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ABREVIATURAS

ADN : 4cido desoxirribonucleico

ADR: adriamicina

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

CAK: cinasas activadoras de las CDK

CDK: cinasa dependiente de ciclina

CKI: proteina inhibidora de las cinasas dependientes de ciclina
c-Met: receptor tirosin-cinasa del HGF

CMV: citomegalovirus

CXCL13 o BCA-1: quemocina atrayente de células B-1
E2F: factores de transcripcion nuclear

GM-SGF: factor de crecimiento estimulador de las colonias de macréfagos y granulocitos
HGF/SF: factor de crecimiento hepatocitario/factor ubicuo
ICAM: molécula de adhesion intercelular

IFN-a: interferon-a

IFN-y: interferon-y

IL-1P : interleucina-1p

IL-6: interleucina-6

IL-8: interleucina-8

kDa : kilodalton

LANA 1: antigeno nuclear asociado a latencia

MCP-1: proteina quimioatractiva de los monocitos-1

MIP-1a: proteina inflamatoria de los macréfagos-1a



MIP-2: proteina inflamatoria de los macrofagos-2

NO: 6xido nitrico

PAF: factor activador de plaquetas

PCNA: antigeno nuclear de reparacion y replicacion del ADN
PDGF-f: factor de crecimiento derivado de las plaquetas-3
PEL: linfoma asociado a derrames pleurales

PGI: prostaciclina

PIGF: factor de crecimiento placentario

Proteina tat: proteina transactivadora

RCP: reaccion en cadena de la polimerasa

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SK: sarcoma de Kaposi

SK-C: sarcoma de Kaposi tipo clasico

SK-SIDA: sarcoma de Kaposi asociado a SIDA

TNF-a: factor de necrosis tumoral-a

VEB: virus de Epstein-Barr

VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR-3: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-3
VHB : virus de la hepatitis B

VHH-8: virus herpes humano tipo 8

VHSK: virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi
VIH-1/2: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1/tipo 2
VPH: virus del papiloma humano

VPH-16: virus del papiloma humano tipo 16



B-FGF o bFGF o FGF-B: factor de crecimiento de los fibroblastos - o basico

B-HCG: gonadotropina coridonica humana
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I. PRESENTACION DEL TEMA Y
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FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

1. PRESENTACION DEL TEMA

El Sarcoma de Kaposi (SK) es una enfermedad angioproliferativa con una patogenia
compleja en la que se encuentran involucrados multiples factores, como las citocinas
inflamatorias, los factores de crecimiento angiogénicos y los productos virales; y todo ello

en el contexto de una inmunosupresion variable del huésped.

Existe una relacion directa entre el desarrollo del SK y la infeccion por el VHH-8, que
pone en marcha una respuesta humoral de caracter inflamatorio y proliferativo en las fases
iniciales, y oncogénica en las fases posteriores, lo que en ultimo término explica como en
los estadios avanzados el SK puede llegar a comportarse como una verdadera neoplasia

diseminada.

La inmunosupresion, en la que tiene un papel destacado la infeccién por el VIH-1, es
también un factor desencadenante en el desarrollo del SK, como se ha demostrado por la
frecuente aparicion del SK en los pacientes con SIDA, en los que ademas la enfermedad

muestra un comportamiento mucho mas agresivo en comparacion con la forma clasica.

El diferente comportamiento bioldgico de las formas clinico-epidemiologicas y la
evolucion en estadios del SK parecen estar estrechamente relacionados no sélo con el
grado de respuesta inmune del huésped, sino también con la presencia de alteraciones
especificas en los mecanismos que controlan el crecimiento celular y el desarrollo tumoral.
La sobreestimulacion por parte de las citocinas y los factores de crecimiento, la alteracion

de las redes de oncoproteinas y genes supresores de tumores reguladores del ciclo celular y

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -2-
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de la muerte celular programada parecen ofrecer los estimulos necesarios para el

desarrollo, progresion y, en ultimo término, un comportamiento mas agresivo del SK.

El factor de crecimiento hepatocitario o HGF es un potente factor angiogénico que actia a
través de un receptor tirosin-cinasa transmembrana denominado c-Met. Sus principales
acciones son estimular la motilidad, la proliferacion y la invasividad de las células
epiteliales y cancerigenas, tanto de forma directa como indirecta, induciendo la expresion

de otros factores angiogénicos como el VEGF.

Diversos estudios han mostrado que el HGF esta sobreexpresado en neoplasias humanas
invasivas en comparacion con las formas no invasivas y con los tumores benignos. En este
contexto, es logico pensar que el HGF puede funcionar como un factor de progresion
tumoral, no sélo por la estimulacion de la angiogénesis, sino también por la estimulacion
de la invasividad celular. Adicionalmente, alteraciones en el gen que codifica el c-Met

podrian transformarlo en un oncogén, potenciando y modificando la actividad del HGF.

Recientemente se han identificado niveles elevados de expresion de HGF y de su receptor
c-Met en células fusiformes del SK cultivadas a partir de lesiones humanas. Si estas células
sintetizan y secretan HGF bioldgicamente activo, es posible que éste sea uno de los
factores responsables de la proliferacion y neovascularizacion tan caracteristicas del SK,
conjuntamente con la accidon coadyuvante del resto de citocinas inflamatorias. De todos
modos, aunque se han identificado niveles de expresion elevados de HGF y c-Met en las
células del SK, hay muy poca informacion que haga referencia a su expresion respecto a

los diferentes estadios del SK.
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Estudios previos han mostrado que alteraciones en la expresion de las moléculas que
toman parte en el control del ciclo celular y la apoptosis, pueden estar relacionados con la
progresion tumoral del SK. La progresion a través del ciclo celular esta gobernada por una
serie de cinasas dependientes de ciclina (CDK) que, como su propio nombre indica, se
activan mediante su unidon con ciclinas. La actividad de los complejos ciclina-CDK se
encuentra modulada en primer lugar por la concentracion de ciclinas, en segundo lugar por
fosforilacion directa y, finalmente, a través de proteinas inhibidoras especificas de las CDK
denominadas genéricamente CKI. Aunque se han descrito un gran numero de estas
proteinas, las mas importantes son la p21<"*", la p27*""! y 1a p16™%*,

71 es inhibir la proliferacion celular

Una de las principales acciones del CDK p2
uniéndose a los complejos ciclina-CDK de la fase G1 y, por lo tanto, regulando
negativamente la progresion del ciclo celular en las fases G1, S y en la transicion entre

KIP1
7

ambas. A su vez, multiples factores modulan la expresion de p2 , entre ellos los

propios complejos ciclina-CDK a los que inhibe.

Se ha sugerido que la pérdida de la expresion y actividad de la proteina p27<™"!

puede
provocar el desarrollo y/o la progresion tumoral. Este hecho se ha objetivado por la
deteccion de una disminucion de su expresion en una gran variedad de neoplasias
humanas, siendo ésta mucho mas pronunciada en las metéstasis en comparacion con los
Kipl

tumores primarios, lo que podria indicar que la disminucion de la expresion del p27

seria ademas un factor favorecedor de la diseminacion metastasica.
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Estudios etiopatogénicos sobre el SK han mostrado la presencia activa de dos virus en el
desarrollo esta enfermedad: el virus de la inmunodeficiencia humana tipo-1 (VIH-1) en las
formas asociadas a SIDA y el virus herpes humano tipo 8 (VHH-8). Entre las
contribuciones a la oncogénesis de estos dos microorganismos destacan dos elementos. En
primer lugar, la proteina tat del VIH-1 cuyas acciones en el medio humoral parecen ser las
responsables del alto grado de agresividad del SK-SIDA en comparacion con las otras

formas clinico-epidemiologicas tal y como veremos posteriormente.

Y en segundo lugar, el VHH-8 posee secuencias gendmicas capaces de codificar moléculas
homologas a algunas de las proteinas reguladoras del ciclo celular, como la v-ciclina o
ciclina K, un homologo de la ciclina-D de fase G1. La v-ciclina es capaz de unirse a la
cinasa dependiente de ciclina 6 humana (CDK6) formando un complejo resistente a la
inhibicién de las CKI y que ejerce su accion en el ciclo celular mediante la fosforilacion de
diversas proteinas del ciclo, entre ellas la p27<"*". La fosforilacién de la p27*""" permite el

7Pl 3 través

inicio de una secuencia de eventos que finalizaran con la degradacion de la p2
de la via ubicuitin-proteasoma y, por lo tanto, con una disminuciéon de su concentracion y

actividad en la célula.

Los dos principales pasos en la via ubicuitin-proteasoma son la unién de multiples
moléculas de ubicuitina a un sustrato proteinico y la degradacion a través del proteasoma.
La transferencia de la ubicuitina al sustrato requiere al menos la colaboracion de dos
enzimas denominados genéricamente E1 y E2. No obstante, en muchas ocasiones se
requiere la colaboracion de un tercer componente denominado enzima E3, que forma un

complejo con la E2 especifico de sustrato y que recibe el nombre de ubicuitin-ligasa.
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El complejo proteinico SKP1/CDC53/F-box (SCF) es una ubicuitin-ligasa recientemente
descrita, y parece ser especifica para la degradacion de varias proteinas reguladoras clave
del ciclo celular, como por ejemplo la p27%""!. Uno de los componentes especificos
responsable de la especificidad de sustrato del complejo SCF es la proteina F-Box p45°<"2,
La p45°<™ se expresa en la fase G1 tardia y permite el traslado del complejo SCF/p45°<"?
al interior del ntcleo, donde promueve la ubicuitilacion de la p27<"' fosforilada,
permitiendo asi su posterior reconocimiento y degradacion a través del proteasoma. Aparte
de la proteolisis de moléculas relacionadas con el ciclo celular, la p45°*"* también induce
la fase S en las células quiescentes y se ha identificado sobreexpresada en las células
transformadas.

KIP1
7

Teoricamente, los niveles bajos de la p2 pueden ser debidos a una reduccion

transcripcional y translacional, o bien a un exceso de degradacion post-transcripcional, ya

KIP1
7

que las mutaciones en el gen del p2 parecen ser sucesos excepcionales. Diversos

estudios han mostrado que el nivel post-transcripcional es el mas relevante. Basaindonos en

KIP1
7

esto, es logico pensar que la disminucion de la expresion de la p2 puede ser debida a

un incremento en la actividad del complejo encargado de su degradacion, el SCE/p45°<™.

En el caso especifico que nos ocupa, el sarcoma de Kaposi, y teniendo en cuenta lo
comentado respecto a la accion de la v-ciclina del VHH-8, la degradacion incrementada de
la p27°™" podria ser secundaria a una fosforilacion masiva por parte de la CDK6. De este

modo, el complejo SCF/p45°¢"

actuaria simplemente ejerciendo su accidn fisiologica, es
decir, permitiendo la ubicuitilacion de proteinas marcadas para su degradacion mediante

fosforilacion. Consecuentemente, seria de esperar que en el SK los niveles de expresion de
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la p27*™! se encontraran disminuidos y los niveles de expresion de la p45°*" aumentados,

puesto que ésta debe hacer frente a un grado mayor de degradacion al habitual.

Aunque la pérdida de expresion de la p27*"' no parece ser un proceso crucial en el

desarrollo del SK, la pérdida del control inhibitorio de las proteinas reguladoras del ciclo

celular parece constituir un factor de progresion carcinogénica importante, no sélo en el

SK sino también en un gran nimero de tumores humanos mucho mas comunes. De hecho,
. . . -7 KIP1 SKP2

varios estudios han correlacionado la expresion de la p27 y de la p45 con el

pronostico de algunas neoplasias humanas, identificandolos como factores prondsticos

independientes.

Teniendo en cuenta los antecedentes comentados, nos planteamos la posibilidad de evaluar

la expresion inmunohistoquimica del receptor c-Met, de la proteina inhibidora de las CDK

KIP1 SKP2
7 5

y del componente p45 del complejo SCF/p4 en el los diferentes estadios de la

p2
variante clasica y asociada a SIDA del SK. El estudio se ha realizado en las lesiones del
SK obtenidas de forma retrospectiva a partir de biopsias cutdneas y extracutaneas fijadas
en formol e incluidas en parafina, procedentes de pacientes con SK-C y SK-SIDA,
correspondientes a los archivos de los Servicios de Anatomia Patologica del Hospital

Universitari Germans Trias i1 Pujol, del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y del Hospital

Princeps d’Espanya de Barcelona.
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS

1.

Determinar la expresion inmunohistoquimica del c-Met (receptor del HGF) en las
formas clasica y asociada a SIDA del SK.

KIP1 .
en las lesiones de la

Determinar el nivel de expresion inmunohistoquimica de la p27
forma clasica del SK en comparacion con la forma asociada a infeccion por VIH, y las

posibles alteraciones o modificaciones de su expresion en la afectacion cutdnea y

extracutanea en relaciéon con un comportamiento mas agresivo del SK.

Estudiar la expresion de la p45°*™ en las diferentes formas y estadios del SK, con el
objetivo de determinar como se encuentra alterada su expresion en las lesiones
agresivas del SK y explorar la posible relaciéon de la expresion de la p45°™* con la

KIP1

disminucion de la p27™" " y otras variables, como son la expresion del Ki67, el género

y la infeccién por el VIH.
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II. INTRODUCCION GENERAL
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1. INTRODUCCION HISTORICA

En el ano 1872, Moritz Kaposi describié por primera vez cinco casos de un raro tumor
cutaneo localizado principalmente en la piel de las extremidades inferiores, multifocal y
simétrico, y con un curso clinico lentamente progresivo e indolente. La enfermedad
afectaba principalmente a varones de edad avanzada pertenecientes a la etnia judia, o bien
a individuos originarios del este de Europa o de la cuenca mediterranea. Este patron
clinico-epidemiologico inicial se reconoce como la forma clasica de la enfermedad que
originalmente fue denominada por Kaposi como “sarcoma pigmentado multiple idiopatico

de la piel”, y que actualmente se designa con el epénimo de sarcoma de Kaposi (SK).

Durante muchos afios se ha considerado como un tumor poco comun, a pesar de que
posteriormente se ha descrito afectando a otros grupos poblacionales: de forma endémica
en los individuos de raza negra del Africa ecuatorial, y también en pacientes con estados de
inmunodeficiencia inducida farmacologicamente, como por ejemplo, los receptores de
trasplantes. Pese a todo, el sarcoma de Kaposi habia alcanzado poco interés en la

comunidad médica mundial.

Esta situacion cambia dramaticamente a partir de 1981, cuando comienzan a describirse un
gran nimero de casos de SK en varones jovenes homosexuales y, en menor grado, en los
adictos a drogas por via parenteral. El incremento de su incidencia fue de tal magnitud
durante las pasadas décadas que alcanzo proporciones epidémicas y acab6 reconociéndose

como uno de los principales marcadores clinicos de una nueva enfermedad que padecia de
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forma predominante este grupo epidemioldgico: el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA).

Desde su descripcion y atendiendo a todos estos nuevos datos, el SK ha sido clasificado
basicamente en cuatro subtipos: clasico (SK-C), africano o tipo endémico, asociado a
terapia inmunosupresora, y asociado a SIDA (SK-SIDA) o tipo epidémico. Actualmente, el
tipo de SK diagnosticado con mas frecuencia es el asociado a la infeccion del VIH-1.
Aunque con distintas presentaciones clinicas, contextos epidemiologicos y prondsticos, el
examen microscOpico ha mostrado que se trata de una tumoracion de origen
angioproliferativo, compuesta por vasos y células fusiformes, con una apariencia

histopatologica bastante uniforme en los cuatro tipos descritos.

Evidentemente, todos estos datos han originado un considerable interés por el SK en
diferentes campos de estudio, y por ello se encuentra actualmente en una situacién de

vanguardia investigadora.

El hecho de que hasta hacia poco tiempo el SK era una lesién poco comun, habia impedido
dilucidar de forma completa la etiopatogenia e histogénesis de esta enfermedad, hasta ese
momento casi totalmente desconocidas. La aparicion de un gran numero de casos en
relacion a la epidemia del SIDA permitié profundizar en el conocimiento de sus aspectos
epidemiologicos, clinicos e histopatologicos, originado un profundo impacto en el estudio

del SK.
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Aunque todavia no se ha podido establecer definitivamente la naturaleza precisa del SK
(hiperplasia o neoplasia), recientes investigaciones genéticas, epidemioldgicas,
clinicopatolégicas, bioquimicas y moleculares han contribuido de gran manera a la
aceptacion general de que el SK es una enfermedad causada por el VHH-8 y amplificada
por el VIH-1 en los casos asociados a SIDA. Asimismo, parece ser que el crecimiento y
mantenimiento del SK depende de una compleja serie de interacciones entre productos
bioquimicos del huésped y del virus infectante y, por lo tanto, su curso evolutivo esta

fuertemente influenciado por el estado inmune del paciente.

De todas formas, quedan atin un gran numero de facetas desconocidas del SK que todavia
hoy no poseen una explicacién cientifica adecuada y deben ser definidas, como los
aspectos epidemioldgicos, la transmision y, finalmente, los mecanismos mediante los
cuales los factores etiologicos, genéticos, inmunoldgicos y endocrinos influyen en su

patogenia.
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2. FORMAS EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS DEL SK

El SK es una enfermedad de distribuciéon mundial en la que se reconocen, desde un punto
de vista epidemiologico y clinico, cuatro variantes relativamente distintas (Tappero 1993;
Fitzpatrick 1999; Odom 2000; Ablashi 2002):

la forma clasica

la forma africana o endémica

la forma yatrogénica o asociada a terapia inmunosupresora

- la forma asociada a SIDA o epidémica
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2.1. SK CLASICO

El SK cléasico lo describi6 por primera vez Moritz Kaposi en 1872, afectando
primariamente a ancianos del Este de Europa, predominantemente Polonia y Rusia, y de la
cuenca mediterranea, especialmente a judios Ashkenazi. Actualmente esta distribucion se
mantiene, documentandose ademas unas largas series de pacientes en paises del Norte de
Europa (Suecia y Noruega). La incidencia aumentada en la poblacion judia y en individuos
de origen mediterraneo sugiere una predisposicion racial, lo que se traduce en que tal vez
los factores genéticos jueguen un papel critico en la etiopatogénesis del SK. Algunos
estudios han intentado vincularlo a ciertos haplotipos del antigeno leucocitario humano
(HLA-DRS y HLA-B18), no obstante estos hallazgos no se han confirmado y, de hecho, no
se conoce actualmente un marcador HLA especifico del SK. Pese a todo, la ocurrencia

familiar es un suceso muy raro (Kaloterakis 1995).

Aunque no existen datos epidemiologicos precisos disponibles, la incidencia anual mundial

del SK clésico ha sido estimada entre un 0,02% y un 0,06% de todos los tumores.

La llamada forma clasica del SK afecta predominantemente a hombres con una relacion
varon/hembra muy variable en las distintas series (15:1, 3:1 o incluso 1:1). El inicio del SK
se presenta en un amplio rango de edad que oscila entre la tercera y la novena década. El
pico de incidencia se encuentra entre la sexta y la séptima década, con una media de edad
de 65 afos. Debido a su inicio tardio y a su curso prolongado (duracion media de 3 a 8
afios), es frecuente que los pacientes con esta forma del SK desarrollen otras enfermedades

intercurrentes asociadas con la edad avanzada.
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En el SK clasico, la enfermedad comienza cominmente como multiples maculas y papulas
rojizas, violaceas o negruzcas, localizadas en las porciones distales de la extremidad
inferior, predominantemente en la piel de las puntas y plantas de los pies (Imagen 1). En la
mayoria de los casos, estas lesiones iniciales se incrementan lentamente en tamafio y
numero, expandiéndose y coalesciendo para formar placas (Imagen 2) o nédulos dérmicos
azulados que progresan por la extremidad hacia localizaciones mas proximales.
Focalmente, las lesiones solitarias pueden adquirir una apariencia pedunculada o polipoide,
formando tumores nodulares o fungiformes parecidos al granuloma pidgeno (Imagen 3A y
3B). En algunos pacientes podemos encontrar simultdneamente diferentes estadios

evolutivos de la enfermedad (Weiss 2001).

La consistencia de las lesiones cambia con la duracion de la enfermedad. Mientras que las
lesiones tempranas y angiomatosas son blandas y esponjosas al tacto, los tumores de larga
evolucion son firmes y gomosos. Asimismo, a medida que las lesiones envejecen, se
vuelven de color marronaceo, apreciandose una superficie verrucosa e hiperqueratdsica
(Requena 1998). Ocasionalmente las lesiones pueden ulcerarse y mostrar cambios

eccematosos, especialmente si existe dermatitis de éstasis asociada concomitante.

Frecuentemente las lesiones de SK, sobre todo las iniciales, van acompafiadas por un
edema de la extremidad, que ocasionalmente puede preceder a la aparicion de las lesiones,
y que se ha interpretado como una afectacion por el tumor de las partes profundas o
ganglionares. Inicialmente este edema es parcheado, pero gradualmente se transforma en

un agrandamiento e hinchazon difusa y fibrosa (linfedema) de las extremidades inferiores,
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pudiendo afectar a todo el pie y a la pierna, y extenderse hasta la ingle causando una

considerable incomodidad.

Finalmente, la distribucion de las lesiones adquiere un patron multifocal diseminado que se
extiende de forma centripeta afectando a la cabeza, tronco y extremidades superiores.
Adicionalmente a las lesiones cutdneas, el SK-C puede desarrollarse en varias membranas

mucosas, especialmente en la cavidad oral y en los genitales.

En los estadios finales en los que existe una amplia extension de las lesiones cutaneas, es
comun la enfermedad visceral. No obstante, suele pasar desapercibida al ser asintomatica.
Es frecuente identificar lesiones de SK como hallazgos incidentales en la necropsia de
estos pacientes en los ganglios linfaticos, tracto gastrointestinal y pulmones. De hecho, las
lesiones gastrointestinales aparecen en mas del 90% de los pacientes con SK clasico.
Raramente la afectacion visceral precede al desarrollo de las lesiones cutaneas, ni aparece

en su ausencia.

El SK-C manifiesta una asociacion estadisticamente significativa con el desarrollo de un
segundo tumor maligno y con un estado de inmunidad alterado (Safai 1980; Piette 1987).
Varios estudios indican que casi un tercio de los pacientes con SK clasico poseen un riesgo
significativamente incrementado de desarrollar neoplasias secundarias, sobre todo de
origen linforreticular, si se comparan con la poblacion sana de la misma edad. El riesgo de
desarrollar una neoplasia linforreticular es 20 veces mayor en los pacientes con SK que en
la poblacion normal. El SK-C se asocia principalmente con los linfomas malignos

(enfermedad de Hodgkin y linfoma no hodgkiniano, sobre todo linfoma de células T),
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leucemias, mieloma multiple y, con menor frecuencia, con aplasias de la serie roja y

anemias hemoliticas autoinmunes.

El SK clasico sigue un curso clinico prolongado. Generalmente se desarrolla muy
lentamente y por ello suele seguir un curso bastante benigno, incluso cuando existe
afectacion simultanea de localizaciones extracutdaneas. Infrecuentemente, pueden aparecer
cursos fulminantes de la enfermedad, con diseminacion sistémica y afectaciéon de las
principales visceras internas como pulmones, bazo, corazén y tracto gastrointestinal

(Fitzpatrick 1999).

En algunos casos puede haber periodos de remision de la enfermedad y regresion
espontanea de las lesiones, principalmente en los estadios iniciales, donde las lesiones

pueden involucionar dejando una cicatriz atréfica e hiperpigmentada (Odom 2000).

Los pacientes pueden sobrevivir entre 10 y 20 afios, y la muerte es debida generalmente a

otras causas.
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Imagen 1: SK clasico / Macula. En la planta del pie se aprecia una lesion plana irregular y rosada.
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Imagen 2: SK clasico / Placa. Lesiones sobreelevadas, geograficas y congestivas en la piel correspondiente

al dorso de los dedos y pie.
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Imagen 3A: SK clasico / Tumor. Nodulo congestivo y de consistencia elastica en piel de tercio distal de la

pierna.
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Imagen 3B: SK clasico / Tumor. Aspecto macroscopico de la pieza quirirgica correspondiente a la lesion

mostrada en la imagen 3A. Lesion polipoide y angiomatosa afectando a dermis y tejido celular subcutaneo.
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2.2. SK ENDEMICO AFRICANO

La presentacion endémica del SK en el Africa ecuatorial se describié por primera vez en
los afios 50, precediendo en varias décadas al brote pandémico del SIDA. El SK es un
tumor comun en los africanos de color; en el Sur de Africa se ha estimado que el SK es 10
veces mas frecuente en la raza negra que en la blanca. El Africa subsahariana o ecuatorial
es la zona mas afectada, sobre todo el noroeste del Congo, este del Zaire, oeste de Uganda
y en Burundi-Rwanda en donde se observa una mayor prevalencia, mientras que en el

oeste y sur de Africa estd menos extendido.

Su incidencia entre las malignidades histologicamente registradas en Africa es muy
variable segin la zona, describiéndose unas proporciones que oscilan entre el 1,3% y el
4%, y entre el 9% y el 10%. Por ejemplo, en el registro de tumores de Kampala (Uganda),
el SK representa aproximadamente la mitad de todos los tumores consignados (Wabinga

1993).

Los estudios epidemiologicos indican una clara prevalencia de los pacientes varones, con
una relacion varén/hembra de 10 a 1 6 de 18 a 1 en adultos, segun las diferentes series,
siendo la media de edad en el momento de inicio de 36 afios para las mujeres y de 48 afos
para los hombres. En los nifios la relacion varén/hembra es de 3 a 1 y la enfermedad es
particularmente prevalente en la tribu Bantd de Sudafrica (Cotran 1999), siguiendo la
misma distribucion geografica que el linfoma de Burkitt, aunque atin no existen datos que

permitan establecer vinculos etiopatologicos entre ambas entidades.
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La evolucién clinica del SK endémico estd en relacion con la edad de los individuos
afectados. En contraposicion a los hombres, en las mujeres la enfermedad sigue un curso
clinico mas rapido con una generalizacion mas temprana. En los nifios, el SK africano
generalmente sigue un curso fulminante, con una diseminacién rapida a las visceras

internas.

Basandonos en los hallazgos clinicopatolédgicos, el SK africano endémico se clasifica en
tres subtipos: nodular, florido-infiltrativo y linfadenopatico (Taylor 1971; Templeton

1981).

El subtipo mas comun corresponde a la variante nodular, que generalmente afecta a adultos

jovenes y sigue inicialmente un curso clinico semejante al del SK clasico.

La variante florida-infiltrativa se caracteriza por un comportamiento bioldgico mas
agresivo. Suele iniciarse de la misma forma que la variante nodular, pero en su evolucion
las lesiones cutaneas son fungoides, elevadas, y mas extensas e infiltrativas, ya que se
extienden profundamente infiltrando ademas de la dermis, el tejido celular subcutaneo, e

incluso el plano muscular y dseo subyacentes.

En contraste con los subtipos anteriores, la variante linfadenopatica afecta
predominantemente a niflos menores de 10 afios y, como su propio nombre indica, se
caracteriza por una afectacion de los ganglios linfaticos. Estos pacientes presentan
tipicamente linfadenopatias localizadas o generalizadas, sobre todo de las cadenas

ganglionares cervical e inguinal. Ocasionalmente, se puede observar afectacion de la piel,
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de las membranas mucosas, y también de los tejidos oculares y glandulas salivales. Las
lesiones mucocutaneas son tardias, escasas y, en general, un hallazgo de poca relevancia
clinica. Este subtipo de la enfermedad tiene mal prondstico. Su curso es agresivo y
fulminante debido a la tendencia a la afectacion interna y a la juventud de los pacientes,
acabando generalmente con una muerte temprana 2 6 3 afios después del inicio de la

enfermedad.
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2.3. SK YATROGENICO O ASOCIADO A TERAPIA INMUNOSUPRESORA

La inmunosupresion inducida por fArmacos incrementa el riesgo de desarrollar linfomas y
otros tumores, incluyendo el SK. Con la introduccién de las terapias inmunosupresoras, el
SK se ha descrito con una frecuencia aumentada principalmente en receptores de drganos
trasplantados, en individuos con determinadas enfermedades autoinmunes cronicas (Klein
1974; Leung 1981) y, esporadicamente, en pacientes con cancer a los que se les ha

administrado cierta quimioterapia citotdxica.

De todas formas, se trata de una complicacion rara, ya que el SK yatrogénico o asociado a
inmunosupresion farmacologica representa aproximadamente el 0,5% de las neoplasias que
se desarrollan en los pacientes con trasplantes de o6rganos (Farge 1993). Aparece mas
comunmente en pacientes con trasplante renal en comparacion con los que reciben
trasplante cardiaco o hepatico. En dos estudios recientes la prevalencia del SK en los
pacientes con trasplante renal oscilaba entre el 0,3% y el 1,6% (Montagnino 1994;
Pedagogos 1994), y en los receptores de trasplante cardiaco la prevalencia era del 0,41%

(Frances 1991).

El desarrollo del SK se ha observado tanto en pacientes que han recibido terapia
inmunosupresora convencional (p.e., glucocorticoides y azatioprina) como en pacientes
que han recibido ciclosporina. Sin embargo, la incidencia del SK es de dos a cuatro veces
mayor y el inicio de la enfermedad es mucho mas temprano tras el tratamiento con
ciclosporina (media, 20 meses) que tras el tratamiento con terapia inmunosupresora

convencional (media, 60 meses) (Penn 1991).
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Hay datos contradictorios sobre qué tipo de alteracion inmunitaria incrementa el riesgo de
padecer SK. Parece ser que la extension de las lesiones de SK se ha correlacionado en
algunos casos con la pérdida de inmunidad celular. Por otro lado, la ciclosporina actaa
suprimiendo potentemente la funcion de las células T de vigilancia y mantenimiento de la
inmunidad normal. Este hallazgo sugiere que el nivel de inmunidad mediado por las
células T se encuentra afectado en los casos de SK secundarios al tratamiento con

ciclosporina.

Epidemiologicamente la incidencia del SK yatrogénico varia dependiendo de la poblacion
originaria del paciente, ya que es mas frecuente en individuos inmunodeprimidos del area
mediterranea, sobre todo arabes, judios y descendientes africanos. De hecho, en los paises
occidentales la incidencia del SK postrasplante es menor del 1%, mientras que en los
orientales se acerca al 4%. Esto sugiere que un trasfondo genético puede influenciar el
riesgo postrasplante de desarrollar la enfermedad. Esta distribucion poblacional se
correlaciona con la incidencia y distribucion de la seroprevalencia del VHH-8, apoyando la

causalidad de este virus en el SK (Shmreli 1989; Qunibi 1993).

En el SK asociado a inmunosupresion se mantiene la preponderancia masculina observada
en las otras variantes del SK, de 3:1 a 7:1, segin series, siendo sin embargo menos
marcada que en la forma clasica. No obstante, se ven afectados grupos de edad mucho mas

jovenes que en esta ultima.

Las lesiones del SK pueden aparecer tras un periodo de tiempo variable que oscila entre las

primeras semanas, varios meses o incluso afios después del inicio de la terapia
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inmunosupresora (media, 16 meses). La aparicion del proceso no solo esta unida al tipo de
terapia inmunosupresora administrada sino también a las dosis empleadas. En el caso de
una inmunosupresion prolongada con altas dosis de farmacos, la enfermedad puede seguir

un curso no muy distinto al de los pacientes con SIDA.

En general, el SK yatrogénico suele presentarse con un curso clinico mas agresivo que la
variante clasica. La morfologia de las lesiones es similar a la observada en el SK-C,
aunque la localizacion cutdnea es mas variable, y puede afectar ampliamente a 6rganos
internos. La afectacion sistémica ocurre en mas del 40% de estos individuos siendo los
ganglios linfaticos, el tracto gastrointestinal y los pulmones las localizaciones mas
comunes. En algunos de los casos de SK asociado a trasplante, el tumor aparece en el

mismo lugar de la operacion previa (Schamroth 1985).

Una peculiaridad de este tipo de SK es que frecuentemente las lesiones cutaneas pueden
regresar ¢ incluso resolverse enteramente tras la retirada o reducciéon de la terapia
inmunosupresora (Zisbrod 1980; Wijnveen 1987). Generalmente, los pacientes que

desarrollan una extensa afectacion de los 6rganos internos sucumben a la enfermedad.
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2.4. SK EPIDEMICO ASOCIADO A SIDA

Causado por el VIH-1, el SIDA produce una profunda inmunodeficiencia y, por lo tanto,
una alta susceptibilidad a infecciones oportunistas y al desarrollo de varios tumores, entre
ellos el SK. Segun diferentes datos parece ser que el SK es 201.000 veces mas frecuente en
los pacientes con SIDA que en la poblacién general, constituyendo el tumor mas frecuente

en estos pacientes.

A finales de la década de los 70 y principios de los 80, en las areas de Nueva York y
California aparecieron numerosos casos de SK en un grupo epidemioldgico atipico:
varones jovenes (edad media, 35 afios), homosexuales y con signos de profunda
inmunosupresion. Posteriormente, se reconocidé al retrovirus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) como el agente causal de la inmunosupresion y del sindrome
asociado que padecian estos pacientes, siendo el SK una de las claves que permitid
establecer la existencia del SIDA. En muchos de los casos el SK fue la manifestacion
inicial de la infeccion por VIH-1, y su diagnodstico permitié el reconocimiento del

sindrome, convirtiéndolo en uno de los criterios clinicos diagndsticos del SIDA.

Aproximadamente el 30% de los pacientes con SIDA desarrollan SK. Sin embargo, el SK
no afecta de forma equivalente a los diferentes grupos de riesgo conocidos.
Aproximadamente el 40% de los varones homosexuales con SIDA han desarrollado SK, en
comparacion con el 5% de pacientes VIH positivos pertenecientes a otros grupos de riesgo
(Weiss 2001). De estas cifras se deduce que el SK asociado a SIDA es especialmente

frecuente en la poblacion masculina homosexual. De hecho, al principio de la epidemia en
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Europa, Estados Unidos y Australia, el SK afectaba casi exclusivamente a hombres
homosexuales y bisexuales infectados con el VIH y, en menor grado, a sus compaferas
femeninas y a mujeres de ciertas regiones de Africa y del Caribe que se habian infectado a

través de relaciones heterosexuales.

El SK asociado a SIDA afecta con menor frecuencia a hemofilicos, adictos a drogas por
via parenteral, receptores de transfusiones sanguineas y a nifios nacidos de madres
seropositivas. El riesgo de desarrollar SK es muy variable en estos grupos: es poco comun
en hemofilicos y en receptores de transfusiones sanguineas contaminadas (Padilla 1990); el
riesgo es intermedio en los adictos a drogas por via parenteral que comparten jeringuillas
(Haverkos 1985); y en las mujeres que han contraido el SIDA por contacto heterosexual,
sobre todo aquellas que han tenido un compafiero bisexual, el riesgo se incrementa
marcadamente (Beral 1991). De todas formas esta distribucion varia ampliamente segun el
medio y la poblacion estudiados. En Espafia el SK asociado a SIDA afecta
predominantemente a varones adictos a drogas por via parenteral, seguidos del grupo

compuesto por varones y mujeres infectados de forma heterosexual.

Multiples estudios han intentado determinar a qué se debia este predominio del SK en el
colectivo homosexual. Diversos estudios epidemioldgicos mostraron diferencias en el
comportamiento sexual de los hombres homosexuales VIH positivos con SK en
comparacion con aquellos que no desarrollan SK. Los hombres homosexuales con SK
solian ser sexualmente mas activos y frecuentemente tenian antecedentes previos de
enfermedades de transmision sexual. Asimismo, la frecuencia del SK asociado a SIDA era

muy alta en hombres homosexuales/bisexuales que encontraban a sus parejas en casas de
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bafos y otros lugares en donde los contactos sexuales anénimos y las practicas sexuales de

riesgo (p.e., contactos anales y oroanales) eran comunes.

Estas peculiaridades epidemiologicas y las variaciones en las prevalencias del SK entre los
diferentes grupos de riesgo, plantearon la cuestion de si el VIH era el inico o principal
agente transmisible causante del SK. En consecuencia, se propuso que el SK asociado a
SIDA estaba propiciado por un cofactor viral que se cotransmitia con el VIH mediante
ciertas practicas sexuales, lo que justificaria la baja prevalencia del SK en otros grupos de
riesgo. Algunos autores llegaron a sugerir, en relacion a estas observaciones, que el SK

podria considerarse en estos pacientes una enfermedad de transmision sexual (Beral 1990).

Posteriores estudios han sugerido que este cofactor viral podria ser el VHH-8, ya que la
incidencia del SK en la poblacion con SIDA es paralela a la seropositividad de este virus
(Weiss 2001). Ademas, parece ser que se transmite probablemente por via sexual en este
grupo epidemiologico, y por ello hay una fuerte correlacion entre la seropositividad del
VHH-8, el nimero de compaieros sexuales y la historia de enfermedades de transmision
sexual. A medida que se realizaron nuevos estudios, se fueron acumulando suficientes

datos que permitieron definir al VHH-8 como el principal agente etiologico virico del SK.

En Estados Unidos y Europa la incidencia del SK en los varones homosexuales con SIDA
ha disminuido gradualmente en los ultimos afios, pasando de un 33% en 1981 aun 10% en
1992, siguiendo una evolucion paralela a la disminucién de la incidencia de la infeccion
por el VIH-1, equiparandose asi a la prevalencia del SK en otros grupos de riesgo. Estos

hallazgos han sido atribuidos, al menos en parte, a un cambio en el comportamiento sexual
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de la poblacion homosexual masculina (p.e., uso de condones y evitacion de ciertas
actividades sexuales de alto riesgo) (Peters 1991). De esta forma se apoya el concepto de la

existencia de un cofactor viral transmitido sexualmente.

En cuanto al SK asociado al SIDA pediatrico se ha observado una frecuencia aproximada
del 4%. Los nifios con SK suelen ser hijos de padres haitianos o adictos a drogas por via
parenteral, o bien han adquirido la infeccion por VIH a través de transfusion sanguinea.
Aunque el SK linfadenopatico es comun en este grupo, el SK mucocutaneo también se ha
descrito en los pacientes con SIDA pediatrico. Asimismo, los nifios cuyos padres
pertenecen a grupos de alto riesgo para el desarrollo del SK y aquellos que han adquirido el
SK por transfusion sanguinea tienen mayor riesgo de desarrollar lesiones cutdneas (Rogers

1987).

En Africa el SK asociado a SIDA ha alcanzado también proporciones epidémicas, aunque
mas tardiamente que en los Estados Unidos. El SIDA, probablemente originado en Africa,
es consecuencia en este medio de la infeccion por el VIH-1 y por el VIH-2, un segundo
retrovirus de la inmunodeficiencia humana, con el que también se ha descrito el desarrollo
del SK (Clavel 1987). Las principales vias de transmision son las relaciones heterosexuales
y el equipo médico contaminado (Pilot 1984). Asimismo, en las areas de Africa donde la
forma endémica -no relacionada causalmente con la infeccion por el VIH- era la mas
frecuente, el SK asociado a SIDA es actualmente mucho mas prevalente que el asociado a

la forma endémica (Biggar 1986).
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El SK-SIDA desarrolla unas caracteristicas clinicas distintivas, que pueden diferir
considerablemente de las observadas en las otras formas del SK (Ziegler 1984; Krigel
1990). Las lesiones suelen ser multiples y evolucionan rapidamente, mostrando una
distribucion atipica, localizdndose en el tronco, extremidades superiores, cabeza y cuello.
Asimismo, la afectacion de las superficies mucosas y organos internos es mucho mas
comun. De hecho un gran ntimero de pacientes presentan simultdneamente multiples

lesiones cutaneas, mucosas € internas.

Las lesiones cutdneas en la forma epidémica suelen ser mas tempranas, pequefias y sutiles.
Las lesiones iniciales aparecen como maculas rojizas o rosadas que se asemejan a
moratones o picaduras de insectos, o bien como papulas marrondceas, pequefias y tensas
similares al dermatofibroma. Répidamente estas lesiones progresan a papulas, placas y
nodulos, que suelen ser purpura y pueden ulcerarse. Generalmente no se observa afectacion

subyacente del tejido celular subcutaneo, musculo esquelético o hueso.

En cuanto a la distribucion de las lesiones iniciales en los pacientes con SIDA, hay una
predileccion por la cara -especialmente nariz, parpados y orejas- (Imagen 4), el cuello, el
tronco -con predileccion por los pliegues cutaneos- y, por ultimo, las membranas mucosas.
Una vez las lesiones iniciales se han desarrollado, a menudo coalescen para formar grandes
placas que se diseminan, pudiendo encontrarse sin preferencia en cualquier parte del
cuerpo. Aunque en el SK asociado a SIDA también pueden afectarse las extremidades
inferiores como en el SK clasico, las lesiones no son tan severas y extensas como las

apreciadas en cabeza y tronco.
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Ocasionalmente se observa la presencia de un linfedema severo asociado con las lesiones
del SK-SIDA, especialmente en las localizadas en las extremidades, escroto, pene y cara,
siendo frecuente la afectacion de los parpados. Este fendmeno es probablemente debido a
la obliteracion de los canales linfaticos dérmicos por la lesion proliferante (Fitzpatrick

1999).

La mucosa oral es la localizacion inicial en un intervalo que oscila entre el 10% y el 15%
de todos los SK asociados a SIDA. Las lesiones del SK intraoral suelen localizarse
frecuentemente en el paladar, aunque tampoco es rara la afectacion severa de la epifaringe
y laringe. La afectacion de otras membranas mucosas como la conjuntiva y vagina son mas

raras.

En contraste con otras variantes del SK, la afectacion interna en el SK asociado a SIDA
(SK extracutaneo) es comun, siendo los ganglios linfaticos, el tracto gastrointestinal y los
pulmones las localizaciones mas habituales. En una de las series autopsicas mas largas
realizadas (Lemlich 1987), los pulmones estaban afectados en el 37% de los casos, y el
tracto gastrointestinal y los ganglios linfaticos en el 50%. Aunque es evidente que la
afectacion visceral es muy comun en la autopsia, generalmente suele ser inaparente
clinicamente durante la vida del paciente. Por otro lado, parece ser que la extension de la
afectacion cutdnea no se correlaciona con la extension de la afectacion visceral, ya que ésta
puede presentarse ocasionalmente sin ninguna lesion cutanea asociada. Un hallazgo
relevante en este estudio es que el 29% de los casos autopsicos mostraban lesiones

viscerales sin afectacion cutanea.
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En series mas recientes (Ioachim 1995), el SK gastrointestinal afectaba a mas del 80% de
los pacientes vivos con SIDA. Las lesiones pueden encontrarse a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal, pero son mucho mas comunes en el estbmago y el duodeno. Suelen
evolucionar de forma asintomatica o bien provocando una amplia variedad de sintomas,
como nauseas, ulceracion, sangrado e incluso perforacion. Aunque estas lesiones son
visibles por gastroscopia, suelen pasar desapercibidas histologicamente debido a que estan

localizadas en la submucosa y pueden escapar de la pinza de biopsia.

El SK pulmonar causa sintomas diversos muy similares a los descritos en las neumonias
por Pneumocystis carinii. Aunque la radiografia de torax revela unos infiltrados
intersticiales difusos en ambas enfermedades, los nddulos pulmonares y los derrames
pleurales son méas comunes en el SK. La broncoscopia con lavado broncoalveolar (BAL) es

el medio de eleccion para el diagndstico del SK pulmonar.

El curso clinico del SK-SIDA oscila desde la cronificacion hasta casos rapidamente
progresivos con afectacion nodal y sistémica. La mayoria de estos pacientes fallecen
rapidamente como resultado de infecciones oportunistas u otras complicaciones del SIDA
mas que por efecto directo de las consecuencias del SK. De hecho, la existencia de
infecciones u otras patologias asociadas a SIDA suele empeorar su prondstico. Sin
embargo, en una de las mayores series estudiadas, la supervivencia era mucho mejor en

aquellos cuya unica manifestacion de enfermedad era el SK (Rothenberg 1987).
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Aproximadamente un 6% de los pacientes VIH positivos con SK suelen desarrollar
segundas malignidades, siendo los linfomas las mas frecuentes (Nasti 1997), después del

SK.
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Imagen 4: SK asociado a SIDA. Papulas y placas localizadas en la cara de un paciente VIH positivo.
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2.5. AFECTACION DE ORGANOS INTERNOS: SK EXTRACUTANEO

Normalmente, y como hemos comentado con anterioridad, la afectacion sistémica suele
ocurrir en las fases avanzadas de la afectacion cutanea y representa la extension de la
enfermedad, por lo que, en general conlleva un peor pronostico en algunas formas clinico-
epidemiologicas del SK-SIDA. En cambio, en otras variantes representa unicamente un
hallazgo incidental (SK-C), ya que se trata de lesiones frecuentemente asintomaticas sin
mayor repercusion en la supervivencia del paciente. Asimismo, se han descrito casos en los
que la afectacion extracutanea puede presentarse de forma aislada y de forma previa a las

lesiones cutaneas (Ioachim 1995).

El tracto gastrointestinal es la localizacion interna mas frecuentemente afectada en el SK
clésico, siendo probablemente el intestino delgado la viscera mas afectada (Imagen 5). Los
pulmones (Imagen 6), el corazon, el higado, las glandulas adrenales, los ganglios
linfaticos, sobre todo intrabdominales, y la conjuntiva son también 6rganos comunmente

afectados.

El SK cutaneo africano se acompana frecuentemente por linfedema masivo de las
extremidades inferiores, causado por infiltrados arborizantes a lo largo de los linfaticos
cutaneos y por afectacion 6sea. Los cambios esqueléticos son raros pero caracteristicos y
diagnosticos: rarefaccion, quistes y erosion cortical. La afectacion Osea es siempre un

indicador de enfermedad diseminada.
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En el SK linfadenopatico de los nifios africanos se ha documentado una afectacion masiva
de los ganglios linfaticos, observandose también masas de tejido hemorragico protuyendo
en los parpados y conjuntiva. La afectacion ocular en estos pacientes estd generalmente
asociada con hinchazon del lacrimal, de la pardtida y glandulas submandibulares,
presentando un cuadro similar al sindrome de Mikulicz. Este tipo de distribucion también

se ha descrito en pacientes con SIDA (Odom 2000).

En el SK asociado a SIDA, el 25% de los pacientes tienen afectacion exclusivamente
cutanea, mientras que el 29% muestran Gnicamente afectacion visceral. El resto combinan
la afectacion simultdnea de la piel y los 6rganos internos por lo que, en tltima instancia, el
SK visceral afecta a mas del 70% de los pacientes con SIDA. Las localizaciones mas
frecuentes de afectacion visceral son el tracto gastrointestinal, los pulmones y los ganglios

linfaticos.

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -38 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Imagen 5: Tracto gastrointestinal. Lesiones angiomatosas de SK en mucosa gastrica de paciente con SK-

SIDA.
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Imagen 6: Pulmones. Areas densamente congestivas de distribucion perivascular en el parénquima pulmonar

correspondiente a afectacion por SK en un paciente con SK-SIDA.
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3. ETIOPATOGENIA

Aunque la etiopatogenia del SK es desconocida, actualmente se acepta un modelo que
consiste en una serie de interacciones complejas entre diversos factores: la expresion y
respuesta alterada de las citocinas y los factores de crecimiento del huésped; la modulacion
aberrante del crecimiento celular por los productos codificados por los genomas viricos; y

alteraciones del sistema inmunitario del individuo.

La disfuncion inmune es un componente clave en el desarrollo del SK, sobre todo en los
casos asociados a SIDA y en pacientes con inmunosupresion yatrogénica. De hecho, el
cese de la terapia en este ultimo grupo de pacientes conlleva, en la mayoria de los casos, la
regresion del SK. De todas formas, la inmunosupresion no es un elemento imprescindible,
ya que por si misma no puede explicar el desarrollo de las lesiones del SK, y algunas de las
variantes del SK no cursan con inmunodepresion. Sin embargo, en los casos en los que la
alteracion inmunoldgica se encuentra presente, €sta actia como un claro favorecedor del

trasfondo necesario para el desarrollo de la enfermedad.

A partir de la descripcion del SK en pacientes con SIDA, se barajo la posibilidad de una
etiologia virica de la enfermedad. La marcada disparidad del SK en lo que respecta a las
prevalencias entre los diferentes grupos de riesgo del VIH-1, la incapacidad para
identificar el VIH-1 en algunas de las células del SK y la existencia de subtipos de SK no
asociados a SIDA puso en duda que éste fuera el Gnico agente causal. Demostrar la
existencia de otro agente infeccioso transmitido probablemente por via sexual, que actuaria

como cofactor infeccioso en los pacientes VIH-1 y como agente causal en los VIH-1
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negativos, y su relacion con el contexto inmunoldgico del SK ha sido uno de los retos en

los diferentes estudios de esta entidad patologica.
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3.1. UN AGENTE INFECCIOSO EN EL SK

La agresividad y la prevalencia del SK en pacientes con SIDA en comparacion con la
forma clasica de la enfermedad, pone en relieve la importancia del VIH-1 en el desarrollo
del SK. No obstante, la propia existencia de formas de SK no asociadas a SIDA y el
desarrollo de algunos casos agresivos en el resto de variantes clinico-epidemiolégicas,
sugiere la presencia de otro factor infeccioso implicado en el desarrollo del SK en personas

VIH-1 negativas y que actuaria como cofactor del VIH-1 en los pacientes con SIDA.

Por otro lado, la alta prevalencia del SK asociado a SIDA en hombres homosexuales
promiscuos, la aparicion de casos de SK en varones homosexuales VIH-1 negativos con
conductas sexuales de riesgo, y la variable prevalencia del SK en los diferentes grupos de
riesgo del VIH-1, como por ejemplo, el de los pacientes con infeccion adquirida
parenteralmente, apoya la existencia de otro agente causativo que probablemente se

transmite por via sexual (Beral 1991).

El descenso de la incidencia del SK paralelo a la disminucién del SIDA en los pacientes
homosexuales -seguramente por la evitacion de conductas sexuales de riesgo y la
utilizacion de métodos de barrera-, y la observacion de que el SK es mucho mas comun en
mujeres que practican sexo con hombres bisexuales que en el resto de mujeres con SIDA,

son hechos que también favorecen la transmision sexual de este agente.

Por otro lado, el estudio estructural de las células tumorales del SK ha revelo la presencia

de estructuras tuborreticulares y cisternas cilindricas confrontadas, sugestivas de una
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reaccion celular a una infeccion viral, que parecia no corresponder al VIH-1

(Rappersberger 1990).

A partir de todas estas importantes evidencias epidemiologicas y moleculares que sugieren
la existencia de otro agente infeccioso diferente al VIH-1, se consideraron un gran numero
de virus que podrian actuar como cofactor o incluso como el agente causal en la
etiopatogenia del SK. Entre ellos cabe destacar el citomegalovirus (CMV), el virus de
Epstein-Barr (VEB), varios tipos de virus del papiloma humano (VPH), el virus herpes

humano tipo 6, el virus de la hepatitis B y retrovirus no-VIH-1.

Giraldo et al. iniciaron en 1972 la busqueda de un agente infeccioso al observar en células
cultivadas de SK clasico y endémico “particulas semejantes a las de los herpesvirus”,
encontrando también una asociacion seroldgica especifica entre el CMV y las diferentes
formas clinico-epidemiologicas del SK. No obstante, la relevancia de esta asociacion era
incierta, ya que el genoma del CMV no estaba integrado en las células del SK y, por lo
tanto, el hallazgo de ADN o ARN del CMV en los tejidos del SK o de anticuerpos contra
el CMV en los pacientes con SK no implico en si mismo un papel etiolégico del CMV en

su etiopatogenia.

Huang et al. demostraron en 1992 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) la
presencia de fragmentos de ADN del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH-16) en
tejidos de SK de pacientes con y sin SIDA. Inmunohistoquimicamente, las muestras
procedentes del SK clasico y asociado a SIDA mostraron también positividad para

antigenos de VPH. Aun asi, la extensa distribucion de este tipo de virus en la poblaciéon y
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la ausencia de una asociacién evidente entre el desarrollo del SK y otras patologias
claramente vinculadas al VPH, hizo poco probable que éste sea el agente infeccioso

buscado.

Se favorecio la hipotesis de que un retrovirus no-VIH-1 pudiera estar etiologicamente
vinculado al SK. La existencia de lesiones vasculares pseudokaposiformes causadas por
retrovirus y la deteccion de particulas retrovirales en las lesiones de SK apoyarian esta
hipotesis. Sin embargo, no se pudo establecer una clara relacion causal, ni una estricta

identificacion microbiologica.

Posteriormente, se obtuvo una fuerte evidencia de que un virus herpes pudiera ser el agente

virico implicado en la etiopatogenia de todas las variantes del SK.

3.1.1. El virus herpes humano tipo 8 (VHH-8): un virus herpes asociado al SK

VHSK

Entre 1994 y 1995, Chang y Moore identificaron mediante técnicas de RCP secuencias de
ADN homologas a las de los virus gammaherpesvirinae de la familia de los Herpesviridae
en mas del 90% de las muestras de tejido obtenido de lesiones de SK asociado a SIDA. Las
secuencias mostraron una estrecha homologia (del 30% al 50%) con las de dos virus de
esta familia: el herpevirus saimiri y el virus del Epstein-Barr. Sin embargo, los genes de las
proteinas de la capside y del tegumento eran distintos a los del resto de los
gammaherpesvirinae. La presencia de secuencias semejantes, aunque no idénticas, a las de

los herpesvirus definié un nuevo tipo de virus herpes humano dentro de este grupo,
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denominado virus herpes humano tipo 8 (VHH-8) o virus herpes asociado al SK (VHSK).
El VHH-8 es el primer miembro humano del género Rhadinovirus (Moore 1996; Russo
1996; Neipel 1998), que se caracteriza porque sus miembros raramente producen
enfermedad aparente en el huésped por si solos, pero se vuelven madas virulentos en

presencia de otras infecciones concomitantes.

Todos los herpesvirus, incluyendo el VHH-8, establecen infecciones latentes en las células
del huésped, haciendo que el genoma viral persista extracromosdmicamente en forma
episomica o circular, restringiendo asi la replicacion y la produccion de progenie viral. En
estos casos no se producen ni se liberan virus, pero la infeccion se mantiene por division de
las células huésped. En ocasiones, por circunstancias diversas y aun desconocidas, se
puede producir la reactivacion del VHH-8 en las células infectadas, lo que permite el
desarrollo de una infeccion litica caracterizada por la expresion de genes viricos, la
produccion y liberacion de viriones y la consiguiente destruccion de la célula huésped y
diseminacion del virus. Es evidente que la regulacion de la activacion de la infeccion litica
del VHH-8 puede ser un punto critico en la progresion de las enfermedades relacionadas

con este virus, como el SK.

La deteccion del VHSK en células mononucleares de la sangre periférica en mas del 50%
de los pacientes con SK asociado a SIDA -incluso precediendo meses al inicio de las
lesiones del SK- (Whitby 1995; Moore 1996), y la presencia del ADN del VHH-8 en el
nucleo de células fusiformes y tumorales del SK, pero no en las células endoteliales
normales, indica que estos grupos celulares podrian actuar como reservorio y fuente de

origen de la disminucién de este virus. De hecho, parece ser que la diseminacion del SK se
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correlaciona con la detectabilidad del ADN viral del VHH-8 en células mononucleares de

la sangre periférica.

Asimismo, otros estudios revelaron que el VHSK es un virus con la capacidad de favorecer
la proliferacion celular, ya que se identificd en su genoma la presencia de secuencias
genéticas virales homologas a las de varios genes del ADN humano (Choi 2001; Moore
2001; Paulose-Murphy 2001) que codifican proteinas criticas en el control de la

proliferacion y del crecimiento celular (Esquema 1).

Todos estos hallazgos han sido corroborados posteriormente en otros estudios y por otros
autores (Cotter 2002), y no s6lo en el SK asociado a SIDA, sino también en los varones
homosexuales VIH-1-negativos con SK y en el resto de variantes del SK, apoyando aun
mas la hipotesis de que este nuevo virus herpes humano estaba implicado en la patogénesis

del SK (Brooks 1997; Ganem 1997; Kennedy 1998).
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Esquema 1. Estructura circular episomal del genoma del VHH-8 (infeccion latente).
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3.1.2. El VHH-8 en otras entidades patologicas

La hipotesis de que el VHSK esta etiologicamente implicado en el SK es paralela a su
identificacion consecutiva en dos enfermedades linfoproliferativas bien definidas,
frecuente pero no exclusivamente asociadas a la infeccion del VIH-1 y al SIDA: el linfoma
de células B de cavidades corporales (Cesarman 1995; Foreman 1997) y la enfermedad de
Castleman multicéntrica (Soulier 1995; Dupin 1999; Sarid 2002). Los denominados y-
herpesvirus son virus oncogénicos linfotrépicos que infectan las células B (VEB) o las
células T (herpevirus saimiri) estableciendo infecciones latentes que finalmente podrian

originar la proliferacion maligna de las células B o T respectivamente.

Todos los linfomas de cavidades-VHSK positivos estudiados contenian también secuencias
de VEB, por lo que hay razones para creer que ambos virus trabajan conjuntamente para
inducir una transformacion completa de las células B infectadas. Sin embargo, en los
pacientes con SK-VHSK positivo, el VEB generalmente no estd presente,

independientemente del grupo estudiado.

Mediante el estudio de lineas celulares VHSK-positivas en el linfoma de cavidades
corporales, Renne et al. intentaron establecer la célula diana o de origen de la infeccion por
el VHSK. La presuncion de que una célula linfoide sirva como lugar de origen de la
replicacion del VHH-8/VHSK ha sido apoyada por la observacion de que los tejidos del
SK guardan VHH-8/VHSK en una forma episomica circular indicativa de latencia,
mientras que la forma lineal del ADN del VHH-8/VHSK, indicativo de replicacion, ocurre

unicamente en las células mononucleares de la sangre periférica (Decker 1996). Las
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recientes observaciones de la replicacion in vivo del virus en las células CD34+ localizadas
en las luces de las hendiduras vasculares del SK, y de que aproximadamente el 50% de las
células B en pacientes con SK son VHSK-positivas, indica que una célula linfoide
precursora parece ser el lugar de replicacion y origen de la infeccion del VHH-8/VHSK en

el SK.

De forma similar, el 75% de los pacientes VIH-1-positivos con enfermedad de Castleman
desarrollan SK, y frecuentemente ambas lesiones comparten la misma localizacion. De
todas formas, como el VHSK tnicamente se ha detectado en una minoria de los pacientes
VIH-1-negativos con enfermedad de Castleman, su papel etiopatogénico en esta

enfermedad es obviamente de menor importancia que en el SK.

Aparte de en estas dos entidades, el ADN del VHH-8 se ha identificado también en otras
lesiones, sobre todo cutaneas, aunque su asociacion etiopatoldgica no es tan evidente como
en el SK, en el PEL y en la enfermedad de Castleman multicéntrica. Entre ellas cabe
destacar las siguientes: lesiones no kaposiformes de pacientes trasplantados (Rady 1995);
angiosarcomas clasicos del cuero cabelludo en pacientes no inmunodeprimidos
(McDonagh 1996); pénfigo vulgar y foliaceo; penfigoide bulloso; tumores cutineos como
la enfermedad de Bowen, el carcinoma escamoso y la queratosis actinica; sarcoidosis;
pneumonitis intersticial y linfadenopatias cronicas en pacientes VIH positivos; la
enfermedad de Kikuchi; el mieloma multiple; y el sindrome hemofagocitico (Ablashi

2002; Jenner 2002).
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3.1.3. Serologia del VHH-8

En general las infecciones con herpes virus humanos son ubicuas, y suelen darse durante la
infancia y la adolescencia como resultado de la persistencia del genoma virico a lo largo de
la vida en forma de infeccion latente. Si se considera la posibilidad de que el VHH-
8/VHSK esta distribuido entre la poblacion general, entonces las personas con y sin SK
deberian tener el mismo riesgo de infeccion y, por lo tanto, de desarrollar la enfermedad, lo
que descartaria a este virus como el agente causal del SK. Para clarificar esta cuestion, se
desarrollaron varios cuestionarios para investigar la probabilidad de una respuesta humoral
inmune especifica, como por ejemplo la produccion de anticuerpos contra el VHH-
8/HVSK (Lennette 1996), en pacientes con las diferentes variantes clinicas del SK en
varias subpoblaciones de pacientes VIH-1-positivos con y sin SK, en personas VIH-1-
positivas y VIH-1-negativas con riesgo de desarrollar SK y, por ultimo, en gente sana de la

poblacién general.

Los resultados mostraron una prevalencia de los anticuerpos anti-VHH-8/VHSK que oscila
entre un 70% y un 100% en los pacientes con SK, en comparacion con el 1-2% de la
poblaciéon sin SK. Estos resultados apoyan la evidencia de que el VHH-8/VHSK es el

agente causal del SK desde un punto de vista epidemiologico.

Igualmente, hay claras evidencias epidemioldgicas de que la prevalencia de seropositividad
del VHH-8/VHSK es mayor en personas que han adquirido el VIH-1 por via sexual en
comparacion con los que se han infectado parenteralmente mediante productos sanguineos

infectados con el VIH-1 (Kedes 1996). Asimismo se han identificado secuencias virales
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del VHH-8 en el tejido prostatico y en el semen humano (Monini 1996). Estas
observaciones asocian al SK con la promiscuidad y ciertas practicas sexuales, apoyando la
via de transmision sexual en el VHH-8. De todas formas, la demostracion esporadica del
VHH-8/VHSK en nifos seropositivos indica la existencia de otras posibles rutas de
contagio no sexual, por ejemplo transmision parenteral, vertical (Mantina 2001), picaduras

de insectos (Coluzzi 2002), etc.

En resumen, la distribucién de la seropositividad del VHH-8 se correlaciona estrechamente
con el riesgo de padecer SK y configura el patron esperado para un patdogeno que se

transmite por via sexual.

Por otro lado, el hecho de que solo entre el 1% y el 2% de la poblacion general sea
seropositiva para el VHH-8/VHSK, ha hecho que algunos autores barajen la posibilidad de
que también existan otros factores aun no descritos (p.e., otros agentes infecciosos) que
puedan ser necesarios para el desarrollo del SK en pacientes VIH-1 negativos (Ablashi

2002).

3.1.4. El VHH-8: agente etiologico del SK

Actualmente se considera al VHH-8 como el agente etiologico del SK, y esta afirmacion

esta apoyada por las siguientes observaciones:
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Identificacién del VHH-8 en las cuatro formas clinicas del SK y virtualmente en
todas las células del SK, independientemente del estadio (Dictor 1996; Jin
1996; Li 1996; Cathomas 1998; Herman 1998).

Presencia de anticuerpos especificos contra el VHH-8 en la mayoria de los
pacientes con SK. La infeccion por VHH-8 se determina por anticuerpos contra
proteinas antigénicas nucleares asociadas a latencia (LANA 1). La deteccion de
estas proteinas es paralela casi de forma precisa con la prevalencia del SK en
los grupos de riesgo del SIDA y en varias areas geograficas del mundo. El virus
esta presente en muchos pacientes con SK independientemente del tipo clinico,
mientras que en la poblacion normal no esta presente en un grado significativo.
Hay un fuerte valor predictivo entre la deteccion del genoma del VHH-8 en la
sangre de varones homosexuales VIH-1-positivos y el subsiguiente desarrollo
del SK. Es decir, la seroconversion del VHH-8 en pacientes infectados con el
VIH-1 que no tienen SK parece ser predictiva del desarrollo de SK,
generalmente en un periodo comprendido entre los 2 y los 4 afios siguientes
(media, 33 meses).

El genoma del VHH-8 posee varias secuencias génicas homologas a las de
genes celulares que codifican productos capaces de estimular el crecimiento
celular y la angiogénesis (Moore 1998; Ablashi 2002).

La introducciéon del VHH-8 en células endoteliales in vitro transforma
parcialmente a las células infectadas, haciendo que muestren una prolongacion
en su supervivencia mediante la adquisiciéon de telomerasas (Chen 2001) y

proteinas proapoptoticas, y un crecimiento independiente de las fijaciones
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celulares. Sin embargo, no ha sido posible demostrar la transmision directa in

vivo de células tumorales a células diana o de humano a humano (Flore 1998).

De todas formas, aunque actualmente la asociacion del VHH-8 como agente etioldgico del
SK estd firmemente establecida, la experiencia investigadora previa de la relacion entre el
SK y otros virus invita a ser cautelosos, ya que el mecanismo patogénico exacto implicado
en el SK y en el resto de procesos proliferativos también relacionados con el VHH-8

orienta hacia eventos patogénicos aun no definidos.
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3.2. REGULACION DEL CRECIMIENTO CELULAR NORMAL

Las células eucariotas se reproducen mediante una secuencia ordenada de eventos
denominada ciclo celular. La progresion del ciclo celular requiere la actuacion coordinada
de una compleja red de proteinas reguladoras que funcionan como interruptores
bioquimicos que controlan sus principales fases e integran sefiales intracelulares y del
medio extracelular, mitogénicas o antiproliferativas, para adecuar la division celular a las

necesidades celulares o tisulares.

Un exceso en la estimulacion o un defecto en la inhibicion de la proliferacion celular,
independientemente de las causas que lo originen (infecciones viricas, agentes ambientales,
etc.), puede tener como consecuencia un crecimiento incontrolado que desemboque en

cancer.

Deviene esencial conocer cudles son los sucesos y los productos genéticos moleculares
implicados en el crecimiento y en la reproduccion celular fisioloégicos para comprender, en
la medida de lo posible, las bases del comportamiento aberrante caracteristico de las

células tumorales (Cotran 1999).

3.2.1. Sucesos moleculares en el crecimiento celular

Los sucesos moleculares en el crecimiento celular son complejos e incluyen una larga serie

de moléculas y vias intercelulares, muchas de ellas con funciones aun desconocidas. En
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condiciones fisiologicas los principales eventos de la proliferacion celular son los

siguientes:

Union de un factor de crecimiento a su receptor especifico en la membrana
celular.

Activacion limitada y transitoria del receptor con estimulacion secundaria en la
cara interna de la membrana celular de varias vias transductoras de sefiales.
Transmision de la sefial transducida a través del citosol hasta el niicleo mediante
mensajeros secundarios.

Induccion y activacion de factores reguladores nucleares que inician la
transcripcion del ADN.

Entrada y progresion de la célula en las cuatro fases del ciclo celular -Gl
(presintética), S (sintesis de ADN), G2 (premitotica) y M (mitotica)- finalizando
con la division celular. Las células quiescentes se encuentran en un estadio del

ciclo denominado GO (Esquema 2).
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Esquema 2: Sucesos moleculares secuenciales en el crecimiento y division celular.
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3.2.1.1. Receptores de la superficie celular

El crecimiento celular se inicia por la union de un agente sefial, cominmente un factor de
crecimiento o una citocina, a un receptor especifico que consiste en una proteina
transmembrana compleja con un dominio externo de union y un dominio citoplasmatico,
que suele localizarse en la superficie interna de la célula, aunque también pueden

encontrarse en el citoplasma o en el ntcleo.

En condiciones normales, cuando el receptor se activa transitoriamente por la unién con su
ligando especifico, se inicia una respuesta celular induciendo modificaciones moleculares

que inician la transduccion de sefiales mitéticas.

Existen tres clases de receptores de superficie importantes para el crecimiento celular:
receptores con actividad cinasa intrinseca (tirosin-cinasas, protein-cinasa C, ras y PI-3);
receptores sin actividad catalitica intrinseca; y por ultimo, el receptor acoplado a la

proteina G (Neer 1995).

3.2.1.2. Sistemas de transduccion de seiiales

Los sistemas de transduccion de senales engloban los procesos a través de los cuales las
senales extracelulares son detectadas y convertidas en sefales intracelulares. Los
principales sistemas de transduccion de sefales suelen ser redes intrincadas de protein-
cinasas asociadas especificamente a receptores (MAP-cinasa, PI-3-cinasa, Inositol-lipido -

IP3-, AMPc, JAK/STAT, sistema de cinasas de estrés, etc.).
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3.2.1.3. Factores de transcripcion

Los sistemas de transduccion de sefiales transfieren informacion al nucleo mediante los
factores de transcripcion, que son los encargados de generar cambios especificos en la
regulacion de la expresion de genes necesarios para la transcripcion del ADN. A su vez,
los factores de transcripcion son regulados por fosforilacion mediante cinasas especificas,
cambiando de esta forma su localizacion y/o su afinidad por el ADN vy, por lo tanto,
alterando la expresion de genes fundamentales para la division celular. Consecuentemente,

los factores de transcripcion poseen un papel esencial en el control del ciclo celular.

3.2.2. El ciclo celular v la regulacion de la division celular

Existen una serie de mecanismos que controlan el paso ordenado de la célula a través de
las diferentes fases del ciclo celular, orquestando los sucesos que permiten la division
celular. Los dos controles moleculares principales son: la cascada de proteinas de
fosforilacion que dependen de las ciclinas (cinasas dependientes de ciclinas o CDK); y una
serie de puntos de control que monitorizan si los sucesos celulares se han completado
correctamente y, si €s necesario, retrasan la progresion a la siguiente fase del ciclo celular

(puntos de control o comprobacion).

3.2.2.1. Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas

Los componentes centrales del sistema de control del ciclo celular son los complejos

ciclina-CDK constituidos por las ciclinas (subunidades reguladoras) y por las protein-
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cinasas dependientes de ciclinas o CDK (subunidades cataliticas), que no tienen actividad
cinasa hasta que no se unen a una ciclina. La entrada y la progresion de las células a través
de las fases del ciclo celular esta controlada por cambios en las concentraciones de las

ciclinas y consiguientemente en la actividad de las CDK.

Hay cuatro clases de ciclinas, segtn el estadio del ciclo en el que actian y a la CDK a la
que se unen. De ese modo, cada uno de los distintos complejos ciclina-CDK sirve como un

interruptor molecular que dispara un suceso especifico en el ciclo celular.

1. Ciclinas-G1/S: actuan al final de G1 comprometiendo a la célula a la entrada a
la fase S y a la replicacion del ADN.

2. Ciclinas-S: se requieren para la iniciacion de la replicacion del ADN.

3. Ciclinas-M: promueven los sucesos de la mitosis.

4. Ciclinas-G1: promueven el paso a través del punto de restriccion de G1.

COMPLEJO CICLINA-CDK CICLINA CDK
CDK-G1 CiclinaD (1,2 'y 3) CDK4,CDK6
CDK-G1/S Ciclina E CDK2
CDK-S Ciclina A CDK2
CDK-M Ciclina B CDK1

Las CDK activas conducen el ciclo celular mediante la fosforilacion de proteinas
especificas que se requieren para la progresion de las células a la siguiente fase (Morgan

1997). Las ciclinas no simplemente activan a su CDK compafiera, sino que también son
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capaces de dirigirlas hacia estas proteinas diana. En contrapartida, se ha observado que un
mismo complejo ciclina-CDK puede inducir efectos diferentes en distintos momentos del

ciclo.

Las CDK se encuentran en forma inactiva durante todo el ciclo celular, y inicamente se
activan por fosforilacion después de unirse a las ciclinas. Las ciclinas, al contrario que las
CDK, se sintetizan unicamente durante algunas fases especificas del ciclo. Por ello, una
vez su funcion ha finalizado, el complejo se disocia y los niveles de ciclina disminuyen
rapidamente cuando la célula entra en la siguiente fase, siendo sustituida por otro tipo de
ciclina especifico. Las ciclinas disociadas se degradan a través de distintas vias

proteoliticas.

3.2.2.2. El ciclo celular: actividad de los complejos ciclina-CDK

La progresion de la célula a través de las diversas fases del ciclo celular requiere la
activacion coordinada de los complejos ciclina-CDK (Esquema 3). En la fase G1 inicial,
tras recibir una sefial promotora del crecimiento (estimulo mitogénico), se induce la
sintesis de ciclina D que se une especificamente a la CDK4 y CDK6 formando los

complejos ciclina-CDK de fase GI1.

Los complejos ciclina D-CDK4/6 son los encargados de fosforilar a la proteina del gen del
retinoblastoma (pRb), lo que genera la liberacion de los factores de transcripcion de la
familia E2F (ver apartado 3.3.6.2.). Estos, a su vez, activan la transcripcion de varios genes

cuyos productos son necesarios para la progresion de la fase G1 a la fase S, entre ellos la
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ciclina E, y para el inicio de la replicacion del ADN. En la fase G1 tardia, la estimulacion
de la sintesis de ciclina E permite su ensamblaje con la CDK2 para formar los complejos
ciclina E-CDK2 o complejos de la transicion G1/S, que finalizan la inactivacion de la pRb
iniciada por los complejos ciclina D-CDK4/6 e inhiben a las CKI que frenan el avance del

ciclo celular.

Una vez que la fase S se ha completado, es decir, cuando las células poseen dos copias
exactas del genoma entero, se produce la progresion de la fase S a la fase G2, regulada por
los complejos formados por la ciclina A y la CDK2. Los complejos de fase M, constituidos
por la ciclina B y la CDK1, sintetizados en la fase G2 tardia son inactivos por la presencia
de dos grupos fosfatos que bloquean su lugar de activacion. La activacion de la fosfatasa
Cdc25 al final de la fase G2, separa a los fosfatos inhibidores activando a los complejos

ciclina B-CDK1 y permitiendo asi la progresion de la célula de la fase G2 a la fase M.

Ya en la fase de mitosis, los complejos ciclina B-CDK1 son capaces de inducir el
ensamblaje del huso mitotico y asegurar que los cromosomas replicados se unen a ¢l
mediante la fosforilacion de proteinas estructurales y reguladoras especificas que toman
parte en dichos eventos. De la misma forma, estos complejos de fase M junto con el
complejo promotor de la anafase (APC), una ubicuitin-ligasa cuya actividad esta regulada
por la proteina Cdc20, son las encargadas de realizar la separacion de las cromatidas

hermanas en la transicion entre la metafase y la anafase mitoticas.

Después de que los cromosomas se hayan segregado a los polos del huso, la célula finaliza

la mitosis. La inactivacion de los complejos de fase M mediante inhibicion directa por las
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proteinas inhibidoras de las CDK (CKI) y la disminucion de la concentracion de las
ciclinas-M por reduccion transcripcional y proteolisis a través de la via ubicuitin-
proteasoma, son algunos de los mecanismos que actiian simultaneamente para asegurar que
toda la actividad de las CDK est4a suprimida en la fase G1 temprana, que constituye un

estado de inactividad estable de las CDK.

Gracias a sefiales extracelulares que estimulan la proliferacion celular a través de un
aumento en la sintesis de las ciclinas-G1, la célula escapa de la fase G1 estable o de la fase

GO de quiescencia para iniciar un nuevo ciclo celular (Cotran 1999; Alberts 2002).
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Esquema 3: Ilustracion de la regulacion del ciclo celular. Funcion y localizacion en las diferentes fases del

ciclo celular de las ciclinas, de las CDK y de las CKI.
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3.2.2.3. Regulacion de los complejos ciclina-CDK

La actividad de los complejos ciclina-CDK esta controlada por varios mecanismos, entre
ellos la fosforilacion de la subunidad CDK, la interaccién con proteinas inhibidoras
especificas (CKI), la concentracion de las subunidades reguladoras (ciclinas) y, por ultimo,
cambios en la transcripcion genética y/o en la degradacion de las ciclinas, las CDK o en

cualquiera de estas moléculas reguladoras (Morgan 1995; Pavletich 1999).

La actividad del complejo ciclina-CDK puede modificarse por la fosforilacion o
desfosforilacion de un par de aminoacidos localizados en la porcidon superior del lugar de
activacion. La fosforilacion estd realizada por una protein-cinasa conocida como Weel,
que de esta forma inhibe la actividad de la CDK. Mientras que la desfosforilacion,

mediante la fosfatasa Cdc25, incrementa la actividad del complejo ciclina-CDK.

La actividad de los complejos ciclina-CDK esta también regulada por proteinas inhibidoras
de las CDK o CKI, cuya uniéon al complejo redistribuye la estructura del lugar de
activacion de la CDK manteniéndola inactiva. Existen dos familias de CKI con actividades

especificas: la familia CIP/KIP (p21<"!, p27*"! y p5751%), y la familia INK4 (p16™5*,

INK4b INK4 SKP1
15 g 9

p , pl y pl ); no obstante, las principales CKI en las células de los

mamiferos son la p27<"! 1a p21"! y la p16™** (ver apartado 3.2.2.5).

El aumento y la disminucion de los niveles de ciclinas es el determinante primario de la
activacion o desactivacion de las CDK y, consecuentemente, de la progresion del ciclo

celular. Por ello, la destruccion de las ciclinas por proteolisis se convierte en un mecanismo

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 65 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

de control de la actividad de los complejos ciclina-CDK. La proteolisis regulada de algunas
de las principales ciclinas se realiza a través de la via ubicuitin-proteasoma (ver apartado

3.6.2.1).

En las fases G1 y S, un complejo enzimatico denominado SCF es el responsable de la
ubicuitinacioén y destruccion de las ciclinas-G1/S y también de ciertas proteinas CKI. La
actividad del SCF es constante a lo largo del ciclo celular. La ubicuitinacién mediante el
SCF suele estar controlada por cambios especificos en el estado de fosforilacion de las

proteinas diana (Feldman 1997; Skowyra 1997).

En la fase M, el complejo promotor de la anafase (APC) es el responsable de la
ubicuitinacion y proteolisis de las ciclinas-M y otros reguladores de la mitosis (King 1995;
Cohen-Fix 1996; Funabiki 1996). En contraste con el SCF, la actividad del APC cambia a
lo largo de los diferentes estadios del ciclo celular y depende principalmente de la adicion

de subunidades activadas al complejo.

Ambos complejos enzimaticos (SCF y APC) son también componentes cruciales en el
sistema de control del ciclo celular, ya que son capaces de inducir la proteolisis via
ubicuitinacién de reguladores especificos del ciclo celular, lo que puede conllevar la

alteracion de sucesos moleculares criticos en el ciclo.

Otro nivel de regulacion en las células de los mamiferos es el control transcripcional. En
estos casos, la concentracion de ciclinas y de otros productos necesarios para la division

celular se controla por cambios en la transcripcion genética y en la sintesis de proteinas.
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3.2.2.4. Puntos de control del ciclo celular

La progresion del ciclo y division celular depende de la finalizacion completa, fiel y
secuencial de las diferentes fases del ciclo. Estas deben regularse de forma precisa para

evitar la introduccion de mutaciones en el material genético de la célula.

Existen varias transiciones especificas, denominadas puntos de control o comprobacion,
que constituyen un segundo nivel de regulacion del ciclo celular en los que éste puede
detenerse si las fases previas no se han completado exitosamente. Adicionalmente, en estos
puntos el sistema de control puede ser regulado por sefiales intracelulares y extracelulares,
de forma que la progresion del ciclo celular puede retrasarse no solo cuando las células son
incapaces de completarlo correctamente -ofreciendo el tiempo necesario para reparar
cualquier dafio evitando asi un incremento en la produccion de fallos oncogenos en las
células-, sino también cuando las condiciones ambientales son desfavorables para la

decision.

Bioquimicamente, estos puntos de comprobacidon estan constituidos por unas vias de
sefializacion intracelular que permiten a las células monitorizar en todo momento los
eventos especificos del ciclo celular. Cuando los puntos de control detectan errores envian
sefales que promueven vias inhibitorias y/o inhiben vias activadoras, arrestando el ciclo

celular (Hartwell 1989; Elledge 1996).

Los principales puntos de comprobacion se encuentran controlando la replicacion y

reparacion del ADN, y la segregacion de los cromosomas:

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 67 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

- Punto de control G1/S (control del inicio del ciclo celular, deteccion de dafo
del ADN vy arresto de las células en G1).

- Punto de control G2/M (deteccion de ADN dafiado o no replicado y arresto de
las células en G2 antes de que la mitosis comience).

- Punto de control de la union al huso mitoético (asegurar que los cromosomas

estan correctamente alineados en la metafase antes de iniciar la anafase).

Si existe dafio en el ADN, el sistema de control del ciclo celular lo detecta rapidamente
arrestando el ciclo celular en dos puntos de control: uno en fase G1 tardia, previniendo la
entrada en la fase S (punto de control G1/S); y el segundo en la fase G2 tardia, previniendo

la entrada en mitosis (punto de control G2/M) (Zhou 2000).

Uno de los periodos criticos en el control del ciclo celular ocurre en la fase G1, cuando las
células evaluan si deben dividirse irrevocablemente o incorporarse a un estado de reposo o
quiescencia. Esta transicion estd determinada por el equilibrio entre los factores
reguladores positivos y negativos. Las ciclinas del tipo D (D1, D2 y D3) formando
complejos con las CDK4/6 y el complejo ciclina E-CDK2 estimulan esta transicion y la
progresion del ciclo celular. Mientras que los inhibidores de las CDK tales como la
p16™** y la p27°"" inhiben la division celular a este mismo nivel. De hecho, las
interacciones bioquimicas que ocurren en la célula entre las cinasas dependientes de las
ciclinas D y E y las CKI, son las encargadas de gobernar la transicion G1/S. El principal
papel de estas moléculas en la regulacion de la proliferacion se enfatiza por las frecuentes

anomalias en su expresion y actividad en el cancer humano.
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Si se detecta ADN dafiado en el punto de control G1/S, se bloquea la progresion a la fase S
mediante la activacion del gen p53. La proteina producto del p53 induce el arresto celular
en la fase G1 tardia mediante la accion de la CKI p21“"", que inhibe los complejos ciclina-
CDK de esta fase, evitando la fosforilacion de la pRb y ofreciendo asi el tiempo necesario

para que el ADN celular se repare (ver apartado 3.3.6.3.).

Aunque todas las fases del ciclo celular son esenciales, el punto de control G1/S encargado
de la transicion de la fase G1 a la fase S, es extremadamente importante, ya que una vez
que la célula cruza esta barrera debe progresar obligatoriamente a la fase S y replicar su
ADN, independientemente de su estado estructural. Si la célula no traspasa este punto y no
replica su genoma, significa que no se dividira y, por lo tanto, se dirige hacia la

quiescencia o bien hacia la diferenciacion (Dunphy 1994).

En el punto de control de G2/M o de bloqueo de la mitosis, la replicacion incompleta del
ADN impide la activacion de complejos ciclina-CDK de fase M, y de este modo se

bloquea la entrada en la fase de mitosis.

En el punto de control de la unién al huso mitético cualquier cinetocore cromosdémico que
no esté correctamente unido al huso origina una serie de sucesos moleculares que impiden
la separacion de las cromatidas hermanas, evitando una distribucién anémala de los

cromosomas a las células hijas.

Si estos puntos de control no funcionan la célula se divide y el ADN dafado se transmite a

la progenie celular. Los dafios genéticos no reparados conllevan un incremento en la
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frecuencia de mutaciones promotoras de cancer. Asimismo, el hecho de que los tumores
tengan una proliferacion incrementada y desordenada, asi como un gran numero de
cambios mutacionales, indica que las alteraciones en los puntos de control y las moléculas

que los regulan son esenciales para la progresion tumoral.

3.2.2.5. Inicio del ciclo celular: colaboracion entre los complejos ciclina D-CDK y

ciclina E-CDK con las CKI en el punto de transicion G1/S

Funciones de las ciclinas de tipo D

En respuesta a sefiales mitogénicas, las c€lulas estables (fase G1) o quiescentes (fase GO)
se incorporan al ciclo induciendo la codificacion de los genes de las ciclinas de tipo D (D1,
D2 y D3) y permitiendo el ensamblaje con sus subunidades cataliticas CDK4 y CDK6 a
medida que las células progresan en la fase G1. Los complejos ciclina D-CDK se
introducen entonces en el nucleo de la célula donde las cinasas activadoras de las CDK

(CAK) los fosforilan para que puedan ejercer su funcién sobre los sustratos diana.

La sefial mitogénica transducida por el Ras a través de una cascada de cinasas es la
encargada de estimular la transcripcion del gen de la ciclina D1 y también del ensamblaje
con su CDK. Esto ultimo lo demuestra el hecho de que las subunidades de ciclinas
expresadas ectopicamente no se asocian eficientemente a las CDK en ausencia de sefales
mitogénicas, indicando que las cinasas de la via del Ras actian post-translacionalmente
regulando el ensamblaje ciclina D-CDK. El recambio de las ciclinas D se realiza a través

de una via de sefalizacion separada, pero también dependiente del Ras que regula
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negativamente la fosforilacion de la ciclina D1. La inhibicion de esta via conduce a la
fosforilacion de la ciclina DI, estimulando su salida del nucleo y acelerando su

degradacion citoplasmatica mediante la via ubicuitin-proteasoma.

Consecuentemente, las ciclinas de tipo D acthan como sensores de los factores
mitogénicos, que son los encargados de estimular su transcripcidon, ensamblaje, transporte
nuclear y recambio (Esquema 4). Es decir, una de las funciones principales de la ciclina D
es proporcionar la conexion entre las sefales mitogénicas y la maquinaria potencialmente
autébnoma del ciclo celular que, en las células vertebradas, esta constituida por la CDK2, la
CDK1 y sus reguladores. Asi, las ciclinas del tipo D estdn generalmente ausentes de los
ciclos celulares independientes de sefiales mitogénicas extrinsecas (p.e., Xenopus y
Drosophila). Asimismo, cuando se produce una activacidon constante o una sobreexpresion
de la ciclina D, ésta puede reducir o superar los requisitos de los factores mitogenos para la

proliferacion de la célula, contribuyendo a la transformacion oncogénica (Sherr 1999).

Las ciclinas D y E, denominadas ciclinas G1 y G1/S, junto con sus subunidades cataliticas
especificas respectivas, la CDK4/6 y la CDK2, regulan la fosforilacion de la pRb,
controlando asi el punto de transicion G1/S del ciclo celular (Esquema 4). De hecho, la
funcién mas reconocida de las cinasas dependientes de la ciclina D es la fosforilacion de la
pRb en la fase G1 media, después de lo cual la ciclina E-CDK2 se activa, terminando el

proceso de fosforilacion de la pRb (ver apartado 3.3.6.2.).

Una segunda funcién no catalitica de los complejos ciclina D-CDK4 es el secuestro de las

CKI p27<"'y p21“"™! (Esquema 4). En las células quiescentes, los niveles de p27<""" son
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relativamente altos, disminuyendo progresivamente durante la fase G1 a medida que se
incrementan los complejos ciclina D-CDK en respuesta a las sefiales mitogénicas. Esto es
debido a que la mayoria de la p27°""! en las células proliferativas se une a los complejos
formados por la ciclina D y las CDK (Polyak 1994; Toyoshima 1994).

Si las proteinas CIP/KIP son las encargadas de inhibir a la ciclina E-CDK2 en el ciclo
celular y los complejos ciclina D-CDK4 son capaces de secuestrarlas, esto indicaria la
existencia de una competicion entre ambos complejos por las CKI. La finalidad ultima de
esta competicion es liberar a los complejos ciclina E-CDK2 de la accion inhibitoria de la

7P permitiendo que se activen y realicen su funcion en la progresion del ciclo celular.

p2
Los niveles libres de las proteinas CIP/KIP pueden fijar también un umbral inhibitorio para
la activacion de las ciclinas E/A-CDK2 sintetizadas posteriormente en la fase G1. Una vez
que el proceso de secuestro de las CIP/KIP por los complejos ciclina D-CDK disminuye el
nivel de eficacia de las CKI a un punto critico, la ciclina E-CDK2 es capaz de facilitar su
propia activacion accionando la degradacién de las CKI mediante su fosforilacion (Sheaff

1997; Vlach 1997).

Se cree que algunas de las moléculas de p27<"' y p21°"™! residuales siguen unidas a los
complejos ciclina D-CDK en subsiguientes ciclos celulares. Este almacén latente de
proteinas CIP/KIP se libera cuando los mitégenos y la sintesis de ciclina D disminuyen, de
tal modo que inhiben a la ciclina E-CDK2 induciendo la detencion de la célula en la fase

Gl. Esto explicaria las elevadas concentraciones de p27<""

que se encuentran en las
células quiescentes y en reposo replicativo (Xiong 1993; Kato 1994; Nourse 1994; Polyak

1994; Toyoshima 1994; Zhang 1994).
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Esquema 4. Regulacion de la transicién G1/S. Las sefiales mitogénicas estimulan el ensamblaje activo del
complejo formado por la ciclina D, las cinasas CDK4 (D-K4) o CDK6 y una proteina CIP/KIP. El secuestro
de las proteinas CIP/KIP baja el umbral inhibitorio y facilita la activaciéon del complejo ciclina E-CDK2 (E-
K2). Las cinasas dependientes de la ciclina D y E contribuyen secuencialmente a la fosforilacion de la pRb,
liberando a los miembros de la familia E2F, permitiendo de esta forma la activacion de los genes requeridos
para la entrada en la fase S. Estos tltimos incluyen a las ciclinas E y A, asi como a una bateria de productos
que regulan el metabolismo de los nucleotidos y la sintesis del ADN. El complejo ciclina E-CDK2 fosforila a

78! estimulando asi su proteolisis a través de la via ubicuitin-proteasoma. La degradacion de las

la p2
proteinas CIP/KIP y la induccion de las ciclinas por los E2F contribuyen a la independencia de las sefiales

mitogénicas y a la irrevocabilidad de la transicion G1/S.

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -73-



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La importancia relativa de las funciones cataliticas y no cataliticas de las cinasas
dependientes de la ciclina D en la progresion de la fase G1 radica en que los complejos
ciclinas E/A-CDK2 ensamblados a la p27<""! originan la detencion de G1, mientras que los
complejos ciclina D-CDK4 que se ensamblan con la p27°""' no frenan el ciclo celular. Es
decir, la CDK4 es eficaz en el secuestro de miembros CIP/KIP, permitiendo mientras tanto
la activacion de la ciclina E-CDK2, que a su vez es capaz de catalizar la fosforilacion de la
pRb por si misma (Jiang 1998). La conclusion que se extrae es que bajo circunstancias en
donde los complejos ciclina D-CDK4 se sobreexpresan predomina su capacidad de

secuestrar a las proteinas CIP/KIP.

Cuando las acciones inhibitorias de los miembros de la familia CIP/KIP sobre los
complejos ciclina E/A-CDK2 se neutralizan totalmente, las cinasas dependientes de la
ciclina D ya no son requeridas mas para la progresion del ciclo celular (Esquema 5). En
experimentos sobre células de ratones doble nulos para los genes p27"" y p21“"! | 1a
funcion de los complejos ciclina D-CDK4 se hace superflua y la CDK2 dependiente de las
ciclinas E/A, sin oposicion inhibitoria, parece ser suficiente para fosforilar a la pRb, lo que

indica que estas células toleran una profunda reduccion de la actividad cinasa dependiente

de la ciclina D (Cheng 1999).
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Esquema 5. Efectos de la pérdida de la de funcion de las CIP/KIP. La inhibicién de la pRb permite la
liberacion de los E2F que estimulan la sintesis de ciclina E, incrementando asi la actividad del complejo
ciclina E-CDK2 (E-K2). Esto conduce a la degradacion de las proteinas CIP/KIP. La pérdida de las proteinas
CIP/KIP genera al desensamblaje de los complejos ciclina D-CDK4 (D-K4), incrementando el recambio de
la ciclina D y el secuestro de las CDK4 por las proteinas INK4 (K4-INK4). No obstante, el aumento de la
actividad del complejo ciclina E-CDK2 parece ser suficiente para compensar la pérdida de la fosforilacion de

la pRb por la ciclina D-CDK4.
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Los complejos ciclina D-CDK cataliticamente activos contienen subunidades CIP/KIP

La fosforilacién de la pRb y el secuestro de las proteinas CIP/KIP, dos de las funciones
mas importantes de los complejos ciclina D-CDK, no estan en desacuerdo entre si, ya que
las proteinas CIP/KIP no inhiben la actividad cinasa de los complejos ciclina D-CDK
frente a la pRb. De hecho, los complejos que actian sobre la pRb en las células
proliferativas  son  complejos  ternarios  ciclina  D1/2-CDK4/6-p27<"!/p21<"!
enzimaticamente activos. Esto apoya la hipotesis de que las CKI act@ian también como

moléculas reguladoras positivas de los complejos ciclina D-CDK.

In vitro, la p27°""" inhibe a los complejos recombinantes de ciclina D-CDK, aunque es mas

eficaz antagonizando la actividad de la ciclina E-CDK2 (Polyak 1994; Toyoshima 1994).

Tras medir la actividad especifica de los complejos ciclina D-CDK4-p27%""!/ p21<"*! in

vitro no se observo inhibicion significativa (Zhang 1994; Blain 1997; LaBaer 1997). De

todas formas, esto no anula la posibilidad de que bajo ciertas circunstancias fisioldgicas en

CIP1 KIP1
1 7

donde las cantidades de p2 o de p2 sean mas altas que las de los complejos ciclina
D-CDK se produzca una inhibicién directa de éstos (Koff 1993; Kato 1994). Esto contrasta
con las caracteristicas de los complejos que contienen CDK2, que son inhibidos in vitro
por concentraciones equimolares de CIP/KIP (Russo 1996). Cuando la p27<"™' forma
complejo con la ciclina A-CDK2 inhibe su accion invadiendo la subunidad catalitica para
desestructurar el lugar de union del ATP. No se ha identificado todavia la estructura de los

complejos ciclina D-CDK que los hace relativamente resistentes a la interrupcion funcional

por las CIP/KIP.
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En suma, los complejos ciclina D-CDK pueden secuestrar a las proteinas CIP/KIP sin ser
inhibidos, mientras que las actividades cataliticas de los complejos que contienen CDK2

son inhibidas eficientemente por estas mismas CKI.

El ensamblaje ciclina D-CDK requiere CKI

Los complejos de las ciclinas D-CDK no sélo resisten la inhibicion de las proteinas
CIP/KIP, sino que su ensamblaje y activacion parecen estar facilitados por las
interacciones con estas CKI. En sus estudios in vitro e in vivo LaBaer et al. (1997)
observaron que las proteinas CIP/KIP se unen tanto a la subunidad reguladora (ciclina)
como a la subunidad catalitica (CDK). Asimismo las proteinas CIP/KIP son capaces de

dirigir a las ciclinas D al ntcleo de la célula, aumentando asi su estabilidad y estimulando

CIP1
1

la formacidn y activacion del complejo. De esta forma, demostraron que la p2 y la

KIP1
7

p2 pueden promover activamente la interaccidon entre las ciclinas D y su subunidad

CDK actuando como factores estabilizadores del complejo.

En un estudio complementario, Cheng et al. (1999) apreciaron que el ensamblaje de los

complejos ciclina D1/D2-CDK4 estaba deteriorado en fibroblastos de embriones de ratones

KIPI
7

doble-nulos para los genes p21“"' y p2 . En estas células no se detecto fosforilacion de

la pRb, ni tampoco importaciéon nuclear de ciclina D1 y, por lo tanto, la localizacion
predominantemente citoplasmatica precipitaba la degradacion via ubicuitin-proteasoma de

KIP1

las ciclinas D1. La reintroduccion de p21“"! o p27""™! en dichas células restablecia la

formacion, el transporte y las funciones de los complejos ciclina D-CDK4.
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La interpretacion mecanica mas simple es que una sola molécula de CIP/KIP puede entrar
en contacto con las subunidades ciclina D y subunidades CDK4/CDK®6 para estabilizarlas
en un complejo ternario activo. Lo mas probable es que los componentes de este complejo
entren en contacto en un orden determinado. La p27<"" se uniria primero a la ciclina D1 y
en seguida entraria en contacto con la CDK4, a través de una interaccion mas débil que no

conduce a la inhibicion del complejo, pero es suficiente para estabilizarlo.

Ningunos de estos estudios excluyen la posibilidad que los complejos ciclina D-CDK-
CIP/KIP puedan contener otras moléculas adicionales de baja masa molecular aun no
descritas, que contribuyan a proteger a la enzima binaria de la inhibicioén por las CKI. Otra
opcion alternativa es que mediante modificaciones post-translacionales alguna de las

subunidades se altere volviéndose insensible a la inhibicion.

Las proteinas INK4 compiten con las proteinas CIP/KIP para inducir el arresto de la

fase G1

La idea que las proteinas CIP/KIP pueden actuar como reguladores positivos de los
complejos ciclina D-CDK tiene implicaciones importantes en como interpretamos los
efectos de otras moléculas que gobiernan la progresion de la transicion G1/S, como por

ejemplo las CKI de la familia INK4.

Teodricamente, la sobreexpresion de las proteinas INK4 arresta el ciclo celular en la fase G1
dependientemente de la integridad de la pRb (Guan 1994; Koh 1995; Lukas 1995; Medema

1995). La interpretacion mas sencilla es que las INK4 inhiben a las cinasas dependientes
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de ciclina D, manteniendo asi a la pRb en un estado hipofosforilado que impide la

progresion de la transicion G1/S.

Aparte de formar complejos con la subunidad reguladora y las CKI, las CDK4 pueden
formar complejos binarios con una proteina INK4 (Esquema 6). Estos heterodimeros
cataliticamente inactivos son estables y no hay evidencia que las CDK4 que los
constituyen puedan ser reclutadas para formar complejos activos con las ciclinas de tipo D
(Hall 1995; Parry 1995). Por lo tanto, las proteinas INK4 pueden competir con las

proteinas CIP/KIP y las con ciclinas D por las CDK4 (Parry 1999).

Unas cantidades excesivas de proteinas INK4 podrian alterar la distribucién de las CDK4 a
favor de los complejos INK4-CDK4, evitando su unién con las ciclinas D y el secuestro de
las proteinas CIP/KIP durante la fase G1. Esto generaria, en ausencia de activacion de la
pRb, el bloqueo de la transicion G1/S. En segundo término, la liberacién de las proteinas
CIP/KIP de su reservorio latente produciria la redistribucion de la p27°"" de los complejos
ciclina D-CDK4 a los complejos ciclina E-CDK2, lo que produciria la inhibicion de estos
ultimos, favoreciendo la detencion en la fase G1. De estas dos formas las proteinas INK4

alcanzarian su finalidad: impedir la progresion del ciclo celular (Esquema 6).

Es decir, la detencion del crecimiento mediada por las INK4 depende no solo de la
inhibicion de la fosforilacion de la pRb, sino también de la movilizacion de las proteinas
CIP/KIP de los complejos ciclina D-CDK4 a los complejos ciclina E-CDK2 y, en este

aspecto la funcion de las INK4 es parcialmente independiente de la funcion de la pRb.
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Esquema 6. Papel de las proteinas INK4. Las proteinas INK4 pueden antagonizar el ensamblaje de los
complejos ciclina-CDK uniéndose a la CDK4 (K4) o a la CDK6. El aumento6 de la sintesis de INK4 y la
formacion de los complejos INK4-CDK4 (K4-INK4), produce la desestabilizacion de la ciclina D y la
liberacion de las proteinas CIP/KIP de su almacén latente. Las CIP/KIP inhiben a las CDK2 (K2)

dependientes de las ciclinas E/A bloqueando el avance del ciclo celular.
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Resumen

En resumen, hay una simetria en la organizacion de la fase G1, que se centra alrededor de
los reguladores negativos pRb y CIP/KIP. Inicialmente, los efectos inhibidores de la pRb y
de las CIP/KIP en la proliferacion de la célula se superan a su vez con un programa
dependiente de mitégenos mediado por las ciclinas D. En respuesta al estimulo continuo

mitogénico, los complejos ciclinas D-CDK se acumulan y realizan dos funciones:

7KIP1 ICIPI).

fosforilar a la pRb inactivandola y secuestrar a las proteinas CIP/KIP (p2 y p2
La aparicion de la actividad CDK2 durante G1 requiere la inactivacion, al menos parcial,
de las proteinas CIP/KIP y de la pRb y es por lo tanto dependiente de la activacion previa
de la ciclina D. Una vez que la CDK2 es activa, refuerza a la CDK4 para terminar la
fosforilacion de la pRb y también inicia la destruccion de la p27°"". Esto permite reducir
la dependencia de la célula a las sefiales mitogénicas para completar el ciclo celular y, en
este sentido, da lugar a una entrada irreversible de las células en la fase S. La proteolisis de
la ciclina E en la fase S (Clurman 1996; Won 1996) y la degradacion de la ciclina A en G2
(King 1996; Peters 1998), permite el avance a la fase de mitosis. Una vez se finaliza el
ciclo celular, la célula vuelve al estado de reposo (fase Gl inicial). Esto restablece el
periodo de dependencia de mitdgenos y el requisito de la ciclina D en la fase G1 para
iniciar el proximo ciclo celular.

KIP1 .
sobre las cinasas

La existencia de una funcion reguladora positiva de la p27
dependientes de la ciclina D, desafia asunciones anteriores sobre cémo se gobierna la

transicion G1/S del ciclo en la célula mamifera y ayuda a explicar algunas caracteristicas

enigmaticas del control del ciclo celular que implican las funciones de la pRb y de las
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proteinas INK4. Asimismo, ofrece nuevas opciones respecto a como la pérdida de p16™<*
o la sobreexpresion de las CDK4 o CDK6 dependientes de la ciclina D contribuyen al

desarrollo de tumores.
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3.3. BASES MOLECULARES EN EL DESARROLLO DE TUMORES

Las alteraciones genéticas que promueven la proliferacion celular neopldsica pueden
ocurrir en cualquiera de los diferentes niveles del ciclo celular antes mencionados: factores
de crecimiento, receptores, vias de transduccion de sefiales y puntos de restriccion del
propio ciclo celular, etc. Estas moléculas que toman parte en el ciclo celular ejercen efectos
estimuladores o inhibidores y, por ello, los genes que las codifican pueden ser
estimuladores (protooncogenes) o inhibidores (genes supresores de tumores o
antioncogenes) del ciclo celular. El equilibrio entre las acciones estimuladoras e
inhibidoras realizadas por los productos de los protooncogenes y de los genes supresores
de tumores, respectivamente, permite una proliferacion celular controlada y balanceada

segun las necesidades de la célula y del tejido del que forma parte.

Alteraciones por diferentes mecanismos en la expresion de estos genes que toman parte en
las vias del estimulacion e inhibicion del crecimiento y de la division celular normal,
pueden llegar a estimular una proliferacion celular incontrolada caracteristica del cancer,
ya sea por la transformacion de los genes estimuladores en oncogenes, o por la pérdida de
la inhibicion del crecimiento celular que ofrecen los antioncogenes. Consecuentemente, es
logico pensar que las proliferaciones celulares normales y anormales siguen vias similares

(Cotran 1999; Alberts 2002).
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3.3.1. Definicion de oncogenes, protooncogenes vy su relacion con los virus

Los oncogenes o genes causantes de cancer se describieron por primera vez en los
retrovirus transformantes agudos como secuencias del genoma virico capaces de producir
una rapida induccion de tumores en animales, recibiendo el nombre de oncogenes virales
(v-oncogenes). Los oncogenes virales pueden estar presentes en los virus ADN y ARN. Un
ejemplo seria el VHH-8, un virus ADN de la familia de los herpesvirus en el que se han

identificado varios v-oncogenes (ver apartado 3.1.4.).

Posteriormente, la hibridacion molecular ha mostrado que las secuencias de los v-
oncogenes son casi idénticas a secuencias presentes en el ADN celular normal, por lo que
se supone que probablemente durante la evolucion las secuencias de los v-oncogenes
fueron transferidas, por recombinacién o transduccion, de los virus al ADN normal de la

célula huésped infectada o bien a la inversa.

En algunos virus ARN causantes de cancer no se identifican v-oncogenes. Probablemente,
el mecanismo mediante el cual estos virus originan neoplasias implica la transformacion de
los genes celulares que promueven el crecimiento y diferenciacion normales o
protooncogenes en oncogenes, mediante procesos de mutagénesis insercional. Esta se basa
en que dentro de las células infectadas los virus producen una diseccion molecular del
ADN, de forma que el ADN-proviral se integra cerca de protooncogenes de la célula
huésped, provocando un cambio estructural (mutaciones puntuales, reordenamientos
cromosémicos por translocaciones o inversiones, y amplificaciones génicas),

convirtiéndolos en oncogenes celulares (c-oncogenes). En otros casos, el ADN-proviral
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puede actuar como un potente promotor que, insertado en la vecindad de los

protooncogenes celulares, promueva una expresion disrregulada del gen (Cotran 1999).

Evidentemente, de todas estas investigaciones se dedujo la posibilidad de que en los
canceres no relacionadas con infecciones viricas también podian existir c-oncogenes,
tedricamente originados a partir de protooncogenes transformados por otras causas (p.e.,
agentes mutagenos fisicos o quimicos, etc.), aunque mediante mecanismos semejantes:

cambios estructurales y/o en la expresion genética.

La transformacion de los protooncogenes en oncogenes por cambios en la estructura de los
genes implica la sintesis de una proteina anormal (oncoproteina), que posee una funcion
aberrante. Por otra parte, los cambios en la regulacion de la expresion del gen originan una
produccion inapropiada o incrementada de una proteina promotora del crecimiento

estructuralmente normal.

En resumen, los protooncogenes son genes celulares que promueven el crecimiento y la
diferenciacion normales, y los oncogenes son genes causantes de cancer que suelen
originarse por alteraciones de los protooncogenes debidas a causas diversas (c-oncogenes)

o bien por infecciones viricas (v-oncogenes).
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3.3.1.1. Productos proteinicos de los oncogenes

Las oncoproteinas codificadas por los oncogenes se asemejan a los productos normales de
los protooncogenes, pero no poseen elementos reguladores y su producciéon no suele

depender de factores de crecimiento ni de otras sefales externas.

Desde este punto de vista, podemos identificar a los oncogenes y oncoproteinas como

versiones alteradas de sus equivalentes normales y agruparlos segun la funcion que ejerzan

en la proliferacion celular (factores de crecimiento, receptores, etc).

3.3.2. Genes supresores de tumores o antioncogenes

Los genes supresores de tumores son los responsables de codificar la mayoria de los
componentes de las vias inhibidoras del crecimiento. En el sentido estricto de la palabra, el
término “genes supresores de tumores” es erroneo ya que la funcion fisiologica de estos
genes es regular negativamente el crecimiento celular, no prevenir el desarrollo de céncer.
Por ello, la pérdida de la actividad inhibidora de estos genes permite también una
proliferacion celular anormal e incontrolada y el consiguiente desarrollo de neoplasias,

siendo su inactividad un elemento clave en muchos canceres humanos.

Una de las caracteristicas de los genes supresores de tumores es que son recesivos; es
decir, para que pierdan su accion ambos alelos del gen deben estar inactivados o perdidos,

ya sea de forma hereditaria, adquirida o combinada (Alberts 2002).
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3.3.2.1. Productos proteinicos de los genes supresores de tumores

Las vias de inhibicion del crecimiento se conocen mucho menos que las vias de
estimulacion reguladas por los protooncogenes. No obstante, es razonable pensar que sigan
un modelo paralelo; es decir, las sefales inhibidoras del crecimiento se originan fuera de la
célula y usan receptores, seiales transductoras y factores de transcripcion nuclear y

productos del ciclo celular para completar sus efectos.

Existen, ademas de los que examinaremos a continuacidon, un importante nimero de genes
supresores de tumores asociados a sindromes clinicos bien establecidos, pero que no
poseen una funcion totalmente definida. Entre ellos cabe destacar el gen NF-2 (gen de la
neurofibromatosis tipo 2), el gen VHL (gen del Von Hippel-Lindau), el gen PTEN (gen
homologo de la fosfatasa y tensina), el gen WT-1 (gen del tumor de Wilms), y por ultimo,

los genes BRCA-1y BRCA-2 (Cotran 1999).

3.3.3. Alteraciones en los factores de crecimiento

3.3.3.1. Oncogenes que actuan como factores de crecimiento

Los genes que codifican los factores de crecimiento pueden volverse oncogénicos debido a
mutaciones, como por ejemplo el protooncogen c-sis, que codifica la cadena § del PDGF; o
bien algunos oncogenes pueden codificar homoélogos de los factores de crecimiento, como

ocurre en el caso del FGF- B.
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No obstante, en la gran mayoria de los casos el gen del factor de crecimiento no se
encuentra alterado o mutado, sino que productos de otros oncogenes causan su
sobreexpresion génica forzando a la célula a secretar una gran cantidad de estos factores

estructuralmente normales (p.e., TGF-a) (Pusztai 1993).

3.3.3.2. Genes supresores de tumores que actiian como factores de crecimiento

Alteraciones en los factores inhibidores, como el TGF-, un factor encargado de inhibir la

transcripcion de genes promotores del crecimiento a través de la estimulacion de la sintesis

de las CKI p27°"™ y plSINK4b, también tendrian consecuencias en la proliferacion celular.

3.3.4. Receptores de factores de crecimiento de la superficie celular

3.3.4.1. Oncogenes que actian como receptores

Las versiones oncogénicas de los receptores estan asociadas a una activacion persistente
sin union evidente a un ligando especifico, liberando continuamente sefiales mitogénicas a
la célula. Generalmente, los mecanismos que transforman a estos receptores en

oncogénicos son las mutaciones, los reordenamientos y las sobreexpresiones genéticas.

El protooncogén ret, un receptor expresado normalmente en las células neuroendocrinas,
es susceptible de sufrir mutaciones y reordenamientos. Las mutaciones puntuales del
protooncogén ret en las células germinales se asocian a los sindromes hereditarios MEN

2A, MEN 2B y a los carcinomas medulares de tiroides hereditarios. Mientras que los
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reordenamientos somaticos del gen ret suelen ocurrir en los casos esporadicos del
carcinoma medular de tiroides. Las mutaciones y los reordenamientos producen
basicamente alteraciones estructurales en algunos de los dominios extracelular o
citoplasmatico del receptor, lo que en general provoca su activacion continua (Komminoth

1997).

La familia de los receptores EGF se altera frecuentemente por sobreexpresion secundaria a
una amplificacién genética. La sobreexpresion hace que estos receptores se tornen
exquisitamente sensibles a una cantidad muy pequefia de factores de crecimiento,
incrementando de forma exagerada sus efectos. Por ello, altos niveles del receptor c-neu
(c-erb B2) perteneciente a esta familia en los carcinomas de mama, indican un mal

pronostico (Salomon 1995).

3.3.4.2. Genes supresores de tumores que actiian como receptores

Varios receptores de superficie celular que se unen a factores de crecimiento y proteinas

inhibidoras reguladoras de las adhesiones celulares pueden alterar el crecimiento celular.

Las mutaciones en el receptor y las vias de sefalizacion del TGF-B, un factor de

crecimiento inhibidor, se han identificado en varios canceres.

Las cadherinas son glicoproteinas que toman parte en la adhesion intercelular y su pérdida

permite la disgregacion celular, facilitando la invasion local y las metéstasis. De hecho, la

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -89 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

disminucién de la expresion de la E-cadherina se ha identificado en numerosos canceres

(Shiozaki 1996).

La molécula DCC o Deleccionada en los Carcinomas de Colon, denominada asi porque se
localiza en una region cromosomica frecuentemente deleccionada en los carcinomas
colorrectales, se ha considerado una candidata a gen supresor de tumores, porque parece
estar involucrada en las interacciones célula-célula y célula-matriz, y posiblemente en la

disgregacion intercelular (Fazeli 1997).

3.3.5. Sistemas de transduccion de senales

3.3.5.1. Oncogenes que actuan como sistemas de transduccion de sefiales

Algunas oncoproteinas pueden realizar las mismas funciones que las proteinas
transductoras de sefiales y por ello suelen estar estratégicamente localizadas en la cara

interna de la membrana celular.

Uno de los oncogenes dominantes mas frecuentes en los tumores humanos es la del gen
ras. Las proteinas ras normales estan ancladas en la cara interna de la membrana y pasan
ciclicamente de una forma activa ras-GDP (transmisora de sefiales) a una forma inactiva
ras-GTP (estado quiescente). La forma ras-GDP activa se une a la MAP-cinasa, que a su

vez estimula a factores de transcripcion nucleares que promueven la mitogénesis.
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La actividad ciclica de las proteinas ras estd estrechamente controlada por reacciones
enzimaticas. La inactivacion del ras esta regulada por las GTPasas, cuya activacion a su
vez estd potenciada por proteinas activadoras de GTPasas o GAPs, que originan una
hidrélisis atin més rapida del GTP, finalizando asi la transduccion de senales. Por lo tanto,
la funcion de las GAPs es frenar y prevenir la actividad incontrolada del ras (Macara

1996).

Cuando existe una mutacion del gen ras o bien de las GAPs se produce una activacion
continua patologica de la via de transduccidon de sefiales del gen ras, lo que provoca un

estimulo constante de la proliferacion celular.

3.3.5.2. Genes supresores de tumores que actuan como sistemas de transduccion de

senales

La infrarregulacion en las sefiales promotoras del crecimiento es otra area potencial en la
que los genes supresores de tumores pueden ser operativos. El gen APC y el gen NF-1 son
dos genes supresores de tumores cuyas mutaciones germinales se asocian con el desarrollo

de tumores benignos, que se comportaran como precursores de posteriores carcinomas.

Los individuos con poliposis adenomatosa familiar nacen con un alelo mutado del gen
APC (Complejo Promotor de la Anafase), y cuando pierden la segunda copia desarrollan
invariablemente cientos o miles de polipos adenomatosos en el colon y generalmente uno o
mas de estos polipos sufren transformacion maligna hacia carcinomas. La implicacion del

gen APC en el desarrollo de los carcinomas colonicos es evidente, ya que en la mayoria de
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los carcinomas colorrectales no familiares (70%-80%) y de los adenomas esporadicos se

observa una pérdida homocigota del gen.

Como ya vimos en el apartado 3.2.2.3., el complejo APC se encuentra en el citoplasma
celular degradando proteinas, como por ejemplo la -catenina, una proteina capaz de entrar
en el nucleo y activar la transcripcion de genes promotores de tumores. La funcion del
APC es mantener los niveles bajos de B-catenina en el citoplasma mediante su proteolisis.
Si se inactiva el APC, se incrementan los niveles de B-catenina y consecuentemente se
estimula la proliferacion celular (Gumbiner 1997; Shibata 1997). Existen carcinomas
colorrectales donde el gen APC es normal, y sin embargo el gen que codifica a la -
catenina esta mutado. Esto hace que la B-catenina no sea susceptible de ser degradada por

el complejo APC (Peifer 1997).

Los pacientes con neurofibromatois tipo 1 heredan una unica copia del gen NF-1, y
presumiblemente a causa de la pérdida de la segunda copia estos pacientes comienzan a
desarrollar numerosos neurofibromas, y alguno de ellos puede transformarse en
neurofibrosarcomas. La neurofibromina, el producto proteinico del gen NF-1, es una GAP
o proteina activadora de las GTPasas que regulan la via de transduccidon de seniales de la
proteina ras permitiendo su inactivacion rapida. La pérdida del NF-1 provoca un estado

activo del gen ras que emite sefiales mitogénicas continuas.
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3.3.6. Factores de transcripcion nuclear

En ultima instancia todas las sefiales de transduccion entran en el nucleo y actian a través
de factores de transcripcion sobre una serie de genes reguladores del crecimiento, cuyos
productos se localizan en el ntcleo y permiten el avance ordenado del ciclo celular. Los
factores de transcripcién contienen aminoacidos especificos que les permiten unirse al
ADN, activando o inhibiendo la transcripcidon genética. Por ello, no es raro que mutaciones
que afecten a genes que codifican factores de transcripcion nuclear se asocien a

transformacion maligna.

Entre los factores de transcripcion que regulan la proliferacion celular existen una serie de
protooncogenes, como el c-myc, y varios tipos de genes supresores de tumores o
antioncogenes, como el p53 y el Rb, cuyas mutaciones se han demostrado asociadas al

desarrollo de tumores.

3.3.6.1. El gen c-myc

El protooncogén c-myc es un factor de transcripcion que se une a secuencias especificas de
ADN activando la produccion de genes criticos para la sintesis del ADN, como ciertas

CDK, entre ellas la CDK2. De hecho su inhibicion evita la entrada de la célula en la fase S.

Tras su activacion, la proteina c-myc se transloca rapidamente al nicleo formando un
heterodimero con otra proteina denominada max. El heterodimero myc-max se une a

secuencias especificas de ADN actuando como un potente activador transcripcional. La
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proteina max puede unirse también a otra proteina, llamada mad, formando el
heterodimero mad-max que actia como un represor de la activacion transcripcional. De
este modo, la proteina mad podria considerarse un antioncogén o gen supresor de tumores.
Por lo tanto, el grado de activacion transcripcional del c-myc esta regulado por sus propios

niveles, y también por la disponibilidad de las proteinas mad y max (Desbarats 1996).

El gen c-myc no solo controla el crecimiento celular, sino que también conduce a la célula
a la apoptosis. Si la activacion del c-myc ocurre en ausencia de sefiales de supervivencia
(factores de crecimiento) las células sufren apoptosis. Se trata de un modelo de conflicto:
la apoptosis ocurre cuando hay un conflicto entre las sefiales de parada (ausencia de

factores de crecimiento) y avance (activacion del c-myc) del ciclo celular (Green 1997).

El gen c-myc se considera como uno de los factores de transcripcion mas comunmente
afectados en tumores humanos (mama, colon, pulmon, etc.), ya que sus versiones
oncogénicas se asocian a una transcripcion mantenida de genes criticos del ciclo celular
que posibilitan la transformacion neoplasica. Por ejemplo, la disrregulacion del c-myc
puede producir una sobreexpresion del complejo ciclina E-CDK2, con la consiguiente
progresion patologica del ciclo celular. Asimismo, la disrregulacion del c-myc debida a una
translocacion es una de las alteraciones responsables del desarrollo del linfoma de Burkitt

(Koskinen 1993; Grandori 1997).
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3.3.6.2. El gen del retinoblastoma (Rb)

El gen Rb fue uno de los primeros genes supresores de tumores descritos y posee un papel
critico y esencial en la regulacion del ciclo celular: frenar la transicion entre las fases G1 y

S.

El producto del gen del retinoblastoma, la proteina Rb (pRb), puede encontrarse en forma
activa (hipofosforilada) o en forma inactiva (hiperfosforilada). La pRb hipofosforilada
previene la replicacion celular uniéndose y secuestrando a varios miembros de la familia
de los factores de transcripcion E2F (Harbour 2000). La represion activa del ciclo celular
por el complejo pRb-E2F es necesaria para detener a la célula en la fase G1 frente a ciertas
sefiales antiproliferativas. Cuando los factores de crecimiento estimulan la proliferacion
celular, las concentraciones de las ciclinas D y E aumentan y, por lo tanto, también
aumenta la formacion de los complejos formados por estas ciclinas (ciclina D-CDK4,

ciclina D-CDKG®6 y ciclina E-CDK?2), capaces de fosforilar e inactivar a la pRb.

La hiperfosforilacion de la pRb en la fase G1 final libera a los E2F, lo que activa la
transcripcion coordinada de una bateria de genes cuyas actividades son esenciales para que
las células atraviesen el punto de control G1/S y entren en la fase S (p.e., ciclinas de fase
S) y comiencen la sintesis de ADN (ADN polimerasas, timidin-cinasas, etc). Entre los
genes regulados por los E2F se encuentran las ciclinas E y A, ambas requeridas para
catalizar la transicion G1/S. La capacidad de los E2F de inducir la sintesis de ciclina E, que
una vez unida a la CDK2 refuerza la fosforilacion de la pRb, crea un bucle de

retroalimentacion positivo que contribuye a la irrevocabilidad de la transicion G1/S. De
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hecho, se ha objetivado que las células quiescentes pueden entrar en la fase S debido a una
sobreexpresion de los E2F, lo que destaca el papel central de esta familia de factores en la

regulacion de la transicion G1/S.

Las CDK dependientes de ciclina A y B activadas posteriormente en el ciclo celular
mantienen a la pRb hiperfosforilada hasta que las células salen de la mitosis. Al final de la
mitosis, la accion de las fosfatasas permite a los grupos fosfatos abandonar a la pRb,
regenerando en la fase G1 temprana la forma hipofosforilada o activa de la pRb, que

vuelve de nuevo a controlar la transicion G1/S (Cotran 1999) (Esquema 7).
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Esquema 7: Las ciclinas D y E, junto con sus subunidades cataliticas especificas, la CDK4/6 y CDK2
respectivamente, regulan secuencialmente la fosforilacion de la pRb, controlando asi el punto de transicion

G1/8 del ciclo celular.
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La consecuencia principal de que la proteina Rb esté ausente o bien haya perdido su
habilidad para regular a los factores de transcripcion E2F, independientemente de la causa,

es que la célula entra libremente y sin ningtn tipo de control en la fase S.

Evidentemente, el estado de fosforilacion de la pRb es un determinante critico de la
progresion del ciclo celular. Por ello, mutaciones en genes que controlen la fosforilacion de
la pRb pueden simular los efectos de una pérdida del Rb, aunque el gen en si mismo no
esté alterado. El incremento o la activacion mutacional de la ciclina D y E, o bien de la
actividad de las CDK de fase G1 y S, encargadas de la fosforilacion de la pRb, favoreceria
también la proliferacion celular. De la misma forma, la inactivacion de las CKI (p.e.,

delecciones o mutaciones del pl6™<*

) provocaria una activacion sin control de los
complejos ciclina-CDK y la consiguiente inactivacion de la pRb, desembocando

finalmente en una proliferacion celular.

Existen otras vias de la regulacion del crecimiento celular que convergen en la pRb, y que
si se ven alteradas pueden originar oncogénesis, aunque el gen del Rb este integro (Cotran

1999):

- El TGF-B y el gen p53 realizan su accion inhibidora de la proliferacion celular

p 1 51NK4b 1 CIP1

mediante la sobrerregulacion de las CKI p27<"', p2
respectivamente. Esto incrementa la inhibicion de los complejos ciclina-CDK,

disminuyendo la fosforilacién de la pRb, activandola e impidiendo el paso de la

transicion G1/8S.
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- Algunos virus humanos ADN pueden neutralizar las actividades inhibitorias de

la pRb (p.e., proteina E7 del VPH).

3.3.6.3. El gen del p53

Aproximadamente el 50% de las neoplasias humanas contienen mutaciones en el gen
supresor de tumores p53. Las mutaciones que inactivan al gen son en su mayor parte
adquiridas en las células somaticas y menos frecuentemente hereditarias (Sindrome de Li-
Fraumeni) (Evans 1997). El hecho de que las mutaciones del p53 sean tan comunes en una
amplia variedad de tumores sugiere que la proteina p53 es un producto importante contra la

formacion de cancer (Levine 1997).

La p53 se localiza en el nucleo y su funcion primaria es controlar la transcripcion correcta
de otros genes. Al contrario que la pRb, en condiciones fisiologicas el p53 no controla
continuamente el ciclo celular y solo se activa cuando se dafia el ADN (Caspari 2000). De
hecho, en condiciones normales, la p53 se presenta en concentraciones muy bajas ya que
interactiia con la Mdm2, una ubicuitin-ligasa que lo sefiala para su destruccion a través de
la via ubicuitin-proteasoma, manteniendo de esta forma unos niveles basales de p53. Si se
dafia el ADN se produce entonces una activacion y un rapido incremento de los niveles de
la p53, que actia como factor de transcripcion uniéndose al ADN y estimulando la
transcripcion de varios genes que median sus dos principales efectos: el arresto del ciclo

celular y la apoptosis (Cotran 1999).
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La p53 induce el arresto celular en la fase G1 tardia estimulando la transcripcion del gen de
la proteina p21“™', una CKI que se une a los complejos CDK-G1/S y CDK-S
inhibiéndolos y bloqueando asi la entrada a la fase S. Asimismo, El ADN dafado es
también capaz de inactivar a las protein-cinasas que fosforilan a la p53, reduciendo asi su
unioén con la Mdm2 y, de esta forma, su degradacion. Esto aumenta la concentracion

CIP1
1

celular de la p53, y consecuentemente la transcripcion genética de la p2 y la inhibicion

de los complejos CDK.

La accion inhibitoria de la p21<™!

sobre los complejos ciclina-CDK previniene la
fosforilacion del pRb y ofrece asi el tiempo necesario para que el ADN celular se repare. Si
el ADN se repara, la p53 activa el gen de la Mdm2 (Haupt 1997), cuya proteina producto
permite su propia degradacion, dejando que el ciclo contintie. Si el ADN no se repara, la
p53 induce la activacion de los genes inductores de la apoptosis bax e IGF-BP3. El bax se
une y antagoniza la accion de la proteina inhibidora de la apoptosis bcl-2, y el IGF-BP3 se

une al receptor IGF bloqueando sus sefales intracelulares, induciendo de este modo la

apoptosis.

Existen diferentes mecanismos que inactivan las funciones de la p53:

- Las mutaciones mas comunes de la p53 afectan sobre todo al dominio que la
une al ADN, impidiendo asi la transcripcion de genes dependientes de la p53.
Con la pérdida homocigota del p53, el ADN no se repara y las mutaciones
quedan fijas en las células que se dividen, abriendo un camino a la

transformacion maligna.
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- Las proteinas transformantes de varios virus ADN, incluyendo la proteina E6
del virus del papiloma humano, pueden unirse a la p53 degradandola (ver
apartado 3.3.11.) (Scheffner 1992).

- La Mdm2 puede estar sobreexpresada como resultado de una amplificacién
genética, actuando como un oncogén al promover la rapida degradacion de la

pS3.

En resumen, la p53 detecta el dafio del ADN y permite su arreglo mediante el arresto de la
célula en GI y la induccion de genes reparadores del ADN. Si el ADN no puede ser
reparado, la p53 hace que la célula entre en apoptosis. Por todo ello, el gen del p53 ha

recibido el nombre de guardidn del genoma.

3.3.7. Ciclinas vy cinasas dependientes de ciclinas

Como hemos comentado previamente, la progresion ordenada a través de las fases del ciclo
celular en las células animales estd gobernada por los complejos ciclinas-CDK y éstos, a su
vez, por sus reguladores: proteinas inhibidoras o CKI, protein-cinasas, fosfatasas vy,

finalmente, por procesos de sintesis y degradacion.

Es logico pensar que si la actividad de las CDK es una de las principales responsables del
control del ciclo celular, alteraciones que provoquen cambios en la actividad de los
complejos ciclina-CDK y en los niveles de cualquiera de sus reguladores, pueden alterar la
progresion normal del ciclo celular e inducir el desarrollo de tumores. De hecho, la

alteracion en la expresion de ciclina D1 y en la CDK4 y, como veremos posteriormente,
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trastornos en las CKI, en particular la p1 y la p2 , parecen ser eventos comunes

en varios canceres humanos.

3.3.8. Alteraciones en los genes que regulan la reparacion del ADN

El dafio del ADN puede originarse a partir de multiples agentes ambientales (radiacion
ionizante, luz solar, carcinogenos de la dieta, etc) o bien por alteraciones resultantes de
errores que ocurren espontdneamente durante la replicaciéon del ADN. Por ello, las células
normales deben poseer la habilidad no s6lo de detectar el dafio del ADN (ver apartado

3.2.2.4.), sino también de repararlo.

La importancia de la reparacion del ADN reside en mantener la integridad del genoma y
sobre todo de los genes que regulan el crecimiento y la apoptosis celular. Los genes que
reparan el ADN no son por si mismos oncogénicos, sin embargo si no realizan su funcion
permiten mutaciones en protooncogenes y genes supresores de tumores importantes en el
proceso de la division celular normal. De hecho, los genes reparadores del ADN se
comportan en su modo de herencia de forma parecida a los genes supresores de tumores,

pero en contraste a éstos no afectan directamente al crecimiento celular.

Existen varias enfermedades hereditarias donde los genes que codifican proteinas
involucradas en la reparaciéon del ADN son defectivas, siendo estos pacientes los que
poseen el mayor riesgo de desarrollar cancer (sindrome de Bloom, anemia de Fanconi y la

Ataxia-telangiectasia), en comparacion con otras mutaciones hereditarias.
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Las células con alteraciones en los genes que reparan el ADN poseen el denominado
fenotipo de error de replicacion (RER), que puede documentarse rapidamente examinando
las secuencias de microsatélites del ADN de las células tumorales. Los microsatélites son
repeticiones seguidas de nucleétidos dispersas a lo largo del genoma, fijas durante la vida 'y
en cada tejido, y cuya disposicion se altera cuando hay un error en el ADN. Por tanto, la
inestabilidad de microsatélites es la marca de una reparacion deectuosa y de una alteracion

del ADN (Cotran 1999).

3.3.9. Alteraciones en los genes que regulan la apoptosis

Los genes que previenen o inducen la muerte celular programada son también importantes
variables en la oncogénesis. Existen dos tipos de genes que regulan la apoptosis: los genes
antiapoptoticos (bcl-2 'y bcl-xL) y los genes proapoptoticos (bax, bad y bcl-xS). Los
miembros antiapoptéticos y proapoptoticos actian como un redstato regulando la muerte
celular programada, ya que el equilibrio en la relacién entre los niveles de antagonistas y

agonistas determina la respuesta de la célula a un estimulo apoptotico (Chao 1998).

No estan enteramente claros los mecanismos que precipitan la apoptosis. Esta parece ser el
punto final de una cascada de sucesos moleculares que se inician por multiples estimulos y
finalizan con la activacion de unas enzimas proteoliticas denominadas caspasas, que en
ultimo término son las responsables de la desintegracion celular. La liberacion del
citocromo C de las mitocondrias al citoplasma parece ser el paso critico en la cadena de
eventos que tienen como consecuencia la apoptosis. Los miembros proapoptdtico, como el

bax, forman un canal en la membrana mitocondrial que permite la salida de la citocromo
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C, y ésta a su vez la activacion de las caspasas y el inicio de la apoptosis. El bcl-2 y sus
agonistas bloquean el canal impidiendo la salida de la citocromo C de la mitocondria y

evitando asi la activacion de las caspasas y la muerte celular (Kroemer 1997).

Una sobreexpresion de la proteina bel-2 protegeria a las células tumorales de la apoptosis,
permitiéndoles sobrevivir durante largos periodos de tiempo. Consecuentemente, la
neoplasia originada primariamente como una proliferacion celular incontrolada y
exagerada se ve favorecida por alteraciones en el gen del bcl-2, ya que las células
tumorales se vuelven resistentes a la muerte celular programada, adquierendo un fenotipo

tumoral inmortalizado (Wyllie 1997).

El p53 y el c-myc son dos genes intimamente asociados al mecanismo de la apoptosis y al
desarrollo de cancer. La accidon proapoptotica del gen supresor de tumores p53 parece estar
mediada a través de la sobrerregulacion de la expresion del gen bax, mientras que el c-myc
induce apoptosis al activar el crecimiento celular cuando la disponibilidad de los factores
de crecimiento es minima. Sin embargo, la apoptosis iniciada por el c-myc puede ser

frenada si existe concomitantemente una sobreexpresion patologica del bcl-2.

Es evidente que alteraciones conjuntas del c-myc y del bcl-2 pueden promover la
oncogénesis por vias distintas. Por un lado, el c-myc dispara la proliferacion y el bcl-2
previene la muerte celular, independientemente de la limitacion de los factores de
crecimiento. Este es uno de los muchos ejemplos en los que dos o mas genes cancerigenos

cooperan para originar cancer.
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3.3.10. Los telomeros v el cancer

Después de un numero fijo de divisiones, las células normales entran en un estado terminal
estable de no division conocido como senescencia celular replicativa. Esta parece ser
secundaria a cambios en la estructura de los telomeros, unas estructuras especializadas
constituidas por secuencias repetitivas de ADN y proteinas asociadas que se encuentran
cubriendo los extremos de cada cromosoma, y que se sintetizan y se mantienen mediante

una enzima denominada telomerasa.

En cada division celular se produce un acortamiento de los telémeros. Cuando el tramo
telomérico es demasiado corto, estos pierden su funcién originando fusiones entre
extremos de diferentes cromosomas provocando la muerte de la célula. Por ello, se cree
que el acortamiento de los teldmeros puede actuar como un reloj que cuenta las divisiones
celulares o, dicho de otra forma, la pérdida de los telomeros es la responsable de la pérdida
de la habilidad replicativa de la celula y, por lo tanto, el mecanismo principal de origen de

las células senescentes.

En las células germinales capacitadas para replicarse extensivamente, el acortamiento de
los telomeros se previene mediante las telomerasas. En condiciones fisioldgicas esta
enzima esta inactivada, o al menos no totalmente activada en la mayoria de las células
somaticas, lo que implica una pérdida progresiva de los telomeros y de su poder replicativo

(Bodnar 1998).
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Aunque teoricamente el acortamiento de los telomeros y la consiguiente senescencia
celular constituirian un freno en la proliferacion celular y, por lo tanto, se comportarian
como mecanismos supresores de tumores, si una célula perteneciente a un grupo celular
que entra en senescencia la evita debido a una mutacién adquiere una ventaja competitiva
sobre sus compaiferas, incluso mucho mayor a la que adquiriria si estuviera dentro de una
poblacién no senescente. Por lo tanto, desde este punto de vista, la senescencia seria un

mecanismo favorecedor del cancer (Alberts 2002).

Por otro lado, y al contrario que la mayoria de las células normales, muchas células
cancerigenas reactivan sus telomerasas previniendo el acortamiento de los telomeros,
evitando asi el desarrollo de la senescencia. Esta parece ser una de las razones por las
cuales las células cancerigenas en cultivo se dividen sin limite constituyendo lineas
celulares inmortalizadas. En la gran mayoria de tumores humanos se ha detectado la
reactivacion de las telomerasas como un evento tardio respecto a las principales

alteraciones genéticas causantes del cancer.

La reactivaciéon de las telomerasas y las alteraciones en la apoptosis constituyen
mecanismos de inmortalizacién y supervivencia de las células cancerigenas, por lo que su
presencia aumenta, ademds de la masa tumoral, la probabilidad de desarrollar nuevas
mutaciones que puedan permitir a las células tumorales continuar creciendo o incluso

adquirir propiedades metastésicas.
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3.3.11. El papel de los virus en el desarrollo de cancer

La mision de los virus es utilizar la maquinaria de replicacion de la célula huésped para
replicar su propio genoma. Para fabricar particulas viricas infecciosas a partir de una célula
huésped, el virus debe utilizar su propio equipamiento (v-oncogenes) para comandar la
maquinaria celular y replicar rapidamente su propio genoma, proceso que acaba
destruyendo a célula en la mayoria de los casos (infeccion litica). Otra opcion es propagar
su propio genoma paralelamente al ADN de la célula huésped durante las divisiones
celulares ordinarias (infeccion latente), hasta que se produzcan las condiciones necesarias

que permitan su replicacion litica.

Hay que destacar que mucha de nuestra comprension del control del crecimiento en las
células eucariotas proviene del estudio de su disregulacion por las proteinas virales. Estas
proteinas virales son potencialmente oncogénicas en los huéspedes infectados, una
caracteristica comun que denota un grado notable de convergencia considerando que las
producen virus que pueden no estar relacionados entre si. Indudablemente la induccion de
tumores por estos virus debe considerarse un accidente bioldgico y plantea la cuestion de
porqué los diversos virus han desarrollado y/o conservado estos genes. La necesidad de
restablecer una proliferacion competente de las células infectadas del huésped podria ser
una explicacion. Gracias al estudio de los tumores producidos por virus se describieron los
oncogenes y protooncogenes viricos y, posteriormente, los oncogenes y protooncogenes
celulares, asi como los virus promueven a los oncogenes virales y/o alteran la expresion de

genes de la célula huésped (ver apartado 3.3.1.).
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La capacidad de reemplazar el control celular normal forzando a las células a entrar y
completar el ciclo celular es una caracteristica comin y esencial de los virus DNA
tumorales, ya que asi aseguran el ambiente celular apropiado para la réplica y propagacion
viral (Alberts 2002). El unico inconveniente para alcanzar este objetivo es transpasar el
punto de control G1/S y entrar en la fase S, y para ello las actividades dependientes de la
ciclina D y E deben ser estimuladas o sus acciones simuladas. Consecuentemente, los virus
DNA tumorales, entre ellos los adenovirus, el virus simian 40 (VS40), los virus del
papiloma humano y los y-herpesvirus como el VHH-8 (Holzerlandt 2002; Means 2002),
han desarrollado numerosos mecanismos a este nivel a través de los cuales logran alterar el

control del crecimiento celular normal.

El antigeno T del virus simian 40 (SV40) y la oncoproteina E1A del adenovirus 5 superan
la detencion G1 porque poseen la capacidad de desplazar a los factores celulares que
participan en la inhibicion de la pRb. De esta forma, impiden que la pRb realice su funcion
en la prevencion de la entrada en la fase S sin la necesidad de la actividad de los complejos
ciclina D-CDK. Adicionalmente, la oncoproteina EIA puede unirse también a la CKI

KIP1
7

p2 inactivandola, permitiendo asi la liberacién de los complejos que contienen CDK2

y, por lo tanto, la progresion del ciclo celular (Mann 1999).

Los productos virales E6 y E7 de los papilomavirus pueden interactuar con multiples
proteinas de la célula huésped, pero en particular suelen secuestrar a los productos de dos
genes supresores de tumores criticos en la progresion del ciclo celular: la pRb y la p53. La
proteina viral E7, al unirse a la pRb la inactiva, evitando su enlace con otras moléculas; y

la proteina viral E6, al unirse a la p53, induce su destruccion. Esto permite que la célula
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infectada replique su ADN y se divida de forma incontrolada aumentando simultdneamente
la probabilidad de acumular mutaciones. Por lo tanto, los virus del papiloma humano son
un claro ejemplo de virus ADN productores de oncogenes virales (Slebos 1994; Ishiji
2000; Wang 2001). Por otro lado, las células infectadas con el VPH-16 muestran

activacion de la telomerasa (Yasumoto 1995) lo que permite su inmortalizacion.

Recientemente se ha descrito un mecanismo novel por el cual las proteinas virales de los y-
herpesvirus y, en particular del VHH-8, pueden derribar el control normal del crecimiento.
En el caso del VHH-8, se ha observado que esto se consigue con la codificacion de una
oncoproteina virica denominada v-ciclina o ciclina k, capacitada para formar complejos
con las CDK4/6 celulares (ver apartado 3.4.14.1.). Estos complejos viricos poseen dos

caracteristicas basicas que los diferencian de los complejos ciclina D-CDK celulares:

KIP1
7 .

tienen un rango de especificidad de sustrato mas amplio, incluyendo a la p2 ; y son

KIPI cipl INK4
7 1 6

resistentes a la inhibicion de las CKI (p2 , p2 ypl ) evitando las detenciones
en G1 impuestas por los niveles elevados de estos inhibidores (Ellis 1999; Mann 1999;
Laman 2001). Por lo tanto, el complejo ciclina k-CDK6 del VHSK ademas de ser

7XP1 s capaz de estimular la degradacién de la

resistente a la accion inhibidora de la p2
p27%""! mediante su fosforilacién. Esta accion, junto a la fosforilacion de la pRb, permite la
transicion del punto de control G1/S, la entrada en la fase S y la progresion del ciclo
celular en la célula infectada por el VHH-S.

KIP1 : . ’
se ha descrito recientemente como un hallazgo comun en los

La inactivacion de la p27
virus oncogénicos, sobre todo en los y-herpesvirus. Aunque la inactivacion de la funcion

de la p27"'"™' es caracteristica del VHH-8, se ha demostrado que las oncoproteinas
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codificadas por los virus ADN tumorales cldsicos como el adenovirus 5 (E1A) y el
papilomavirus (E7), también deterioran el funcionamiento molecular de la p27<"' (Mal

1996; Zerfass-Thome 1996).
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3.4. LAS CITOCINAS, LOS FACTORES DE CRECIMIENTO Y OTRAS

MOLECULAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DEL SK

Aunque no esta enteramente claro lo que dispara el origen, la proliferacion incontrolada y
el mantenimiento de las células del SK, un gran niimero de estudios previos han mostrado
que las citocinas inflamatorias y los factores de crecimiento producidos por las células
mononucleares del infiltrado inflamatorio acompafiante y posteriormente por las células
tumorales tienen un papel critico en el desarrollo de las lesiones del SK (Moore 1996).
Estas moléculas permiten que las células endoteliales precursoras adquieran las
caracteristicas tipicas de las células tumorales del SK, ademas de promover su crecimiento
y proliferacion tanto in vitro como in vivo. De hecho, algunos estudios han demostrado que
el desarrollo de lesiones de SK en pacientes con SIDA es mas probable tras infecciones
oportunistas, es decir, cuando los niveles de citocinas estdn mas incrementados,

confirmando la importancia de estos factores en el desarrollo del SK.

La sintesis y secrecion celular de factores de crecimiento y citocinas inflamatorias esta
estimulada por la infeccion por el VHH-8/HVSK y por el VIH-1 en los casos asociados a
SIDA. Se postula que quizas la infeccion virica dote a las células precursoras tumorales y a
la celularidad inflamatoria del huésped asociada a las lesiones, de la capacidad para

secretar estos factores actuando como punto de origen de estos mediadores.

La creacion de lineas celulares a partir de cultivos de células fusiformes procedentes de
lesiones de SK de derrames pleurales y de células monoclonales de la sangre periférica de

individuos VIH-1-positivos y VIH-1-negativos con SK, ha permitido reconocer algunos de
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estos factores humorales necesarios para el desarrollo del SK. Entre las principales
citocinas inflamatorias implicadas en el SK identificamos al grupo de las interleucinas (IL-
6, IL-8, IL-1), a las quemocinas (MIP-1a), al INF-y y al TNF-o. Entre los factores de
crecimiento con actividad angiogénica destacan el HGF, el VEGF, el B-FGF o bFGF y el
PDGF-B. No hay que olvidar que el desarrollo de muchos tumores estd asociado con

condiciones inflamatorias en las que participan estas moléculas.

El mecanismo para el reclutamiento del infiltrado inflamatorio en las lesiones esta
mantenido por las propias células del SK, que expresan una serie de moléculas necesarias
para la atraccion y activacion de los leucocitos como las moléculas de adhesion intercelular
(ICAM-1), el FAP, la proteina quimiotactica de los monocitos-1 y la IL-8 (Sciacca 1994;

Galea 1998).

Asimismo, y como hemos comentado previamente, estudios recientes han revelado que el
VHH-8/VHSK posee genes homologos a los humanos que tienen la capacidad de codificar
y sintetizar proteinas funcionales que participan en la inflamacién y en la angiogénesis, y
también poseen la habilidad de inducir proliferacion y transformacion celular (Moore
2001; Paulose-Murphy 2001). Estas incluyen citocinas y quemocinas (la v-IL-6 y la v-
MIP-1a), receptores (el v-receptor vinculado a la proteina G), moléculas que participan en
el ciclo celular (la v-ciclina) y en la apoptosis (el v-bcl-2). Adicionalmente, todas estas
moléculas incrementan los efectos de sus homoélogas fisiologicas secretadas por las células
del huésped. Por otro lado, el VIH-1 a partir de su genoma es también capaz de sintetizar
una proteina denominada transactivadora o proteina tat con una importante funcién en el

desarrollo del SK asociado a SIDA como veremos posteriormente.
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Por lo tanto, el VHH-8 ejerce sus efectos directamente codificando proteinas
proinflamatorias y angiogénicas promotoras del crecimiento y antiapoptoticas; y también
indirectamente, a través de la induccidn de la sintesis de citocinas y proteinas angiogénicas
por parte de las células inflamatorias e infectadas. Ademas, por su parte el VIH-1, induce
también la sintesis de productos viricos, como la proteina tat que amplifica todas las
acciones de estos mediadores. Es decir, nos hallamos ante un virus con la capacidad de
sintetizar moléculas que dirigen los principales mecanismos de control de la inflamacion,
proliferacion y muerte celulares, creando asi un microambiente humoral favorecedor para

la induccion del SK.

3.4.1. La interleucina-6 viral (v-1L-6)

La IL-6 es una de las citocinas involucradas en la inmunidad natural y se considera, junto
con la IL-1PB y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), uno de los elementos responsables
de las reacciones sistémicas de fase aguda asociadas a infeccion o dafio organico, y
también uno de los pirdgenos enddgenos primarios mas potentes. La IL-6 y TNF-a son
también importantes componentes iniciales de las vias de sefalizacion involucradas en la

mitogénesis y en la regeneracion tisular.

La relevante funcion de la IL-6 fue demostrada en ratones transgénicos que no poseian esta
citocina. En estos animales, la regeneracion hepatocitaria tras una hepatectomia parcial era
defectiva, produciéndose una necrosis hepatica masiva que se prevenia mediante la

administracion previa de IL-6.
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La IL-6 codificada viralmente por el VHH-8 (v-IL-6) es similar estructural y
funcionalmente a la humana (Nicholas 1997) y parece actuar como estimuladora
mitogénica de las células fusiformes del SK. En las lesiones iniciales del SK, la v-IL-6 se
ha detectado confinada en las células endoteliales CD34+ y en células hematopoyéticas
CD45+. Probablemente esto indica que el genoma virico de estas células infectadas puede
codificar y sintetizar v-IL-6, que una vez secretada es capaz de ejercer su efecto
estimulante y promotor del crecimiento de forma autocrina y paracrina en las células

endoteliales precursoras y en las células del SK adyacentes.

3.4.2. La v-proteina inflamatoria de macrofagos-1o (v-MIP-1a)

La proteina inflamatoria de macrofagos-1a (MIP-1a) es una quemocina del tipo C-C o B-
quemocina cuya accion principal es el reclutamiento quimiotactico y la activacion de

leucocitos, especialmente monocitos y basofilos.

Parece ser que en el desarrollo de las lesiones del SK el incremento de los niveles de
expresion del v-MIP-1a (Nicholas 1997) produce un aumento en la atraccion de las células
inflamatorias infectadas productoras de citocinas, sobre todo potenciando la secrecion y, de

este modo, los efectos de la v-IL-6.

3.4.3. El v-receptor vinculado a la proteina G (v-receptor G)

De las tres clases genéricas de receptores de superficie celular existentes, los vinculados a

la proteina G (CXCR o CCR) son los mas utilizados por las quemocinas y las citocinas
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para mediar sus actividades, aunque también puede actuar uniéndose a hormonas
(glucagon o epinefrina). El receptor vinculado a la proteina G es una molécula que
contiene siete rizos transmembrana, por lo que también se le ha denominado “receptor
serpentina”. La activacion de la proteina G por su ligando quemocina/citocina activa a su
vez vias de transduccion de sefiales y segundos mensajeros intracelulares, unicos o
compartidos con otras familias de receptores, que generan en ultimo término sefiales

mitogénicas en el nicleo.

Mediante la clonacion del fragmento abierto del genoma 74 del VHH-8/HVSK (ORF 74)
se ha identificado que codifica al receptor vinculado a la proteina G (v-receptor G),
homologo al receptor de la proteina G codificado por el herpesvirus samiri y por el ADN
humano. La presencia de un mayor nimero de receptores G disponibles (v-receptor G)
facilita y amplifica las acciones de las citocinas y quemocinas sintetizadas por el genoma

viral y por las propias células inflamatorias del huésped (Bais 1998).

El receptor vinculado a la proteina G codificado por el propio virus (v-receptor G) permite
la estimulacion de la proliferacion celular mediante su union a varias moléculas y, por lo

tanto, debe considerarse como un firme candidato a oncogén viral.

Actualmente se ha descrito que este v-receptor vinculado a la proteina G puede ejercer
mecanismos oncdogenos indirectos. Parece ser que simplemente la expresion de este
receptor viral en lineas celulares constituidas por linfocitos T, monocitos y células
epiteliales transinfectadas provoca una activacion de los factores de transcripcion NF-

kappaB y AP-1, lo que a su vez induce la sintesis de moléculas proinflamatorias
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dependientes de estos factores: IL-1, IL-6, TNF-a, proteina quemoatractiva de los

monocitos-1 (MCP-1) y IL-8, y bFGF respectivamente.

Aparte de su accidon directa favoreciendo la accion de las citocinas y quemocinas, se ha
demostrado que algunos subtipos de receptores vinculados a la proteina G, como el CXCR-
4 y el CCR-5, pueden actuar como correceptores virales para la glicoproteina de
recubrimiento viral del VIH-1 permitiendo la union y la entrada del virus en los linfocitos
CD4 (Doranz 1997; Bieniasz 1998). Consecuentemente, la sintesis del v-receptor G a partir

del genoma del VHH-8 podria facilitar hipotéticamente la coinfeccion por el VIH-1.

3.4.4. La interleucina-8 (IL-8)

La IL-8 es una a-quemocina prototipo del grupo C-X-C secretada por macréfagos y células
endoteliales, que actia principalmente produciendo la activaciéon y quemotaxis de los
neutréfilos y, en menor grado, de los basofilos. La IL-8 posee también actividad mitégena

en las células endoteliales y es capaz de promover angiogénesis.

Como la IL-8 humana se une con gran afinidad al receptor vinculado a la proteina G,
celular o virico, en los casos asociados a infeccion por VHH-8 las acciones quimiotacticas,
mitdégenas y angiogénicas de la IL-8 se encuentran amplificadas (Rosenkilde 1999). De
hecho, los niveles séricos de la IL-8 se encuentran aumentados en los casos de SK en
comparacion con los controles. Igualmente, la reduccion de la cantidad de IL-8 y de su
ARNmM en cultivos inhibe el crecimiento de las células del SK de forma dosis-dependiente

(Masood 2001). Asimismo, la IL-1 y el TNF-0, dos moléculas abundantes en el medio
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humoral del SK y de la infeccion por el VHH-8, estimulan a la IL-8 potenciando atin mas

sus acciones.

3.4.5. La interleucina-1 (IL-1)

Como hemos visto, las lineas celulares derivadas de lesiones del SK pueden ser también
altamente dependientes de la IL-1, una citocina proinflamatoria y multifuncional liberada
tanto por las células infectadas como por las células inflamatorias. La fuerte expresion de
los receptores de estas moléculas en las células del SK subraya la significacion in vivo de

estos hallazgos.

La IL-1 es una de las citocinas con mayor accion inflamatoria y mitdogena ejerciendo sus
efectos sobre todo en el endotelio, y secundariamente en los leucocitos y en los
fibroblastos. La activacion endotelial mediante la IL-1 se regula a nivel de la transcripcion
genética, induciendo la sintesis de moléculas de adhesion endoteliales y mediadores
quimicos que aumentan la adhesion leucocitaria, como por ejemplo, otras citocinas (IL-6),
quemocinas (IL-8), factores de crecimiento (PDGF-), eicosanoides como la prostaciclina
(PGI), 6xido nitrico (NO), enzimas asociadas al remodelamiento de la matriz extracelular y
sustancias procoagulantes. La sintesis de IL-1 también induce la secrecion del factor
estimulante del crecimiento de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF),

aumentando indirectamente la concentracion de leucocitos en el medio.

Asimismo, en estudios in vivo sobre los procesos de reconstruccion del parénquima

pulmonar por dafo inflamatorio, se ha observado que tras la adicion de la IL-1 se produce

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 117 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

un incremento dosis-dependiente de la expresion de HGF y de su receptor c-Met en las
células endoteliales de la microvasculatura pulmonar humana. Estos resultados sugieren
que el HGF interviene en el proceso de reconstruccion del tejido pulmonar mediado por la

IL-1 (Morisako 2001).

Estudios actuales han descrito que IL-1 es capaz de promover el crecimiento tumoral in
vivo mediante la induccidn de factores angiogénicos. Para ello, se realizd una transduccion
del vector retroviral que codifica el gen humano de la IL-1 a células del carcinoma de
pulmoén en ratones (LLC/IL-1), inoculando estas células transformantes posteriormente en
otros ratones. Los tumores derivados de las células LLC/IL-1 crecieron mas rapidamente y
mostraron mayor vasculatura. Se observo que la IL-1 secretada por estas células era capaz
de inducir a partir de las células propiamente tumorales y estromales la produccion de
varios factores angiogénicos promotores del crecimiento vascular, como el VEGF, la
proteina inflamatoria derivada de los macrofagos tipo 2 (CXCL2) y el HGF, cuya

concentracion incluso se cuadruplicaba (Saijo 2002).

3.4.6. El factor de necrosis tumoral-o (TNF-a)

El TNF-a es una citocina encargada de la activacion de células inflamatorias, sobre todo
macrofagos. Los propios macrofagos activados lo producen, y su secrecion puede estar
estimulada por endotoxinas, inmunocomplejos, toxinas, dafio fisico y una gran variedad de

procesos inflamatorios.
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Sus acciones mas importantes en los procesos inflamatorios son a nivel del endotelio, en
los leucocitos, en los fibroblastos y en la induccion de las reacciones sistémicas de fase

aguda.

El TNF-a es una citocina que ejerce un espectro de importantes efectos sobre las células
endoteliales, la mayoria regulados a nivel de transcripcion genética, y referidos en general
como activacion endotelial. El TNF-a sobreregula la expresion de moléculas que
promueven la adhesion de células inflamatorias circulantes al endotelio (E-selectina);
induce la sintesis y secrecion de mediadores quimicos (otras citocinas, quemocinas,
factores de crecimiento, eicosanoides y 0xido nitrico); produce enzimas relacionadas con el
remodelamiento de la matriz extracelular; e incrementa la trombogenicidad de superficie
del endotelio.Todos estos cambios en el endotelio facilitan la extravasacion de linfocitos y

monocitos en el lugar donde se produce la reaccion inflamatoria.

El TNF-a causa también agregacion y activacion de los neutrofilos, aumentando las
respuestas de estas células a otros mediadores y la liberacién de enzimas proteoliticas de

las células mesenquimales, contribuyendo asi al dafio tisular.

Asimismo, el TNF-a es uno de los factores involucrados en la produccion de las respuestas
sistémicas de fase aguda asociadas a infeccién o dafo, actuando en particular sobre los
efectos hemodinamicas. De hecho, es un mediador extremadamente importante en el CID

por shock séptico.
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Adicionalmente a los efectos previamente mencionados, el TNF-a realiza otras muchas
funciones: controla de la masa corporal, ya que sus concentraciones disminuyen en
pacientes obesos y se encuentran incrementados en pacientes con anorexia y caquexia;
junto con la IL-6, es un importante componente de las vias iniciales involucradas en la
regeneracion hepatica; y por ultimo, el TNF-o, mediante su union al receptor TNFR-1,

puede activar la apoptosis celular (Cotran 1999).

A pesar de su efecto citotoxico en algunas lineas celulares tumorales, el TNF-a actiia como
un estimulador del crecimiento en el SK. De todas formas, las vias utilizadas por el TNF-a
para la produccion de respuestas mitogénicas no son aun bien conocidas. En algunos
estudios, las cinasas reguladoras de sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) de las células del
SK estan significativamente activadas por el TNF-a a través de una fosforilacion
tirosina/treonina (Murakami-Mori 1999). Parece ser que el crecimiento de las células del
SK inducido por el TNF-a y la activacion de las ERK1/2 estd mediada unicamente por el
receptor del TNF-a tipo 1 (TNFR-1) y no por el TNFR-2. Consecuentemente la via TNFR-
1-ERK1/2 juega un importante papel en la transmision de las sefiales mitogénicas del TNF-
a en las células del SK. Anticuerpos dirigidos contra elementos de esta via confirman estos

hallazgos, ya que se bloquea la proliferacion celular inducida por el TNF-a.

3.4.7. El interferon-y (IFN-vy)

El IFN-y es una linfocina producida por los linfocitos T y activadas por las células NK.

Tiene multiples efectos, aunque su funcion principal es la de activar a los macréfagos y
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monocitos, ademas de ser un importante mediador de la hipersensibilidad de tipo retardada

y participar en la respuesta antiviral.

El IFN-y es un potente activador de los macrofagos, de forma que éstos modifican sus
acciones: aumentan su habilidad para fagocitar y matar microorganismos y células
tumorales; aumentan la expresion de moléculas de clase II en su superficie, facilitando asi
la presentacion de antigenos; e incrementan la secrecion de varios factores de crecimiento
polipeptidicos como el PDGF-B y el TGF-B, que estimulan la proliferacion fibroblastica y

aumentan la sintesis de colageno.

Asi, estos macrofagos activados secretan citocinas (p.e., IL-12) que producen la activacion
de los linfocitos T helpers CD4+ y CD8+, y estos a su vez incrementan la secrecion de mas
mediadores inflamatorios encargados de mantener el estado de respuesta inflamatoria,

entre ellos el propio IFN-y.

El IFN-y tiene un papel crucial en el desarrollo del SK, ya que permite la activacion de las
células endoteliales normales o precursoras, induciendo la adquisicion de las caracteristicas
fenotipicas y funcionales que caracterizan a las células fusiformes con actividad
angiogénica tipicas del SK (Fiorelli 1995). Por otro lado, las células activadas por el IFN-y
son capaces de incrementar la produccion del bFGF y del VEGF, dos factores
angiogénicos altamente expresados en las células fusiformes del SK, cuya funcion es
mediar el crecimiento fusiforme, la migracion celular, la angiogénesis y la permeabilidad

vascular.
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El IFN-y también parece actuar como mediador del reclutamiento de las células a la piel, lo
que permite concentrar a las células infectadas por el VHH-8 para que ejerzan sus efectos.
Esto podria explicar como en algunos estudios la expresion del IFN-y precede a la
deteccion de la infeccion por el VHH-8. Asimismo, el IFN-y ha mostrado cierto efecto

proliferativo a bajas concentraciones in vitro.

Otras citocinas inflamatorias incluyendo al TNF-q, la IL-1, la IL-6 y la oncostatina M,

pueden incrementar la funcion del IFN-y. Por lo tanto, aunque el IFN-y por si solo es

suficiente, la presencia de otros mediadores amplifica sus efectos en el desarrollo del SK.

3.4.8. El factor de crecimiento hepatocitario (HGF)

El factor de crecimiento hepatocitario o HGF se identifico inicialmente en ratas que tras
una hepatectomia parcial mostraban un incremento rapido de sus niveles plasmaticos. El
HGF actuaba en estos higados como un potente mitdgeno, por lo que fue considerado un
factor clave en la proliferacion, el crecimiento y funcion de los hepatocitos.
Posteriormente, se ha identificado que aparte de las células no-parenquimatosas hepaticas,
las células mesenquimales de otros o6rganos también pueden producir HGF, por lo que

también se le denomind factor ubicuo (SF).

Estudios ulteriores han definido al HGF como una citocina pleiotropica por las multiples
funciones en las que se le ha implicado, siendo la angiogénesis una de las mas relevantes
(Rosen 1997). El HGF es capaz de inducir in vivo una potente respuesta angiogénica dosis

dependiente, aumentada por la heparina y mediada, al menos en parte, por el factor
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activador de plaquetas (PAF) sintetizado por los macréfagos (Camussi 1997) y también por
la IL-1 (Maier 1996). De hecho, el HGF es el mayor mediador de la angiogénesis inducido
por la heparina, una de las moléculas con mayor efecto angiogénico in vivo (Rosen 1993) e
in vitro. La adicion de heparina en suero produce un incremento significativo del HGF en
plasma, y en menor grado del FGF-f y del VEGF, otros dos factores de crecimiento
angiogénicos relacionados con la heparina. Consecuentemente, el HGF parece ser el mayor

mediador de la angiogénesis inducida por heparina (Okada 1999).

Las acciones del HGF se realizan a través de un receptor tipo tirosin-cinasa transmembrana
denominado c-Met. El receptor del HGF es el producto del protooncogén c-Met y se ha
observado su expresion en las células endoteliales, en las células musculares lisas
vasculares, en dendrocitos dérmicos y en células del SK, tanto in vivo como in vitro. En
estudios recientes se ha observado que ciertas sustancias pueden inducir la produccion de
una forma soluble del c-Met en las células musculares lisas de la aorta y en las células
endoteliales de la vena umbilical humanas. El c-Met soluble es capaz de unirse al HGF,
aunque con menor afinidad en comparacién con la forma transmembrana. Segin parece
esta forma del c-Met podria constituir un mecanismo de regulacion de los efectos

mitogénicos y angiogénicos del HGF (Wajih 2002).

Actualmente comienza a considerarse al HGF ademas como un factor de mobilidad
celular, ya que se ha identificado en la interfase entre las células cancerigenas y la matriz
extracelular, actuando probablemente como un factor favorecedor de la invasividad, y por
lo tanto su presencia o sobreexpresion podria interpretarse como una caracteristica de

progresion tumoral. Asimismo, en estudios in vitro sobre células no tumorales y tumorales
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no-SK, el HGF parece bloquear la induccion de la apoptosis producida por agentes
terapéuticos mediante la induccién de bel-2 (Fan 1998). La proteccion contra la apoptosis
mediada por el HGF en un contexto tumoral, sugiere que su presencia puede contribuir a la

inmortalidad de las lineas celulares cancerigenas.

En las células endoteliales y fusiformes cultivadas a partir de lesiones de SK humanas, la
potente actividad angiogénica del HGF se traduce in vitro a través de acciones directas
como la estimulacion de la migracion y proliferacion celular (Bussolino 1992), la
produccion de proteasas y la organizacion en estructuras tubulares similares a capilares. No
obstante, el HGF puede también actuar indirectamente a través de la induccién de la
secrecion y expresion de otros factores y citocinas angiogénicas, como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Van Belle 1998), al menos en estudios realizados

en gliomas malignos (Rosen 1996) y otras neoplasias.

Los ultimos estudios apoyan que el efecto antiapoptotico y de estimulacion de la

invasividad de las células del SK son también dos relevantes funciones del HGF que

evidentemente favorecen la progresion del SK.

3.4.9. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG)

El VEGF, también denominado factor de permeabilidad vascular, pertenece a una amplia
familia de factores de crecimiento angiogénicos constituida por los siguientes miembros:
VEGF, VEGF-B, VEGF-C y el factor de crecimiento placentario (PIGF). Estan producidos

en pequefios niveles en una gran variedad de tejidos adultos, aunque unicamente se
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producen a altos niveles en escasas localizaciones, como por ejemplo en los podocitos

glomerulares y en los miocitos cardiacos.

En general, sus principales funciones son promover la angiogénesis, incrementar la
permeabilidad vascular, estimular la migracion y proliferacion de las células endoteliales,
sobrerregular la expresion endotelial del activador del plasminogeno, del inhibidor del
activador del plasminogeno-1 (PAIl), del factor tisular y de la colagenasa intersticial. No
obstante, cada miembro de la familia VEGF tiene a parte funciones distintas. El VEGF
promueve la angiogénesis en el cancer, en los estados inflamatorios cronicos y en las
cicatrices, mientras que el VEGF-C induce especificamente la proliferacion de las células

endoteliales de la vasculatura linfatica (Dvorak 1995).

Ciertos hallazgos clinicopatoldgicos caracteristicos del SK, como el edema perilesional, la
neoangiogénesis y la extravasacion de eritrocitos, han evocado interés en el VEFG, como

otro posible factor relacionado con la patobiologia del SK.

Estudios moleculares han revelado que diferentes citocinas que se han demostrado activas
en el desarrollo del SK, como el PDGF, la IL-1 (Cornali 1996) y el HGF, regulan el nivel
de produccién y expresion del VEGF. El FGF-p, otra citocina involucrada en el desarrollo
del SK, no incrementa directamente la expresion del VEGF sino que actia sinérgicamente
con ¢l induciendo lesiones pseudokaposiformes en modelos experimentales con ratones.
Claramente, la angiogénesis y la celularidad de estas lesiones pseudokaposiformes se

incrementaron al inyectarse los dos factores simultdneamente. Asimismo, se obtuvo una
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reaccion angiogénica comparable cuando se sometieron cultivos de células fusiformes de

SK-SIDA a supernadantes con FGF- 3 y VEGF.

Las células fusiformes cultivadas a partir de lesiones del SK-SIDA estimuladas por estas
citocinas pueden secretar VEGF bioactivo en cantidad suficiente como para activar la
proliferacion de las células endoteliales de la microvasculatura dérmica humana y
promover la angiogénesis de las células fusiformes. De hecho, al inocular en ratones
células que contienen VEFG procedentes de cultivos de SK, se inducen lesiones
angiogénicas semejantes a las del SK. Los andlisis in vivo de lesiones humanas de SK
revelan una concentracion elevada de la proteina VEGF y de su ARNm en las células
fusiformes. Por lo tanto, las células fusiformes del SK producen y sintetizan VEFG in vivo
e in vitro (Masood 1997), ademas de expresar sus receptores especificos a nivel de la
superficie de las células endoteliales (VEGF-R1 y el VEGF-R2), y pueden también unirse

a receptores que median los anclajes con la matriz extracelular (integrinas-o., Ps).

En general, todos estos datos indican que el VEGF (junto con el PDGF, la IL-1, el FCF- y
el HGF) es un mediador clave en la angiogénesis y permeabilidad vascular en las lesiones

del SK in vivo e in vitro.

3.4.10. El factor de crecimiento de los fibroblastos basico (bFGF o FGF-p)

La familia de factores de crecimiento FGF esta compuesta por un componente acido (aFGF
o FGF-1) y uno basico (bFGF o FGF-2 o FGF-p), sintetizados por una gran variedad de

células. Los FGF pueden liberarse a la matriz extracelular, que sirve como reservorio de
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algunos de los factores de crecimiento que controlan la proliferacion celular. Los FGF son
reconocidos por una familia de receptores de superficie celular que poseen actividad
tirosin-cinasa intrinseca, aunque también pueden unirse a receptores celulares de proteinas
de la matriz extracelular denominadas integrinas, especificamente al subtipo av-f3. Las
integrinas son reguladoras del proceso angiogénico, ya que son las encargadas de controlar
la motilidad y la migracion de las células endoteliales, siendo criticas para la formacion y

el mantenimiento de los vasos sanguineos neoformados.

Se atribuyen un gran nimero de funciones a los FGF, como la angiogénesis, ya que el
bFGF en particular tiene la habilidad de inducir todos los pasos necesarios para la
formacion de nuevos vasos sanguineos, tanto in vitro como in vivo; la cicatrizacion,
participando en la migracion de células endoteliales, fibroblastos y macrofagos al tejido
dafiado; en el desarrollo embrionario del tejido muscular esquelético y en la maduracion

pulmonar; y por ultimo, en la hematopoyesis.

El FGF-B estd involucrado en la patogénesis de varias enfermedades caracterizadas
principalmente por una neovascularizacién exagerada, como el SK (Cavallaro 1998). Tanto
en la forma clasica del SK como en la asociada a SIDA, el bFGF esta altamente expresado.
Experimentalmente el FGF-f media la formaciéon de lesiones pseudokaposiformes en
ratones “desnudos” tras la inoculacidon con células de SK o células endoteliales activadas
(Samaniego 1997). Es decir, estas células inoculadas tienen la capacidad de sintetizar y

liberar FGF- activo.

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -127 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Asimismo, el FGF-B produce un efecto mitogénico o de proliferacion en las células SK
humanas. De hecho, anticuerpos dirigidos contra el FGF- inhiben la proliferacion de las
células SK evitando la entrada en fase S del ciclo celular. No obstante, es indispensable la
presencia de otros factores de crecimiento externos para inducir estos efectos del FGF-

(Murakami-Mori 1998).

Se han investigado sus efectos en las lineas celulares TTB y se ha observado que el FGF-3
estimula la migracion de las células TTB a través de tres mecanismos: provocando
alteraciones en el citoesqueleto celular que promueven la adquisicion de un fenotipo
migratorio; relocalizando los uPAR; y estimulando la sintesis y secrecion del HGF y de su
receptor c-Met (Cavallaro 1998). Por otro lado, se ha confirmado que la proteina tat y el
FGF-B actiian sinérgicamente a través del mismo tipo de receptor (integrinas-ov-f3)
(Barillari 1999) ejerciendo efectos de migracion, invasioén y promocion del crecimiento en
las células endoteliales y en las células del SK in vivo e in vitro. Esto justifica el motivo
por el cual la expresion del FGF-f estd claramente incrementada in vivo en los pacientes
con SIDA, ya que las células infectadas por el VIH-1 son también capaces de producir

altos niveles de FGF-f.

La produccion y liberacion del bFGF estd inducida de forma sinérgica por el TNF-a, la IL-
1 y el IFN-y. Asimismo la quemocina atrayente de las células B-1 (BCA-1) o CXCL13,
cuya funcion es atraer a los linfocitos B, inhibe los efectos del FGF-B en las células

endoteliales (Spinetti 2001).
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3.4.11. El factor activador de las plaquetas (PAF)

El PAF es un mediador fosfolipido secundario sintetizado por una gran variedad de tipos
celulares, incluyendo plaquetas, baséfilos, mastocitos, neutréfilos, monocitos/macrofagos y
células endoteliales. Ademas de sus obvios efectos vasculares (agregacion plaquetaria,
incremento de la permeabilidad vascular y dilatacion/constriccion vascular segin su
concentracion), adicionalmente posee importantes acciones proinflamatorias y activadoras
de las células endoteliales vasculares (quemotaxis de neutrofilos y eosinofilos e incremento
de la adhesion leucocitaria al endotelio). El PAF media sus efectos a través del receptor

vinculado a la proteina G.

In vitro las células del SK producen y liberan PAF, y también expresan su receptor
(Bussolino 1995). En estas células se ha observado, tras un leve incremento de la
concentracion de PAF, una estimulacion en la quemotaxis y quemocinesis de las células
SK, células endoteliales y células musculares lisas vasculares y, consecuentemente, de la
neoangiogénesis, proceso esencial para el crecimiento y progresion del SK. La accion del
PAF esta amplificada por la expresion de otros factores angiogénicos y quemocinas: bFGF,
PIGF, VEGF, HGF vy la proteina inflamatoria de los macréfagos-2. De la misma forma, la
IL-1, el TNF-a y la trombina incrementan la sintesis de PAF. Estos hallazgos indican que
la PAF puede cooperar con otras moléculas angiogénicas y quemocinas en la induccion de

las lesiones vasuclares tipicas del SK.
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3.4.12. El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

El PDGF se sintetiza en tres isoformas (AA, AB y BB) que ejercen sus efectos uniéndose a
dos tipos de receptores de superficie, designados o y B. El PDGF se almacena en las
plaquetas y se libera tras la activacion de éstas. Ademas de las plaquetas pueden
sintetizarlo los macrofagos activados, las células endoteliales, las células musculares lisas
vasculares y algunas células tumorales. El PDGF causa fundamentalmente migracion y
proliferacion de los fibroblastos, células musculares lisas y monocitos. Asimismo posee
propiedades neoangiogénicas, ya que toma parte en la maduracion y remodelacion de los

vasos neoformados, fases finales de la angiogénesis (Heldin 1992).

Se ha demostrado que la proliferacion y migracion de las células fusiformes del SK in vitro
esta mediada por el PDGF-B. Sin embargo, el PDGF-B es también capaz de inducir la
expresion de la proteina c-myc en las células del SK. Como ya se ha comentado, el c-myc
es un protooncogén que actia como un potente factor transcripcional uniéndose a
secuencias especificas de ADN y activando la produccion de las proteinas necesarias para
su sintesis. El gen c-myc es uno de los factores de transcripcion mas comunmente
afectados en tumores humanos, ya que sus versiones oncogénicas se asocian a una
transcripcion mantenida de genes criticos del ciclo celular que posibilitan la
transformacion neopldsica. Varios estudios han mostrado que si existe un incremento del
PDGF-f en las células del SK, éste se traducird en una activacion del c-myc y provocara de
esta forma la proliferacion celular. De hecho, experimentalmente la supresion de la

expresion del c-myc inhibe la proliferacion y la migracion de las células del SK tratadas
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con PDGF-B (Koster 1996). Consecuentemente, debe considerarse al PDGF-3 como otro

factor oncdgeno mas en el desarrollo del SK.

3.4.13. Resumen: citocinas v factores de crecimiento

En resumen, las células del SK y las células B circulantes acompanantes infectadas por el
VHSK son capaces de producir una amplia variedad de citocinas y, ademas de las

anteriormente mencionadas, quizas otras atin desconocidas.

Entre la mayoria de las citocinas inflamatorias mencionadas existen efectos
angioproliferativos sinérgicos. Por ejemplo, el IFN-y estimula la expresion del receptor del
TNF-a; el TNF-a y la IL-1 incrementan, a su vez, los niveles del receptor del IFN-y; y el
TNF-a ejerce los mismos efectos que la IL-1 en las células endoteliales. Por otro lado, la
IL-1 y el TNF-a cooperan con el IFN-y activando la expresion y liberacion del bFGF, y el

HGF a su vez estimula la secrecion de VEGF.

Estos mediadores coordinados entre si estimulan el crecimiento de las células fusiformes
actuando de forma autocrina (las células del SK producen citocinas que, uniéndose a sus
propios receptores, estimulan su crecimiento) y/o paracrina (las células del SK producen
citocinas que estimulan el crecimiento de las células vecinas uniéndose a los receptores de

dichas células).

Evidentemente, los leucocitos inflamatorios asociados al SK son los responsables de

conservar y amplificar la funcionalidad de estos circuitos autocrinos/paracrinos,
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encargados de mantener la proliferacion del SK y contribuir al reclutamiento de las células

vasculares del huésped.

3.4.14. Otras moléculas implicadas en el desarrollo del SK

En general, el VHH-8 codifica otros productos génicos, como la v-ciclina y el v-bcl-2, que
actiian a otros niveles del crecimiento celular y que poseen caracteristicas potencialmente
oncogénicas en las células huésped infectadas (Moore 1998). Estas moléculas serian, junto
con las citocinas y factores de crecimiento virales y endogenos, las principales
responsables de la actividad oncogena de este virus, contribuyendo al desarrollo de las

lesiones del SK.

3.4.14.1. La v-ciclina

Uno de los fragmentos abiertos de lectura del genoma del VHH-8/VHSK, el ORF 72,
codifica una proteina homologa a las ciclinas celulares (Li 1997). Esta ciclina, denominada
v-ciclina o ciclina k, es similar estructuralmente a las ciclinas del tipo D, pero
bioquimicamente se comporta de forma distinta en varios aspectos. Aunque también puede
unirse a las mismas cinasas y es capaz de realizar las mismas funciones que su homologa
humana en la célula huésped, los complejos formados por la ciclina k y la CDK6 enddgena
pueden fosforilar una gama mas amplia de sustratos, incluyendo a la pRb, a la histona H1,
a la Cdc25, a algunos E2F, a la Myb, a la Id-2 y a la p27<""". Otra de las caracteristicas de
los complejos viricos ciclina k-CDK6 es su resistencia a las acciones inhibidoras de las

CKI pl16™** p21°"! y p275T*! (Swanton 1997; Ellis 1999; Mann 1999).
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Varios experimentos han demostrado que la ciclina codificada viralmente amplia el
repertorio y la especificidad de substrato de la subunidad CDK6 asociada. Esto permite la
fosforilacion de sustratos que en condiciones normales suelen realizarse casi
exclusivamente por el complejo ciclina-CDK2, pero no por el complejo ciclina D-CDK,
como por ejemplo la p27°™"!, el factor basico Id-2 y la Cdc25. Experimentos in vivo sobre
estos tres sustratos han mostrado que su fosforilacion por el complejo ciclina k-CDK6 es
eficiente. Mientras que la fosforilacion por el complejo ciclina D1-CDK6 celular no se
produce o es muy débil. Estos resultados apoyan la idea de que la union de la ciclina k
amplia el rango de sustratos de la CDK6 para incluir, por lo menos, un subconjunto de los

sustratos de la CDK2 (Mann 1999).

Este incremento en el numero de sustratos permite que el complejo ciclina k-CDK6 del
VHSK pueda fosforilar en la treonina 187 (Trel87) a la p27*"', sefializandola para su
degradacion a través de la via ubicuitin-proteasoma. A su vez, la inactivacién de la p27<™"
desviara el bloqueo del ciclo celular que induce sobre los complejos enddgenos de ciclina-
CDK2, permitiendo asi el avance del ciclo celular. Diferentes estudios experimentales han
identificado complejos de ciclina k-CDK6 unidos a la p27<"! fosforilada en lineas
celulares derivadas del linfoma primario de derrames y en el sarcoma de Kaposi, lo que

KIP1

demuestra que la degradacion viralmente inducida de la p27 ocurre en tumores

asociados al VHH-8 (Ellis 1999).

De todas formas, y aunque parezca que el complejo ciclina k-CDK6 puede sustituir el
papel de la ciclina E-CDK2 en la entrada en la fase S, la actividad inherente del complejo

v-ciclina-CDK6 no es suficiente por si solo para finalizar el ciclo celular y necesita de la
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actividad de la CDK2 humana para promover la finalizacion del ciclo celular (Ellis 1999).
Por ello la actividad de los complejos celulares ciclina E-CDK2 y ciclina A-CDK2 esta
mantenida en las células infectadas con el VHH-8. De hecho, para terminar un ciclo
completo de division, las células infectadas requieren la activacion del resto de cinasas
dependientes de ciclina de la célula huésped para que promuevan la progresion en las
diversas transiciones del ciclo celular. Por lo tanto, la cooperacion entre la ciclina viral y
las ciclinas endogenas, sobre todo la ciclina E, facilita la entrada en la fase S y la

finalizacion del ciclo celular.

Actualmente, algunos autores opinan que el complejo formado por la ciclina k-CDK6 es
capaz de realizar las funciones de los complejos que permiten la salida de la célula de GO
(ciclina D-CDKG®6), el paso a través de Gl (ciclina E-CDK?2) y la entrada en la fase S

(ciclina A-CDK?2) (Laman 2001).

Actualmente se desconoce el mecanismo exacto por el cual se realiza esta extension del
repertorio de sustratos de la CDK6, del mismo modo que los parametros que dictan la
especificidad de sustrato de las CDK. Teoricamente se puede distinguir entre dos
posibilidades: que las interacciones entre la ciclina y el sustrato dicten la especificidad de
la CDK; o bien, que la ciclina imponga alteraciones en la estructura de la CDK que
determinen la especificidad de ésta. Este segundo modelo parece ser el mas probable, ya
que puede explicar porqué la activacion de las CDK6 por la ciclina k es mas eficiente en
comparacion con la ciclina D1, y quizas también la capacidad del complejo ciclina k-

CDKG6 para resistir la inhibicion por las CKI (Mann 1999).

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas -134 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La ciclina k no solamente tiene la capacidad de interactuar con la CDK6, sino que también
interactia, aunque débilmente, con la CDK4, CDK3 y la CDK2. En cada caso, los
complejos resultantes pueden fosforilar in vitro a la pRb. Estas observaciones destacan
diferencias importantes entre las ciclinas de tipo D, especialmente la ciclina D1, con la que
la ciclina k muestra mayores semejanzas. La ciclina D1 solamente puede activar a la
CDK4 y CDK®6. Actualmente no estd claro si la habilidad de la ciclina k para formar
complejos activos con estos otros tipos de cinasas es fisiologicamente relevante, aunque
todas ellas tienen papeles esenciales en la transicion G1/S, ya que la sobreexpresion de
mutantes negativos dominantes de cada una de ellas conlleva la detencion de la célula en

GI.

Sin embargo, de todas las posibles combinaciones binarias entre la ciclina k y las
subunidades CDK, la unién de la ciclina k con la CDK6 es la mas eficiente, ya que el
complejo resultante parece ser el mas activo y muestra la mayor resistencia a las CKI. Por
tanto, es probable que la activacion de la CDK6 sea la funcién mas relevante de la ciclina
k. Esta conclusion es verificada por la observacion de que la CDK6 es una CDK abundante
en linfocitos, una de las células diana de la infeccion por el VHH-8. Dado que los
linfocitos se mantienen en su mayoria en las fases G0/G1 gracias a los altos niveles de
p275""! es probable que las caracteristicas de la ciclina k sean fundamentales para producir
alteraciones en el estado proliferativo de estas células, siendo probablemente el mecanismo

de origen de los linfomas de cavidades corporales asociados al HVSK (Mann 1999).

A través de la ciclina k, el VHH-8 ejemplifica otra estrategia para evitar el arresto del ciclo

celular mediado por la INK4 y las CIP/KIP, ya que los complejos formados por la unién de
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la ciclina k virica y la CDK6 endégena son resistentes a la inhibicion de las CKI pl6™<* y
p27%""! Por lo tanto, y teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, la expresién de la
v-ciclina en células cultivadas permite superar el bloqueo del ciclo celular impuesto por
estas CKI en la fase G1 y en la transicion G1/S a través de la resistencia a su actividad
inhibidora y de la estimulacion de su degradacion, esta Gltima sobre todo en el caso de la

p27%""! (Sherr 1999).

Las transcripciones del gen viral ORF 72 se encuentran comunmente en células de linfoma
con infeccion latente, incrementando significativamente su concentracion cuando se induce
la infeccion litica en estas células (Zhong 1996; Sarid 1998). Como confirman varias lineas
de investigacion, la pRb y las CKI estan implicadas en el establecimiento de la réplica
incompetente que precede a la diferenciacion celular y al proceso de senectud de la célula.
Por lo tanto, la expresion de la v-ciclina durante la latencia, inactivando y fosforilando a la

71y a la pRb respectivamente, podria ser un medio de prevenir la replicacion

p2
incompetente que, de establecerse, haria imposible la reactivacion de la réplica del genoma

y la produccion de la progenie viral en este tipo de células.

Aunque no existe evidencia directa de la implicacion de la v-ciclina en la actividad
tumorigénica atribuida al VHH-8, las caracteristicas bioquimicas de la v-ciclina indican
que puede accionar acontecimientos asociados a la tumorigénesis. En consecuencia, la

ciclina k debe considerarse un oncogén viral.

En resumen, la combinacion de la resistencia a la inhibicion de las CKI y de la modulacion

de la especificidad de substrato de la CDK6, ambas secundarias a la presencia de la ciclina
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k, es probablemente fundamental en la disregulacién del control normal del crecimiento
celular inducido por el VHH-8 y la causa principal de los procesos patologicos asociados a

este virus.

3.4.14.2. El v-bcl-2

Las células tumorales pueden evadir el control normal de la supervivencia celular mediante

la sobreexpresion de protooncogenes que actiien como antagonistas de la apoptosis.

Existen dos tipos de genes que regulan la apoptosis: los genes antiapoptoticos (bcl-2, bcl-
xL y Mcl-1) y los genes proapoptoticos (bax, bad y bcl-xS), que actian como un reodstato
regulando la muerte celular programada. Aunque el mecanismo exacto de la apoptosis no
esta del todo claro, la liberacion de la citocromo C de la mitocondria al citoplasma y la
consiguiente activacion de una cadena citoplasmatica de caspasas parece ser el mecanismo
basico. Mientras que el bax, un miembro proapoptoético, forma un canal en la membrana
mitocondrial que permite la salida de la citocromo C y el inicio de la apoptosis, el bcl-2 'y
sus agonistas centran su accion antiapoptotica bloqueando el canal, evitando la salida de la

citocromo C de la mitocondria, e impidiendo la activacion de las caspasas (Alberts 2002).

Tedricamente una neoplasia que muestre una sobreexpresion del bcl-2 alarga la vida media
de sus células impidiendo su apoptosis. De esta forma, la masa tumoral no so6lo esta
constituida por las células proliferantes, sino también por las células tumorales que no

mueren. Estudios previos han mostrado que el patron de expresion del bel-2 y de sus
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homologos bel-xL y Mcl-1 puede variar en algunas neoplasias de acuerdo con la

progresion tumoral.

El reciente hallazgo de que el VHH-8/VHSK pueda codificar un homologo funcional al
gen del bcl-2 (v-bcl-2) a partir del fragmento abierto de lectura ORF 16 evidencia que el
genoma de este virus puede ejercer mecanismos antiapoptoticos en el SK, contribuyendo

asi a la progresion tumoral de la enfermedad (Cheng 1997).

La sobreexpresion in vivo e in vitro del bel-2 en las células fusiformes del SK prolonga la
viabilidad de estas células (Simonart 1998). El efecto resultante directo es el
mantenimiento del crecimiento y la progresion tumoral del SK, sobre todo si
simultdneamente se acompaiia del estimulo inflamatorio y angiogénico de las citocinas, los

factores de crecimiento y de la proteina tat, esta tltima en los casos asociados a SIDA.

En experimentos realizados sobre algunos de nuestros casos (Fernandez-Figueras 2000) se
observo una sobreexpresion del bcl-2, tanto en el SK-C como en el SK-SIDA,
correlacionada con la progresion tumoral, de forma que la expresion en el estadio de placa
era menor que en el estadio tumoral. La variacion de expresion de esta molécula
dependiendo de los estadios de la enfermedad apoyaria la hipdtesis de que en los estadios
iniciales el SK es una proliferacion reactiva, mientras que en los estadios tumorales la
naturaleza del SK seria la de una verdadera neoplasia. Respecto al tipo clinico-
epidemiologico del SK, se observd que aunque existia en ambos una sobreexpresion de

moléculas antiapoptoéticas, en el SK-C predominaba el bcl-2, mientras que en el SK-SIDA
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predominaba el bcl-xL y el Mcl-1. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la

proteina tat del VIH-1.

Asimismo, alteraciones en factores que regulen la transcripcion de los miembros de las
moléculas que participan en la apoptosis, influenciaran directamente el proceso de muerte
celular. El p53 y el c-myc, dos genes claramente asociados al desarrollo de cancer, poseen
también funciones reguladoras de la apoptosis. Experimentos in vitro en células del SK
indican que en algunos casos el c-myc estd activado, estimulando la proliferacion celular, y
simultdneamente la proteina bcl-2 se encuentra sobreexpresada (Kaaya 2000) por la accion

del HGF vy, sobre todo, por la sintesis de v-bcl-2 a partir del genoma del VHH-8.

Algunos de los factores de crecimiento angiogénicos involucrados en la patogénesis del SK
pueden inducir la expresion de bel-2. El bFGF, el VEGF y el HGF parecen estimular la
supervivencia de las células endoteliales cultivadas de la microvasculatura dérmica
humana estimulando la produccion de bel-2. Los altos niveles de estos factores presentes

en el SK aseguran una sobreexpresion del bcl-2 mantenida.

La disregulacion de las vias apoptoticas controladas por el bcl-2 puede ser un factor
importante en la patogénesis del SK y podria ser uno de los primeros escalones en la

transformacion de un proceso inicialmente hiperplasico en neoplasia.
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3.5. PRODUCTOS DEL VIH-1

Aunque multiples evidencias implican al VHH-8 como el agente etiologico del SK, la
infeccion por el VHH-8 es necesaria, pero no suficiente para el desarrollo del SK sin la
implicacion de otros cofactores. El VIH-1 se considera como uno de los cofactores mas
importantes (Huang 2001), sin embargo, tampoco es absolutamente necesario para el
desarrollo del SK. La ausencia de secuencias del VIH-1 en células tumorales del SK y el
desarrollo de la enfermedad en pacientes VIH-1 negativos, sugiere que el VIH-1 juega un

papel indirecto en la patogénesis del SK (Gallo 1998).

Se ha propuesto que la funciéon del VIH-1 en el desarrollo del SK se relaciona con tres
eventos: la induccion de la produccion de citocinas por las células infectadas y no
infectadas del huésped, la sintesis de la proteina tat y la estimulacion de la replicacion del

VHH-8.

3.5.1. Induccion de la produccion de citocinas por las células del huésped v sintesis de

la proteina tat

Las células del SK-SIDA muestran, al igual que las infectadas por el VHH-8, la capacidad
de inducir citocinas y factores promotores del crecimiento (Brockmeyer 1999) asi como de
estimular la expresion de moléculas de adhesion (Kelly 1998). El VIH-1 contiene varios
genes reguladores que coordinan su expresion y su replicacion, entre ellos el gen tat que
codifica a la proteina tat, encargada de transactivar la expresion génica viral. Parece ser

que la proteina transactivadora o proteina tat extracelular, liberada por los linfocitos T
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durante la infeccion aguda por el VIH-1, es capaz de estimular el crecimiento (Ensoli
1990) y la angiogénesis en las células endoteliales y fusiformes del SK (Albini 1995) vy,

por lo tanto, puede tener un papel decisivo en la patogénesis del SK-SIDA.

Los efectos angiogénicos de la proteina tat se observaron por primera vez en ratones
transgénicos VIH-1-tat, en donde se aprecido el desarrollo de lesiones cutaneas
angiomatosas pseudokaposiformes. Teniendo en cuenta que en el modelo de ratones
transgénicos, la expresion del gen tat esta tipicamente confinada al tejido cutdneo y que
ademas las células de Langerhans epidérmicas en humanos son las mayores dianas
cutaneas para el VIH-1, debe considerarse la posibilidad de que la produccion de la
proteina tat en dichas células y su consecutiva liberacion en la dermis podria proveer, por
proximidad fisica, los estimulos coadyuvantes necesarios para la induccidon de las lesiones

pseudokaposiformes.

De todas formas, estudios experimentales posteriores confirmaron in vitro que la proteina
tat no estimula la angiogénesis cuando es inoculada de forma aislada. So6lo tras la
exposicion de células cutaneas y células T infectadas con el VIH-1 cultivadas a
supernadantes ricos en citocinas, las células endoteliales normales -probablemente las
progenitoras de las células del SK-, devienen mdas receptivas a los efectos

mitogénicos/angiogénicos de la proteina tat.

De esto se deduce que para ser receptivas a los efectos de la proteina tat, las células
requieren ser preactivadas mediante citocinas inflamatorias, como por ejemplo la IL-1, el

TNF-a y el IFN-y (Barillari 1999). Normalmente éstas se encuentran ya incrementadas en
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el medio secundariamente a la reaccion inflamatoria frente a las infecciones viricas por el
VHH-8 y el VIH-1 (Pugliese 2002). A su vez, las citocinas estimulan la expresion tisular
de factores de crecimiento angiogénicos como el HGF, el bFGF y el VEGF, y también de

sus receptores.

Los propios factores bFGF y VEGF inducen la expresion de unos receptores que median
las interacciones entre las células endoteliales y la matriz extracelular, denominados
integrinas, a través de las cuales promueven la angiogénesis. El VEGF promueve la
expresion de la integrina-av-B5, mientras que el bFGF promueve la expresion de la

integrina-ov-33.

La proteina tat posee un dominio similar al del resto de factores de crecimiento
angiogénicos mediados por la heparina (Albini 1996). Este dominio acido o RGD de la
proteina tat es capaz de unirse a las integrinas de tipo av-B3 inducidas por la bFGF, pero
no a las inducidas por el VEGF. Por lo tanto, el efecto angiogénico de la proteina tat es
sinérgico al del factor bFGF y se correlaciona con la expresion de las integrinas-av-B3. De
hecho, los receptores av-f3 estan altamente expresados en las células fusiformes y en las
células endoteliales preactivadas de las lesiones del SK, colocalizdndose con el tat
extracelular. La union de la proteina tat a las células endoteliales a través de las integrinas-
av-B3, ofrece la sefial necesaria para que éstas proliferen, migren y crezcan, favoreciendo

de esta forma la progresion tumoral, tanto in vitro como in vivo.

Estos hallazgos confirman que la proteina tat actia como un factor de crecimiento

angiogénico indirecto, ya que necesita la activacion de las células endoteliales y la
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induccion especifica de los receptores por las citocinas inflamatorias y los factores de

crecimiento, para poder ejercer su actividad angiogénica.

En respuesta a la estimulacion con la proteina tat y en presencia de un medio
acondicionado por las células T activadas, las células del SK comienzan la proliferacion y
la migracion celular, degradando la membrana basal de colageno tipo IV, lo que indica la

adquisicion de un cierto potencial invasivo (Corallini 1996).

En resumen, los linfocitos T CD4+, los monocitos, los macrofagos y las células dendriticas
infectadas con el VIH-1 son capaces de producir proteina tat soluble que se une a las
integrinas-av-B3 de la superficie de las células del SK estimuldndolas de forma que
proliferan, y son capaces de producir y liberar citocinas proinflamatorias (IL-6) y
angiogénicas (FGF-B) que mediante un efecto paracrino estimulan el crecimiento tumoral.
Las citocinas inflamatorias liberadas por los leucocitos infectados por el VIH-1 y por las
propias células del SK pueden iniciar mecanismos de estimulacion del crecimiento y de la
proliferacion de ciertas células de respuesta -probablemente células endoteliales normales
y/o células precursoras del SK-, que a partir de ese momento adquieren caracteristicas

funcionales y fenotipicas de células del SK y se transforman en autonomas.

Con todos estos datos es logico especular que la estimulacion cronica del sistema inmune a
través de la liberacion continua de citocinas inflamatorias, efecto dramaticamente

incrementado por la proteina tat, puede contribuir a la patogénesis del SK-SIDA.
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Se cree que en los casos de SK-SIDA, el VHH-8 y el VIH-1 sobrerregulan su expresion
génica reciprocamente. Por ejemplo, el producto del gen KIE2 del VHH-8 interactiia
sinérgicamente con la proteina tat activando la exprexion de genes del VIH-1. Por otro
lado, la proteina tat y otras codificadas por el VIH-1 incrementan la expresion intracelular
de genes del VHH-8. Estos resultados correlacionan la coinfeccion del VHH-8 y del VIH-1

con una mayor incidencia del SK en pacientes con SIDA (Huang 2001).

Por otro lado, se ha descrito una molécula de aproximadamente 30kDa denominada
oncostatina M, una citocina producida por macréfagos y linfocitos T activados, que parece
ser uno de los principales componentes promotores del crecimiento en los medios
infectados por retrovirus, ya que se ha identificado su ARMm y la propia proteina en
células aisladas de lesiones de SK-SIDA. De hecho, en los casos controles la oncostatina
M no se expresa en ninguno de los diversos érganos examinados. Mientras que en los
pacientes VIH-1 positivos la oncostatina M se expresa en las células fusiformes y en las
células endoteliales tumorales, en las células musculares lisas que revisten las glandulas
sudoriparas, en las capas epidérmicas de la piel, y también en las células endoteliales que
revisten vasos no afectados por el SK. La conclusion es que la oncostatina M so6lo se

expresa en la piel y en las lesiones de SK de los individuos VIH-1 positivos (Cai 1994).

Tras la exposicion in vitro a oncostatina M, las células cultivadas del SK-SIDA adquieren
una morfologia fusiforme, muestran un incremento de su proliferacion y secretan una gran
cantidad de IL-6, de lo que se deduce que la actiia como un potente mitégeno (Miles 1992).
No obstante, la oncostatina M no induce directamente el crecimiento de las células

endoteliales, sino que al incrementar la expresion de IL-6 en estas células, permite que ésta
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ejerza su actividad mitogénica sobre los cultivos de células fusiformes derivadas del SK.
Adicionalmente, la oncostatina M actia como un factor de crecimiento autocrino para el
SK, ya que tras la utilizacion de un antisuero especifico, la proliferacion de las células

fusiformes del SK se inhibe, de forma correlativa con la disminucién de IL-6.

3.5.2. Induccion de la reactivacion del ciclo litico del VHH-8 por el VIH-1

Como hemos comentado con anterioridad, todos los herpesvirus, incluyendo el VHH-S,
establecen infecciones latentes en las células del huésped. La reactivacion VHH-8 en las
células infectadas permite el desarrollo de una infeccidon litica con la consiguiente
destruccion de la célula huésped y propagacion de la infeccion a otras células. Es evidente
que la regulacion de la induccion de la infeccion litica y de la replicacion virica del VHH-8
puede ser un punto critico en la progresion de las enfermedades relacionadas con este
virus, como es el caso del SK. No obstante, se desconoce en general el mecanismo por el

cual el virus establece la latencia y permite su posterior reactivacion.

Algunos autores han planteado que el VIH-1 puede participar en la patogénesis del SK
modulando la replicacion del VHH-8, amplificando de esta forma sus efectos. Para ello
han realizado estudios que examinan la replicacion del VHH-8 en lineas celulares
infectadas del linfoma B de cavidades (BCBL-1), tras el cocultivo con una linea de células

T CD4+ infectadas con el VIH-1 (Mercader 2000; Mercader 2001).

Un gran nimero de estudios previos han demostrado que las citocinas inflamatorias

producidas por las células mononucleares del infiltrado inflamatorio acompafante y
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posteriormente por las células tumorales del SK, tienen un papel critico en el desarrollo de
las lesiones del SK, permitiendo que las células endoteliales precursoras adquieran las
caracteristicas tipicas de las células tumorales del SK, promoviendo su crecimiento y

proliferacion tanto in vitro como in vivo.

Los resultados sobre la linea celular BCBL-1/VIH-1 han demostrado que algunas de estas
citocinas inflamatorias, en particular la oncostatina M, el HGF y el IFN-y, producidas por
las células mononucleares infectadas con el VIH-1, y en menor grado por las propias lineas
celulares infectadas por el VHH-8 (BCBL-1), son capaces de inducir la replicacion del
ciclo litico del VHH-8. Estos resultados indican que las citocinas, pueden estar
involucradas en la iniciacion y progresion del SK, también a través de la reactivacion del
VHH-8. Las citocinas involucradas en la reactivacion del VHH-8, a excepcion de la
oncostatina M, pueden producirse en pacientes VIH-1 negativos y bajo condiciones
inflamatorias fisiologicas, lo que explicaria la reactivacion del VHH-8 y la aparicion del

SK en otros grupos clinicos.

Aunque algunos estudios refieren que la reactivacion del VHH-8 se debe a la estimulacion
por las citocinas, algunos autores han postulado que otras proteinas asociadas al VIH-1
puedan estar también involucradas en la induccion de la infeccion litica del VHH-8. Entre
ellas se deben considerar la proteina tat, la gp120, la gp160 y la gp41. Los tnicos estudios
referidos a este tema parecen indicar que la proteina tat extracelular podria tener un papel
critico, desechando a la gp120 como posible responsable de la reactivacion del VHH-8 (Lu
2002). Asimismo, proteinas asociadas al VHH-8, como el antigeno nuclear asociado a

latencia (LANA 1), parece estar implicado en la persistencia episomal, en la regulacion de
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la transcripcidn y en la interactuacion con las proteinas celulares (Collins 2002; Komatsu
2002). Alteraciones en esta molécula podrian producir trastornos en la estructura episomal
del VHH-8. El gen Lyta del VHSK, codificado a partir del ORF50 del genoma virico, es un
gen de activacion litica que permite la salida de latencia. Se ha identificado que la region
promotora del gen Lyta esta altamente metilada en las células con infeccion latente
derivadas de PEL (Chen 2001). La desmetilacion de esta region induce la fase litica viral in
vitro de estas células, observandose los mismos resultados in vivo. Es decir, existe una
relacion entre la desmetilacion del promotor del Lyta y la reactivacion del VHH-8, pero
hasta ahora se desconoce el mecanismo que lo precipita. No obstante, son necesarios mas

estudios para confirmar de una manera certera estas hipotesis.

Es evidente que el contacto directo entre las células infectadas y las células endoteliales
precursoras puede ser importante para la transmision de la infeccion y el desarrollo del SK.
Esta proximidad fisica promueve atin mas la estimulacion de la replicacion del VHH-8 por
los productos del VIH-1 y, también la transmision de la infeccion por el VHH-8 a otras
células adyacentes. El VIH-1 se identifica ademés de en los linfocitos T, en las células
dendriticas dérmicas, en las células de Langerhans y en los queratinocitos basales de las
lesiones cutdneas del SK, en proximidad con las células infectadas por el VHH-8
(queratinocitos basales, células dendriticas, queratinocitos, macrofagos, células

endoteliales y células tumorales del SK).

Asimismo, varios estudios han mostrado que la carga viral del VHH-8 es mayor en
pacientes con SK que en individuos infectados con VHH-8 que no ha desarrollado SK.

Consecuentemente, esto concuerda también con la reciente evidencia de que la carga viral
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y la prevalencia del VHH-8 se incrementa con la progresion de las lesiones, siendo mas
alta en el estadio nodular o final de la enfermedad, puesto que cuantas mas células estén
infectadas mas extensos seran los efectos patogénicos del VHH-8. Estos hallazgos
correlacionarian con el hecho demostrado de que la deteccion de la infeccion por el VHH-
8, mediante anticuerpos o bien a través de la carga viral, puede ser predictiva del desarrollo

de la enfermedad.
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3.6. LAS PROTEINAS INHIBIDORAS DE LAS CDK (CKI): LA P27%™!

En general, las proteinas inhibidoras de las CDK (CKI) son un grupo de factores proteicos
con actividad inhibidora sobre los complejos formados por la unioén de la ciclina y de las
cinasas dependientes de ciclina o CDK. La union de la CKI produce una redistribucion de
la estructura tridimensional del lugar de activacion de la CDK, manteniéndola inactiva e
impidiendo de este modo que realice su accion cinasa sobre proteinas necesarias para la
progresion del ciclo celular (Esquema 8). Restringiendo la actividad de los complejos
ciclina-CDK, las CKI previenen la proliferacion de la célula. La actividad de las CKI se
afecta en muchos tumores, indicando que estas proteinas son criticas para el control de la

proliferacion celular.

Existen dos familias de CKI segun su estructura y segun las CDK a las que se unen: la
familia INK4 y la familia CIP/KIP. La familia INK4 (inhibidores de la CDK4) esta
constituida por las proteinas p16™ " la p15™ % la p18™* y la p19™** o p19°*"! que
actian unicamente sobre los complejos formados por las cinasas CDK4 o CDK6 y las
ciclinas de tipo D. La familia CIP/KIP, constituida por las proteinas p21<"", la p27*""' y la
p57%""2 posee una amplia actividad inhibidora sobre casi todas las CDK, pero
principalmente sobre los complejos formados por las cinasas dependientes de la ciclina D,
E y A. Se han identificado otras moléculas con funcion inhibidora dentro del ciclo celular,
por lo que se cree que existen mas tipos de CKI. Sin embargo, su estructura no esta todavia
completamente definida. Las principales CKI en las células de los mamiferos son la

p27KIP1’ la p21CIP1 yla p16INK4a (Sherr 1995; Nakayama 1998).
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Aunque inicialmente se pensd que la unica actividad de las CKI era inhibidora, trabajos
mas recientes basados en experimentos in vitro y estudios de sobreexpresion in vivo han
revelado que algunas proteinas CIP/KIP también pueden actuar como reguladores positivos

de las CDK, entre ellas la p27%"™" (ver apartado 3.2.2.5.).
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&

Complejo activo Complejo inactivo
Ciclina-Cdk Ciclina-CDK

Esquema 8: Inhibicion de un complejo ciclina-CDK por la CKI p275™'. La p27%™" s une tanto a la ciclina

como a la CDK, distorsionando el lugar de activacion de esta tltima.
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3.6.1. La p27<™!

La proteina CKI p27<""! es un inhibidor de la division y proliferacion celular, siendo uno
de los responsables primarios del control de la transiciéon G1/S. La accién principal de la
p27%""! es la regulacion negativa de la progresion del ciclo celular, a través del control

especifico de la actividad de los complejos ciclina-CDK que actian en dicha transicion. Es

KIPI
7

decir, el producto del gen p2 se une e inhibe a los complejos ciclinas D-CDK4/6,

ciclina E-CDK2 vy ciclina A-CDK2. Al operar en un punto critico del ciclo celular, la

KIP1
7

p2 toma parte activa en multiples funciones decisivas de la célula como Ila

proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (Sgambato 2000).

KIP1
7

Al impedir la transicion entre las fases Gl y S, la p2 es una de las moléculas

encargadas de ayudar a las células a retirarse del ciclo celular, lo que explicaria la

KIP1
7

presencia de concentraciones elevadas de p2 en células diferenciadas y quiescentes

(fase GO) (Steeg 1997). Esto se ha demostrado experimentalmente en linfocitos T y en

KIP1
7

fibroblastos en donde los niveles elevados de la p2 parecen ser uno de los

determinantes primarios en el mantenimiento de su estado de quiescencia (Kato 1994;
Nourse 1994; Coats 1996; Rivard 1996). Por lo tanto, la p27°""! podria tener una funcién
similar a la de la pRb activa en la permanencia de las células en GO y, en ultimo término,
en la diferenciacion celular. Consecuentemente, para que las células quiescentes inicien de

KIP1

nuevo la division es necesaria la disminucion de la p27™" ', mientras que para que las

células proliferantes abandonen el ciclo celular se requiere un incremento en la

7 KIP1
concentracion de la p27— .
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Adicionalmente, algunos estudios han descrito que la p27°"' puede ejercer efectos
protectores contra la apoptosis celular disminuyendo la actividad de la CDK2. En general,
es 16gico que la CKI p27<"™! coordine el ciclo celular y los programas de muerte celular
para que la viabilidad de la célula se mantenga cuando ésta decide salir de la division

celular (Hiromura 1999).

La implicacion de la p27<"! en la regulacion negativa de la proliferacion celular en los
modelos experimentales y en los estudios con tumores humanos sugiere que puede
comportarse potencialmente como un gen supresor de tumores (Loda 1997; Sgambato
2000), proporcionando nuevas evidencias en el vinculo entre el ciclo celular y la
oncogénesis. En contraste con la mayoria de los genes supresores de tumores estudiados

KIP1
7

hasta la fecha (como el pRb) la p2 no necesita la inactivacion de sus dos alelos para

perder su funcién, ya que la pérdida de sus efectos como gen supresor de tumores se

realiza a través de mecanismos que estimulan su degradacion (ver apartado 3.6.3.). Es

KIP1
7

decir, la p2 parece pertenecer a un nuevo tipo de genes supresores de tumores en los

que la reduccion de la expresion de la proteina no estd generalmente causada por cambios

KIPI
7

genéticos. La ausencia de mutaciones en el gen de la p2 en canceres humanos apoya

esta hipotesis. De todas formas, el hecho de que la funcién supresora tumoral de la p27<™"
dependa criticamente de su nivel absoluto de expresion indica que actua como un redstato,
mas que como un verdadero gen recesivo en el control del crecimiento y de la
transformacion neoplasica (Gstaiger 2001; Philipp-Staheli 2001).

KIP1

Ademas de su papel como CKI y potencial gen supresor de tumores, la proteina p27

puede coordinar varias sefiales procedentes del medio extracelular, actuando como limite o
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umbral de tolerancia para la progresion a la fase S o la salida del ciclo celular (Polyak
1994). De hecho, la cantidad celular de p27°"' se incrementa en respuesta a multiples
estimulos antimitogénicos, ejerciendo una funcidon similar, aunque contraria, a la que
realiza la ciclina D frente a estimulos mitogénicos. Si la p27<""! es capaz de controlar la
activacion del ciclo celular en respuesta a estimulos antimitogénicos ambientales, debe
considerarse una molécula esencial en la regulacion de la progresion del ciclo celular. De
esto se deduce que una de las formas de asegurar que las células tumorales no respondan a

sefiales ambientales antimitogénicas una vez han iniciado la fase S podria ser eliminar a la

p27KIP1

Una vez que una célula entra en la fase S estd obligada a completar el ciclo celular
independientemente de los estimulos que reciba del medio exterior, de lo que se deduce
que debe existir un mecanismo que asegure la irrevocabilidad de esta decision. La entrada
en fase S es dependiente de la activacion coordinada de las cinasas CDK4, 6 y CDK2 que,
a su vez, es regulada por su asociacion con la p27<"*'. Ademas, la p27*"' desempefia un
importante papel en la salida de la célula del ciclo en respuesta a sefiales ambientales.
Teniendo esto en cuenta, es probable que gracias a su relacion con estas cinasas, la p27<""
sea una de las moléculas de la maquinaria del ciclo celular encargadas de asegurar la
irrevocabilidad de la entrada en la fase S (Nguyen 1999).

En cultivos se ha observado que la expresion de la p27<™"

esta regulada negativamente por
contacto celular y por algunos factores de crecimiento especificos. El contacto intercelular

(que ocurre por confluencia de las células epiteliales o mesenquimales en cultivo) y la

pérdida de adhesion celular (en crecimientos celulares en suspension) regulan
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positivamente los niveles de la p27<"" (St Croix 1996). E1 TGF-P es un factor estimulante

KIP1 INK4b

in vivo de lap27™"" y también de la p15 , por lo que actiia como un factor inhibidor del
ciclo celular. De la misma forma, agentes que eleven la concentracion del AMPc y algunos
farmacos inhibidores del crecimiento incrementan la concentraciéon de p27<"" (Kato 1994;

Kawana 1998; Lloyd 1999).

En las células eucariotas, otras moléculas del ciclo celular (como las propias CDK) son
también encargadas de regular a las CKI, existiendo una regulacién mitua entre las CKI y
las CDK. Por ejemplo, la CDK2 dependiente de ciclina E/A es la encargada de fosforilar a
la p27°', lo que precipita su degradacién a través de la via ubicuitin-proteasoma
(Montagnoli 1999; Nguyen 1999). Asimismo, las CDK son capaces de inhibir proteinas

KIP1

reguladoras necesarias para la transcripcion genética y la sintesis de la p27° ",

disminuyendo de esta otra forma sus niveles en la célula.

Recientemente se ha descrito la existencia de un mecanismo capaz de anular la actividad

de la p27°"" sin degradarla, y que consiste basicamente en el secuestro de la p27*"" por

parte del complejo ciclina D-CDK (ver apartado 3.2.2.5.). Aunque en un principio se creia
que el complejo ciclina D-CDK tenia una actividad semejante a la del complejo ciclina E-

CDK2, en lo que se refiere a la fosforilacion y degradacién de la p27<™"

, se ha observado
que el complejo ciclina D-CDK es capaz de unirse a la p27*""" formando un complejo
ternario que anula la actividad inhibidora de la CKI pero mantiene la actividad cinasa
intrinseca del complejo, permitiéndole realizar sus principales funciones, como la

KIP1

fosforilacion de la pRb. El secuestro de la p27 impide que ésta realice su accion

inhibidora sobre el complejo ciclina E-CDK2, permitiendo la progresion del ciclo celular
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y, en ultimo término, facilitando su propia degradacion via ubicuitin-proteasoma. El
complejo ciclina E-CDK2 es también capaz de formar este complejo ternario con la
p27%"™! pero ello conlleva la inhibicion de su actividad cinasa y el freno de la transicién

Gl/S.

Este descubrimiento ha puesto de relieve nuevas funciones de la p27°"' como regulador
positivo (Moller 2000): estabilizacion de la formacion y mantenimiento del complejo
ciclina D-CDK; y constitucion de un reservorio latente de p27<"! que puede ser liberado
del complejo para realizar funciones especificas sobre otras cinasas.

KIP1
7

Como regulador pleiotropo, la p2 es una molécula diana de alteraciones que pueden

tener como consecuencia la disregulacion del ciclo celular y el desarrollo de céancer

(Desdouets 2000). Al funcionar controlando la salida del ciclo celular durante el desarrollo,

KIP1
7

la p2 tiene un papel negativo en la progresion tumoral y, por lo tanto, suele ser

inactivada durante la transformacion neoplasica. Numerosos estudios clinicos han

KIP1
7

mostrado que los niveles de la p2 se encuentran frecuentemente reducidos en diversos

canceres humanos, correlacionandose con un peor prondstico (Tsihlias 1999).

3.6.2. La degradacion de las moléculas del ciclo celular

Los mecanismos cruciales utilizados por las células en el control de los niveles de las
proteinas reguladoras especificas que se requieren en cada paso del ciclo celular son,
ademas de la estimulacion y la inhibicion, la sintesis y la degradacion. La interrupcion de

estos dos ultimos mecanismos también puede originar una proliferacion celular anormal e
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incluso el desarrollo de neoplasias, especialmente si la alteracion tiene como ultima

consecuencia la pérdida de control en la transicion entre las fases G1 y S.

En general, la degradacion de las proteinas es un mecanismo regulador clave de la
progresion del ciclo celular. Los acontecimientos proteoliticos pueden actuar no sélo en la
transiciéon G1/S, sino también en la entrada en la fase S asegurando la irrevocabilidad de
¢sta y manteniendo el orden del ciclo celular. Igualmente, la separacion de las cromatidas

hermanas y la salida de la mitosis son también dependientes de la proteolisis.

En los ultimos afios los mecanismos de degradacion de proteinas han atraido una gran
atencion y se han realizado intensos esfuerzos para intentar dilucidar las caracteristicas
intrinsecas de la maquinaria involucrada en la degradacion de las proteinas con vida media

corta que toman parte en el ciclo celular.

Aunque existen multiples vias proteoliticas, la proteolisis mas regulada se realiza mediante
un mecanismo denominado via ubicuitin-proteasoma, que consta de tres pasos principales:
sefializacion de la proteina diana o sustrato, union de multiples moléculas de ubicuitina al

sustrato proteinico y, por ultimo, la degradacion a través del proteasoma (Alberts 2002).
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3.6.2.1. El sistema de degradacion de proteinas dependiente de la ubicuitina y el

complejo proteasoma

El proteasoma

En las células eucariotas el proteasoma es el dispositivo final dedicado a la proteolisis de
polipéptidos. Se trata de una proteasa compleja dependiente de ATP que constituye un 1%
del total de las proteinas dispersas en el citosol y en el nucleo. Estructuralmente cada
proteasoma consiste en un cilindro con un hueco central (nucleo de 26S del proteasoma)
formado por multiples subunidades proteinicas que se ensamblan como una estaca de
cuatro anillos heptaméricos. Algunas de estas subunidades son proteasas distintivas cuya
actividad se localiza hacia la cara interna del proteasoma. Cada extremo del cilindro se
asocia con un complejo proteinico de 19S que contienen ATPasas y son los responsables
de la unién e introduccidon de las proteinas sustrato en el interior de la cdmara de
proteolisis, actuando también como verjas reguladoras de la entrada a esta cdmara

proteolitica.

La propiedad crucial y una de las razones de la complejidad del disefio del proteasoma es
la procesividad de su mecanismo. En contraste con una proteasa simple que degrada
unicamente pequefas porciones de un sustrato polipéptido, el proteasoma procesa el
sustrato entero en su interior hasta que todo él se encuentra convertido en pequeios

polipéptidos (Voges 1999).
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La ubicuitinacion

Con escasas excepciones, los proteasomas actian en proteinas que han sido
especificamente marcadas para su destruccion mediante el enlace covalente de multiples
copias de una pequefia proteina de 76 aminoacidos denominada ubicuitina. La ubicuitina se
encuentra en la célula libre o bien unida covalentemente a una amplia variedad de
proteinas intracelulares. Para la mayoria de estas proteinas, la union con la ubicuitina
constituye una sefalizacion que las dirige hacia su destruccion posterior mediante el

proteasoma.

La transferencia de la ubicuitina al sustrato requiere al menos la colaboraciéon de una
enzima activadora de la ubicuitina o E1 dependiente de ATP, que crea una ubicuitina
activada que se transfiere a una serie de enzimas conjugadoras de la ubicuitina o E2.
Generalmente para favorecer el reconocimiento del sustrato se requiere la colaboracion de
un tercer componente constituido por unas proteinas accesorias denominadas
genéricamente E3, que actiian en conjuncion con las enzimas E2. En el complejo E2-E3,
denominado también ubicuitin-ligasa, el componente E3 se une a lugares de degradacion
especificos de la proteina sustrato y ayuda a la E2 a unir una molécula de ubicuitina a una
lisina de la proteina sustrato. De esta forma, el residuo C-terminal de cada ubicuitina se
une a la lisina especifica de la ubicuitina precedente, originando en la proteina diana una
serie lineal de conjugados ubicuitina-ubicuitina o cadena multiubicuitina, que es
reconocida por un receptor especifico en el proteasoma (Esquema 9A y 9B). Por lo tanto,
el paso limitante en la destruccion de las proteinas es la transferencia final de la ubicuitina

catalizada por los enzimas conocidos como ubicuitin-ligasas (E2-E3).
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En los mamiferos existen aproximadamente unas 30 enzimas E2 y cientos de proteinas E3
que, aunque son estructuralmente parecidas, poseen especificidad de sustrato. De esto se
traduce que el sistema ubicuitin-proteasoma estd constituido por multiples vias
proteoliticas diferentes pero organizadas de un modo similar, que tienen en comun las
enzimas E1 y difieren en la composicion de sus ubicuitin-ligasas E2-E3. Cada ubicuitin-
ligasa reconoce ciertas sefiales de degradacion y, por lo tanto, marcan para su destruccion

proteinas intracelulares especificas (Hershko 2000).

Como se ha comentado previamente (ver apartado 3.2.2.3.) existen dos tipos principales de

complejos enzimaticos (Peters 1998) en el sistema de control del ciclo celular:

- el complejo SCF, implicado en la transicion G1/S, ya que sus sustratos diana
son las ciclinas G1 y las CKI;

-y el complejo promotor de la anafase (APC), que se requiere para la separacion
de las cromatidas hermanas en la anafase y para la salida de la fase M a la G1,
mediante la ubicuitinacion de las ciclinas mitoticas y de algunos inhibidores de

la anafase (p.e., securinas).
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Enzima
activador de SH
la ubicuitina
ATP Q ubicuitina
COO-
AMP
+
Q Union de la
ubicuitin-
5 -0 ligasa

SH

Ubicuitin-ligasa sefializada
con ubicuitina

Esquema 9A: Marcaje de las proteinas diana con ubicuitina (ubicuitilacion). Adicion secuencial de la

proteina ubicuitina a la enzima activadora de la ubicuitina (E1) y al complejo ubicuitin-ligasa (E2-E3).
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ligasa

Primera
ubicuitina
unida a la E3
proteina
diana

Proteina diana

con cadena
multiubicuitina

Esquema 9B: Marcaje de las proteinas diana con ubicuitina (ubicuitilacion). Adicion de una cadena

multiubicuitina a una proteina diana.
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Senalizacion de las proteinas diana o sustrato

La sefial que permite la unién de las moléculas de ubicuitina a las proteinas puede
adquirirse por distintos mecanismos. Un modo frecuente de crear esta sefial es fosforilar un
punto especifico en la proteina que, a su vez, enmascara una sefial de degradacion
escondida en condiciones normales. De la misma forma, la respuesta a senales
intracelulares o del medio extracelular puede crear una sefal de destruccion en la proteina
causando su rapida ubicuitinacion. Alternativamente, pueden crearse potentes sefiales de
degradacion produciendo la ruptura de un vinculo peptidico que origine un extremo N-
terminal desestabilizante de la proteina. Finalmente, alteraciones en la actividad de la
ubicuitin-ligasa debidas a la fosforilacion o a la transicion alostérica de la E3, ya sea por la
unioén con una molécula especifica o por la adicion de una subunidad proteinica, pueden

inducir una ubicuitinacién anormal.

Funcion de la via ubicuitin-proteasoma

Las principales funciones de los mecanismos proteoliticos intracelulares son reconocer y
eliminar proteinas malformadas y conferir una vida media corta a ciertas proteinas
estructuralmente normales cuyas concentraciones deben variar rapidamente para permitir
cambios en el estado celular. Algunas de las proteinas que toman parte en el sistema de
control del ciclo celular, como las ciclinas y las CKI, son degradadas por el sistema

ubicuitin-proteasoma.
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La sefial que permite la ubicuitinacioén de estas proteinas reguladoras del ciclo celular suele
ser la fosforilacion de ciertas localizaciones en su estructura proteinica. Los estudios
concernientes a las modificaciones post-transcripcionales de la ciclina D1, la ciclina E y la
p27%""! en las células de los mamiferos, demuestran la importancia de la fosforilaciéon de
estas moléculas en una localizacion especifica de su estructura para hacerlas susceptibles a

la ubicuitinacion.

Importancia de la via ubicuitin-proteasoma

Gran parte de las investigaciones realizadas en la ultima década relacionadas con la
oncologia se han centrado en la comprension de la regulacion del ciclo celular.
Evidentemente, la caracterizacion de los mecanismos que controlan el recambio de las
moléculas reguladores de la transicion G1/S es necesaria para un entendimiento completo

del ciclo celular y de la carcinogénesis.

En este sentido, se ha podido constatar que la regulacion post-transcripcional,
especialmente el sistema de degradacion de las proteinas dependiente de la ubicuitina y el
proteasoma o via ubicuitin-proteasoma, desempeia un papel fundamental en el control del
ciclo celular y, por lo tanto, en la proliferacion celular y en el desarrollo del cancer a través
de su participacion en la degradacion de las moléculas de vida media corta reguladoras de

la division celular.

La degradacion de las proteinas dependiente de la via ubicuitin-proteasoma es un proceso

altamente selectivo y preciso en el tiempo que permite una activacion instantanea de un
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programa funcional a otro. La especificidad de sustrato y la rapidez en la degradacion de
las proteinas son caracteristicas bdasicas para controlar las fluctuaciones en las

concentraciones de estas proteinas reguladoras a lo largo del ciclo celular.

La destruccion excesiva o defectiva de la proteolisis mediante la via ubicuitin-proteasoma
de algunas de estas moléculas puede producir alteraciones en la division celular.
Evidentemente, si la proteina seleccionada para la proteolisis es un estimulador del ciclo
celular, como una ciclina, su destruccion frenara la fase del ciclo celular que ésta regula.

Mientras que si se trata de una proteina con funcién inhibidora, como la p27°"",

se
producira una pérdida del control inhibitorio, lo que en ultima instancia se traduce en un
incremento de la proliferacion. Estos ejemplos reflejan la importancia para la célula de un
correcto funcionamiento de la degradacion de las moléculas reguladoras del ciclo celular,

indicando a la via ubicuitin-proteasoma como otro mecanismo crucial del sistema de

control del ciclo celular eucariota.

Como ya hemos comentado, los principales puntos de control de la actividad de los
complejos ciclina-CDK son la unidon o degradacion de las ciclinas, la fosforilacion de la
subunidad catalitica, o bien la union de las CKI. La proteolisis mediada por la ubicuitina y
el proteasoma puede actuar a todos estos niveles y, por tanto, desempefia un papel decisivo
en la regulacion de los complejos ciclina-CDK y en el control del ciclo celular de las
células mamiferas (Argilés 1998). Por ejemplo, los complejos ciclina-CDK que estan
involucrados en las decisiones mas criticas del crecimiento y la quiescencia celular son los
complejos formados por las ciclinas de tipo D y las ciclinas E y A con sus respectivas

subunidades cataliticas, cuyas actividades son esenciales para conducir a las células de la
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fase G1 a la fase S. La proteolisis mediada por la via ubicuitin-proteasoma es uno de los

principales reguladores de la actividad de estas ciclinas (Krek 1998).

La actividad de la proteina p53 en relacion al dafio del ADN se asocia al reconocimiento de
la lesion genética por medio de proteinas especificas que activan directa o indirectamente a
los complejos de reparacion del ADN. En este sentido, se ha identificado que la enzima de
conjugacion de la ubicuitina UBC2 interacciona con una de estas proteinas de
reconocimiento de la lesion genética. Esto indica que la degradacion proteica mediada por
la ubicuitina y el proteasoma tiene un papel importante en la transduccion de la senial de
lesion del ADN (UBC2), e impidiendo la degradacion de la p53 mediante la inhibicion de
las protein-cinasas que la fosforilan (ver apartado 3.3.6.3.). La via ubicuitin-proteasoma
participa en la degradacion proteolitica de la proteina p53 a través de una ubicuitin-ligasa

denominada Mdm2 (Haupt 1997).

Ademas de la ciclinas y de la proteina p53, existen otros productos de oncogenes con
funciones importantes en la progresion normal del ciclo celular, que son también
susceptibles de ser degradados por la via ubicuitin-proteasoma. Entre ellos cabe destacar al

c-mos o factor citostatico-1 (CSF-1), el c-jun y el c-fos.

Es interesante destacar que parecen existir oncogenes relacionados con la via ubicuitin-
proteasoma. El oncogén humano #re-2 codifica una enzima relacionada con el sistema de la
ubicuitina que cataliza la ruptura del enlace entre la ubicuitina y los remanentes del

sustrato original todavia unidos al complejo proteasémico. Otro de los genes cuya
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expresion podria relacionarse con la aparicion de tumores humanos es el UBEIL, cuyo

producto tiene un elevado grado de identidad con la enzima E1.

Ademas, la via ubicuitin-proteasoma también participa en otros tipos de situaciones
patologicas diferentes al desarrollo neopléasico, como la enfermedad de Alzheimer, las

distrofias musculares o la caquexia (Argilés 1998).

En el caso del cancer, el estudio de la implicacion de la via ubicuitin-proteasoma es
particularmente interesante, ya que debe averiguarse si los cambios observados en ella son
el efecto o la causa del crecimiento tumoral. Igualmente, un mayor conocimiento del ciclo
celular y de los mecanismos de control y regulacion de la via ubicuitin-proteasoma in vivo
podria servir para el descubrimiento de nuevos oncogenes relacionados con esta via y para

el disefo de futuras estrategias terapéuticas.

De todo lo anteriormente expuesto se puede extraer la conclusion de que la via ubicuitin-

proteasoma se halla involucrada en numerosos tipos de situaciones patologicas.

3.6.2.2. El complejo SCF/p45°*™* ubicuitin-ligasa

Mediante la formacion de unidades ubicuitin-ligasa especificas, el complejo enzimatico
SCF permite la ubicuitinacion y posterior proteolisis de varias proteinas reguladoras de la
transicion G1/S como la p27°"™!, la p21“"™!, las ciclinas de tipo D, la ciclina E, la ciclina A

y los E2F (Lisztwan 1998; Yu 1998; Marti 1999; Nakayama 2001).
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El complejo proteinico SKP1/CDC53/F-box (o simplemente SCF) es un complejo
enzimatico recientemente descrito. El complejo SCF contiene componentes constantes
como la p19°**!, la CDC53 (Cullin-1 o Cull) y la proteina reguladora de la cullins/RING
box (Rocl/Rbx1), asi como componentes variables conocidos como proteinas F-box, que
son las responsables de la especificidad de sustrato de la ubicuitin-ligasa (Esquema 10).
La union de la ubicuitin-ligasa SCF especifica a su proteina sustrato permite la
ubicuitinacion. Normalmente, el estado de fosforilacion de las proteinas diana es el que
permite el reconocimiento por parte de su ubicuitin-ligasa: solo las proteinas

especificamente fosforiladas son reconocidas, ubicuitinadas y destruidas (Lisztman 1998).

SKP2 SKP1
5 9

La proteina F-Box p4 , mediante su unién con la pl , constituye una de las
ubicuitin-ligasas especificas denominada SCF/p45°*" (Schulman 2000). La p45°F? se
expresa en la fase G1 tardia, uniéndose al complejo SCF que se encuentra localizado en el

55%P2 41 interior del nucleo, en

citoplasma y permitiéndo el traslado del complejo SCF/p4
donde promueve la ubicuitinacion de las proteina seleccionadas. Frecuentemente se ha
identificado la presencia de una variante C-terminal de la p45°“*? denominada p45°<"*-
CTV que se encuentra en el citoplasma de algunas lineas celulares asociada a la forma
usual de la p45°“*?. El dominio C-terminal de esta variante parece contener un dominio de
retencion citoplasmatico que es mas potente que la senal de atraccion nuclear. Por ello, esta
variante de la p45° " falla en su intento de unirse a la p19°"" para constituir el complejo
y permanece anclada en el citoplasma. Debido a su deslocalizacion citoplasmatica, es

probable que la p45°“P2-CTV sea incapaz de realizar correctamente la ubicuitinacion de las

proteinas seleccionadas. De esto se deduce que un incremento de la produccion de esta
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variante reduciria la degradacion de varias moléculas del ciclo celular, que

consecuentemente permanecerian activas (Ganiatsas 2001).

La ciclina E y la p27%""! son las moléculas que muestran unos cambios de concentracion
mas marcados durante la transicion de la fase Gl a la fase S, cambios regulados
predominante por mecanismos post-translacionales dependientes de la via ubicuitin-
proteasoma. De hecho, existen evidencias bioquimicas y genéticas que sugieren que la
SCF/p45°*" funciona como la ubicuitin-ligasa especifica de la ciclina E y la p27°""'. De
acuerdo con esto, la p45°“"? puede ser un importante factor en el control de las
concentraciones de dos de los principales reguladores positivos y negativos del ciclo

celular en la transicion G1/S (Nakayama 2001).
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Componentes Componentes
constantes variables
p19sKk1 Proteinas F-box
(p45skpPz | )
Cullin - 1
Roc1 / Rbx1

Esquema 10: Complejo proteinico SCF (SKP1/CDC53/F-box).
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3.6.3. La degradacién de la p27¥'*!

Es evidente que la degradacién de la p27<""! es necesaria, tanto en las células normales
como en las tumorales, para posibilitar la entrada de una célula en reposo en la division
celular y permitir la progresion del ciclo celular, sobre todo a nivel de la transiciéon G1/S.

Obviamente, la degradacion de la p27<™"

es indispensable en las células infectadas por
virus para que €stos puedan replicar su genoma utilizando la maquinaria de la célula

huésped.

Basandonos en lo anterior, es prioritario examinar cudles son los principales mecanismos
que pueden originar una disminucion de la expresion de la p27<"'. Teéricamente, en
cualquier proteina existen tres niveles principales cuya alteracion puede tener como
consecuencia un descenso de la concentracion célular de la molécula en cuestion:
mutaciones en el gen codificador, fallos en la transcripcion y/o translacion, y por ultimo

alteraciones post-transcripcionales.

La disminucion de la expresion de proteinas mediante la adquisicion de mutaciones es un
fenomeno comun en el desarrollo de tumores humanos. No obstante, mutaciones en los
genes que codifican a las CKI inactivandolas funcionalmente son raras, sobre todo en la

familia CIP/KIP. Una excepcion es el gen de la p/6™"" de la familia INK4 que sufre con

cierta frecuencia delecciones y mutaciones en varios tipos de canceres. El gen p275F" se
localiza en el brazo corto del cromosoma 12, en las cercanias del 12p12-12p13.1, en donde

se han descrito algunas delecciones y reordenamientos en leucemias y mesoteliomas. Se

han realizado varios estudios mediante RCP en diferentes tipos de carcinomas humanos
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para intentar determinar posibles mutaciones en el gen p275"/. Aparte de polimorfismos
silentes, no se detectaron mutaciones somaticas especificas en la region del gen p27°*".
Consecuentemente, y aunque se ha confirmado la reduccion de los niveles de p27*"" en
muchos tumores humanos, los resultados observados en la literatura revisada sugieren que
las mutaciones en el gen p27°""' son excepcionales en las neoplasias humanas (Kawamata
1995; Morosetti 1995; Ponce-Castaneda 1995; Ferrando 1996; Shi 1996; Spirin 1996;

Takeuchi 1998).

No hay que olvidar que la expresion de algunos genes puede estar suprimida por
metilacion de su region promotora (Nakatsuka 2003). Esto provoca la disminucion de la

expresion tanto del ARNm como de la proteina p27*""!, de forma que la metilacion del

KIPI
7

ADN se correlaciona inversamente con la expresion del producto del gen p2 en las

células normales y tumorales. Sin embargo, el rango de disminucion de expresion de la

KIP1
7

p2 es mucho mayor en las células tumorales. Por lo tanto, estos resultados sugieren

que un incremento en la metilacion del ADN es un posible mecanismo de silenciamiento

del gen p2757F

con cierta relevancia en la oncogénesis de algunas neoplasias. De todas
formas, y aunque las alteraciones transcripcionales y translacionales en la sintesis de
proteinas son un mecanismo de control mas avanzado, estan poco descritas en la

regulacion de la cantidad de p27°"" durante el ciclo celular, lo que indica que no se trata de

uno de los principales mecanismos en la infrarregulacion de la p27°™" (Qian 1998).

Diferentes estudios in vivo e in vitro han demostrado que la degradacion post-

KIP1

transcripcional es el sistema principal de regulacion de la cantidad de p27~  en la célula,
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siendo la via ubicuitin-proteasoma el mecanismo proteolitico fundamental (Pagano 1995).

Multiples hechos argumentan esta suposicion:

- En las células quiescentes las concentraciones de la p27°"" son elevadas, sin
observarse un incremento en su sintesis o en su ARNm. Asimismo, muestran
muy poca actividad de ubicuitinacion de la p27*"', en comparacién con las
células proliferantes. Esto indica que probablemente la acumulacién de p27<'™"!
en las células quiescentes se deba a una disminucion de su ubicuitinacion, lo

que ademas concuerda con el marcado incremento en la vida media de la

KIP1
7

p2 en estas cé¢lulas.

- Varios estudios han mostrado que las células de algunos carcinomas con baja

KIP1
7

expresion de p2 muestran un incremento de la actividad de la via ubicuitin-

proteasoma y de la ubicuitin-ligasa especifica de la p27°"" (Gstaiger 2001;
Hershko 2001; Kudo 2001).

- Por otro lado, la inhibicion o deplecion del proteasoma o la adicion de mutantes

KIP1
7

de ubicuitina bloquean la degradacion de la p2 , independientemente de su

estado de fosforilacion, manteniendo su concentracion constante (Nguyen

1999).

La prostata, uno de los 6érganos mas estudiados respecto a la relacion entre la expresion de

p27<"! y el desarrollo de patologia, ejemplifica claramente las diferentes vias de

KIP1

infrarregulacion de la p27™" . La hiperplasia benigna prostatica y el carcinoma prostatico

KIP1

se asocian a niveles reducidos de expresion de la p27~" . En la hiperplasia benigna

prostatica hay una disminucion del ARNm de la p27<"", lo que sugiere que la pérdida de
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expresion de la p27""' es debida a una reduccion de la transcripcion. En cuanto al

carcinoma prostatico, los niveles de ARN mensajero (ARNm) son similares a los presentes

KIP1
7

en la préstata normal, lo que indicaria que la supresion de la p2 en esta neoplasia

maligna es post-transcripcional (Cordon-Cardo 1998).

En resumen, estas observaciones demuestran que la degradacion post-transcripcional de la

KIP1
7

p2 via ubicuitin-proteasoma es el mecanismo mas trascendente en la regulacion de la

7KIP1, tanto en las células normales como en las células transformadas.

expresion de la p2
La via ubicuitin-proteasoma es la via final de degradacién de la proteina p27<"'. El paso
limitante de este proceso, tanto in vitro como in vivo, es la reaccion de transferencia de la

SKP2
5

ubicuitina catalizada por una ubicuitin-ligasa denominada SCF/p4 , que reconoce

especificamente a la p27<""! fosforilada en la Tre187 (Carrano 1999).

La fosforilacion de la p27<""! en la treonina 187 (Trel87), realizada principalmente por la
cinasa CDK2, origina la desestabilizacion de la molécula y es el requisito indispensable

que inicia y permite el reconocimiento especifico por la SCF/p45°<F?

y posterior
degradacion de la p27<"! en las células (Sheaff 1997; Carrano 1999; Tsvetkov 1999).
Aunque el complejo ciclina E-CDK2 es el principal inductor de la fosforilacion de la
p27%"! el complejo formado por la ciclina k, codificada por el VHH-8, y la cinasa celular
CDKG6 es capaz de fosforilar a la p27*""" iniciando su desestabilizacion (Ellis 1999). De

hecho, la capacidad de la ciclina k de promover la progresion del ciclo celular en las

células infectadas que expresan p27°"" depende de la degradacion de esta CKI y de la
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activacion consecuente de los complejos ciclina E-CDK2 celulares que en condiciones

normales son inhibidos por la p27*'"".

La ubicuitinacion de la p27<™" por la ubicuitin-ligasa SCF/p45°“F? posibilita su posterior
degradacion en el proteasoma. Multiples evidencias han demostrado la relacion entre la
actividad de las CDK, la via ubicuitin-proteasoma y la degradacion de la p27<"'. De
hecho, la degradacion de la p27<""! se controla dualmente por la acumulacion de las CDK

y de las ubicuitin-ligasas SCF/p45°*"* (Carrano 1999).

Recientes estudios han identificado la existencia de unas moléculas denominadas
subunidades cinasas Cdc (Cks) que parecen tener un papel importante facilitando la union
. KIP1 L SKP2
y reconocimiento entre la p27 y la ubicuitin-ligasa SCF/p45 (Harper 2001).
También existen otros procesos proteoliticos con menor relevancia que pueden degradar a
la p275"*!. La activacion de otras cinasas (ERK) por vias de transduccion de sefiales (via
del Ras) activadas a su vez por mitégenos, la disfuncion del gen c-myc y los procesos de
rapida proteolisis (independientes de la via ubicuitin-proteasoma) forman parte de este

grupo (Malek 2001).

Por otro lado, en modelos experimentales con ratones la proteina p38 codificada por el gen

KIP1

Jabl interactia especificamente con la p27~" . La sobreexpresion de p38 en células de

KIPL del nucleo al citoplasma, lo que

mamiferos causa la translocacion de la p27
desencadena una aceleracion de su degradacion y la consiguiente disminucién de su

concentracion. Por lo tanto, la p38 puede funcionar como un regulador negativo de la

p27%"! promoviendo su degradacion (Tomoda 1999).
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En conclusion, y partiendo del hecho de que la degradacion post-transcripcional de la
p27%""! a través de la via ubicuitin-proteasoma es el mecanismo principal de regulacion de

la expresion de la p27<™"! en la célula, deben valorarse los diferentes niveles que componen

KIP1
7

la degradacion de la p2 , sobre todo la fosforilacion (CDK2 o v-ciclina) y la

SKP2
5

ubicuitinacién (ubicuitin-ligasa SCF/p4 y Cks), para poder valorar en conjunto el

proceso degradativo de esta CKI y las posibles consecuencias de su alteracion en el

desarrollo de tumores.

3.6.3.1. Regulacién de la degradacién de la p27<"*' por las CDK

Los complejos ciclina E-CDK2, ciclina A-CDK2 y ciclina D-CDK6 actian como

CIP1 KIP1
1 7

moduladores del comportamiento de las CKI p2 , y también de algunos de

Yy p2
los factores de transcripcion E2F, del antigeno nuclear de reparacion y replicacion del

ADN (PCNA) y de las proteinas p19°*"" y p45°*"2 entre otros.

La p27°"" puede unirse a los complejos ciclina D-CDK4, ciclina D-CDK6 y ciclina E-
CDK2, siendo no obstante los efectos resultantes distintos (ver apartado 3.2.2.5.). El

ensamblaje de la ciclina D y la CDK4 en respuesta a los mitdgenos requiere la presencia de

KIP1

una CKI, normalmente la p27 o bien alguna de sus compafneras CIP/KIP. Esta

KIPL estabiliza a los complejos ciclina D1-CDK, permitiendo que

asociacion con la p27
contintien siendo cataliticamente activos. En estos complejos el residuo Trel87 de la

p27°"! no suele ser fosforilado. La formaciéon del complejo ternario ciclina D-CDK4-

p275"! parece realizarse a expensas de la p27°""! contenida en los complejos ciclina E-
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CDK2-p27"""! presentes en G1. Por lo tanto, la activaciéon parcial de la CDK2 se logra
gracias al secuestro de la p27°"' por parte de los complejos ciclina D-CDKA4.
Posteriormente, la activacion completa de la CDK2 facilitara la fosforilacion de la p27<™"

en la Trel187, senalandola para su proteolisis mediada por la via ubicuitin-proteasoma.

De esto se deduce que la p27<"! puede unirse al complejo ciclina E-CDK2 tanto de un
modo inhibitorio, como no inhibitorio. En el modo inhibitorio la p27*"" transforma al
complejo ciclina E-CDK2 en una enzima cataliticamente inactiva. Mientras que en el
modo no inhibitorio, la p27*"" es fosforilada en la Trel87 por la ciclina E-CDK2, que la
sefiala para su ubicuitinacion. COmo se modula la transicion entre ambos tipos de union in
vivo es actualmente desconocido (Krek 1998).

KIP1
7

En condiciones normales, el aumento de la cantidad de p2 conduce a la detencion de

la célula en la fase G1, suceso que se supera mediante un incremento de la expresion de la

ciclina D o de la ciclina E. Durante la sobreexpresion de la ciclina DI, la célula se

KIP1
7

incorpora a la fase S, pero la concentracion de la p2 no se reduce (Blain 1997), ya que

se encuentra secuestrada o almacenada en los complejos ciclina D-CDK (Sherr 1999).

KIP1
7

Durante la sobreexpresion de la ciclina E, la concentracion de la p2 se reduce debido a

que su degradacion se activa (Sheaff 1997). Por lo tanto, el complejo ciclina D-CDK es

KIP1

capaz de impedir la accion inhibitoria de la p27 y simultdneamente mantener sus

propias funciones, permitiendo asi la entrada en la fase S por mecanismos no degradativos.

Todas estas observaciones sugieren que las células pueden regular la actividad de la

KIP1 s i . . .y . . .
p27 en la transicion G1/S mediante la combinacion de dos mecanismos distintos:
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secuestrandola de una manera dependiente de la ciclina D-CDK4, o bien degradidndola

mediante la fosforilacion dependiente de la ciclina E-CDK2.

En suma, la actividad de la CDK2 es necesaria para la ubicuitinaciéon y posterior

KIP1 KIP1
7 7 e

degradacion en el proteasoma de la p2 , ya que la reaccion degradativa de la p2 S
especificamente dependiente de la fosforilacion del residuo Trel87 por parte de la CDK2.
De todas formas, no esta claro como ocurre la fosforilacion del residuo Trel87 de la
p27%""! El enlace de la p27°"" al complejo ciclina-CDK debe desenmascarar al grupo

carboxilo terminal del inhibidor; o bien, debe existir un aumento de la concentracion del

inhibidor alrededor de la cinasa que facilite dicha fosforilacion (Nguyen 1999).

KIP1

3.6.3.2. Regulacion de la degradacion de la p27™ por la v-ciclina

La expresion de la v-ciclina o ciclina k codificada por el gen ORF 72 del VHH-8
representa un nuevo medio para lograr la degradacion de la p27°"!. De hecho, la
fosforilacion de la p27<"! mediada por la v-ciclina es critica para la progresion del ciclo
celular en las células infectadas por el VHH-8. La caracteristica mas importante de la

KIP1
7

ciclina k es su capacidad de resistir la actividad inhibitoria de la p2 y conseguir su

degradacion, para permitir asi el avance del ciclo celular y la replicacion del genoma del

VHH-8.

KIPI INK4
7 6

En condiciones normales, el incremento de las CKI p2 produce un arresto

y pl
de las células en G1, impidiendo la entrada de la célula en la fase S. La v-ciclina es capaz

de superar la detencién en G1 impuesta por los represores del crecimiento pl6™ " y
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p27%"! substituyendo funcionalmente a las ciclinas del tipo D en la activacion de las
CDKG6. Asi, la ciclina k mediante la activacion de las CDK6 endodgenas suprime el arresto

6INK4a

impuesto en G1 por la sobreexpresion de la pl , ya que los complejos ciclina k-CDK6

6INK4a

son resistentes a la inhibicion mediada por las CKI, entre ellas la p1 (ver apartados

3.3.11.y 3.4.14.1).

Sin embargo, el arresto impuesto en G1 por la p27<""

se evita no sblo por la resistencia
intrinseca del complejo ciclina k-CDK6 a esta CKI, sino también gracias a la habilidad de
la ciclina k para ampliar el repertorio de sustratos que pueden ser fosforilados por la cinasa
CDK6 enddgena, en comparacion a cuando forma complejos celulares con las ciclinas de
tipo D. Gracias a esta propiedad, el complejo virico ciclina k-CDK®6 es capaz de fosforilar
a la CKI p27"'""" en la Tre187, un sustrato propio de la CDK2, induciendo su degradacion
via ubicuitin-proteasoma, disminuyendo su concentraciéon y permitiendo que la célula
infectada supere la transicion G1/S. De esto se deduce que la célula infectada por el VHH-
8 vence el freno en G1 impuesto por la p27*""! mediante dos mecanismos: resistiendo a su
accion inhibidora y estimulando su degradacion.

KIP1
7

La reduccion de los niveles de p2 secundarios a la accion del complejo ciclina k-

CDKG6 favorece la activacion de la ciclina E-CDK2, que completa la degradacion de la

p27<"! y posibilita la progresién del ciclo celular.

Al contrario que en los complejos ciclina D-CDK endogenos, la estabilidad del complejo

1 CIP1 KIP1

ciclina k-CDK®6 no esta limitado por la unién a la p2 oalap27™", indicando que el
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holoenzima virico, aparte de no estar antagonizado por los inhibidores CIP/KIP, tampoco

requiere a una proteina CIP/KIP para su ensamblaje (Sherr 1999).

Aunque generalmente la fosforilacion es la responsable de la desestabilizacion de la
p27%""! es concebible que una hiperactivacion de las vias de transduccion de sefiales que
accionan la inactivaciéon de la p27°"™" pueda provocar su desestabilizacion y posterior
degradacion. Mutaciones del gen Ras o una expresion disregulada del c-myc, como
consecuencia de la actividad de productos sintetizados por el VHH-8, podrian producir una
activacion de la ciclina E-CDK2 y la consiguiente fosforilacion de la p27°""'. No obstante,
aunque las alteraciones en la expresion del c-myc se observan con frecuencia en linfomas
humanos, no se ha identificado en el linfoma primario de derrames asociado a VHH-8
(Ellis 1999).

En suma, la resistencia a la inhibicion y el estimulo de la degradacion de la p27<™!
secundarias a la presencia de la ciclina k son algunos de los sucesos criticos en la
alteracion del control del crecimiento celular normal inducido por el VHH-8, y que

probablemente contribuyen a la oncogénesis asociada a este virus.

KIP1

3.6.3.3. Regulacion de la degradacion de la p27™" " por la via ubicuitin-proteasoma: la

ubicuitin-ligasa SCF/p45°K"

La degradacion de la p27™"

en la fase S puede ser bloqueada, in vivo e in vitro, en los
extractos que contengan ubicuitinas mutantes (ubicuitina K48R) inhibidores del

proteasoma, o bien en los que las ubicuitinas o los proteasomas se encuentren
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depleccionados o agotados. Estos datos confirman que la degradacion de la p27<"' es

claramente dependiente de las ubicuitinacion y de la actividad del proteasoma, y en

general, de la integridad de la via ubicuitin-proteasoma.

Multiples lineas investigadoras han mostrado numerosas evidencias que indican que la

ubicuitin-ligasa SCF/p45

SKP2 . . . .
es la enzima especifica y necesaria para la degradacion

mediada por ubicuitina de la CKI p27*'""! fosforilada (Carrano 1999):

SKP2 . C o KIP1
La p45 es esencial para la ubicuitinacioén in vitro e in vivo de la p27

SKP2 KIP1
5 7

fosforilada. La p4 promueve la ubicuitinaciéon de la 2 interactuando

fisicamente y especificamente con el extremo COOH terminal de la p27<"",
solo cuando la Trel87 esta fosforilada.

55KP2 pero no con otras proteinas F-box.

La p27°""! interactua in vitro con la p4
Anticuerpos anti-p45°*"* impiden la ubicuitinacion de la p27<"*!. Asimismo, se
observa un incremento en la cantidad celular de p21“"™" y ciclina D1, indicando
también el papel del p45°<™? en la regulacion de estas dos moléculas del ciclo
celular.

Los extractos celulares sin p45°<™? son deficientes en la ubicuitinaciéon de la
p27%"!: mientras que la adicion de p45°*"? recombinante reconstituye la
ubicuitinacion dependiente de fosforilacion.

Las células de ratones doble nulos para el gen de la p45°"* acumulan p27*™"!

en su forma Trel87-fosforilada, y esta situacion es revertida por la adicion de

p45 SKP2

UAB
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6. Su unién in vivo es mas predominante en la fase S que en la G1, hecho que
correlaciona con el momento de mayor incremento de CDK2.

7X%PL 5610 ocurre en G1 cuando se afiade

7. En cultivos la ubicuitinaciéon de la p2
p455F2 y ciclina E-CDK2; por lo tanto, la p45°*™ y la ciclina E-CDK2 son
moléculas limitantes en la ubicuitinacion y degradacion de la p27°™".

La fosforilacion del residuo Trel87 desestabiliza a la p27<'™"!

siendo condicion sine qua
non para su identificacion como sustrato especifico por parte de la ubicuitin-ligasa
SCF/p45°*™ (Tsvetkov 1999). No obstante, se ha identificado la fosforilacion de otros
residuos distintos en la p27°"'. De hecho, algunos estudios han observado que
aproximadamente el 70% de la fosforilacion total de la p27<""" esta localizada en la Serina

10 (Serl0), y que ésta es mas frecuente en las células GO/G1, fases en que la p27<"' s

e
encuentra estable. De estas observaciones se deduce que la Ser10 parece ser la localizacion
de fosforilacion principal y la que ofrece mayor estabilidad a la p27<'"!. Este incremento
de estabilidad de la p27<"" sugiere que la desfosforilacion de este residuo Serl0 puede
tener un importante papel en la entrada de las células GO/G1 en el ciclo celular. Se
desconoce la cinasa y fosfatasa responsables de la fosforilacion y desfosforilacion de la

Ser10, asi como cuales son los mecanismos por los que esta fosforilacion estabiliza a la

KIP1 : . ~ . ;.
p27"" y si ésta se encuentra relacionada con sefiales externas mitogénicas.

En general, el descubrimiento de la fosforilacion de la Ser10 indica la posibilidad de que la
estabilidad de la p27°"' sea sujeto de una regulacion dual entre la fosforilacion de la
Trel87, que conlleva su degradacion y la fosforilacion de la Serl0O, que estabiliza la

molécula (Ishida 2000).
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Disfunciones en los distintos componentes del complejo SCF pueden conllevar
alteraciones en el recambio de sus proteinas sustrato especificas, entre ellas la p27<"'. El
hecho de que la p45°*** no s6lo tenga potencial oncogénico in vitro sino que también esté
sobreexpresado en ciertos tumores indica que su expresion disregulada puede ser el
mecanismo de pérdida de los efectos supresores de tumores de la p27<"" (Gstaiger 2001;
Masuda 2002). Alteraciones estructurales en las proteinas F-box como la variante p45°<-
CTV, que se localiza unicamente en el citoplasma y, por lo tanto, es inactiva respecto a su
accion habitual sobre la p27<""! y el resto de proteinas diana especificas a las que debe
ubicuitinar. Activaciones oncogénicas del gen Myc o la presencia de proteinas del tipo
Nedd8, que tendrian como efecto la sobreexpresion o modificacion de la subunidad Cull
del complejo SCF respectivamente, podrian producir un aumento de la degradacion
mediada por este complejo. Asimismo, el segundo miembro de la familia de proteinas
RING box, la Rbx2, también denominada producto del gen sensible a la apoptosis (SAG),
es capaz de unirse a la p45°*™%. Esto tendria como consecuencia un incremento bruto en la

SKP2
5

cantidad y probablemente en la actividad del complejo SCF/p4 , COMO consecuencia

del sumatorio de los complejos SCF constituidos por la Rbx1 -componente habitual- y los

constituidos por la Rbx2.

Evidentemente, la descripcion relativamente reciente de los componentes del complejo
SCF sugiere la posible existencia de otras moléculas constituitivas o relacionadas no

identificadas con una contribucion incierta sobre la actividad del complejo y, por lo tanto,

KIP1

sobre la p27" . Estudios adicionales serdn necesarios para acabar de describir con

KIP1 SKP2
57

exactitud la regulacion de la degradacion de la p27™~  por el complejo SCF/ p4
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KIP1

3.6.3.4. Regulacion de la degradacion de la p27™ " dependiente de las Cks

Ciertas CDK forman complejos con unas pequefias proteinas de 9-18 kDa conocidas
genéricamente como las subunidades cinasas Cdc (Cks), de las que se han descrito dos
tipos: la Cksl y la Cks2. Las Cks humanas son proteinas conservadas estructural y
funcionalmente en los eucariotas, y se unen especificamente con las CDK1, CDK2 y

CDK3 (Harper 2001).

Cuando las Cks se unen a las CDK no acttian como inhibidores o activadores en el sentido
clasico, sino que parecen modular la seleccion o la extension de la fosforilacion del
sustrato. Se desconoce exactamente como las Cks facilitan la fosforilacion de los sustratos
de las CDK. Es factible que ciertas proteinas sustrato puedan interactuar con un fosfato de
union localizado en la superficie de las Cks y, en este contexto, dichas proteinas sean

fosforiladas mas eficientemente por las CDK.

Estudios recientes han identificado que un miembro de este un nuevo grupo de proteinas
estd implicado en la degradacion de la p27<"'. La Cksl, denominada también p9Cksl,
parece actuar como un cofactor esencial en la ubicuitinacion de la proteina CKI p27<"! a
través de la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*"* (Esquema 11), participando asi en su proteolisis

via ubicuitin-proteasoma.

Hechos que apoyan la hipotesis de la existencia de otro cofactor en la ubicuitinacién de la
p27%"" es que la p27°™! fosforilada en la Trel87 no puede interactuar con la p45°*™* en

extractos purificados que Gnicamente contienen p45°%™*. Asimismo, las células en
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extractos sin Cks muestran una gran acumulacién de p27%""' fosforilado, lo cual sugiere
que estas células son defectivas en la ubicuitinacion de la p27*™"', ya que ésta se encuentra
bloqueada un paso después de la fosforilacion. La adicion de Cksl recombinante al medio

reconstituye la reaccion, implicandola como una molécula necesaria para la ubicuitinacion.

La Cksl parece participar aumentando la interaccion entre la p27<""' fosforilada y la
ubicuitin-ligasa SCF/p45°*™?, aunque se desconoce exactamente como. Una posibilidad es
que al unirse, la Cks promueva un cambio estructural en la p45°<™* que facilite su

interaccion con la p27%"™! fosforilada. Alternativamente, la Cksl podria fisicamente actuar

KIP1
7

como puente entre la p2 y la p45°"? de dos formas posibles: interactuando con la

p27%"! de una forma dependiente de fosforilacion mientras simultineamente se une a la

SKP2
5

p4 o bien, permitiendo el reconocimiento especifico de la Trel87 fosforilada por la

p45 SKP2

La ubicuitinacion de la p27°"' por la SCF/p45°*™ requiere que esta se encuentre

ensamblada a la ciclina E-CDK2 o a la ciclina A-CDK2; y a su vez, la asociacion de la Cks

KIP1
7

es necesaria para el ensamblaje del complejo ciclina E-CDK2-p2 a la ubicuitin-ligasa

SCF/p45°*™. En estos complejos ciclina E-CDK2-p27°"', la Cksl puede contactar

KIP1 SKP2
5

simultaneamente con la p27 y con la p4 , manteniendo asi a una o a ambas
proteinas en la conformacién apropiada para su interaccion. De todas formas, son
necesarios mas andlisis estructurales del complejo para determinar la naturaleza de estas
interacciones y si la funcion de la Cksl es directamente dependiente o no de la actividad de

las CDK.
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Estas observaciones evidencian la selectividad de la Cksl en la promocion de la
ubicuitinacion de la p27°""'. Asimismo, esta funcion de las Cks las relaciona directamente
con las vias de control del crecimiento que regulan la transicion G1/S y el desarrollo de
cancer. De igual modo que la p45°"% la expresion de la Cksl esta regulada por el
crecimiento y su ARNm esta ausente durante G1 pero presente durante la fase S. Por ello,
es logico pensar que la inactivacion de la p27<™! en el cancer a través de la via ubicuitin-
proteasoma debe requerir no solo la induccién de la p45°<"2, sino también la de la Cksl.
También es posible que los genes de la p45°“7 y de la Cksl se activen coordinadamente
para asegurar que ambas proteinas estan presentes en el momento apropiado del ciclo para

catalizar la destruccion de la p27<'"".

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 186 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Senales promotoras || Sefiales inhibidoras
de crecimiento del crecimiento
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Esquema 11: Integracion de la Cksl con la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*? en la degradaciéon de la

Ubicuitinacion y
degradacion p27

7X""! y en la via de regulacién de G1. Las células responden a estimulos mitogénicos mediante la

p2
expresion de ciclinas de tipo D, que se ensamblan con la CDK4 a través del secuestro de la p27*'""'. Estos
complejos ternarios participan en la inactivacion de la pRb y en la liberacion de los E2F, promoviendo la

7P permite una activacion parcial de la ciclina E-

entrada en la fase S. Por otro lado, el secuestro de la p2
CDK2, que a su vez, fosforila a la p27*"' sefialandola para su degradacion a través de la via ubicuitin-
proteasoma. Este proceso requiere una ubicuitinacion previa mediante la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*F y la
Cksl. La SCF/p45°" y la Cksl se expresan de una forma regulada por la célula y, por lo tanto, pueden
responder a las mismas sefiales de promocion del crecimiento. La expresion de Cks1 puede estar disminuida

por vias inhibitorias del crecimiento mediadas por el TNF-B. Esto también indica que la induccién de las

Cksl puede ser un evento frecuente durante la transformacion celular.
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3.6.3.5. Otras vias de degradacién de la p27~<"™"

Cinasas distintas a las CDK pueden disparar también la degradacion de la p27<"' en
respuesta a diversas vias de sefalizacion. Los miembros pertenecientes a la familia de las

cinasas ERK activadas por mitdogenos a través de la via del Ras pueden estar también

KIP1
7

implicadas en la fosforilacién y subsiguiente degradacion de la p2 . Asimismo, la

induccion del c-myc puede generar una activacion rapida de la ciclina E-CDK2 con la
consiguiente fosforilacion de la p27°"". La degradacion final de la p27*'""' sera también a

través de la via ubicuitin-proteasoma (Steiner 1995; Kawada 1997; Malek 2001).

Algunos estudios han observado que, en paralelo con su degradacion dependiente de

KIP1
7

ubicuitinacién, la p2 puede mostrar una degradacion rapida de su extremo terminal

NH2, mediante un mecanismo dependiente de ATP que muestra mayor actividad durante
la fase S que durante la fase GO/G1. El resultado es una disminucion de la masa molecular
de la p27°™! de 27 a 22 kDa. La molécula de p27<"™! de 22 kDa no posee dominio de

unioén a ciclina, por lo que no tiene actividad inhibidora. Este proceso es independiente de

KIP1
7

la ubicuitinacioén. Estos hallazgos sugieren que la p2 puede eliminarse por ambos

mecanismos degradativos en la progresion de la fase G1 a la fase S. De todas formas, la via

ubicuitin-proteasoma sigue siendo el proceso predominante (Shirane 1999).

3.6.3.6. Resumen de la degradacion de la p27<™"!

KIP1

La concentracion celular de la proteina p27™" " estd regulada primariamente a nivel post-

KIP1

transcripcional mediante el recambio de proteinas. La fosforilacion de la p27™" en la
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KIP1
7

Trel87 por la CDK2 es el mecanismo de iniciacion de la proteolisis de la p2 , ya que

permite la creacion de un punto de enlace para la ubicuitin-ligasa especifica SCF/p45°<F2,
La ubicuitinacién de la p27%™" por la SCF/p45°F? conlleva su degradacion a través de la
via ubicuitin-proteasoma. A su vez, los requerimientos de la p45°" en la ubicuitinacién
de la p27*™', junto con la necesidad de la CDK2, indica la existencia de un control de la

degradacion de la p27<™!

por estas dos moléculas durante la progresion del ciclo celular.
La reciente descripcion de las Cks como cofactor adyuvante en la unién entre la p27°"" y
la ubicuitin-ligasa SCE/p45°*" sugiere que podria constituir un nuevo nivel de control en

la degradacion de la p27°'"".

En GO o Gl temprana la p27°" no suele ser degradada, debido a que se encuentra
secuestrada por el complejo ciclina D-CDK y a que los niveles de ciclina E-CDK2 son
bajos. Tras la estimulacion mitogénica, la fosforilacion de la pRb y la liberacion de los
E2F, permite un incremento en la concentracion de ciclina E-CDK2 que compite con la
ciclina D-CDK por la p27%'""!, fosforilandola y causando su rapida degradacion. Durante la

KIP1
7

fase S y G2, las concentraciones de p2 se mantienen bajas por los altos niveles de

ciclina A-CDK2 y SCF/p45°"2,

, . . ., T KIP1
Basandonos en lo anterior, la infrarregulacion fisiologica de p27

esta controlada por dos
mecanismos. El primero actia en las células de la fase G1 temprana/media y parece ser
independiente de la fosforilacion de la Trel187 por la CDK2. El segundo actia en las fases

Gl-tardia, S y G2 y parece ser dependiente de la fosforilacion de la Trel87 por la CDK2

(Malek 2001).
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Los niveles de la proteina p27<"" son inferiores en las células Gl que en las células
quiescentes. Igualmente, en las células quiescentes la molécula de p27<"! es relativamente
estable (vida media, 10-12 horas). Mientras que tras la estimulacién mitogénica en las
células G1 y S disminuye su estabilidad y también su vida media (2 horas). El incremento
del recambio de la p27°"! en las células se inicia de la fase G1 temprana/media y esta
mediada por la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*™* pero de forma independiente a la
fosforilacion especifica de la Trel87. El recambio de p27""' en esta fase es discreto,
incrementandose gradualmente a medida que avanza el ciclo celular. Los puntos de
fosforilacion de la p27°"" y/o de la p45°*"* que median su interaccion en G1 no se han

identificado todavia.

En las células de las fases S y G2, después de que la CDK2 sea activada por las ciclinas E

KIP1
7

y A, la fosforilacién de la p2 en la Trel87 dispara su ubicuitinacion por la ubicuitin-

ligasa SCF/p45°“"?. En conclusion, estos datos implican que el inicio de la proteolisis de la

p27%""! difiere en las fases G1 y S. No obstante ambas vias coinciden, en ultimo término,

KIP1
7

en la degradacion de la p2 a través la via ubicuitin-proteasoma, siendo la ubicuitin-

ligasa SCF/p45° "2 la encargada especifica de la ubicuitinacién de la p27<'"".

Las dos vias proteoliticas actuan secuencialmente durante el ciclo celular para controlar la

cantidad de p27<""'. La primera via funciona durante G1-temprana/media y se inicia a

KIP1

través de mitdgenos. La inhibicion de la p27™" " a nivel de translacion y por secuestro en

los complejos ciclina D-CDK también contribuye a la infrarregulacion de la p27<"' en

estas fases. La reduccion de la p27°"' durante la fase Gl-temprana/media puede ser

también estimulada por la activacion del Ras y del c-myc, poniendo de relieve la habilidad
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de estas proteinas para modificar las concentraciones de esta molécula. La infrarregulacion
de la p27°"™" mediante la accién concertada de estos mecanismos tiene como ultimo
resultado el inicio de la produccion del complejo ciclina E-CDK2 activo, y

consecuentemente el inicio de la segunda via de recambio de la p27<"*".

La segunda via, dependiente de la fosforilacion en la Tre187 de la p27<"! mediada por la
CDK2, opera en Gl tardia, S y G2, permitiendo que los niveles de p27*""' se mantengan
bajos durante estas fases. Una vez iniciada, esta segunda via puede ser amplificada por un
rizo de retroalimentacion positivo, y de esta forma puede continuar incluso si los estimulos

mitogénicos han desaparecido. Asi, la inactivacién de la p27<™"

iniciada en G1 pasa de ser
dependiente de mitdégenos a ser independiente de mitogenos, andlogamente a las vias

consecutivas dependientes de mitogenos e independientes de mitdgenos que inactivan a la

pRb durante el mismo intervalo del ciclo celular.

Estas vias que actian secuencialmente inactivando inhibidores clave del ciclo celular
pueden ser los pilares bioquimicos que limitan la transicion de la dependencia a la
indepencencia de mitdgenos del ciclo celular, también denominado punto de transicion
G1/S. Asimismo, esto conlleva la irreversibilidad y el compromiso de las células que han

entrado en la fase S de finalizar el ciclo celular.

El recambio de la p27<"! dependiente de Trel87 es quizds el mas importante para la

KIP1

regulacion de la p27 y el control normal de la division celular. No obstante, la

inactivacion de esta via no produce un efecto severo o universal en la proliferacion, ya que
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la existencia de una via independiente de la Tre187 que se activa durante cada fase G1 del

ciclo celular permite, aunque en menor grado, la degradacién de la p27<'™".

Como hemos visto en los apartados previos, la infrarregulacion patologica de la p27<™!
puede ser debida a trastornos en cualquiera de las moléculas que toman parte en su proceso
degradativo. El nivel mas afectado hasta la fecha es la fosforilacion o marcaje de la
molécula de p275"! para su degradacién, funcién enteramente responsable de las CDK.
Sobreexpresiones de las ciclinas involucradas en este proceso por mutaciones o
translocaciones pueden tener como consecuencia una eliminacién patologica de la p27<™"",
favoreciendo una proliferacion celular incontrolada y un incremento el riesgo de

desarrollar tumoraciones.

A este respecto, la ciclina k codificada por el VHH-8 es un buen ejemplo. En las células

infectadas con el VHH-8, el complejo ciclina k-CDK6 puede iniciar la degradacion de la

KIP1
7

p2 en la fase Gl1, ya que la CDK6, gracias a su union a la ciclina k, muestra un

75P1 in necesidad de

incremento del rango de sustratos que le permite fosforilar a la p2
esperar a la sintesis de ciclina E, ni a su ensamblaje con la CDK2. Esto facilita la entrada

en fase S y, en ultimo término, la progresion y finalizacion del ciclo celular, posibilitando

la replicacion del genoma viral.

Aunque son menos conocidas, las disfunciones en los diferentes niveles de la via ubicuitin-

proteasoma pueden ser también responsables de una disregulacion de la expresion de la

SKP2
S,

p27%"! En este sentido, alteraciones en la actividad de la ubicuitin-ligasa SCF/p4 ya
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sean intrinsecas (variante p45°<"?-CTV inactiva) o por hiperactivacion secundaria

(activacion del gen Myc, Nedd8, Rbx2), deben tenerse en cuenta.

Por ultimo, debe considerarse que alteraciones en la activacion de cinasas pertenecientes a

KIP1
7

diversas vias de sefializacion pueden producir la inactivacion de la p2 , como por

ejemplo los miembros de la familia de las cinasas ERK activadas por mitogenos a través de

la via del Ras. La activacion rapida de la ciclina E-CDK2 secundaria a la induccion

KIP1
7

patologica del c-myc puede generar también la fosforilacion de la p2 y su degradacion.

Ademas debe tenerse en cuenta la existencia de vias paralelas de degradacion rapida no

dependientes de ubicuitinacion.

De todas formas, son necesarios estudios adicionales para poder determinar la presencia de

alteraciones en otros niveles del proceso degradativo que puedan tener como resultado una

KIP1
7

infrarregulacion de la p2 y, en ultimo término, el desarrollo de tumores.

KIP1 SKP2
S

3.6.4. Importancia de la p27 y la p4 en la carcinogénesis

La alteracion de la progresion de la fase G1 a la fase S genera una entrada desenfrenada al
ciclo celular, y secundariamente una proliferacion incontrolada de las células,
incrementando la probabilidad de desarrollar neoplasias. Por ello, perturbaciones en la
transicion G1/S y en cualquiera de las moléculas que la controlan son caracteristicas
frecuentes en las células cancerigenas. La interrupcion de la funcion de la pRb o de la
p16™** y la sobreexpresion de la ciclina D, ciclina E o de la CDK4, son eventos comunes

en el cancer humano.
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La actividad de las CKI también se afecta en muchos tumores, indicando que estas
proteinas son criticas para el control de la proliferacion celular. La pérdida de los
inhibidores INK4 por mutacion o silenciacion transcripcional es un acontecimiento
frecuente durante la oncogénesis. No obstante, raramente se ha observado la pérdida
completa de la funcién de las CIP/KIP por mutaciones. Las alteraciones en esta familia de
CKI suelen ser secundarias a trastornos en sus reguladores. La induccion de la p21“™"
generalmente es secundaria a mutaciones en el gen supresor de tumores p53, mientras que
la desestabilizacion de la p27<™! se ha descrito recientemente y con frecuencia en muchos

tipos de tumores humanos.

Teniendo esto en cuenta y partiendo de la observacion de que las proteinas CIP/KIP
regulan positivamente y negativamente a las cinasas dependientes de la ciclina D y E

respectivamente, es 16gico pensar que los niveles anormalmente bajos de p27<™"

puedan
estar relacionados causalmente con proliferaciones celulares patologicas, ya que su
ausencia impide la correcta formacion del complejo ciclina D-CDK y el arresto de la célula
cancerigena que prolifera. Debido al punto critico del ciclo que controla (transicion G1/S),

la infrarregulacion de la p27<™™!

puede ser considerada como otro de los multiples factores
responsables del desarrollo y/o progresion tumoral, reflejando asi la importancia de esta

molécula en la carcinogénesis.

De hecho, un gran numero de estudios han corroborado estas observaciones. Experimentos

KIPL hcrementa en

en ratones han demostrado que la pérdida de un alelo del gen de la p27
estos animales la sensibilidad a agentes cancerigenos, sugiriendo que la reduccion de la

p27<"! predispone a la oncogénesis (Fero 1998). Asimismo se ha constatado una
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disminucion de la p27<™!

en varios canceres humanos (carcinoma de mama, colon,
estdmago, prostata, ovario y cavidad oral, y en carcinomas no-célula pequefia de pulmoén y
endocrinos). Se ha demostrado que esta disminucion de los niveles de la p27<"' se
correlaciona con la progresion de la enfermedad e indices de supervivencia bajos y, en

KIP1
7

definitiva, con un peor prondstico, cualificando asi a la p2 como un factor pronostico

independiente en este tipo de tumores (Tan 1997).

KIP1
7

Asimismo, parece ser que la reduccion en los niveles de la p2 se correlaciona

fuertemente con una mayor agresividad tumoral de forma que los carcinomas mas

agresivos muestran generalmente una mayor infrarregulaciéon de la p27<™!

(Catzavelos
1997; Loda 1997; Tsihlias 1999). Estudios comparativos de la expresion de p27<"" en los
carcinomas colorrectales primarios y en sus metdstasis han mostrado una importante
reduccion de los niveles de expresion de p27<""! en los focos de metastasis en comparacion
con sus tumores primarios. Esto sugiere que el desarrollo de metastasis podria estar

7%l en las células tumorales

facilitado por la subrregulacion de la expresion de la p2
circulantes, ya sea porque a partir de entonces adquieren propiedades de adhesion
intercelular anormales, caracteristicas que las capaciten para crecer en una matriz
extracelular alterada, etc (Thomas 1998).

KIP1 .
esta

En general, todos estos antecedentes sugieren que la inactivaciéon de la p27
asociada con una mayor agresividad y un peor prondstico de una gran variedad de canceres
y, por lo tanto, debe considerarse un importante factor de progresion tumoral. De acuerdo

con esto, los mecanismos celulares que regulan los niveles de esta CKI deben ser

controlados rigurosamente.
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Como ya hemos comentado previamente (ver apartado 3.6.3.), la disminucién en la
expresion de la p27°""' es mayormente secundaria a una degradacion post-transcripcional
excesiva a través de la via ubicuitin-proteasoma, uno de los mecanismos proteoliticos que
parecen ser mas trascendentes y frecuentemente identificados en el desarrollo de tumores
(Pagano 1995; Carrano 1999). Consecuentemente, la disminucion de los niveles de la
p27%"! pueden estar justificados, al menos en parte, por una aceleracion de su degradacién
post-transcripcional mediada por la via ubicuitin-proteasoma, de la que el complejo

ubicuitin-ligasa SCF/p45°*"? es subunidad especifica y limitante (Hershko 2001).

Algunos estudios enfatizan el papel central de las ubicuitin-ligasas, particularmente de la

SKP2
5

proteina F-box p4 , como promotora de fase S en las células quiescentes, favoreciendo

la transicidn de la quiescencia a la proliferacion mediante la degradacion de algunas de las
moléculas que participan en este proceso (Sutterluty 1999; Gstaiger 2001). La progresion

de las células de la quiescencia a la proliferacion requiere la induccion de la activacion de

KIP1
7

complejos ciclina-CDK, la degradacion de la p2 , la inactivacion de la pRb y la

liberacion de los E2F.

En condiciones normales, las células quiescentes muestran una elevada concentracion de

KIP1

proteina p27 estable que, junto con la pRb, parecen ser las responsables del

mantenimiento de los estados de diferenciacion, quiescencia y, en general, de reposo

. . . . e s KIP1
replicativo celular. Por ello, la disminuciéon en la concentracion de la p27 es

fundamental para abandonar este estado, y probablemente se realiza a través de un

aumento en su recambio. Indirectamente, esto incrementara la concentraciéon de la

ubicuitin-ligasa SCF/p45°*"? para posibilitar la ubicuitinacion y degradacion de la p27°™".
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También hay que tener en cuenta que alteraciones en la expresion de algunos de los

componentes que participan la transicion quiescencia-proliferacion, ya sea por activacion

de componentes estimuladores (p.e., ciclina DI, CDK4), o por inactivaciéon de
. . KIP1 INK4a :

componentes inhibidores (p.e., p27~ ', pRb, p16 ) pueden estar relacionados con una

pérdida del control del crecimiento participando en el desarrollo de varias formas de

canceres humanos.

Ademas de en la degradacién de la p27°™', la p45°“" ha sido implicada en la proteolisis

mediada por la via ubicuitin-proteasoma de otras proteina reguladoras del ciclo celular,

entre ellas la ciclina E y algunos E2F (Marti 1999; Nakayama 2001). Aunque la p45°<F?

media el recambio tanto de reguladores positivos como negativos de la progresion del ciclo

celular, su sobreexpresion parece originar siempre progresion del ciclo celular. De hecho,

SKP2
5

la p4 se ha encontrado frecuentemente sobreexpresada en células transformadas de

multiples tipos tumorales (Zhang 1995). Esto podria indicar que el gen que codifica a la

SKP2
5

p4 actuaria como un protooncogén transformado en tumores humanos, convirtiéndose

en un nuevo factor a considerar en el intrincado proceso oncogeno (Gstaiger 2001).

SKP2
5

El gen de la p4 se ha localizado en los humanos en el cromosoma 5p13, cerca de un

punto que frecuentemente se delecciona en los carcinomas de pulmén (Demetrick 1996).

SKP2
5

Esta observacion sugiere que las mutaciones del gen humano de la p4 son posibles y

podrian contribuir a la carcinogénesis, posiblemente iniciando una sobreexpresion de la

ciclina E y/o una infrarregulacion de la p27<"™", dos de sus principales proteina sustrato.

SKP2
5

Sin embargo, estudios realizados con ratones doble nulos para el gen de la p4 no

SKP2
5

muestran una mayor predisposicion al desarrollo de tumores, y la pérdida de la p4 no
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parece desembocar per se en la carcinogénesis, al contrario de lo que ocurre con la p27<'™"!

(Nakayama 2000).

En la mayoria de lineas celulares del cancer humano estudiadas recientemente en las que se

ha identificado una sobreexpresion de la p45°*" esta suele coexistir con una

infrarregulacion de la p27°™", describiendo la existencia de una fuerte correlacion inversa

y significativa entre los niveles de p45°*"*y p27%""! (Hershko 2001; Kudo 2001). De esto

se deduce que el incremento de la expresion de la p45°*"* puede ser tanto causa como

consecuencia de la disminucion de los niveles de la p27<""". Tedricamente esta situacion

puede producirse por diferentes mecanismos:

Una sobreexpresion de los complejos que contienen CDK2 o CDK®6, cinasas

KIP1
7

con capacidad de fosforilar a la p2 , serian las responsables de una

KIP1
7

induccion excesiva de la sefializacion degradativa de la p2 y de su posterior

proteolisis via ubicuitin-proteasoma. Consecuentemente, esto produciria un
incremento secundario de los niveles de la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*** (Quelle

1993; Filmus 1994; Hui 2000; Musgrove 2001).

SKP2
5

Una alteracion intrinseca de la p4 secundarias a amplificacion genética o a

sintesis de variantes estructurales inactivas; o bien, una activacidon masiva

incontrolada por otras moléculas relacionadas (Nedd8, gen Myc, Rbx2, etc),

SKP2
5

podrian aumentar el nivel de actividad del complejo SCF/p4 , produciendo

e .y . ’ ’ KIP1
una ubicuitinacion masiva de proteinas especificas, entre ellas la p27

(Morimoto 2000; O’Hagan 2000; Wirbelauer 2000; Duan 2001; Morimoto

2003).

UAB
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El resultado de ambos mecanismos seria el mismo: una pérdida de la inhibicion de los
complejos ciclin-cinasa de la fase G1 y la entrada sin control en la fase S, induciendo una

proliferacion celular que puede ser el inicio de una tumoracion.

SKP2
5

A favor de la primera opcion estaria el hecho de que la p4 solo actia con proteinas

KIP1
7

especificas, como la p2 , ¥ Unicamente si éstas se encuentran fosforiladas. Por otro

SKP2
5

lado, la sobreexpresion primaria de la SCF/p4 produciria también la degradacion de

otras moléculas implicadas en el ciclo celular, cuyas alteraciones especificas podrian

KIP1
7

detectarse. Consecuentemente la degradacion p2 , mediada pero no causada por la

p45 SKP2

, seria la propiamente relacionada con la carcinogénesis.

Igualmente, es pausible que una sobreexpresion patoldgica de los complejos ciclin-cinasa
de las fases G1 y S sea la responsable de la entrada sin control en el ciclo celular, ya que
¢stas podrian encontrarse en unas concentraciones patologicas lo suficientemente elevadas
y constantes como para poder acelerar el paso de la transicion G1/S (Latham 1996) y, por

otro lado, fosforilar moléculas -como la p27<™!

- encargadas de frenar o inhibir esa
transicion induciendo su degradacion. Asimismo, la sobreexpresion de ciclinas es un

proceso frecuentemente descrito en relacion al desarrollo de cancer.

En conclusion, una sobreexpresion de los complejos que contienen a las cinasas CDK2 o
: KIP1 ’ .y . ,
CDK6 que fosforilan a la p27 podria ser la causa de la degradacion excesiva via

ubicuitin-proteasoma de la p27<™""

y del consiguiente aumento de la expresion y actividad
de la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*"?. Por tanto, y teniendo en cuenta la relacion de la

expresion de ambos marcadores con el desarrollo de cancer, debe considerarse, sobre todo
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KIP1 SKP2
7 5

alap2 , y también a la p4 , como factores prondsticos tumorales en un principio

relacionados.

De todas formas, es necesaria una profundizacion mas amplia en los componentes
moleculares relacionadas con la via ubicuitin-proteasoma, y en particular con la ubicuitin-
ligasa SCF/p45°*™”. No debe descartarse la existencia de oncoproteinas o proteinas
derivadas de genes supresores de tumores aun no descritas que participen en la regulacion
de esta u otras vias degradativas y posean también importantes consecuencias en la

KIP1
7

infrarregulacion de la p2 y en la carcinogénesis en general.

3.6.5. La p27¥™! y 1a p455%*? en el SK

Como se ha comentado previamente, el VHH-8 posee secuencias gendmicas capaces de
codificar moléculas similares a algunas proteinas reguladoras del ciclo celular, entre ellas
la v-ciclina, un homologo de la ciclina D de fase G1. Al igual que la ciclina D, la v-ciclina
es capaz de formar complejo activo con la cinasa CDK6 humana. Este complejo, ademas
de ejercer una accién similar a las ciclinas de tipo D y de estimular la proliferacion celular
a través de la fosforilacion de diversas proteinas del ciclo, se caracteriza por una
ampliacion del rango de sustratos sobre los que puede actuar, entre los que incluye a la

p27<"! 'y por la adquisicion de resistencia a las actividades inhibitorias de las CKI.

La fosforilacion de la CKI p27<"™! en la Tre187 por el complejo ciclina k-CDK6 conlleva
el inicio de una secuencia de acontecimientos que finalizaran con la degradacioén de esta

CKI a través de la via ubicuitin-proteasoma. Como consecuencia de la disminucion de su
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concentracién, la p27<"! reducira su actividad inhibitoria y permitira la progresion del
ciclo celular. Mediante la inactivacion de la p27<"' por fosforilacién directa, la
sobreexpresion del complejo virico ciclina k-CDK6 puede desviar el bloqueo del ciclo
celular inducido por la p27<"™! sobre la ciclina E-CDK2, permitiendo la transicién G1/S y
el avance del ciclo celular. Evidentemente, esta pérdida de inhibicion del ciclo celular es
patologica, puesto que esta producida por una activacion virica de la CDK6. Por lo tanto, el
virus del sarcoma del Kaposi (VHSK o VHH-8) ejemplifica una estrategia para desviar la
inhibicién del ciclo celular mediada por las CKI, a través de la codificacion de una ciclina

virica homologa a las ciclinas de tipo D (ver apartado 3.6.3.2.).

Basandonos en las observaciones anteriores, es 10gico pensar que los tumores relacionados
con la infeccion por el VHH-8 en los que consecuentemente habra sintesis de v-ciclina

estaran asociados a una disminucion de la expresion de p27<""'. La clara asociacién de la

infeccion por el VHH-8 con el SK, indica que la disminucion de la expresion de p27<™"

puede ser un mecanismo oncogeno presente en el desarrollo del SK. En el sarcoma de

7Pl serfa claramente debida a un

Kaposi la disminucion de la concentracion de la p2
incremento de la degradacion post-transcripcional secundaria a una fosforilacién excesiva
por parte de la CDK6 activada por la v-ciclina.

SKP2
5

De este modo, la ubicuitin-ligasa SCF/p4 estructural y funcionalmente normal,

actuaria simplemente permitiendo la ubicuitinacion de proteinas especificamente marcadas
. . . e KIP1 :

para su degradacion mediante fosforilacion, en este caso la p27~ . Como consecuencia,

seria de esperar que en el SK, ademas de la disminucién de los niveles de expresion del

SKP2
5

KIP1 , . .,
p27™"", encontraramos unos niveles de expresion aumentados de la p4 , puesto que
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debe hacer frente a un grado de degradacion de proteinas mayor al habitual. De todas
formas, son necesarios mas estudios que permitan descartar trastornos en otros niveles de

las vias degradativas de la p27<""! que puedan justificar su infrarregulacion.

La intensidad de expresion inmunohistoquimica de anticuerpos especificos contra la
KIP1 SKP2 . .

p27™" "y la p45 parece estar estrechamente correlacionada con sus niveles celulares

evaluados mediante “western blotting”. Hasta donde hemos podido determinar, la

expresion inmunohistoquimica de la p27<"'y de la p45°*™ en las biopsias del SK y sus

posibles alteraciones en relacion con la localizacion, diseminacion de la enfermedad

(afectacion cutanea y extracutanea), y con el estatus seroldgico del VIH-1, no han sido

previamente estudiados, al menos de forma sistematica.
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3.7. MODELO ETIOPATOGENICO DEL SK

Todos los estudios realizados in vivo e in vitro indican que el SK es un proceso iniciado y
dirigido por citocinas y factores de crecimiento sintetizados por las propias células del SK
y por los leucocitos acompafiantes, manteniendo el crecimiento y la proliferacion celular a
través de una estimulacion autocrina y paracrina. Evidentemente la accion concertada en la
induccion, produccion y secrecion de estas moléculas estd aparentemente mediada y
controlada por el genoma del VHH-8/HVSK y en los casos asociados a SIDA también por

el VIH-1.

El VHH-8 posee genes virales homologos a los humanos que codifican varias proteinas
funcionales con capacidad para transformar a la célula huésped. Estos genes virales estan
claramente involucrados en la patogénesis del SK. No obstante, su expresion es muy baja y
casi indetectable en las lesiones iniciales del SK, cuando tedricamente deberian ser
expresados en grandes cantidades en las células transformadas. Esto indica que estas
moléculas oncogénicas producidas por el VHH-8 no parecen ser las detonantes iniciales en
la transformacion de las células endoteliales precursoras del SK. Es decir, a pesar de su
enorme potencial transformante, el VHH-8 debe actuar mediante mecanismos diferentes en
los distintos momentos de la evolucién patogénica del SK. Asimismo, experimentos in
vitro confirman que la adicion del VHH-8 no transforma directamente a las células

endoteliales humanas en células del SK, lo que apoya esta hipotesis.

Diferentes estudios han observado que la reactivacion de la infeccion litica del VHH-8 en

lineas celulares derivadas del PEL incrementa los niveles de los genes homdlogos virales.
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Sin embargo, esta reactivacion del VHH-8 suele ser posterior a la expresion de las
citocinas y los factores de crecimiento por las células inflamatorias del huésped. En las
lesiones iniciales so6lo un pequefio porcentaje de las células de origen monocitico-
macrofagico infectadas con el VHH-8 sufren infeccion litica en los tejidos del SK, por lo
que es logico que los niveles de expresion de estos genes virales homodlogos sean bajos.
Estos hallazgos concuerdan con los datos clinicos y experimentales que indican que, al
menos en los estadios iniciales, el SK no se comporta como un verdadero cancer sino como
una lesion proliferativa angiogénica e inflamatoria mediada por citocinas que incluso

puede en ocasiones regresar.

Basandonos en estos datos se puede postular que el VHH-8/VHSK es el responsable de
iniciar los sucesos que culminan en el desarrollo de las lesiones del SK (Esquema 12).
Probablemente, en los estadios iniciales del SK el VHH-8 actua indirectamente infectando
a las células inflamatorias monociticas circulantes y/o a las células precursoras del SK,
entrando en una fase latente de infeccion. Aunque a bajos niveles, existe cierto grado de
infeccion litica en estas c€lulas infectadas con el VHH-8 presentes en los tejidos, lo que
probablemente origina una respuesta inmune contra este agente infeccioso por parte de las
células inflamatorias del huésped. Esto justificaria la tipica presencia de un infiltrado
inflamatorio mononuclear basicamente compuesto por linfocitos T CD8+, monocitos

CD14+ y macrofagos CD68+, asociado a las lesiones iniciales del SK.

La activacion de estas células inflamatorias genera la produccion y liberaciéon de una
amplia variedad de citocinas celulares (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, GM-CGF, etc),

factores angiogénicos y de crecimiento (VEGF, HGF, FGF-f y PDGF). Estas moléculas

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 204 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

proporcionan los estimulos proliferativos necesarios para que las células endoteliales
indiferenciadas precursoras se transformen en células del SK y, en ultimo término, originen
la formacion de las lesiones iniciales del SK. De todas formas, aiin debe determinarse
como la infeccion por el VHH-8 puede producir una activacion de las células T CD8+, ya
que este proceso probablemente representa una de las principales vias por las que este virus

puede inducir el desarrollo del SK y del resto de patologias a las que se asocia.

Asimismo las células del SK pueden per se producir mediadores angiogénicos (IL-8 y
HGF), quemocinas y citocinas proinflamatorias (IL-6, MIP-1a, ICAM-1, etc) que no so6lo
apoyan su propia renovacion de una forma autocrina, sino que también inician fendmenos
de neoangiogénesis y atraccion de leucocitos, estimulando de forma paracrina la

proliferacion de las células vecinas.

Una serie de estimulos que incluyen los factores endocrinos, inmunoldgicos,
microbiologicos (VIH-1 o virus adicionales desconocidos), farmacologicos y genéticos,
median la activacion de la infeccion litica tisular del VHH-8, induciendo asi la
transcripcion de sus genes virales. Igualmente se ha demostrado que las citocinas,
secretadas por las células inflamatorias y por las propias células del SK, y también la

proteina tat del VIH-1, son capaces de activar la replicacion del VHH-S.

En los estadios avanzados del SK, cuando la infeccion se ha extendido tras la replicacion
del virus, el VHH-8 comienza a actuar directamente a través de la activacion de su
genoma. La activacion del programa génico del virus estd asociado con la liberacion por

parte de las células infectadas de varias moléculas viricas homodlogas a receptores,
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quemocinas, citocinas (v-IL-6, V-MIP-1a, v-receptor G), y a proteinas que estimulan la
proliferacion celular (v-ciclina) e inhiben la apoptosis (v-bcl-2), con cierto potencial

oncogénico y que son las responsables de la evolucion de las lesiones del SK.

La v-ciclina o ciclina k, homologa de la ciclina D humana, incrementa la divisién celular
asociandose a la CDK6 endogena mediante tres mecanismos principales: estimulacion de
la transicion del punto de restriccion G1/S del ciclo celular; resistencia a la accion
inhibitoria de las CKI; y eliminacion de proteinas que regulan negativamente esta

KIP1
7

transicion, entre ellas la p2 . Y esto ultimo conlleva a su vez el incremento de las

enzimas que participan en la degradacion de estas moléculas; en el caso de la p27°"", s

e
produce un incremento de los componentes de la via ubicuitin-proteasoma como la

ubicuitin-ligasa SCE/p45°%".

En resumen, tanto las células del SK como el infiltrado inflamatorio acompanante
estimulan mutuamente el crecimiento tumoral de una manera paracrina y autocrina,
perpetuando en el medio los factores necesarios para que la estimulacion del crecimiento
se mantenga. Sin embargo, si algunos de estos factores son eliminados (p.e., reconstitucion
de la inmunocompetencia por la retirada de una inmunosupresion yatrogénica), la cascada
de sucesos patoldgicos puede ser influenciada adversamente o incluso interrumpida,
produciendo un retraso en el desarrollo de la enfermedad o incluso una regresion de las

lesiones.

Como las células endoteliales infectadas adquieren un fenotipo tumoral es actualmente

desconocido, pero puede ser secundario a posteriores interacciones entre las proteinas
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codificadas por el VHH-8 (oncogenes virales), las citocinas y los factores de crecimiento
sintetizados por el huésped y el virus. El resultado final de esta interaccion virus-huésped
no es unicamente la diferenciacion de las células endoteliales precursoras en células del

SK, sino el origen de una proliferacion celular independiente.

En los pacientes con SIDA, todos estos efectos descritos se encuentran incrementados
sinérgicamente en el contexto de una marcada inmunosupresion. La estimulacion tumoral
se encuentra ain mas potenciada y amplificada por productos inductores de la proliferacion
y del crecimiento propios del VIH-1, como la proteina tat o la oncostatina M; y también
por las citocinas y factores derivados de las células inflamatorias infectadas por el VIH-1.
Estos factores podrian ser los responsables del aumento de la frecuencia y la agresividad
del SK en individuos infectados con el SIDA. Por otro lado, debemos recordar que el SK
también afecta a individuos VIH-1 negativos, lo que significa que el VIH-1 y sus
productos no son obligatoriamente necesarios para el desarrollo del SK, como se observa

en el resto de variantes clinico-epidemiologicas.
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Esquema 12: Ilustracion hipotética de la etiopatogenia del SK. (CK: citocinas; FCA: factores de crecimiento

angiogénicos).
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