FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

IV. DISCUSION
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1. EXPRESION DEL C-MET EN EL SK

En un principio, la gran prevalencia del SK-SIDA identific6 al VIH-1 como uno de los
factores etiopatogénicos del SK. Posteriormente, la presencia de la infeccion por el VHH-8
en todas las formas epidemiologicas del SK, incluyendo las asociadas a SIDA, identifico al
VHH-8 como el agente causal y relacion6 el desarrollo del SK con los productos de estos
dos virus: el VIH-1 con la proteina tat, y el VHH-8 mediante la codificacion directa de
citocinas, factores de crecimiento, proteinas promotoras del crecimiento o antiapoptoticas,
o bien indirectamente a través de la induccion de la sintesis de citocinas y proteinas

angiogénicas en las células infectadas e inflamatorias.

Estudios posteriores han demostraron que varias citocinas y factores de crecimiento de las
células huésped, independientemente de si estan sintetizados o bien inducidos por las
infecciones viricas, son los elementos criticos y directamente involucrados en el inicio y el
mantenimiento de las lesiones del SK. ElI SK es una enfermedad caracterizada por la
proliferacion de células de estirpe endotelial que se disponen formando canales vasculares,
cuya cantidad y disposicion depende de la fase de la enfermedad. Consecuentemente, es de
esperar que las citocinas y los factores de crecimiento involucrados en su desarrollo, a
parte de poseer una evidente accion proliferativa, tengan una marcada actividad

angiogénica.

La angiogénesis o neovascularizacion, ya sea fisioldgica o patologica, es un proceso
secuencial caracterizado por la activacion, proliferacion y migracion de células

endoteliales. Estas acciones se encuentran reguladas por citocinas y factores de crecimiento
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angiogénicos. Algunos de estos factores de crecimiento poseen efectos pleiotropos, es
decir, son capaces de potenciar la angiogénesis mediante la combinacion de efectos
directos en la proliferacion y migracion de las células endoteliales que secundariamente
tienen como resultado indirecto la generaciéon de otras moléculas con acciones
angiogénicas o mitdogenas que también puede actuar sobre las células endoteliales aunque

se originen en otro tipo de células.

La IL-6, la IL-8 y la IL-1P son algunas de las citocinas mas importantes en el contexto
inflamatorio necesario para el desarrollo del SK. En cuanto a los factores de crecimiento,
los mas relevantes son el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento de los fibroblastos basico
(bFGF o FGF-2 o FCF-B), que son responsables en conjunto de la proliferacion
angiogénica hiperplasica y del fenotipo fusiforme tan caracteristicos del SK. Otros factores
como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas-B (FCDP-), el interferon-y (IFN-
v) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) también participan, aunque en menor grado,

en el proceso angiogénico del SK.

El HGF es un factor de crecimiento angiogénico de 80 kDa que ejerce sus funciones a
través de un receptor tipo tirosin-cinasa transmembrana, producto del protooncogén c-Met.
El HGF y su receptor c-Met estan ampliamente expresados en diferentes poblaciones
celulares, incluyendo las células endoteliales y las células musculares lisas vasculares. La
sintesis del HGF por las células mesenquimales (p.e., células musculares lisas,
fibroblastos), y sus demostrados efectos en las células epiteliales y células endoteliales,

sugieren que se trata de un factor ubicuo.
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El HGF es el prototipo de factor de crecimiento pleiotropo y multifuncional que acttia
como mediador principal de las interacciones entre el mesénquima y el epitelio/endotelio,
y contribuye de esta forma a procesos tan importantes como la embriogénesis, el
mantenimiento de la funcion endotelial normal, la regeneracion de 6rganos, la formacion
de cicatrices y la angiogénesis en general. Recientes experimentos plantean la posibilidad
de que el HGF pueda tener un papel fundamental en la modulacién de la angiogénesis que
se desarrolla en respuesta a isquemia, ya que la expresion del HGF est4 incrementada en la
fase de reperfusion posterior a una isquemia miocardica (Aoki 2000). Los efectos
promotores del crecimiento del HGF se han demostrado sobre todo en el caso de o6rganos
dafiados. De hecho, el HGF inicialmente se identific6 como un potente mitdgeno,
involucrado en la regeneracion hepatica en ratas hepatectomizadas. A parte de estas
acciones fisioldgicas, se ha identificado la sobreexpresion del HGF en un gran nimero de
tumores, lo que sugiere que puede sus acciones pueden ser importantes en el proceso de la

oncogeénesis.

Tras examinar la expresion de varias citocinas y factores de crecimiento en el SK, asi como
en células fusiformes cultivadas a partir de lesiones humanas, el HGF fue una de las
moléculas de la que se encontraron niveles de expresion elevados de forma constante. Es
decir, las células fusiformes derivadas de lesiones de SK son capaces de sintetizar y
secretar HGF bioldgicamente activo, y también de expresar su receptor (c-Met) (Maier

1996).

Investigaciones en cultivos celulares han establecido que el HGF estimula directamente la

proliferacion y migracion de las células endoteliales, promoviendo el desarrollo de
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estructuras capilares. No obstante, la expresion ubicua del receptor c-Met en diferentes
tipos celulares, plantea la posibilidad de que el HGF pueda regular positivamente la
expresion de otros importantes factores angiogénicos coadyuvantes en estas células, como
por ejemplo el VEGF. De hecho, los experimentos in vitro han demostrado que la
administracion de HGF en el medio de cultivo incrementa la sintesis del mARN del VEGF
y de sus tres principales isoformas en las células musculares lisas vasculares (van Belle

1998).

En estos mismos experimentos se observa que el efecto de la HGF en la migracién y
proliferacion de las células endoteliales es similar al inducido por el VEGF. Cuando ambas
citocinas se administran simultdneamente, la respuesta mitogénica y quemotactica de las
células endoteliales cultivadas excede claramente a la encontrada con cada uno de ellos por
separado. El resultado de la combinacién de ambos factores en las células endoteliales es el
de un efecto aditivo en la proliferacion y un efecto sinérgico en la migracion. Estos efectos
demostrados in vitro cuando el HGF y el VEGF se administran conjuntamente pueden
reproducirse in vivo, en donde el HGF parece mantener la neovascularizacion tan tipica de
las lesiones del SK estimulando la sobreexpresion del VEGF en las células musculares

lisas de los vasos.

De todas formas, los estudios actuales indican que la neovascularizacion y la angiogénesis
inducida por el HGF es superior a la observada con el VEGF, tanto in vivo como in vitro,
observandose evidencias angiograficas e histologicas de que la angiogénesis en animales

que reciben HGF es mas prominente que en aquellos tratados unicamente con VEGF.
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Estos hallazgos evidencian la naturaleza pleiotropica del HGF, cuya potencia angiogénica
in vivo e in vitro se ejerce a través de la combinacién de efectos directos e indirectos,
coordinadamente regulados entre si, sobre las células endoteliales. La combinacion de
estos efectos constituye en si mismo un importante medio de estimulacion de la

angiogénesis.

La busqueda de una linea celular que constituyera un sistema util para el estudio de los
eventos moleculares del SK desembocd en la creacion de la linea celular TTB. Los ratones
transgénicos para la proteina tat y el virus BK (VBK) desarrollan lesiones
pseudokaposiformes y las células fusiformes derivadas de estas lesiones, denominadas
células TTB, muestran caracteristicas comunes con las células fusiformes del SK, como
por ejemplo, la sintesis y secrecion de HGF, y la expresion de c-Met en su superficie
celular (Maier 1996). De hecho, la proliferacion in vitro de estas células parece sostenerse
a través de un circuito autocrino c-Met/HGF, ya que si se dirige un antisuero contra el

HGF se produce una marcada inhibicion de su crecimiento.

Las c¢lulas TTB coexpresan antigenos especificos de células endoteliales, musculares lisas
y presentadoras de antigeno. Es decir, representan histogénicamente a células precursoras
vasculares pobremente diferenciadas capaces de sintetizar un gran nimero de factores
angiogénicos como el FGF-B, el VEGF vy el factor de crecimiento placentario, a parte del
HGF (Cavallaro 1996). Adicionalmente las células TTB expresan moléculas implicadas en
la invasion tumoral como el activador del plasmindgeno tipo urocinasa (uPA), su receptor
(uPAR) y también el inhibidor del activador del plasmindgeno-tipo 1 (PAI); esto indica

que estas células poseen, ademas de caracteristicas angiogénicas, una cierta capacidad de
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invasividad. Todas estas caracteristicas hacen de la linea celular TTB un sistema ideal para
estudiar el SK a nivel bioquimico, ya que muchos de los hallazgos identificados han sido

posteriormente reproducidos in vivo en el SK.

El FGF-B, otro factor de crecimiento angiogénico, estd involucrado en la patogénesis de
varias enfermedades caracterizadas principalmente por una neovascularizacion exagerada,
entre ellas el SK. Partiendo de la evidencia que el FGF-B es mitogénico para las células SK
humanas, se han investigado sus efectos en las células TTB y se ha observado que el FGF-
B causa principalmente migracion celular. EI FGF-f estimula la migracion de las células
TTB de tres formas: promoviendo 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).

El FGF-B promueve un fenotipo migratorio o movil en las células TTB que consiste en la
adquisiciéon por parte de la célula de una morfologia triangular. Para ello, el FGF-3
desacopla el citoesqueleto de la célula mediante la disminucion de las fibras de estrés y de
la a-actina de musculo liso, lo que facilita la adaptabilidad de la célula al medio

extracelular y su mobilidad.

En condiciones normales, el uPAR esta localizado en las zonas de adhesion de la célula al
sustrato; no obstante, las células TTB tratadas con FGF-B muestran una redistribucion de
los uPAR que pasan a localizarse predominantemente en el frente invasivo de la célula
migratoria y en los limites de crecimiento de las masas tumorales, segiin algunos modelos

experimentales. En cuanto al uPA, generalmente perinuclear, pasa a detectarse
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extracelularmente cerca del frente de avance de la célula migratoria. El efecto de la
redistribucion de los uPAR es focalizar la actividad del uPA en areas pericelulares
especificas, controlando asi la distribucion espacial de la proteolisis del medio extracelular

en el frente de avance celular, lo que permite la migracion de la célula.

Asimismo, las células TTB tratadas con FGF-f muestran una potenciacion del circuito
autocrino HGF/c-Met. La sobreexpresion del HGF resultante posee a su vez un efecto
estimulador de la migracion de las células TTB pretratadas. Probablemente esto es debido
a que el HGF es también capaz de modular la distribucion superficial del uPAR. La
neutralizacion del HGF o del uPAR mediante anticuerpos confirma estas observaciones, ya
que evitando la relocalizacion de los uPAR, se bloquea la migracion de las células

estimuladas con FGF-f3.

Aunque el FGF-B causa migracion celular mediante la polarizacion y relocalizacion del
receptor urocinasa (UPAR), ésta accion se encuentra mediada por el HGF, lo que refuerza
el caracter pleiotropo de este factor. No obstante, hay que tener en cuenta que por separado
la migracion inducida por el HGF es menor que la del FGF-B, ya que el HGF, el VEGF y
el factor de crecimiento placentario (PIGF) no muestran efectos en la morfologia celular
que faciliten la migracién. Por otro lado, en cuanto a la estimulacion del crecimiento, el
HGF y el FGF-f actiian de forma aditiva sobre las células endoteliales, mientras que solo
el FGF-B induce la proliferacion de las células musculares lisas vasculares. Esto explica
que las células TTB coexpresen marcadores de células endoteliales y musculares lisas, ya

que son capaces de sintetizar ambas moléculas; y por otro lado, que las células del SK
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muestren un fenotipo fusiforme o migratorio en fases avanzadas del SK secundario a la

accion del FGF-p.

La citocina proinflamatoria interleucina-1p (IL-1B) es capaz de inducir un circuito
autocrino c-Met/HGF en las células TTB similar al del FGF-B, sin embargo, esta
estimulacion no provoca una migracion de las células TTB (Maier 1996). Esto sugiere la
posibilidad de que el FGF-B y la IL-1p estimulen al HGF/c-Met en las células TTB a través
de vias de senales intracelulares compartidas, que se dividen en ultimo término para
originar Unicamente migraciéon cuando la sefial esta originada por el FGF- y sobre todo

proliferacion cuando el origen es la IL-1.

Teniendo todo esto en cuenta, se llega a la conclusion de que el proceso angiogénico
depende de la interaccion de todos estos factores mencionados, cada uno de ellos
aportando acciones proliferativas y migratorias, cuantitativa y cualitativamente distintas,

aunque todas ellas aditivas, y al parecer controladas en mayor o menor grado por el HGF.

A parte de sus evidentes funciones en la angiogénesis estudios recientes han revelado que
el HGF puede también proteger a las células endoteliales normales y cancerigenas, y
posiblemente a las lineas celulares del SK, contra la apoptosis. La aterosclerosis en los
pacientes con diabetes se inicia a partir del dafio de las células endoteliales debido a la alta
concentracion de la D-glucosa, que induce la apoptosis endotelial a través de la via bax-
caspasa, provocando la translocacion de la proteina bax del citosol a la membrana
mitocondrial e incrementando la actividad de las caspasas-3 y 9. Se ha demostrado que el

HGF ejerce acciones protectoras contra la apoptosis en estas células endoteliales,
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incrementando los niveles del bcl-2, lo que permite inhibir la translocacién del bax a la

mitocondria y la actividad de las caspasas-3 y 9 (Nakagami 2002).

Por otro lado, en experimentos in vitro en células del carcinoma de mama, el HGF bloquea
de la apoptosis secundaria a agentes terapéuticos y citotoxicos como la adriamicina (ADR)
y el MDA-MB-453 que danan al ADN. La proteccioén contra la apoptosis realizada por el
HGF requiere de un receptor c-Met funcional y no es dependiente de la p53. Los distintos
analisis revelaron que las células cancerigenas pretratadas con HGF frenan la disminucion
de los niveles de bcl-X1 inducidos por la ADR, incrementando en estas células el grado de
proteccion contra la apoptosis. Ademas, el HGF ha mostrado también un bloqueo en el

CIP1
1

incremento de c-myc inducido por la ADR y una inhibicion de la expresion de p2 y de

la proteina BRCA1 en las células cancerigenas pretratadas (Fan 1998).

Estos hallazgos sugieren que la proteccion contra la apoptosis mediada por el HGF en las
células endoteliales normales puede estar relacionada con la inhibicion de multiples vias
requeridas para la activacion de la apoptosis. La acumulacion de HGF en las células
cancerigenas y, en particular en las células del SK, puede proveer una proteccion adicional
contra la apoptosis, contribuyendo de esta forma a la progresion tumoral del SK,
especialmente en los estadios mas avanzados, y al desarrollo de un fenotipo radio y/o

quimiorresistente.

Como hemos visto la sobreexpresion del HGF, e indirectamente del c-Met, puede estar
involucrada en varios circuitos autocrinos y paracrinos permitiendo la sintesis y secrecion

de nuevos factores angiogénicos (p.e., VEGF y FGF-p, etc), amplificando de esta forma la
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angiogenesis, la migracion y la proliferacion de las células fusiformes, asi como la

adquisicion de resistencia a la apoptosis.

A parte de sus actividades fisiologicas, se ha demostrado que el HGF toma parte en el
crecimiento, invasion y neovascularizacion tumoral, promoviéndo el desarrollo de tumores,
entre ellos el SK. Sin embargo, a parte de estar implicado en el desarrollo tumoral, el HGF
parece estar involucrado en la progresion de las neoplasias induciendo la formacion de
metéstasis. La regulacion de la expresion de varias moléculas de adhesion (p.e., ZO-1), la
reduccion de la resistencia transendotelial (TER) y el incremento la permeabilidad de las
células endoteliales vasculares humanas mediada por el HGF, facilita la invasion vascular

por parte de las células cancerigenas y también la produccion de metéstasis (Martin 2002).

Todas estas acciones del HGF, se confirman a través del descubrimiento de una variante
antagonista denominada NK4 que inhibe todos los efectos del HGF compitiendo con por el
receptor c-Met. EI NK4 actia como un inhibidor angiogénico suprimiéndo in vivo el
crecimiento y la angiogénesis tumoral, disminuyendo la progresion tumoral y el desarrollo

de metastasis (Maemondo 2002).

En este contexto es ldgico pensar que el HGF puede actuar como un factor de progresion
tumoral. De hecho, diferentes estudios han observado una marcada sobreexpresion del
HGF y del c-Met en multiples canceres invasivos humanos y en sus metéstasis en
comparacion con los tumores benignos y con los canceres no invasivos. En la literatura
revisada -previa y posteriormente a la publicacion del primer trabajo-, no existen articulos

en los que se estudie la expresion del c-Met/HGF en el SK. Por ello la identificacion de la
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expresion inmunohistoquimica del c-Met en los diferentes estadios del SK constituye un
modo de determinar si el tandem c-Met/HGF se comporta como un factor de progresion en
el SK-C y en el SK-SIDA, a parte de confirmar y apoyar los resultados obtenidos por otros
autores en los estudios previamente realizados sobre el HGF y el c-Met en lineas celulares

y en otros tumores.

Nuestros resultados sugieren que existe un incremento en la sobrerregulacion de la
expresion del c-Met en el estadio de placa del SK-C respecto al estadio de placa del SK-
SIDA, y en general, en los estadios tumorales, independientemente del estado serologico

del VIH.

La intensidad de la expresion del c-Met en las muestras de biopsias de SK en nuestro
estudio puede correlacionarse con el tiempo de evolucion de las lesiones cutaneas del SK.
Teniendo esto en cuenta ya que la evolucion de las lesiones del SK-C es generalmente mas
lenta que las lesiones del SK-SIDA, incluso si el tamafio es similar, esto indicaria que la
expresion de c-Met deberia ser mayor en las placas del SK-SIDA por el simple hecho de

evolucionar mas rapido.

Que en nuestro estudio las puntuaciones medias de tincion de las lesiones de placa sean
significativamente inferiores en el SK-SIDA que en los casos SK-C, puede justificarse en
primer lugar por la existencia de un sesgo a este nivel, ya que al ser el SK el tumor mas
frecuente en los pacientes VIH positivos y al tratarse en general de una poblacion
clinicamente muy controlada, los estadios iniciales del SK-SIDA suelen ser biopsiados

antes con fines diagnosticos y por lo tanto, es dificil calibrar el tiempo exacto de evolucion

UAB Departamento de Ciencias Morfoldgicas - 359 -



FACTORES DE PROGRESION TUMORAL EN EL SK: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

de estos estadios. En segundo lugar, la minima sobreexpresion del c-Met en el estadio de
placa del SK-SIDA parece indicar que en los estadios iniciales del desarrollo del SK-SIDA
otras redes de citocinas mas relacionadas con la infeccion por el VIH (p.e., IFN-y o la
proteina tat del VIH) son mas relevantes que el circuito c-Met/HGF, la IL-1PB y el FGF-

en la angiogénesis y proliferacion de las células fusiformes.

De hecho, la proteina tat recombinante posee un dominio basico que se unen a la heparina
muy similar al de varios factores angiogénicos, como el FGF-f, el VEGF y el HGF, por lo
que se la ha considerado un verdadero factor de crecimiento angiogénico, tanto in vivo
como in vitro, con capacidad de ser modulada por la heparina y el heparan-sulfato (Albini
1996). Asimismo, se ha demostrado el FGF- puede actuar sinérgicamente con la proteina
tat del VIH-1 en la iniciacién y mantenimiento de las lesiones del SK-SIDA (Barillari
1999). Todo esto explicaria que en el desarrollo de las lesiones iniciales del SK-SIDA, el
eje c-Met/HGF tuviera una menor implicacion patogénica en comparacion con los estadios
iniciales del SK-C, lo que se traduce en una expresion menor del c-Met en los estadios de

placa del SK-SIDA en nuestro estudio.

En ultimo término, alteraciones en el protooncogén que codifica al receptor c-Met, podrian
transformarlo en un oncogén, con las subsiguientes modificaciones en la actividad del
HGF. En la mayoria de tumores en los que se ha identificado una sobreexpresion del
receptor c-Met, ésta parece deberse a una activacion por su ligando HGF, mas que por una
activacion mutacional que tinicamente se presenta en el 13% de las neoplasias esporadicas,
sobre todo de origen renal (Sweeney 2002). En estas neoplasias parece ser que las

mutaciones del c-Met se encuentran en mayor grado en las metastasis que en los tumores
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primarios (Lorenzato 2002). Estos datos sugieren que el c-Met puede ser uno de los
oncogenes que controlan la progresion de las metéstasis. De hecho estudios puntuales en
subtipos especificos de neoplasias (carcinoma nasofaringeo, carcinoma gastrico, etc) (Chen
2001; Morello 2001; Kijima 2002; Qian 2002) demuestran que la expresion de c-Met se
correlaciona significativamente con un mayor estadio tumoral, una menor supervivencia, y
en general, con un fenotipo agresivo en los tumores. Las mutaciones germinales en el
dominio tirosin-cinasa del receptor c-Met se han descrito en el carcinoma de células

renales papilar hereditario y en el carcinoma hepatocelular (Longati 2001).

Las mutaciones del c-Met parecen improbables en la etiopatogenia del SK, no obstante
podria ser un hecho factible, ya que una sobreexpresion en la sintesis de c-Met podria
justificar por si misma una sobreexpresion simultanea del HGF, mediante una estimulacion
autocrina. No obstante, en la literatura revisada no se identifican mutaciones del c-Met en
relacion al SK, sin embargo, serian necesarios estudios mas especificos para descartar esta

posibilidad.
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2. EXPRESION DE LA P27¥"™! EN EL SK

El control de la transicion de la fase G1 a la fase S es basico para una division celular
correcta. Multiples estudios han demostrado que este punto de transicion esta alterado en
un gran numero de células cancerigenas, lo que tiene como consecuencia la entrada
incontrolada al ciclo celular y secundariamente un incremento en la proliferacion celular.
Por ello, alteraciones en cualquiera de las moléculas que controlan la progresion o la
transicion entre estas dos fases del ciclo son de suma importancia.

KIP1

La proteina CKI p27™"" es un inhibidor de la division y proliferacion celular, siendo uno

de los responsables primarios del control de la transicion G1/S. La p27<™"

pertenece a la
familia CIP/KIP (Nakayama 1998) cuyos miembros se caracterizan, en general, por poseer
una amplia actividad inhibidora sobre casi todas las CDK. De todas formas, la principal

funciéon de la p27<™"

consiste en regular negativamente la actividad de los complejos
ciclina-CDK que actiian en el control de la transicion G1/S del ciclo celular, especialmente
a los complejos ciclina D-CDK4/6 y ciclina E-CDK2.

Estudios recientes sobre las CKI han revelado que la p27<™"

puede actuar también como
regulador positivo especifico de los complejos formados por las ciclinas de tipo D y sus
subunidades CDK correspondientes. Se ha observado que esta CKI es capaz de unirse al
complejo ciclina D-CDK formando un complejo ternario que mantiene la actividad cinasa
intrinseca del complejo, permitiéndole realizar sus principales funciones, pero anula la

actividad inhibidora de la p27<"'. Es decir, la presencia de la CKI p27*"" estabiliza y
p p

mantiene la estructura del complejo ciclina D-CDK y, ademads, su retencion en dichos
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complejos consituye un reservorio latente de p27°""! que puede liberarse ante determinados
estimulos para realizar acciones inhibitorias sobre otras cinasas. Este mecanismo capaz de
anular la actividad inhibidora de la p27*"' sin degradarla, consiste basicamente en el
secuestro de la p27%"™" por parte del complejo ciclina D-CDK. Este secuestro evita que la
p27%""! inhiba al complejo ciclina E-CDK2, favoreciendo la progresiéon del ciclo celular

(Sherr 1999).

Atendiendo estrictamente a su actividad inhibitoria, la disminucién de los niveles de

expresion de la p27<™!

produciria una pérdida del control inhibitorio sobre los complejos
ciclina-CDK de las fases G1 y S, lo que a su vez posibilitaria una estimulacion de la
progresion del ciclo celular, incrementando la probabilidad de una proliferacion celular
neoplasica. De hecho, y debido al punto critico del ciclo que controla, la pérdida de

KIP1
7

expresion de la p2 es uno de los factores propiciatorios del desarrollo y/o progresion

tumoral, reflejando asi la importancia de esta molécula en la oncogénesis (Lloyd 1999). La

implicacion de la p27<™!

en la regulacion negativa de la proliferacion celular en los
diversos estudios experimentales y en tumores humanos, ha hecho que algunos autores lo

consideren potencialmente como un gen supresor de tumores (Sgambato 2000).

Un gran nimero de estudios han corroborado estos datos identificando niveles de
expresion de p27<""! disminuidos en varios canceres humanos: carcinoma de mama (Gillett
1999), colon (Palmqvist 1999), estdémago (Mori 1997), préstata (Cordén-Cardo 1998), no-
célula pequefia de pulmon (Kawana 1998), endocrino (Lloyd 1997), ovarico (Newcomb

KIP1

1999) y de cavidad oral (Jordan 1998). Esta disminucion de los niveles de p27~ " se ha

asociado con un peor pronoéstico, de forma que cuanto mas agresivo es el tumor, menor es
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la expresion de la p27°""!. Consecuentemente, se ha cualificado a la p27*""' como un factor
pronostico independiente en estas tumoraciones (Tan 1997; Lloyd 1999). Asimismo,
estudios comparativos de la expresion de la p27"' en los carcinomas colorrectales
primarios y en sus metastasis han mostrado una importante reduccion de los niveles de
expresion de la p27°"' en los focos de metastasis en comparacién con sus tumores
primarios (Thomas 1998). Por lo tanto, el desarrollo de metéstasis podria estar facilitado
por una infrarregulacién de la expresion de la p27%""" en las células tumorales circulantes

haciendo que éstas adquieran capacidad metastésica.

Las principales causas que originan una disminucion en la expresion de proteinas, pueden
ser debidas a mutaciones tumorales especificas o a metilacion de regiones promotoras del
gen que las codifica, a una reduccidn transcripcional y/o translacional y, por ultimo, a
degradacion post-transcripcional (Pagano 1995; Loda 1997). En el caso de la CKI p27°™",
la degradacion post-transcripcional, principalmente a través de la via ubicuitin-proteasoma
y, en segundo término, la metilacion (Qian 1998), la reduccion transcripcional (Hengst
1996), parecen ser los mecanismos mas trascendentes en la regulaciéon de la p27<"'. Al

KIPI
7

contrario, las mutaciones del gen p2 son insolitas.

KIP1

La relacion entre la expresion de p27—  y el desarrollo de patologia se ha estudiado

intensamente en la prostata, observandose unos niveles reducidos de expresion de la

p275"" tanto en la hiperplasia benigna como en el carcinoma prostatico. No obstante, en la

hiperplasia benigna prostatica se identificé una disminucién del ARNm de la p27<"!,

mientras que en el carcinoma prostatico los niveles de ARNm eran similares a los

KIP1

presentes en la prostata normal. De esto se deduce que la supresion de la p27—  en la
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hiperplasia benigna prostatica es secundaria a una reduccidn transcripcional y en el

carcinoma prostatico es post-transcripcional (Cordon-Cardo 1998).

Estos datos sugieren que la reduccién de la funcion de la p27<""! puede originar hiperplasia
o neoplasia dependiendo del mecanismo causal, y que la alteracion por si sola de la
expresion de la p27°""! no origina cancer (Nakayama 1996). De hecho, en experimentos
con ratones desprovistos del gen p275"! se observa el desarrollo de hiperplasias tisulares
sin un incremento asociado de la incidencia de neoplasias. La pérdida de de la p27<™"
seguramente coopera con mutaciones de varios oncogenes y genes supresores de tumores
facilitando el crecimiento y la progresion tumoral. Diversos estudios han intentado
identificar algunos de estos oncogenes. Por ejemplo, en linfomas desarrollados en ratones
p27%""! /- se ha encontrado una mayor activacion del c-myc, asi como inserciones en dos
nuevas localizaciones: una dimerizaciéon de la proteina Jun del gen 2 (Jundp2), y una
localizacion vinculada al cromosoma X (Xpcll). Cada una de estas localizaciones,
originadas por mutagénesis insercional, parecen encontrarse frecuentemente en los

ZKIPT

linfomas p2 -, por lo que podrian representar posibles candidatos a oncogenes, no

obstante, son necesarios mas estudios para poder confirmarlo (Hwang 2002).

Evidentemente si la inhibicion de las CKI facilita la progresion incontrolada del ciclo y

KIP1

division celular, la p27™" " se convierte en una molécula diana de las infecciones viricas

(Funk 1998). De hecho, recientes estudios han dilucidado las vias utilizadas por las

KIP1 1CIP1

oncoproteinas virales para inhibir las actividades de la CKI p27 . En particular,

y p2
el VHH-8 posee en su genoma secuencias capaces de codificar moléculas homologas a

proteinas reguladoras del ciclo celular (oncogenes virales), entre ellas, algunas capaces de
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evitar la apoptosis (v-bcl-2) (Cheng 1997) y de favorecer la progresion del ciclo celular,
como por ejemplo la v-ciclina o ciclina k, un homélogo de la ciclina D de fase G1 (Chang

1996).

Al igual que la ciclina D, la v-ciclina es capaz de formar complejo activo con la cinasa
dependiente de ciclina CDK6 de la célula huésped, ejerciendo su accion habitual: estimular
la proliferacion celular favoreciendo el paso de la transicion de las fases G1/S a través de la
fosforilacion de diversas proteinas del ciclo (p.e., pRb). No obstante, esta ciclina viral se
comporta de forma diferente a las ciclinas de tipo D clasicas, ya que los complejos
formados entre la ciclina k y la CDK6 son resistentes a la accion inhibitoria de las
proteinas CKI y, aparte, son capaces de fosforilar una mayor variedad de sustratos, entre

KIP1
7

ellos la p2 (Ellis 1999). De hecho, la v-ciclina no es una molécula capaz de inhibir la

sintesis de ADN, asi que Gnicamente puede producir una infraregulacion de la p27<™"

induciendo su degradacion. Esto apoya la hip6tesis de que la infrarregulacion de la p27<™"

en lesiones asociadas a infeccion por el VHH-8 es debida a degradacion post-

transcripcional.

Es decir, el complejo ciclina k-CDK6 viral es capaz de fosforilar a la p27°"', lo que
provoca el inicio de una secuencia de eventos (degradacion a través de la via ubicuitin-

. , <y . 7 KIP1
proteasoma) que finalizaran con una reduccion de los niveles endégenos de la p27™ .

Asi, el incremento de la concentracion de los complejos ciclina k- CDK6 secundarios a la
activacion del genoma virico, podria ser el responsable de un incremento en la degradacion

de la p27°"™" (Mann 1999). Como resultado, la p27°""" reducira su actividad inhibitoria y
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permitira la progresion de ciclo celular. La pérdida de equilibrio entre los mecanismos de
inhibicion (disminucion de la p27<"!) y de estimulacion (citocinas, factores de crecimiento
y moléculas inductoras del ciclo celular aumentados a expensas de la infeccion por el
VHH-8), originard un microambiente molecular favorecedor para que la célula se divida y
permita la replicacion del genoma virico y, en segundo término, el desarrollo de

proliferaciones tumorales secundarias.

Consecuentemente, los tumores relacionados con la infeccion por el VHH-8 en los que
probablemente habra sintesis de v-ciclina, estaran asociados a una disminucion de la

KIP1
7

expresion de p2 y, de esta forma, la ciclina K contribuird a la disregulacion del

crecimiento celular.

La consistente asociacion entre la infeccion por el VHH-8 y el SK (Gallo 1998), indica que

la disminucion de la expresion de p27<™"!

puede ser un mecanismo oncdgeno presente en el
desarrollo del SK, sobre todo en sus fases mas avanzadas, como ocurre en otros tipos de
tumoraciones. Basandonos en lo anterior es logico pensar que el diferente comportamiento
biologico de los estadios SK pueda estar relacionado, ademds de con el grado de
inmunidad celular y humoral del paciente, con alteraciones especificas en los mecanismos
que controlan el crecimiento y el desarrollo tumoral.

. . <y . . roo: KIP1
En la literatura revisada, la expresion inmunohistoquimica de la p27

en el SK y sus
posibles alteraciones en relacion con la localizacion y diseminacion de las lesiones

(afectacion cutanea y extracutanea), con el estatus serologico del VIH-1 y con marcadores
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de proliferacion tumoral (Ki67) no han sido previamente estudiados, al menos de forma

sistematica.

Tras la determinacion inmunohistoquimica de la p27°"" en nuestra serie de casos de SK,

KIP1
7

los resultados indicaron, en general, una baja expresion de la p2 tanto en las lesiones

7Pl era mas

cutdneas como en las extracutaneas. Esta disminucion de la expresion de la p2
prominente en las muestras de biopsias extracutaneas de SK, independientemente de su

origen anatdmico; mientras que los porcentajes de expresion en las biopsias cutaneas eran

significativamente mas altos.

Como era de esperar, en los pacientes con SK-C, las placas y maculas mostraron unos
porcentajes de expresién inmunohistoquimica de p27<"! mayores que en los tumores. En
los pacientes con SK-SIDA la diferencia de expresion de p27°"! entre estadios no fue
estadisticamente significativa. Sin embargo, cuando se analizaron conjuntamente los casos
cutineos y extracutaneos, los niveles de la p27<"! fueron significativamente inferiores en
el grupo VIH-positivo, donde se encontraban la mayoria de los casos extracutdneos. De
todas formas, el nimero de pacientes VIH-negativos con SK extracutaneo en nuestro
estudio es demasiado pequefio para apoyar cualquier hipdtesis respecto al posible papel del

VIH en la infraregulacion de la p27<'"".

El porcentaje medio de expresion del indice de proliferacion Ki67 no mostr6 diferencias

estadisticamente significativas. No observamos correlacion, directa o inversa, entre la

KIP1

expresion de la p27™ "y la del Ki67, cuando los casos fueron estratificados de acuerdo con

la localizacion, tipo de lesion, estatus VIH del paciente, sexo o cualquier otra variable
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tenida en consideracion en este estudio. Esto es consecuente con los hallazgos descritos en
la literatura, ya que en la mayoria de estudios referentes a la relacion entre estos
marcadores no se ha obtenido correlacion alguna. Asimismo, esto sugiere que las

KIP1

alteraciones provocadas por la infrarregulacion de la p27™"  pueden no estar inicamente

relacionadas con proliferacion celular.

Los resultados indican que parece existir una relacion entre la disminucion de la expresion
de la p27°""' y 1a progresién de las lesiones cutaneas de SK de macula-placa a tumor. La
reduccion en los niveles de la p27%'""! pareci6 ser, por lo tanto, un suceso comun pero tardio
en el SK cutaneo. Este hecho se correlaciona con la evolucion de la infeccion del VHH-S,
que inicialmente posee escasos niveles de infeccion litica y, por lo tanto, de expresion de
genes homologos. Mientras que a medida que progresa la enfermedad y se incrementa la
replicacion virica, aumenta la codificacion de genes homologos, entre ellos la v-ciclina
que, mediante la activacion de la CDK6 enddgena, provoca una mayor incremento en la

degradacion de la p27°™"".

KIP1

Una mayor reduccién en la expresion de la p27™  en las lesiones extracutaneas respecto a

, .y . SO : KIP1
las cutdneas refuerza la hipotesis de una correlacion inversa entre la expresion de la p27

y la progresion del SK. Es decir, la afectacion extracutdnea considerada aparentemente un
signo de extension de la enfermedad en el SK (Chor 1992), se asocia con los niveles mas

bajos de expresion de la p27<"* !

, independientemente de si las lesiones estan localizadas en
membranas mucosas o en drganos internos. Esto puede indicar que una infrarregulacion de

la p27"" facilita el crecimiento de las células del SK en otras localizaciones diferentes a

las primarias, de la misma forma que ocurre con las metastasis de carcinomas (Thomas
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1998), como han introducido otros estudios previos, apoyando la asociacion entre la

infraregulacion de la p27<"'y la progresion del SK.
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3. EXPRESION DE LA P45°%"? EN EL SK

. . . ’ KIP1
Numerosos estudios han mostrado que los niveles reducidos de la proteina p27"" ', un

inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas, estdn asociados a un curso mas agresivo
y a un peor prondstico en una gran variedad de carcinomas. De esta forma, la baja

expresion de la p27<™!

ofrece una informacion prondstica independiente, sobre todo en los
carcinomas de colon (Thomas 1998; Hershko 2001), mama (Gillett 1999) y prostata
(Cordén-Cardo 1995; Cordon-Cardo 1998). La asociacion entre la pérdida de la proteina
p27*"! y la proliferacion incontrolada de las células cancerigenas es congruente con la

funciéon de la p27<"

como regulador negativo de los complejos ciclina E/A-CDK2,
encargados de permitir el avance de las células a la fase S y de controlar, al menos en

parte, la transicion G1/8S.

KIP1 :
La p27™" parece formar parte de una clase de genes supresores de tumores recientemente
descrita en la que la reduccion de expresion de la proteina en las neoplasias malignas no
estd causada por cambios genéticos, sino por cambios post-transcripcionales a nivel de la

degradacion molecular (Philipp-Staheli 2001). Estudios recientes han identificado que la

via ubicuitin-proteasoma es la principal encargada de la degradacion de la p27<"',

utilizando para la ubicuitinaciéon un complejo ubicuitin-ligasa del tipo SCF que contiene a

KP2
5 S

la p4 como unidad reconocedora especifica de sustratos (Carrano 1999).

KP2
5 S

La proteina F-box p4 es una subunidad del complejo ubicuitin-ligasa SCF implicada

en condiciones normales en la ubicuitinacion especifica de varios reguladores clave en la
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progresion de la transicion G1/S, uno de ellos la p27<™!, facilitando de esta forma su

degradacion posterior por el proteasoma.

En el ciclo celular normal, la fase GO/G1 se caracteriza por altos niveles de la p27°"' y
bajos niveles de la p45°*"*. Subsiguientemente, durante la fase S, los niveles de la p45°<
se incrementan y los de la p27*"" disminuyen rapidamente por degradacion, permitiendo
asi la progresion del ciclo celular mediante la activacion secuencial de los complejos
ciclina E/CDK2 y ciclina A/CDK2, que a su vez son los encargados de fosforilar a la
p27%""! sefialandola para su degradacion a través de la via ubicuitin-proteasoma (Sheaff

1997).

SKP2
5

Los niveles de la p4 son limitantes para la degradacion de la p27<™" (Carrano 1999)

KIP1
7

y, por lo tanto, se ha postulado que los niveles bajos de p2 en canceres humanos

SKP2
5

agresivos pueden ser secundarios al incremento de la expresion de la p4 , que

KIP1
7

mediante ubicuitinacion marcaria a la p2 para su degradacion por el proteasoma. En

SKP2
5

este sentido, varios estudios han identificado sobreexpresion de la p4 en varios

canceres humanos (Gstaiger 2001), asociada frecuentemente a una infrarregulacion de la

KIP1 SKP2
7 5

. De hecho, se ha demostrado que los niveles de expresion de la p4 se

p2

correlacionan directamente con el grado de malignidad e inversamente con los niveles de
KIP1 . . .

la p27~"" en linfomas humanos, carcinomas colorrectales y carcinomas escamosos de

cavidad oral (Hershko 2001; Kudo 2001; Latres 2001).

SKP2
5

.y . . KIP1 . .
La correlaciéon inversa entre los niveles de p4 y p27°" ", parece indicar que la

SKP2
5

sobreexpresion de la ubicuitin-ligasa SCF/p4 puede representar un importante
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mecanismo en la disregulacion de la funcion de la p27<""! mediante la estimulacion de su

proteolisis, contribuyendo, en este sentido, a la transformacion maligna de la célula.

Estudios in vitro han evidenciado que la p45°F? coopera sinérgicamente con el gen Ras en
el desarrollo de algunos linfomas de células T, de lo que se deduce que posee un claro
potencial oncogénico. La transformacion neoplasica se refleja tanto por los efectos del Ras
en la estimulacion de la via de inactivacion de la pRb, como por los efectos de la p45°<F2
impidiendo el funcionamiento normal de la p27<"! al favorecer su degradacion (Latres

2001).

SKP2
5

En general, las observaciones de que la p4 puede mediar la transformacion neoplasica

SKP2
5

y esta sobreexpresada en la carcinogénesis, sugieren que la p4 puede comportarse

como un protooncogén en tumores humanos (Gstaiger 2001). A su vez, esto apoya ain con

SKP2
5

mas solidez la hipdtesis de que la p4 puede ser la responsable de la expresion

disregulada de la p27<""

Actualmente, varios estudios se dedican a dilucidar las vias oncogénicas que afectan a la
via ubicuitin-proteasoma, provocando el incremento y la disregulacion de la expresion de

SKP2
5

la p4 y también alteraciones del resto de moléculas que forman parte de las ubicuitin-

ligasas.

Nuestros resultados indican que las observaciones antes mencionadas también se aplican al

SK, aunque la imagen parece ser algo mas complicada en esta tumoracion.
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Para el estudio de la expresién inmunohistoquimica de la p45°<"™

partimos de los
resultados obtenidos en un estudio previo realizado en una serie distinta de casos de SK, en
el que demostramos que la progresion del SK estaba asociada a una disminucion en la
expresion de la p27<™!, como ocurre en otros tipos de tumores humanos. Mientras que los
niveles de expresion del Ki67 eran independientes del estadio de la enfermedad
(Fernandez-Figueras 2000).

SKP2
5

En el estudio que nos ocupa, la expresion inmunohistoquimica de la p4 en los

diferentes estadios del SK es variable. En las lesiones cutaneas del SK se han observado

casos con una expresion reducida de la p27<™"

paralela a una expresion alta y nuclear de la
SKP2, . . SKP2 .

p45°™7; mientras que en otros casos, niveles altos de la p45 estaban asociados con

preservacion de la expresion de la p27°'""'. Hallazgos similares en relacion a la expresién
SKP2 KIP1 « . . ,

de la p45 y de la p27™" " se observaron también en algunas lesiones extracutaneas del

SK. En lo que respecta a las lesiones agresivas, en algunos de los casos ambas moléculas

55KP2 en las

estaban pobremente expresadas. Sorprendentemente, la expresion de la p4
lesiones de SK extracutaneas era mas baja que en los tumores cutaneos, pero mas alta que
en las placas.

KIP1 ,
se observo en las

En general, mientras el maximo grado de infraregulacion de la p27
lesiones extracutaneas y en los tumores cutaneos del SK, el mayor grado de expresion de la
p4555F2 corresponde a los tumores cutaneos y a las lesiones extracutaneas del SK, de forma
que se establece una relacion inversa, por otro lado esperable, entre la p27<""" y la p45°<F.

Sin embargo, el andlisis de regresion no mostrdé que esta relacion entre la sobreexpresion

de 1a p45°*** y la pérdida de la p27°"" fuera estadisticamente significativa.
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En cuanto a la distribucién de la tincién hemos encontrado expresion nuclear de la p45°<

en todos los estadios de SK. No obstante, el porcentaje medio de células de SK que
expresaban p45°<™? en su nicleo estaba significativamente incrementado en los tumores
cutaneos y en las lesiones extracutaneas, en comparacion con las maculas y las placas. Las

diferencias entre maculas y placas no fueron significativas. En lo que respecta a la tincion

SKP2
5

citoplasmatica de la p4 , observamos una marcada tendencia hacia su incremento en

los estadios avanzados.

SKP2 KIP1
5 7

La expresion inmunohistoquimica de la p4 , al 1igual que la de la p2 , N0 Mostrod

correlacion con el indice de proliferacion Ki67.

Especificamente, los hallazgos que necesitan una hipotesis explicatoria alternativa en el SK

en el estudio que nos ocupa son la falta de correlacion inversa estadisticamente

KIP1 SKP2
7 57

significativa entre los niveles de la p2 ; y también la aparente paradoja de

y la p4

55KP2 o5 inferior en las lesiones extracutineas del SK

que la expresion de la p4
(consideradas como extension de la afectacion de la enfermedad), en comparacion con el
nivel de expresion de los tumores cutaneos del SK.

KIP1 .
sea debido a un aumento

Lo esperable es que el incremento en la degradacion de la p27
de su fosforilacion y, consecuentemente, la sobreexpresion de la ubicuitin-ligasa
SCF/p45°*" seria un suceso secundario. No obstante, la variabilidad de los resultados
obtenidos nos indica que probablemente otros mecanismos estén participando
simultaneamente en esta regulacion. Debe valorarse la opcion de que el incremento en la

KIP1

degradacion de la p27™" " puede ser el resultado de una ubicuitinacion masiva por parte de
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una p45°%"? defectiva (Wirbelauer 2000). De esta forma, la sobreexpresion de la p45°<?
pasaria de ser consecuencia a causa de la infrarregulacién de la p27<"*". Cualquiera de las
dos opciones o la combinacion de ambas son posibles. Asimismo, trastornos de otras vias
proteoliticas minoritarias, dependientes o no de ubicuitinacidon, podrian justificar también

los resultados obtenidos.

Aparte de la degradacion mediada directamente por las cinasas dependientes de ciclina, el

control de la degradacion de la p27<™'

puede realizarse también por una segunda via
proteolitica operativa durante la fase G1 temprana/media, estimulada por sefiales

mitogénicas que activan al gen Ras y al gen Myc, que a su vez son capaces de inactivar a la

p27°"! (Leone 1997; O’Hagan 2000; Malek 2001).

El hecho de que el SK esté causado por la infeccion del VHH-8 sugiere una explicacion

pausible para la falta de correlacion inversa entre los niveles de expresion de la p27<™!

y
de la p45°*"* en los casos de SK estudiados en nuestra serie. Especificamente, el VHH-8
codifica la ciclina k, una homologa de la ciclina D, que uniéndose a la CDK6 endogena le

confiere dos caracteristicas criticas: ser resistente a las acciones de las CKI y ampliar su

rango de proteinas sustrato incluyendo a la p27<"! (Ellis 1999; Mann 1999).

Como consecuencia las células infectadas con el VHH-8 pueden evitar el arresto de la fase

G1 impuesto por la p27<™

resistiendo a su actividad inhibidora y/o precipitando su
degradacion. Esto permitiria la activacion de los complejos endogenos de ciclina-CDK?2 y

la progresion de la transicion G1/S. Efectivamente, el hallazgo de complejos ciclina k-

CDKG6 fosforilando a la p27°"" en cultivos de células del linfoma primario de derrames y
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en el SK es un buen indicador de que la degradaciéon de la p27%"" inducida viralmente
tiene lugar en los tumores relacionados con el VHH-8. Sin embargo, no debe descartarse
que otras moléculas sintetizadas o estimuladas por el genoma del VHH-8 puedan tener

consecuencias en el comportamiento de la p27%""! o de la ubicuitin-ligasa SCE/ p45°<F2,

La inactivacion de la p27%""" a nivel translacional (Hengst 1996) y por el secuestro en los
complejos ciclina D-CDK (Sherr 1999) contribuyen también a la infrarregulacion de la
p27%"! durante la fase G1 temprana/media y, tedricamente, sin sobreexpresion de la

p45 SKP2

KIP1
7

Como ya sabemos, los niveles intracelulares de p2 se reducen rapidamente en la

transicion G1/S, a expensas de dos mecanismos post-transcripcionales que acttian de forma
paralela: la via ubicuitin-proteasoma, cuya actividad es mayor en G1/S, y un mecanismo

proteolitico independiente de ubicuitinacién que muestra una mayor actividad en la fase S.

KIP1
7

En este ultimo, la p2 se procesa a través de una proteolisis rapida del extremo N-

terminal de la molécula, que elimina el dominio de union a ciclinas de la p27<"",

reduciendo su masa molecular. La molécula resultante es inactiva y, por lo tanto, incapaz
de inhibir a la CDK2. Este proceso es dependiente de ATP, pero independiente de la

ubicuitinacion (Shirane 1999).

La Nedd8 es una proteina de la familia de las Cullin similar a la ubicuitina. Recientemente,

SKP2
5

se ha identificado que la Culldel complejo SCF/p4 puede ser modificada por la

Nedds, lo que produce una estimulacion del efecto de la ubicuitin-ligasa SCF/ p45°¢"

KIP1

sobre la p27™"", incrementando su ubicuitinacion y degradacion (Morimoto 2000). La
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regulacion del recambio de la p27<™'

mediado por la Nedd8 es independiente de la
fosforilacion de la p27<"", 1o que remarca la importancia de esta molécula en la regulacion
de los niveles de esta CKI (Podust 2000). De hecho, estudios ulteriores, han observado que
esta modificacion de la Nedd8 sobre la Cull es esencial para que el complejo SCF/p45°<"?

sea capaz de ubicuitinar a la p27<""

en condiciones normales, ya que la inactivacion de la
Nedds en los extractos celulares bloquea la ubicuitinacién y degradacién de la p27°""'. La
Nedd8 se expresa en células proliferantes y se encuentra infrarregulada tras la
diferenciacién celular, de forma paralela a la expresion de la p45°<2.

7R en el

Adicionalmente, el incremento de la proteolisis via ubicuitin-proteasoma de la p2
SK y en otras neoplasias humanas, puede deberse a una activacion oncogénica del gen
Myc. Esta disregulacion del Myc produce, al igual que la Nedd8, una sobreexpresion de la
subunidad Cull del complejo SCF/ p45°*™?, que tiene como consecuencia un incremento
5SKP2

de la actividad de este complejo y, por lo tanto, una sobreexpresion de la p4

(O’Hagan 2000).

La Rbx2, también denominada producto del gen sensible a la apoptosis (SAG), es el
segundo miembro de la familia de proteinas RING box que forman parte constante del
complejo SCF y puede actuar como parte del complejo SCF. De hecho, in vivo se ha
detectado que la Rbx2 es capaz de unirse a la p45°™, lo que sugiere que la Rbx2 es capaz

de mediar en la degradacién de la p27<""

. También se ha observado que la microinyeccion
de ARNm de SAG en células quiescentes induce su entrada en la fase S, y la

sobreexpresion in vitro de SAG en células infectadas con adenovirus induce proliferacion

celular (Duan 2001). Basandonos en todos estos datos, es posible que el crecimiento
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celular inducido por la Rbx2, sea secundario a la degradacion de la p27<'""! a través de la
estimulacion de la via ubicuitin-proteasoma producida por la union de la Rbx2 y la

p45 SKP2

La translocacion de la p45°*™ al niicleo es necesaria para la ubicuitinacién de las
moléculas sustrato y, por lo tanto, la ausencia del complejo ubicuitin-ligasa SCF/p45°<*
en el nicleo puede provocar una ubicuitinacion defectuosa. Estos datos indican que
variaciones estructurales en las proteinas F-box pueden representar un nivel adicional en la
regulacion de la degradacion de la p27<"!. Un claro ejemplo es la variante p45°*"-CTV
que al localizarse exclusivamente en el citoplasma es inactiva, ya que falla a la hora de

dirigir a la p27<"" hacia el nticleo (Ganiatsas 2001). Un incremento de la expresion de esta

SKP2
5

variante inactiva de la p4 puede ofrecer una explicacion respecto a nuestro hallazgo

SKP2
5

de que los niveles de expresion nuclear de la p4 eran mas bajos en las lesiones

extracutaneas que en los tumores cutaneos del SK, teniendo en cuenta que la expresion

SKP2
5

citoplasmatica de p4 era similar en ambos grupos.

Por otro lado, la falta de correlacion con el Ki67 puede explicarse de la siguiente forma.

55€P2 no siempre se correlacionan con un incremento en la

Los niveles elevados de la p4
proliferacién celular neoplasica (Gstaiger 2001), a pesar de la correlacion directa
observada en los linfomas (Latres 2001), en donde la proliferacion celular parece estar
directamente relacionada con la activacion sinérgica del gen Ras. En otro tipo de
tumoraciones, como por ejemplo en los carcinomas colorrectales, el porcentaje de células

SKP2
5

que expresan niveles altos de la p4 excede ampliamente al porcentaje esperado en las
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células de fase S en una poblacion que se divide al azar, aunque no pueda demostrarse que

sea el responsable directo de la proliferacion neoplasica (Hershko 2001).

De esto se deduce que, en una proporcion de casos, los efectos oncogénicos debidos a los
niveles elevados de la p45°%™* y, consecuentemente a los niveles disminuidos de la p27<""",
pueden contribuir al fenotipo maligno mediante mecanismos que no afectan a la
proliferacién celular. Por ejemplo, la reduccion de la p27*""' ha mostrado afectar a la
adhesion célula-célula (St Croix 1996) y, por lo tanto, favorecer el potencial metastatico

celular sin influenciar la proliferacion neopléasica. En nuestros dos ultimos estudios, la

SKP2
5

ausencia de correlacion entre la expresion inmunohistoquimica de la p4 y de la

KIP1
7

p2 con el indice de proliferacion Ki67, apoyan el hecho de que

SSKPZ/ 7KIP1

incrementos/disminuciones en los niveles de la proteina p4 no siempre se

p2

correlacionan con un incremento de la proliferacion celular.

En general, nuestros resultados ponen de relieve la complejidad del recambio de proteinas,

un proceso por otro lado indispensable en la vida y desarrollo celular. La degradacion de la

KIP1
7

p2 es un claro ejemplo. Aunque en la mayoria de tumores en los que se han

KIP1
7

identificados niveles infrarregulados de la p2 , estos parecian ser consecuencia directa

SKP2
5

de la sobreexpresion de la p4 , en la mayoria de los casos no se ha conseguido

identificar exactamente cual es la alteracion intrinseca responsable de esta sobreactivacion

de la ubicuitin-ligasa SCF/p45°*".

Aparte de lo comentado en otros tumores, la presencia en el SK de moléculas sintetizadas o

estimuladas por el genoma virico del VHH-8 atn dificulta més si cabe la comprension del
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intrincado proceso oncogénico de las tumoraciones asociadas a este virus, que se
caracterizan por una disminucién de la expresion de la de la p27"' y, como ultima, el
desarrollo de una proliferacion celular incontrolada a medida que progresan las lesiones del
SK. Probablemente sea la combinacion de multiples trastornos moleculares orquestados
por el genoma del VHH-8 lo que provocan la disregulacion del crecimiento observada en
el SK, en donde la alteracién de la p45°*™ y de la p275""", son otros dos factores de los

muchos implicados en la progresion de la enfermedad.
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V. CONCLUSIONES
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1. CONCLUSIONES SOBRE LA EXPRESION DEL c-Met

1* La expresion inmunohistoquimica del c-Met se incrementa con el estadio del SK; de
forma que en el estadio tumoral la expresion del c-Met es mayor que en el estadio de placa,
independientemente de si se trata de la forma clasica o asociada a SIDA. O dicho de otro
modo, el incremento de la intensidad de la tincion con c-Met se correlaciona con el grado
de proliferaciéon de las células del SK. Por lo tanto, la sobreexpresion del c-Met, y
consecuentemente del HGF, aumenta la progresion de las lesiones del SK confirmando su

actividad como factor de progresion tumoral en el SK.

2" La intensidad de la expresion de la tincién con c-Met es mas débil en los estadios
iniciales del SK-SIDA que en los estadios iniciales del SK-C. La minima expresion del c-
Met en las placas del SK-SIDA sugiere que en las fases iniciales del desarrollo de la
enfermedad otros factores probablemente relacionados con el VIH-1 son mas relevantes

que el c-Met y el HGF.
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2. CONCLUSIONES SOBRE LA EXPRESION DE LA p27¥™!

KIP1

1* La disminucion general del p27™"  parece indicar que existe una alteracion del control

del ciclo celular en las células del SK.

2* La mayor reduccion de la expresion del p27<™!

en las lesiones extracutdneas y en los
tumores, en comparaciéon con la afectacion cutdnea y los estadios iniciales
respectivamente, apoya la hipétesis de que existe una relacion inversa entre la expresion de

KIP1 7 . . 7 7 KIP1
p27™" y la progresion del SK. De esta forma, la disminucion de la expresion de p27
seria un factor permisivo en la progresion del SK.

KIP1 . .
en los estadios avanzados del SK se correlaciona con la

3" La infrarregulacion del p27
expresion del genoma virico del VHH-8, que suele producirse también de forma tardia en

la evolucion del SK.

4" La presencia de alteraciones en moléculas reguladoras del control del ciclo celular

tipicas de procesos neoplésicos, como la infrarregulacion de la p27<™"

, en los estadios
tumorales y en la afectacion extracutanea del SK consideradas fases avanzadas de la

enfermedad, apoya la hipotesis de que, cuando progresa, el SK se comporta como una

neoplasia, ya que de hecho posee las alteraciones bioquimicas que las caracterizan.

5" La p27SK2 se comporta como un factor pronoéstico, al menos en el SK-C y SK-SIDA.
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6" La ausencia de correlacion directa o inversa, estadisticamente significativa, entre la

KIP1

expresion de la p27 y la del Ki67, indica que las alteraciones provocadas por la

KIP1

infrarregulacion de la p27™" pueden no estar inicamente relacionadas con la proliferacion

celular.
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3. CONCLUSIONES SOBRE LA EXPRESION DE LA P455%F?

SKP2
5

1* Existe una tendencia a la sobreexpresion de la p4 en los estadios mas avanzados del

SK, aunque el analisis de regresion no haya mostrado correlacion estadistica entre la

sobreexpresion de la p45°"? y la infrarregulacion de la p27°'™"".

. , 7 KP2 :
2% En las lesiones cutaneas del SK la expresion de p45°"* se encuentra incrementada en

las formas mas agresivas (tumores) respecto a las maculas y placas, coincidiendo

KIP1

inversamente con la pérdida de expresion de la p27™~"  que muestra menor expresion en los

tumores que en las maculas y placas.

3* En las lesiones extracutdneas del SK, la expresion de la p45°*"* estd incrementada

respecto a las maculas y a las placas, sin embargo, es inferior a la de los tumores cutaneos.

4* La ausencia de correlacion inversa estadisticamente significativa entre las expresiones
KP2 KIP1 e . KP2 .
de la p45°<*? y 1a p27°'"™' y, 1a expresion relativamente escasa de la p45°<"* en las lesiones

extracutaneas, inferior a la de los tumores cutaneos, sugiere que existen otras moléculas

implicadas en la infrarregulacion de la p27<""".

KP2
SS

5" Los niveles de expresion nuclear de la p4 son inferiores en las lesiones

extracutaneas que en los tumores cutaneos del SK, aunque la expresion citoplasmatica de

KP2
5 S

p4 es similar en ambos grupos, sefalando posibles alteraciones intrinsecas en el

SCF/p45°5KF2.
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6" La falta de correlacion entre la expresion inmunohistoquimica del indice proliferativo
Ki67 y la p45°F? apoya la hipotesis de mecanismos oncogénicos independientes de la
proliferacién celular estimulados por la p45°<"? y semejantes a los observados con la

p27KIP1
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