ganancias, presentaban una tendencia a tener peores 

pronósticos y a estar en grados neoplásicos más avanzados. Esto, junto a la pérdida de los 

receptores, dan idea de que un aumento en el número de copias de birc6 podría llevar al 

desarrollo temprano y a la generación de un fenotipo más agresivo de cáncer de mama. 

 Para continuar con el análisis, decidimos evaluar el perfil de CNV en aquellas pacientes que 

habían recibido quimioterapia o radioterapia ya que está reportado que birc6 podría colaborar 

con los mecanismos de resistencia a esas terapias en otros tipos de cáncer [88,92]. Encontramos 

que en las muestras de las pacientes que habían recibido quimioterapia o radioterapia había 

una mayor proporción de amplificaciones y ganancias con respecto a aquellas muestras de 

pacientes que no habían recibido ninguna de ellas. Esto podría indicar que un aumento en el 

número de copias de birc6 guardaría algún tipo de relación con la quimio y / o radio resistencia. 

Estos resultados provenientes del análisis transcriptómico deben ser validados evaluando por 

ejemplo la expresión de BIRC6 en muestras histológicas provenientes de biopsias realizadas a 

pacientes de TNBC. 

 Por último, evaluamos el estado de las vías apoptóticas en condiciones de alta o baja expresión 

de birc6 y evaluamos la correlación de distintas proteínas involucradas en las mismas, en 

distintos tipos de carcinomas mamarios. Para la selección de los genes analizados nos basamos 

en que BIRC6 interactúa con diferentes CASPASAS y SMAC/DIABLO, sugiriendo algún tipo de 

correlación en la expresión de los mismos, y también, estar regulando otros puntos de la vía que 

no estén directamente relacionados. Además, Jinyu Ren y colaboradores reportaron que el gen 

birc6 es capaz de regular a la proteína p53 y la vía apoptótica mitocondrial [71]. En este sentido, 

evaluamos la correlación de la expresión de BIRC6 y la expresión de los genes bcl-2, bax, casp9, 

casp3, casp8, diablo nfkb1 y tp53. Observamos que la expresión de genes anti-apoptóticos tales 

como bcl-2 y nfkb1 se veía aumentada cuándo la expresión de birc6 era alta y que genes pro-

apoptóticos tales como bax, casp9 y diablo se veían disminuidos. Además, encontramos que 

había una alta correlación entre la expresión de BIRC6 y los distintos efectores. Si bien algunas 

proteínas pro-apoptóticas como las CASPASA 8 y la CASPASA 3 tienden a aumentar su expresión 

al aumentar la expresión de birc6, el balance neto resulta en una inhibición de la apoptosis. 

Probablemente, estas proteínas se encuentren sobre-expresadas para intentar contrarrestar el 

efecto anti-apoptótico derivado de la alta expresión de BIRC6. También cabe mencionar que 

BIRC6 regula las caspasas a nivel proteico, por lo que un aumento en la transcripción de los genes 

no necesariamente resulta en un aumento en la actividad de las proteínas. 
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En su conjunto, los resultados in vitro, in vivo e in silico obtenidos sugieren que BIRC6 estaría 

involucrado en la regulación de los mecanismos apoptóticos en el cáncer de mama triple 

negativo y que alteraciones en el número de copias y en su expresión, podrían guardar relación 

con el desarrollo de la patología y la aparición de fenotipos más agresivos y menos sensibles a 

las distintas terapias. En este sentido, Ac-shBirc6 al ser capaz de transducir e inducir el 

silenciamiento de birc6 en células de cáncer de mama triple negativo tanto murino cómo 

humano, podría servir cómo un posible vector de terapia antitumoral, logrando así no solo un 

efecto en la inducción de la apoptosis de las células tumorales, sino también logrando que los 

tumores adquieran fenotipos menos agresivos y se vuelvan sensibles a las terapias 

convencionales. En este sentido, nos proponemos avanzar en estudios que permitan explorar la 

utilización de    Ac-shBirc6 de forma combinada con quimioterapia y/o radioterapia tanto en 

ensayos in vitro como en ensayos in vivo. 
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Conclusiones 

Cómo conclusiones de este trabajo podemos destacar: 

● Todas las líneas celulares utilizadas como modelo (F3II y MDA-MB-231) resultaron

susceptibles a ser transducidas por baculovirus AcMNPV recombinantes.

● La presencia de PEI inhibió la transducción de las células F3II y MDA-MB-231 por parte

de baculovirus recombinante, por lo que no se aconseja su uso para aumentar la

eficiencia de la misma.

● El baculovirus recombinante que codifica para el shRNA específico para birc6 fue capaz

de inducir la apoptosis en las células transducidas, aumentando los niveles de la misma

con respecto a las células tratadas con el baculovirus control, indicando que la proteína

BIRC6 ejerce una acción anti-apoptótica en estas células.

● El tratamiento con el baculovirus recombinante Ac-shBirc6 fue capaz de disminuir la

progresión tumoral en un modelo murino de TNBC.

● La proteína BIRC6 está sobreexpresada en tumores primarios provenientes de pacientes

con cáncer de mama con respecto al tejido normal de voluntarias sanas y guarda una

fuerte correlación con el aumento de la expresión de proteínas anti-apoptóticas.

● El aumento en el número de copias del gen birc6 se correlaciona con un fenotipo más

agresivo, resistente a distintas terapias convencionales asociado a un peor pronóstico

en cáncer de mama.

● Considerando los resultados obtenidos in silico, in vitro e in vivo postulamos a BIRC6

como un posible blanco terapéutico para TNBC.

Perspectivas 

● Mejorar la especificidad y eficiencia de transducción del baculovirus.

● Evaluar por métodos cuantitativos la disminución de los niveles de BIRC6 determinando

la cantidad del mRNA mediante RT-qPCR, y de la proteína por citometría de flujo o

Western Blot.

● Profundizar el estudio del efecto del silenciamiento de BIRC6 sobre la apoptosis:

relación Bax/Bcl-2 por Western Blot, evaluación de apoptosis temprana evaluando

diferentes marcadores por citometría de flujo (potencial de membrana mitocondrial

utilizando el colorante JC-1 y exposición superficial de fosfatidilserina utilizando Anexina

V).

● Evaluar el efecto del baculovirus en la adhesión, migración y proliferación de células

tumorales.

● Evaluar el efecto de la inhibición de BIRC6 sobre la metástasis de ratones tratados, en

tiempos experimentales mayores y con mayor número de animales.

● Evaluar el efecto de la inhibición de BIRC6 en modelos in vivo de TNBC concomitante

con la remoción quirúrgica con material residual, quimioterapia y/o radioterapia.

● Confirmar en ensayos in vitro e in vivo los resultados hallados in silico, especialmente

aquellos vinculados a la resistencia a terapias convencionales y la expresión de

receptores hormonales.

● Evaluar el efecto de la inhibición de BIRC6 sobre la infiltración inmunológica en cortes

histológicos de los tumores murinos luego del tratamiento.
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 Si bien el presente trabajo tuvo como finalidad evaluar el efecto terapéutico del 

silenciamiento de la expresión de la proteína inhibidora de la apoptosis BIRC6 en distintos 

procesos relacionados con el cáncer, considero que resulta importante también poner 

especial énfasis en aquellos aspectos que pueden llevar a la prevención del cáncer. Los 

hábitos alimenticios , tales como el consumo de alimentos con alto contenido de azúcares o 

de grasas sostenido en el tiempo [15–17], la contaminación ambiental derivada del uso 

inadecuado de compuestos químicos nocivos y la falta de tratamientos a los efluentes 

derivados de las grandes industrias y otras actividades como la agropecuaria que resultan 

en una alta exposición a distintos contaminantes tales como los agrotóxicos [10–13], 

metales pesados y compuestos orgánicos derivados de la industria petroquímica [14], entre 

otros, son factores que colaboran con la aparición y el agravamiento de este conjunto de 

enfermedades. Por ello, además de la búsqueda de tratamientos eficaces, es necesario 

mitigar estos factores ambientales de forma radical para revertir la tendencia creciente en 

la incidencia de estas y otras patologías. 
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