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KSHV es un oncovirus implicado en Sarcoma de Kaposi (KS) y otros
canceres asociados a SIDA. KS es un neoplasma caracterizado por la
proliferacion de células ahusadas y la intensa angiogénesis. Los mecanismos a
través de los cuales KSHV causa la respuesta angioproliferativa de KS se
desconocen Yy la reproduccién de todos los aspectos de KS mediante infeccion

experimental por KSHV aun no ha podido ser demostrada.

El receptor acoplado a proteina-G (VGPCR) de KSHV puede estimular
cascadas de sefalizacion que inducen angiogénesis y transformacion celular.
Indentificar estas cascadas puede tener significancia terapéutica.
Ciclooxigenasa-2 (COX-2) es un mediador involucrado en angiogénesis tumoral
que puede ser regulada por antinflamatorios (AINEs). En la primera parte de
este trabajo demostramos que VGPCR regula la actividad y la expresion de
COX-2 via ERK-1/2. Encontramos que la inhibicibn de COX-2 impide la
angiogénesis inducida por vGPCR y que la administracion del AINE Celecoxib
retarda el crecimiento tumoral con disminucion en la vasculatura y produccién
de VEGF. Asi, COX-2 seria uno de los componentes moleculares del cambio

angiogénico de VGPCR y un posible blanco terapeéutico.

En la segunda parte mostramos que la transfecciéon con KSHV clonado

en un Cromosoma Artificial Bacteriano (KSHVBac36) en preparaciones de



médula 6sea murinas enriquecida en precursores de células endoteliales
(mEC) es suficiente para inducir tumorigénesis y lievar al cambio fenotipico
angiogénico. Las células mEC transfectadas con KSHVBac36 (mECK36)
estaban infectadas con KSHV, secretaban VEGF, eran angiogénicas in vivo e
indujeron en ratones inmunodeficientes la formacion de sarcomas de células
ahusadas vascularizados que expresaban LANA y marcadores caracteristicos
de KS. La inhibiciéon de la expresion de vGPCR en las mECK36 utilizando

siRNA condujo a la inhibicion de su angiogenicidad y tumorigenicidad.

Estos resultados definen un modelo animal para estudiar la
patogénesis de KS mediada por KSHV y sefialan a vVGPCR como uno de sus

principales oncogenes angiogénicos.

Palabras claves: KSHV, GPCR, angiogénesis, cancer, carcinogénesis

viral, modelos animales, Ciclooxigenasa-2.



Studies in animal models on molecular mechanisms of
Kaposi's sarcoma pathogenesis mediated by Human
Herpesvirus-8/ KSHV and its oncogen, the G protein coupled

receptor (vGPCR).

ABSTRACT

KSHV is a human oncovirus associated with Kaposi's sarcoma (KS) an
AIDS associated cancer. KS is a neoplasm characterized by proliferation of
spindle-shaped cells and intense angiogenesis. The mechanisms whereby
KSHV causes KS angioproliferative response are not well defined and the

reproduction of KS by experimental KSHV infection has not yet been shown.

vGPCR is a G protein-coupled receptor encoded by KSHV that subverts
host's signaling pathways to induce cell transformation and angiogenesis.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is a mediator involved in tumor angiogenesis that
can be inhibited by NSAIDS. We demonstrated that vGPCR upregulates COX-2
activity and expression, and we found that inhibition of COX-2 by the NSAID

Celecoxib impairs vGPCR-driven angiogenesis and tumorigenesis. Taken



together these results show that COX-2 is a molecular mediator of vGPCR

angiogenicity and potential target for KS therapy.

On the second part we show that transfection of KSHV cloned in a
Bacterial artificial chromosome (Bac36) into mouse Bone marrow preparations
enriched in endothelial cells and its progenitors (mEC) is sufficient to induce
tumorigenesis and angiogenesis. mEC transfected with KSHVBac36 (mECK36)
were infected with KSHV, displayed high levels of VEGF secretion, were
angiogenic in vivo and induced spindle-cell sarcomas expressing KSHV LANA
and KS phenotypic markers. The inhibition of VGPCR expression mediated by

siRNA led to inhibition of mMECK36 angiogenesis and of tumor growth.

These results define an animal model of KSHV-mediated KS
pathogenesis in vivo and point to vVGPCR as one of its major angiogenic

oncogenes.

Key words: KSHV, vGPCR, angiogenesis, cancer, viral carcinogenesis,

animal models, Cyclooxygenase-2
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ABREVIATURAS

AC: anticuerpo

ADN: Acido DesoxiriboNucléico

ARN: Acido RiboNucléico

AINE: Antiinflamatorio No Esteroideo

a-SMA: a-SMA: Actina de musculo liso alfa
Bac36 o KSHV Bac36: Cromosoma Artificial Bacteriano conteniendo el
genoma completo de KSHV

b-FGF: Factor de Crecimiento Fibroblastico basico
CMV: Citomegalovirus

COX-2: Ciclooxigenasa-2

DAB: Di-Amino Benzidina

DMSO: Di-Metil SulfOxido

EBV: Virus Epstein Barr

EC: Célula Endotelial

EGFP: Proteina Verde Fluorescente

FBS: Suero Fetal Bovino

Fig.: Figura

HUVEC: Célula Endotelial de Vena Umbilical Humana
HVS: Herpes Virus Saimiri

IL-6: Interleuquina-6

IL-8: Interleuquina-8

IFN«y: interferbn gamma
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I.D.: intradérmico

I.P.: Intraperitoneal

KDR: flk-1: VEGF-R2: Receptor de VEGF 2 tipo tirosina quinasa
KSHV: HHV-8: Virus asociado a Sarcoma de Kaposi. Herpesvirus humano-8
LANA: antigeno nuclear asociado a latencia

MAPK: MAP quinasa

mEC: Preparacion celular de medula osea de raton enriquecida en celulas
endoteliales y sus progenitores

mECK36: mEC transfectada con KSHV Bac36

min: minuto/s

MIP: Proteina inflamatoria de Macréfagos

NFkB: Factor nuclear kappa B

ON: Over Night (tratamiento durante toda la noche equivalente a 18 hs)
Onc-M: Oncostatina M

OREF: (Del Ingles Open Reading Frame) Marco Abierto de lectura
PBS: Buffer Fosfato Salino

PGE: : Prostaglandina E;

PI3K: Fosfatidil Inositol 3-Fosfato

PMA: Acetato de Metil Forbol

PTX: Toxina de pertussis

RNAi: siRNA: ARNi: ARN de interferencia

S.C.: Subcutaneo

S$C58215: Celecoxib: Celebrex®

SIDA: Sindrome de iInmunDeficiencia Adquirida

TIA: Ensayo de Angiogénesis inducida por células Tumorales
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TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular
VEGF-R1: fit-1. Receptor 1 de VEGF

VEGF-R2: KDR: flk-1: Receptor 2 de VEGF
VEGF-R3: Receptor 3 de VEGF

vGPCR: Receptor acoplado a proteina G viral

VIH: HIV: Virus de Inmudeficiencia Humana

WB: Western blot o Inmunoblot



INTRODUCCION

SARCOMA DE KAPOSI

El Sarcoma de Kaposi (KS) es el cancer mas comun asociado a SIDA
(Safai 1985; Gallo 1998). Esta enfermedad, definida como tumor de tipo
sarcoma vascular, ha sido descripta por Moriz Kaposi en 1872 (Kaposi 1872)
pero hasta la epidemia de SIDA ocurrida en los afos ‘80 se consideraba una
enfermedad poco frecuente, endémica de Africa ecuatorial o presentada

esporadicamente en la region mediterranea en personas de edad avanzada.

Con la irrupcién de la epidemia de VIH surgié una nueva forma mas
agresiva en pacientes jovenes con SIDA indistintamente de la ubicacion
geografica, quedando asi definidos los distintos tipos de presentacion de la
enfermedad que se pueden clasificar de acuerdo a la epidemiologia de KS y

segun los grupos de riesgo y prevalencia del siguiente modo:
-Sarcoma de Kaposi clasico:
Sarcoma poco agresivo y relativamente indolente que afecta principalmente las

extremidades de personas ancianas de origen judio mediterraneo (Safai 1985)

-Sarcoma de Kaposi endémico:

16



Sarcoma que se presenta en poblaciones determinadas de Africa ecuatorial sin

distincién de edad (Oettle, 1962)

-Sarcoma de Kaposi iatrogénico:
Sarcoma que se presenta en pacientes que reciben tratamientos
inmunodepresivos, generalmente post-transplantes (Franceschi y Geddes

1995)

-Sarcoma de Kaposi asociado a SIDA.

Sarcoma mas comun y agresivo en la actualidad que se manifiesta en
personas infectadas con VIH. Comienza con lesiones en piel y que sin el
tratamiento adecuado se disemina en forma fulminante afectando visceras

como intestino, higado, bazo y pulmones (Safai 1985)

PATOGENESIS DEL SARCOMA DE KAPOSI

Estos tumores vasculares surgen como lesiones multifocales en la piel,
pulmones y tracto gastrointestinal caracterizado por intensa angiogénesis,
proliferacion de células de tipo ahusada y extravasacion eritrocitaria (Safai
1985; Ensoli 1998; Gallo 1998). Las células ahusadas son el principal tipo

celular en las lesiones y se las considera su componente neoplasico.

17



Existen controversias acerca del origen de estas células. Generalmente
se asume que son de origen endotelial dado que la mayoria son positivas para
marcadores fenotipicos de tipo endotelial como CD34 y factor VI, pero
algunas de ellas expresan marcadores de musculo liso, macrofagos o células
dendriticas (Nickoloff y Griffths 1989). Inclusive algunas expresan
simultaneamente marcadores de distintos tipos celulares mesodérmicos
sugiriendo precursores mesenquimaticos totipotentes o un origen derivado de

un precursor endotelial bajo un proceso anémalo de diferenciacion.

Estas células ahusadas presentes en las lesiones han podido ser

aisladas y cultivadas a partir de células circulantes en pacientes con SIDA que

luego han desarrollado KS (Browning 1994). Estas células presentaban un

fenotipo adherente y marcadores de macrofagos y células endoteliales (Siriani

1997). Estos resultados dieron lugar a la hipétesis del precursor hematopoiético

circulante de KS.

Las principales caracteristicas histopatologicas de esta enfermedad son

-la proliferaciéon de células endoteliales y células de fenotipo ahusado,

-la angiogénesis que se define como la formacién de nuevos vasos sanguineos

a partir de otros preexistentes y

-el infiltrado celular de tipo inflamatorio.

18



Estas caracteristicas histopatologicas definen los distintos estadios de

KS que de acuerdo a su evolucion se definen como:

1) Estadio de parche:

Representado por las lesiones tempranas, generalmente en piel, que presentan
pequenos espacios irregulares revestidos por células endoteliales que recubren
los vasos dérmicos normales y en los que se pueden observar infiltrados de

linfocitos.

2) Estadio de placa:
Es el siguiente estadio caracterizado por la expansion de células ahusadas y la
invasion vascular hacia la dermis. Estas células ahusadas forman canales

vasculares en forma de herraduras que contienen eritrocitos.

3) Estadio nodular.
Es el estadio final donde las lesiones se cubren por capas sumamente

vascularizadas de células ahusadas confiriendo el aspecto de nodulos (Fig. 1).

Dado que las lesiones de KS evolucionan desde un infiltrado inflamatorio
con escasa proliferacion celular hacia una presentacion e invasividad
posteriores tipicas de auténtica malignidad, tanto la teoria de reaccion
inflamatoria como la carcinogénica se han propuesto para explicar la

patogénesis de KS.
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FIGURA 1. Lesion de Sarcoma de Kaposi en estadio nodular

a, Apariencia y b, Caracteristicas histolégicas de las lesiones de KS: células
ahusadas, espacios vasculares irregulares, extravasamientos eritrocitarios e
infiltrado inflamatorio. La flecha sefiala una célula ahusada marcada con anti-
VEGF (Boshoff 1998).
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Por un lado existen evidencias de que las lesiones podrian tener un
origen neoplasico; pero por el otro, también hay indicios de que las lesiones
son consecuencia de una hiperplasia reactiva. En el estadio inicial las células
ahusadas son la parte minoritaria del componente celular, abundando sobre
todo las células inflamatorias. Esto se suma al hecho de que clinicamente KS
se presenta como lesiones multiples con distribuciéon definida y de frecuente

remision espontanea favoreciendo asi la teoria de enfermedad reactiva.

Las células provenientes de las lesiones crecen en cultivo sélo por
algunos pasajes y con cariotipo diploide normal salvo tres lineas celulares con
verdaderas caracteristicas neoplasicas pero que provienen de pacientes en
estadios muy avanzados de KS (Siegal 1990; Albini 1997; Lunardi-lskandar

1995).

La hipétesis neoplasica predice clonalidad de las lesiones, mientras que
la hipétesis reactiva predice una presentacion policlonal. Estudios de clonalidad
muestran que en estadios avanzados las lesiones de KS suelen ser clonales
(Rabkin 1995, 1997) pero aun hoy en dia la controversia sigue existiendo y la
situacion real podria ser una combinacibn de ambas presentaciones

patologicas.

Asi, la hipotesis reactiva predice un desarrolio a partir de un estadio

inicial de parche donde la proliferacion de células endoteliales o sus

precursores seria policlonal y estaria debida a una prominente reaccion
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inflamatoria y angiogénica (Risau 1997). Posteriormente, las lesiones podrian
evolucionar hacia los estadios avanzados convirtiéndose en una enfermedad
neoplasica clonal con diseminacion de células ahusadas en distintas partes del

cuerpo.

Este modelo es comparable a la linfoproliferacién policlonal observada
en individuos inmunodeficientes infectados con Virus Epstein Bar (EBV) que

posteriormente progresan hacia un linfoma clonal de células B.

Por otro lado, la hipétesis neoplasica predice que KS comenzaria siendo
una neoplasia de origen indistinguible de las células ahusadas y que la
hiperplasia reactiva seria consecuencia de la reaccion a los factores secretados

por estas células neoplasicas minoritarias.

Este modelo es comparable con el de la enfermedad de Hodgkin,
aunque en este caso las células neoplasicas minoritarias (Células de Reed-

Sternberg) son gigantes y facilmente identificables.

Las células de KS producen en cultivo altos niveles de citoquinas como
Interleuquina 6 (IL-6), Factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF),
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Oncostatina M (Onc-M) Interferon
gamma (IFN-g) y Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) (Ensoli

1989, 1994; Miles 1990; Nair 1992; Salahuddin 1998; Samaniego 1995).



Principaimente se ha demostrado que VEGF, IL-6, bFGF e IFN-y son

angiogeénicas in vitro e in vivo.

Varios experimentos sugieren que la histogénesis de las células
ahusadas puede recapitularse, al menos parcialmente, cuando se tratan células
endoteliales con citoquinas inflamatorias y factores angiogénicos que se
encuentran en altas concentraciones en las lesiones de KS. Entonces, dada la
naturaleza de KS se ha sugerido que estas lesiones serian impulsadas y
mantenidas por estas citoquinas (Nair 1992; Samaniego 1995, 1997). En
especial el VEGF jugaria un rol central en la patogénesis de KS siendo un
factor angiogénico y de crecimiento para las células de KS encontrado en
forma ubicua en las lesiones (Cornali 1996; Masood 1997) en coincidencia con
la expresion de su receptor 2 (VEGF-R-2) también llamado KDR que se
sobreexpresa en las lesiones (Brown 1996). A pesar de toda esta informacion
aun no se han definido totalmente los mecanismos por los cuales la
angiogénesis mediada por VEGF gatillaria y promoveria la patogénesis de KS

(Gallo 1998).

Las lesiones tempranas de KS son tratadas con terapias locales y no
téxicas; sin embargo, la quimioterapia sistémica en KS avanzado es dificil de
tolerar por pacientes con SIDA (Jie 1997). En su forma avanzada diseminada
es aun dificil de tratar causando morbilidad y mortalidad importantes. El
desarrollo de terapias basadas en la patogénesis de KS es fundamental para

mejorar las perspectivas terapéuticas (Jie 1997; Mesri 1999; Toschi 2002).
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ETIOLOGIA DEL SARCOMA DE KAPOSI

En la década del ‘80 comenzd a observarse KS agresivo en hombres
jovenes homosexuales, y con el posterior descubrimiento del SIDA y el virus
asociado VIH que correspondia con los casos de KS se comenzd a sospechar
del VIH como factor etiolégico de KS. Lo que llamaba la atencién era que la
incidencia de KS en pacientes con SIDA era 20 veces mayor en el grupo de
pacientes hombres y homosexuales que en cualquier otro grupo de portadores
de VIH. Debido a esto se comenzo a sospechar de la existencia de otro
cofactor de transmision sexual que hiciera que la incidencia de KS fuera

coherente con los datos epidemiolégicos.

Durante muchos afos se sospechaba de una etiologia viral para el
Sarcoma de Kaposi (Oettle 1962). En 1972 se detectaron particulas
herpesvirales en lesiones de KS atribuidas (ahora sabemos que errobneamente)
a Citomegalovirus (CMV) (Giraldo 1972). Son varios los virus que se han
encontrado presentes en las lesiones pero ninguno de ellos se encontraba
consistentemente en las lesiones (Huang 1992; Monini 1999). Con el
advenimiento del SIDA-KS en 1981 resurge la hipotesis del cofactor etiolégico
viral, pero fue recién en 1994 cuando el grupo liderado por Yuang Chang
identificd, utilizando una técnica de sustraccion genética, ADN viral en lesiones

de KS y lo secuencid, encontrandose alta homologia con el Virus de Epstein
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Bar (EBV) y el Herpesvirus Saimiri (HVS) que son dos herpesvirus oncogénicos
en humanos y primates respectivamente (Chang 1994). Asi, tratdndose de un
Herpesvirus se lo llamo Herpesvirus Asociado a Sarcoma de Kaposi (KSHV) o
Herpesvirus-8 humano (HHV-8). Nuestro laboratorio fue el primero en
demostrar que las secuencias herpesvirales encontradas en las lesiones
podian encontrarse encapsidadas formando particulas virales que podian
infectar células B humanas (Mesri 1996). La microscopia electronica de las
particulas virales ha demostrado que los viriones de KSHV poseen la clasica

arquitectura herpesviral (Mesri 1996; Renne 1996; Arvanitakis 1996).

FIGURA 2. Capside del Herpesvirus asociado a Sarcoma de Kaposi
Imagen por microscopia electronica de KSHV encapsidado obtenido de
lesiones de Sarcoma de Kaposi (Arvanitakis, 1996).
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HERPESVIRUS ASOCIADO A SARCOMA DE KAPOSI

KSHV pertenece a la familia de gamma herpesvirus y al género

Rhadinovirus que son en general virus linfotrépicos oncogénicos.

Los herpesvirus poseen un genoma compuesto por ADN lineal doble
cadena, estan recubiertos por una capside icosahédrica que a su vez se
encuentra recubierta por un tegumento y una estructura externa o envoltura

con puntas formadas por glicoproteinas (Fields 1996).

La sintesis de ADN y el ensamblaje de las capsides ocurre en el nlcleo.
Cuando el ADN de los herpesvirus entra al nucleo de una célula huésped y es
liberado de su capside puede tomar dos conformaciones distintas, puede
formar un episoma de conformacion circularizada y capaz de replicarse
sincrénicamente con la célula permaneciendo en estado latente o puede,
eventualmente, linearizarse y replicarse por mecanismo de circulo rodante
entrando en fase litica de multiplicacion viral o infecciéon productiva. Algunos
tipos celulares son infectados productivamente por los herpesvirus y otros
pueden se infectados latentemente pero pueden ser reactivados liticamente en
respuesta a estimulos determinados. En el estado de latencia el genoma viral
transcribe solamente un numero minimo de genes necesarios para la
persistencia y propagacion del genoma episomal en las células infectadas
evitando asi la deteccién por parte del sistema inmune. En cambio, la
produccion de la progenie infectiva destruye a la célula infectada. Los genes

virales del programa litico o productivo pueden ser clasificados como
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tempranos o tardios dependiendo del estadio del ciclo viral donde se expresan.
En general los genes tempranos codifican para proteinas que preparan a la
célula infectada para replicar el ADN viral, mientras que los genes tardios
codifican para proteinas estructurales. En general, las oncoproteinas suelen ser

codificadas por genes tempranos.

Los gamma herpesvirus son generalmente linfotropicos y solamente
infectan las células de sus huéspedes naturales o de especies muy
relacionadas. Se los encuentra en estado de latencia en los tejidos linfoides
mientras que en fibroblastos y/o tejidos epiteliales se encuentran en estado

litico.

El género Rhadinovirus presenta una estructura gendmica comun
consistente en un segmento central de ADN con bajo contenido de GC
flanqueado por secuencias GC multirrepetitivas que le confiere el caracter fragil
que los caracteriza (rhadino=fragil). Una caracteristica de los rhadinovirus
animales (HVS por ejemplo) es que cuando estos virus infectan especies
relacionadas pero distintas a su huésped natural producen enfermedades

linfoides fulminantes.

KSHYV es el primer ejemplo descrito de un rhadinovirus humano y ha sido
también asociado a linfomas de efusion primaria (Cesarman 1995) y a la
enfermedad multicéntrica de Castleman (Soulier 1995; Dupin 1995) que se
presenta como una linfoadenopatia generalizada con anormalidades

inmunoloégicas.
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FIGURA 3. Estructura genémica de KSHV

El esquema representa el genoma completo del virus con sus distintos marcos
de lectura (Open Read Frames, ORFs). La orientacion de los distintos ORFs
esta denotada por la direccion de las flechas. Los ORFs homologos a HVS en
azul oscuro y los no homélogos en azul claro. Regiones codificantes putativas
no designadas especificamente se muestran sobre el mapa. Las zonas
repetitivas se encuentran sefialadas con lineas blancas. Regiones codificantes
putativas no designadas como ORFs se muestran como lineas sélidas (Russo
1996).
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Estan descriptos mas de 80 marcos abiertos de lectura para este virus
(Fig. 3) nombrados segun su homologia con genes de HVS. Los marcos
abiertos de lectura (ORFs) no homodlogos a genes de HVS se han designado
con la letra K (K1-K15). La adquisicion de genes del huésped es un rasgo
comun de los rhadinovirus (McGeoch y Davidson 1995; Murphy 1997). Para
KSHV se han descrito 14 marcos abiertos de lectura que tienen contrapartes
celulares (Fig. 3). Se piensa que la mayoria de los genes tomados de los
huéspedes o "pirateados" no son esenciales para la replicacion viral en cultivo
sino que cumplen funciones adaptativas en sus ambientes naturales
relacionados con el ciclo viral en las células huéspedes tales como:
incrementar la replicacion viral e independizaria del ciclo celular, expandir la
subpoblacion de células infectables y/o contrarrestar los mecanismos de

respuesta del huésped contra la infeccion viral.

El incremento de la replicacion viral con independencia del estadio del
ciclo celular estd mediada basicamente por enzimas del metabolismo de
nucledtidos y ademas KSHV codifica para homodlogos de moléculas que
podrian incrementar la proliferacion celular y expandir de este modo la
subpoblacion de células infectables tales como: ciclina D (Cesarman 1996b;
Chang 1996; Li 1997), Interleuquina-6 (Moore 1996) y un homodlogo del
receptor de Interleuquina-8 (Cesarman 1996b; Arvanitakis 1997). Las tres
proteinas inflamatorias de macrofagos (MIP) codificadas por este virus también
podrian cumplir un rol similar al atraer células susceptibles a ser infectadas e
inducir angiogénesis. KSHV codifica también para una proteina homoéloga a

Bcl-2 y otra homéloga a Flip que podrian inhibir la apoptosis en respuesta a la
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infeccion viral por dos diferentes mecanismos (Cheng 1997; Sarid 1997) y
extender la vida de las células infectadas. Por ultimo, codifica para un
homoélogo al factor de respuesta a Interferon que podria inhibir la supresion

mediada por interferon y mimificar su efecto proliferativo (Taniguchi 1995).

KSHV Y LA PATOGENESIS HERPESVIRAL DEL SARCOMA DE KAPOSI

Patogénesis viral es el mecanismos mediante el cual los virus causan
enfermedades en sus huéspedes. Asi, se define virulencia como la capacidad
de un virus para producir enfermedades en sus huéspedes. La virulencia
depende de una variedad de factores tanto del huésped (edad,
inmunocompetencia, especie) como del virus (dosis del virus, ruta de entrada,

etc.) (Fields 1996).

Dentro de un individuo los virus puede causar infecciones agudas o
cronicas persistentes. En las infecciones agudas son eliminados rapidamente
por el sistema inmune y por ello desarrollan la habilidad de transmitirse
rapidamente y/o la de sobrevivir fuera del organismo (rabia y gripe por
ejemplo). Por otro lado, para establecer infecciones persistentes hacen falta
mecanismos que les permitan limitar los efectos citotoxicos y evadir la
respuesta inmune; en consecuencia estos virus suelen tener genomas que

codifican para proteinas regulatorias capaces de contrarrestar los mecanismos
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de defensa del huésped (ejemplos de esta estrategia son el VIH, el virus de la
hepatitis B y KSHV). La manifestacion clinica de las patologias por infecciones
cronicas es por lo general un fenémeno multicausal y no deterministico que se
evidencia varios afos después de la infeccion y es por eso que la patogénesis
de estos virus persistentes es mas compleja y sutil que la de los virus que

producen infecciones agudas.

La patogénesis viral se estudia a nivel sistémico investigando
mecanismos de transmision, ruta de entrada, sitios de replicacion primaria y
tejidos infectados. También se estudia a nivel celular intentando dilucidar el
mecanismo de entrada a la célula huésped, los receptores virales, las vias y
mecanismos por los cuales son liberados y como la infeccion viral altera las
funciones celulares normales. El conocimiento de la patogénesis es importante
para desarrollar estrategias racionales para el control, la prevencion y la terapia

de enfermedades de origen viral.

En el caso de los virus oncogénicos, algunos pueden actuar como
carcinogénicos en sus huéspedes naturales, mientras que otros sélo revelan su
potencial oncogénico en infecciones experimentales. La potencia de los virus
como agentes transformantes también es variable. Algunos retrovirus mas
virulentos pueden inducir tumores en animales en tan so6lo dias mientras que la
mayoria de los oncovirus requieren un periodo de latencia mucho mas largo y
so6lo una pequefia fraccién de los huéspedes desarrollan tumores. El hecho que
la infeccibn por virus oncogénicos en seres humanos no determine

inevitablemente la formacion de tumores refleja la naturaleza secuencial del
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cancer y la carcinogénesis en etapas, en la cual cada paso constituye un
evento genético independiente e irreversible que sucesivamente contribuye a la
desregulacion de los mecanismos de control de la proliferacién celular (Zur
Hausen 1999). Muchas veces la infeccion viral representa solamente uno de
estos pasos, el cancer evoluciona solo si algunos de los otros cambios
genéticos necesarios para la transformacién oncogénica ocurren en una misma
célula. El estudio de los virus transformantes ha jugado un rol central en el
entendimiento de los mecanismos que controlan el crecimiento celular
proveyendo metodologias para dilucidar las vias de transduccion de sefales y
brindando un marco conceptual en el que los mecanismos regulatorios

pudiesen ser interpretados.

El primer indicio de que KSHV estaba involucrado en la patogénesis de
KS fue la deteccion de secuencias de KSHV por PCR en las cuatro formas
epidemiologicas de KS (Boshoff 1995; Moore y Chang 1995; Dupin 1995b). En
los pacientes analizados KSHV fue detectado en las lesiones de KS y también
en sangre periférica. Si bien se podria haber pensado que las lesiones ricas en
citoquinas podrian aumentar la eficacia de replicacion viral de KSHV sin ser el
virus la causa de las mismas, se ha demostrado que KSHV no esta presente en
otros tumores similares como angiomas o angiosarcomas y es muy raramente
detectable en otros tipos de tumores de piel como carcinomas escamosos y

melanomas en pacientes inmunodeprimidos (Boshoff 1995).

Ensayos inmunohistoquimicos de una proteina nuclear codificada por un

gen latente de KSHV (LANA) han demostrado que el virus esta presente en



menos del 10% de las células ahusadas en las lesiones tempranas, mientras
que en el estadio nodular infecta al 90% de estas células. Estos datos son
coherentes con la idea de que en los estadios iniciales KS seria reactivo. Tanto
en estadios tempranos como tardios la expresion de LANA correlaciona con la
presencia de marcadores de precursores endoteliales y endotelio linfatico
sugiriendo que KSHV infectaria precursores endoteliales y/o células

endoteliales linfaticas que luego derivarian en células ahusadas (Dupin 1999).

Hoy en dia se considera que KSHV/ HHV-8 es el y-2-herpesvirus
oncogénico identificado como cofactor etiologico estrictamente necesario para
KS, habiendo sido identificada la infeccién con KSHV y su expresion genética
como responsable del fenotipo angiogénico de KS (Chang 1994; Boshoff 1998;

Ganem 1998; Antman 2000).

KSHV cumple con los postulados tipo Koch para virus (postulados
adaptados de los originales enunciados por Koch) (Zur Hausen 1999)
quedando definidko como un oncovirus angiogénico necesario para la

patogénesis de KS (Ganem 1998; Boshoff 1998):

1) KSHV se encuentra consistentemente en las lesiones de todas las formas

clinicas de KS (Chang 1994; Moore y Chang 1995)

2) La infeccion con KSHV precede el desarrollo de KS y se superpone con los

riesgos de contraer KS (Whitby 1995; Moore 1996; Kedes 1996)
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3) KSHV infecta células ahusadas y células endoteliales en las lesiones de KS

(Boshoff 1995)

4) KSHV infecta y transforma células endoteliales llevando a un fenotipo
angiogénico caracterizado por induccidon de KDR, transformacion e

inmortalizacion (Flore 1998)

5) El genoma de KSHV (Russo 1996) contiene genes con el potencial de
inducir transformacion celular (Gao 1997; Godden-Kent 1997; Bais 1998;
Muralidhar 1998; Lee 1998; Friborg 1999; Radkov 2000) desregulacion
inmunolégica (Moore 1996; Nicholas 1997) y angiogenicidad (Boshoff 1997;

Bais 1998; Aoki 1999; Yang 2000).

A pesar de esto KSHV causa KS soélo bajo ciertas condiciones.
Alrededor del 5% de la poblacién general se encuentra infectada con KSHV
pero la incidencia de KS esta debajo de 1 en 100.000. La incidencia de KS se
incrementa 20.000 veces en pacientes homosexuales con SIDA sugiriendo que
la inmunodesregulacion y VIH son cofactores importantes para KS y la

patogénesis mediada por KSHV (Gallo 1998).

La prevalencia de KSHV coincide con los patrones geograficos de
incidencia de KS previa a la epidemia del SIDA. La prevalencia de la infeccion
es mucho mayor en ltalia, donde el KS clasico es mas prevalente, ademas la
incidencia de KS en distintas partes de ltalia es proporcional a la prevalencia de

KSHV (Whitby 1995; Gao 1996). KSHV se encuentra presente en mas del 60%
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de la poblacion en ciertas partes de Africa (Gao 1996) en donde KS era
endémico antes de la epidemia de SIDA. En estos casos aun no esta claro

cuales serian los cofactores involucrados.

La patogenicidad de KSHV esta determinada por patrones especificos
de expresion de sus genes virales por el contexto celular en que estos genes

se expresan, siendo ambos altamente dependientes de factores del huésped.

Como otros herpesvirus, KSHV puede llevar a infecciones latentes o a
infecciones productivas o liticas que destruyen las células infectadas. La gran
mayoria de las células en las lesiones de KS se encuentran latentemente
infectadas con KSHV. A pesar de esto muchos de los genes de KSHV que se
han encontrado como transformantes o patogénicos para KS son genes liticos
y s6lo se expresan por una pequefia subpoblacion de células en las lesiones de
KS infectadas productivamente con KSHV (Staskus 1997; Sun 1999). Esta
observacion es consistente con un rol para los genes latentes en el
mantenimiento de fenotipo maligno en las células ahusadas infectadas con
KSHV vy otro rol para los genes liticos, expresados en células productivamente
infectadas, en la promocion de la angiogénesis paracrina y la proliferacién de

las células ahusadas mediante la liberacion de citoquinas (Bais 2003).

Sin embargo, pareciera que las infecciones por KSHV candnicamente
latentes o liticas no son altamente oncogénicas. Esto es sugerido por la baja
incidencia de KS en la poblacién general seropositiva para KSHV, por la baja

eficiencia de transformacion de células endoteliales o progenitoras in vitro y por
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recientes experimentos que muestran que la infeccion latente no lleva a

transformacion en células endoteliales (Lagunoff 2002).

Por esto, cuestiones aun mas criticas surgen acerca de como la
infeccion con KSHV progresivamente lleva un establecimiento de lesiones
angioproliferativas y transformacion de células endoteliales. Existen muchas
dificultades que impiden el total conocimiento de la patogénesis viral por KSHV:
no existen suficientes observaciones de la biologia de KSHV en los pasos
tempranos de KS, no se conocen exactamente los patrones de expresion
génica de KSHV durante los distintos estadios de infeccion de las células
ahusadas y no existen aun modelos animales para poder seguir in vivo la
expresion de los genes de KSHV en paralelo con la patogénesis de KS. En la
ausencia de este conocimiento un modo alternativo de definir los determinantes
oncogénicos del virus seria identificando genes cuya expresion acompafnasen
el riesgo oncogénico en células infectadas con KSHV. Esta idea sugiere que el
riesgo oncogénico mas alto podria ocurrir en células infectadas de novo o
reactivadas durante la expresion de genes liticos tempranos y sin la capacidad
de completar el ciclo productivo. Este tipo de infeccidon abortiva ha sido
documentada en infeccion de ceélulas HUVEC con KSHV (Vieira 2001). La
probabilidad de que ocurra este tipo de infeccion es baja pero podria ser
incrementada por situaciones en las que la reactivacion de KSHV y la
reinfeccion es incrementada, tal es el caso de SIDA, inflamacion local e
inmunosupresion, conocidos cofactores que dramaticamente incrementan el
riesgo de KS (Gallo 1998). Es por esto que en los ultimos afios se han ido

investigando no soélo el rol de genes latentes de KSHV sino también el de
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genes liticos y en especial de aquellos genes liticos tempranos que pudiesen

tener potencial patogénico como el vGPCR, K1 y vIL-6.

RECEPTOR VIRAL ACOPLADO A PROTEINA G (KSHV-ORF74)

KSHV-ORF74 codifica para un receptor acoplado a proteina G (vGPCR)
constitutivamente activo (Fig. 4) homodlogo a los genes humanos CXCR2 vy
CXCR1 que son los receptores de las quemoquinas angiogénicas IL-8 y Gro-a
(Cesarman 1996, Arvanitakis 1997). Este receptor puede disparar cascadas de
sefalizacion tanto en forma constitutiva e independiente de ligando (Arvanitakis

1997) como en forma activada por quemoquinas (Gershengorn 1998).

En células del linaje endotelial provenientes de lesiones de KS
infectadas con KSHV el vGPCR sigue el patron de expresion litico (Staskus
1997; Kirshner 1999). Sin embargo ha sido propuesto como el oncogén
principal de KSHV activador de angiogénesis (Bais 1998, 2003; Hayward 2003;

Montaner 2003) ya que:
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FIGURA 4. Receptor acoplado a proteina G

a, Estructura general de un receptor de membrana (plasma membrane)
acoplado a proteina G (GPCR) con siete dominios intramembrana, su extremo
NH extracelular y su extremo COOH citoplasmatico (cytoplasm); b, Esquema
del mecanismo de accion de GPCRs en general. Cuando un estimulo
(stimulus) se une a su receptor (R, detector); la proteina G acoplada al mismo
integra la sefal (Integrator) mediante sus subunidades (Ga, GBS y Gy)
generando guanidil-tri-fosfato (GTP) y asi se activa un efector (Eff) que genera
segundos mensajeros (second messengers). En el caso del receptor vVGPCR,
su estimulo son las quemoquinas IL-8 y Gro-a.
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1- Activa en la ceélula huésped cascadas de sefalizacion proliferativas e
inflamatorias provocando tumorigenicidad y angiogénesis mediada por VEGF

(Bais 1998; Sodhi 2000; Schwarz 2001)

2- Es el unico gen codificado por KSHV capaz de producir lesiones
angioproliferativas semejantes a KS en ratones (Cesarman 2000; Yang 2000;

Guo 2003; Montaner 2003)

3- Inmortaliza células endoteliales humanas por activacién autdcrina del

receptor de VEGF (Bais 2003)

Evidencias experimentales indican que VGPCR podria participar en la
patogénesis de KS por estimulacion paracrina de la angiogénesis y
proliferacion de células ahusadas y/o participar en los pasos iniciales de la
transformacion de células endoteliales. Estas evidencias identifican a vGPCR y
las cascadas de senalizacion proangiogénicas activadas gracias a su efecto

como blancos potenciales para prevenir y tratar KS.

Nuestro trabajo y el de nuestros colaboradores ha demostrado que la
expresion de VGPCR activa la cascada de senalizacion de MAP quinasas
mediante la activacion de JNK/SAPK y p38 (Fig. 5) en células HEK293T (Bais

1998).

Por otro lado, se ha demostrado que, en células endoteliales, vVGPCR

activa vias de senalizacion a través del efecto de, por lo menos, dos tipos de
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subunidades Go. de proteina G: Una via mediada por la activacién del tipo de
proteina G Goq insensible a la toxina de pertussis (PTX) que lleva a la
activacion de la via antiapoptética Fosfatidil-Inositol-3-Fosfato- AKT (PI3K-AKT)
y una via sensible a PTX mediada por la activacion del tipo Gai que lleva a la
activacion de NFkB (Couty 2001; Bais 2003). Estos resultados muestran la
participacion de VGPCR tanto en respuestas de supervivencia como en
proinflamatorias, respuestas relevantes para la patobiologia de KSHV en sus
células blanco. Dado que NFkB es un factor de transcripcion inflamatorio clave,
vGPCR podria activar vias de sefalizaciéon inflamatorias que llevarian a la
secrecion de citoquinas inflamatorias tales como IL-6, IL-1 0 TNF-a como ha
sido también demostrado (Pati 2001; Schwarz 2001; Shepard 2001) sugiriendo
otro mecanismo, ademas de la inmortalizacién celular, mediante el cual vVGPCR
podria inducir una respuesta paracrina patogénica dada por reaccion

inflamatoria en los sitios donde vGPCR se expresa.
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FIGURA 5. Cascadas de senalizacion activadas por vGPCR
El esquema muestra las diferentes cascadas de sefnalizacion que se activan
mediante la accién de vGPCR.
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MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA PATOGENESIS DE KS

Antes del descubrimiento de KSHV como factor etiolégico de KS (Chang
1994) la mayoria de los estudios de patogénesis se habian basado en la
reproduccién de las lesiones tipo KS en animales y en disefar sistemas in vitro
en que poblaciones de células “progenitoras” eran sometidas a la accion de
agentes posiblemente patogénicos (Ensoli 1992). En animales, lesiones tipo KS
fueron producidas por un transgén de la proteina Tat de VIH que es un factor
angiogenico detectado en lesiones de KS y que sinergiza con otros factores
como bFGF en la produccion de lesiones similares a KS en ratones (Ensoli
1994). También se lograron emular las lesiones por inyeccion subcutanea de

células de KS estimuladas con citoquinas inflamatorias (Samaniego 1995).

Con la entrada en escena de KSHV surgid la nueva necesidad de
desarrollar modelos animales para lograr un mejor entendimiento del rol de

KSHYV en la patogénesis de KS.

Dada la imposibilidad, hasta el momento, de infectar animales con este
virus ecotrépico que infecta sobre todo humanos, los modelos se han ido
desarrollando en base al estudio de la expresion de los diversos posibles
oncogenes de KSHV. Asi, nuestro laboratorio demostré en 1998 que células de
fibroblasto de ratén NIH3T3 transformadas por el gen vGPCR eran capaces de
desarrollar tumores en ratones inmunodeficientes (Bais 1998). Este mismo gen

dio lugar al primer ensayo de un gen de KSHV en modelos de ratones
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transgénicos que expresaban VGPCR en células hematopoiéticas logrando
lesiones proliferativas en piel y mucosas con estimulacion paracrina de la
angiogénesis mediante regulaciéon de VEGF (Yang 2000). Estos resultados
fueron los primeros en evidenciar que un gen de KSHV podian inducir lesiones
angioproliferativas en ratones y fueron extendidos por otro grupo que, también
mediante el estudio con ratones transgénicos para vGPCR, lograron tumores
de los cuales sus células que expresaban el gen podian ser transplantadas en
otros animales y generar nuevos tumores (Guo 2003). Ese mismo ano se
desarrollé otro modelo de ratones transgénicos para el receptor retroviral aviar
TVA (capaz de infectar especificamente células endoteliales con virus de
leucosis aviar que expresasen genes individuales de KSHV) (Montaner 2003).
Con este modelo se demostré que solamente bajo la expresion de vGPCR y no
la de otros genes liticos como K8, vIRF1 y ORF50 o incluso genes latentes
como LANA, vFLIP, vCiclina, kaposina, se lograba la formacion de tumores

vasculares.

A pesar de los avances logrados con ratones transgénicos para vGPCR
o estudios de genes individuales en animales, los mecanismos que determinan
la progresion de la patogénesis por KSHV in vivo no ha sido aun dilucidados.
No existe todavia un modelo animal o celular infectable por KSHV que pueda
reproducir la etipatiogenia in vivo. KSHV ha demostrado ser poco transformante
al infectar células en cultivos y muy baja la eficiencia de infeccién. Otro
problema es que la mayoria de los genes sospechosos de ser transformantes
son genes liticos y solo se transcriben en una subpoblacion de células en las

lesiones de KS (Cesarman 2000). A todo esto se suma la incégnita de cual es
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el verdadero precursor de las células ahusadas y por lo tanto el candidato de

infeccion que corresponde abordar para el disefio de modelos animales.

INFLAMACION Y CICLOOXIGENASA-2

La inflamacion es la reaccion fisiologica del organismo cuando este es
invadido por agentes infecciosos, estimulado antigénicamente o por lesiones
fisicas. Como respuesta a estos estimulos se observa un aumento del aporte
sanguineo en la zona afectada y un incremento de la permeabilidad vascular,
inducida entre otros factores por prostaglandinas, permitiendo que las células
inmunocompetentes (neutréfilos, macrofagos y linfocitos) lleguen al sitio
inflamado. El control de las reacciones inflamatorias estd mediado en parte por
citoquinas que ademas son importantes para la sefalizacion intracelular (Bley

1998).

La ciclooxigenasa (COX) es la primera enzima en el camino por el cual
el acido araquidénico se convierte en prostaglandinas (Fig. 6) (Vane y Botting
1991) entre otro eicosanoides, estas ya se han nombrado como importantes
mediadores de la inflamacion en el parrafo anterior, siendo la principal la

prostaglandina Ez (PGE->).
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FIGURA 6. COX es la enzima clave en la produccion de prostaglandinas a
partir de acido araquidoénico

El esquema muestra la cascada enzimatica para la produccion de los distintos
eicosanoides. La ramificacion de la ruta ciclica del acido araquidénico conduce
a la formacion de prostaglandinas, prostacilinas y tromboxano.

Los fosfolipidos de membrana se hidrolizan en la union éster sn-2 por la
accion de la fosfolipasa A, (PLAz) ante un estimulo que aumente el influjo de
Ca++. Asi se libera acido araquidénico (AA) que es sustrato de COX. La
fosfolipasa C, mediante otro mecanismo, también produce la liberacion de AA.
La sintesis de prostaglandinas se lleva a cabo en forma escalonada, mediante
un complejo ubicuo de enzimas microsomales. La primera enzima de esta via

de sintesis es la prostaglandina endoperéxido sintasa, también llamada acido
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graso ciclooxigenasa (COX). La enzima tiene dos actividades precisas: una
actividad endoperéxido sintasa que oxigena y cicla el acido graso precursor no
esterificado (araquinodato) para formar la PGG (endoperoxido ciclico), y una
actividad peroxidasa que conviete PGG en PGH (Hamberg 1974). Los
endoperoxidos son quimicamente inestables, se convierten en una variedad de
productos incluyendo PGE entre otros mediante distintas prostaglandinas
sintasas e isomerasas. También son productos los tromboxanos vy

prostaciclinas (Fig. 6).

Existen dos isoformas conocidas de COX: una isoforma constitutiva,
COX-1, la cual es importante en funciones fisiolégicas como el mantenimiento
de la mucosa gastrica; y una isoforma inducible, COX-2, la cual es inducida en
células inflamatorias como monocitos, macrofagos, células endoteliales,

fibroblastos y células tumorales (O'Banion 1992; Endo 1995).

COX-2 juega un papel importante en la produccién de prostaglandinas
en los sitios de inflamacién, siendo su principal producto PGE;. Los estimulos
que inducen COX-2 incluyen citoquinas, factores de crecimiento y promotores

tumorales (Maisonpierre 1992) (Fig. 7).

La asociacion entre inflamacién crénica y la posibilidad de desarrollar
neoplasias se conoce desde hace afnos y como fue discutido anteriormente

pueden cumplir un rol crucial en la patogénesis de KS.

46



Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

FIGURA 7. Estructura tridimensional de Ciclooxigenasa-2 (COX-2)
El esquema representa la estructura terciaria de COX-2 con detalles de sus
estructuras secundarias.
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Tanto la inflamacibn como el desarrollo tumoral dependen de una
adecuada vascularizacion, siendo entonces la angiogénesis un evento
fundamental para la progresion tumoral donde distintos factores convergen en
forma interdependiente y donde la reaccion inflamatoria contribuye a la

cascada angiogénica (Agustin 1998).

Ciclooxigenasa-2 es un blanco antiinflamatorio que a su vez ha sido
implicado en la activacion de la angiogénesis tumoral (Tsujii 1998, Masferrer
2000) y se expresa constitutivamente en algunas células cancerosas (Soslow
2000, Zweifel 2002). Sin embargo, hasta el dia de hoy, no ha sido directamente

relacionado con el Sarcoma de Kaposi.

Previamente se habia demostrado que otros herpesvirus como MHV68 y
EBV pueden regular la actividad de COX-2 (Murono 2001; Sun 2001) mediante
algunos de sus productos. Notablemente, la induccién de COX-2 se encuentra
en el camino de cascadas de sefalizacion tales como MAPK y NFkB, cascadas
que pueden ser activadas por vVGPCR. La actividad de COX-2 puede ser
inhibida por antiinflamatorios no esteroides (AINEs) de prescripcion médica,
tales como Celecoxib (Celebrex®), que inhiben selectivamente esta isoforma
sin afectar las funciones fisiolégicas reguladas por COX-1. Esto hace de COX-2
un blanco atractivo para terapias antiangiogénicas y el estudio del rol de COX-2
en la patogénesis de KS en general y de la sefalizacion de vGPCR en
particular resultaria interesante como punto de partida para comenzar a definir

blancos anti-vias de sefializacién inducidas por este oncogén.

48



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL Y ALCANCES

VGPCR es el primer oncogén, propuesto en nuestro laboratorio, capaz
de activar y mantener un fenotipo angiogénico y de proveer una linea celular
endotelial humana inmortalizada y un modelo molecular para la regulacion de la
angiogénesis tumoral. A pesar de los avances a nivel molecular y celular no
existe aun un modelo animal infectable por KSHV que pueda reproducir la
etipatiogenia in vivo. Dentro de las limitaciones se encuentra que no se
conocen tumores similares en animales. Por otro lado existen limitaciones
metodoldgicas para la infeccion de células en cultivo, donde las infecciones son
de baja eficiencia y los ensayos con mutantes y recombinantes se ven

limitados.

Siguiendo con la hipotesis de que VGPCR podria estar involucrado en la
patogénesis del SK por estimulacion paracrina de la angiogénesis vy
proliferacion de celulas ahusadas, los Estudios moleculares de las vias de
sefalizacion activadas por vGPCR y la evolucion de modelos in vivo para
el estudio de la etiopatogenia viral del Sarcoma de Kaposi son necesarios y

completarian eslabones importantes en el conocimiento de la enfermedad.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar los mecanismos de regulacion de angiogénesis en un modelo

animal por vGPCR

-Analizar las consecuencias de la expresion de vGPCR en células blanco

de la infeccion viral y en la regulacion de factores angiogénicos

-Dilucidar nuevas vias de senalizacion activadas por vGPCR en general e

investigar el rol de COX-2 en la patogénesis de vVGPCR en particular.

-Establecer una linea celular conteniendo el genoma de KSHV para el
estudio de la patogenia de SK in vivo y el rol de vGPCR en patogénesis

viral.
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MATERIALES Y METODOS

CELULAS, ANIMALES, PRODUCTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Células:

-NIH3T3 transfectadas con vGPCR, RasV12 o vector (Bais 1998) fueron

mantenidas en medio de cultivo DMEM + 10% FBS + P/S 1%. + G418 (Sigma)

-mEC obtenidas a partir de médula 6sea de ratones Balb/C An Ncr-un cepa
nude (NC/, Bethesda, Maryland). Brevemente, se extrajeron por lavado por
inyeccion de PBS en los fémures de dos ratones y se incubaron en medio
DMEM enriquecido con 30% FBS, Factor de crecimiento endotelial (EGF) 0,2
mg/ ml (Sigma), Suplemento de factor de crecimiento endotelial (ECGS) 0,2
mg/ ml (Sigma), Heparina 1,2 mg/ | (Sigma), Insulina transferrina selenium
(Gibco), PIS 1% (Gibco) y Vitamina BME (VWR) en placas de cultivo de 30 mm
cubiertos con gelatina. A las 4 horas el medio fue aspirado, se lavaron las
células adheridas 2 veces con PBS y se incubaron en el medio ON, se repitio el
lavado y asi siguidé el cultivo de las células que se adhirieron. Fueron
transfectadas con Bac36-KSHV o vector y una vez seleccionadas con
Hygromicina fueron transfectadas con pSilencer-2.1-U6 neo vVGPCR o vector y

seleccionadas doblemente con Higromicina + G418 (Sigma).
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Cultivadas en una incubadora a 37 °C y a una presion de CO; del 5%.

Ratones:

-Machos Balb/C An NCr-nu cepa nude (NC/, Bethesda, Maryland) de al menos

8 semanas.

-Machos SCID/NOD cepa ICRSC-M (Taconic) de 12 semanas.
Mantenidos bajo condiciones estériles en las facilidades del RARC del Weill
Medical College y tratados bajo protocolos aprobados por el comité de ética y

uso de animales de laboratorio de la institucion.

Drogas:

-NS398 (40 mM) (Sigma)

-PD98059 (20 mM) y SB220025 (600 nM) (Calbiochem)

-Celecoxib/ SC58215 (Celebrex®) (Pharmacia, Pfizer Inc)

TRANSFECCIONES



Vectores y constructos:

-pCEFL / pCEFL-vGPCR: E! vector vacio y el vector conteniendo el inserto con
la secuencia para vVGPCR se encuentran clonados y caracterizados en nuestro

laboratorio y son de uso corriente (Bais 1998).

-Bac36/ Bac36-KSHV: El vector vacid pMHGP y el vector conteniendo el inserto
con el genoma de KSHV en Cromosoma Atrtificial de Bacteria fueron donados

gentilmente por el laboratorio del Dr. Gao (Zhou 2002).

-pSilencer 2.1-U6 neo/ pSilencer 2.1-U6 neo vGPCR: El vector vacio y las
secuencias sentido y antisentido de oligonucleétidos siRNA para silenciar la
expresion de vGPCR fueron obtenidos de Ambion a partir de las herramientas
de construccion de su sitio web

www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_design.html. Las secuencias elegidas

fueron:

5-
GATCCCATGTTCTTGGAAATGGATTTTCAAGAGAAATCCATTTCCAAGAACA

ITTTTTTGGAAA-3

5-

AGCTTTTCCAAAAAATGTTCTTGGAAATGGATTTCTCTTGAAAATCCATTTC

CAAGAACATGG-3
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con sitios de restriccion para BamH | y Hind Ill y se clonaron en el vector

correspondiente siguiendo las indicaciones del fabricante.

Transfecciones:

Todas las transfecciones se realizaron con Lipofectamina 2000 (Gibco)
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemente, el dia anterior a
la transfeccién se plaquearon 120.000 células por placa de 30 mm, al alcanzar
el 60% de confluencia se mezclaron 100 pl de medio Optimem con 2 pg del
ADN a transfectar. Se prepard una solucién con 100 ul de medio Optimem con
6 pl de lipofectamina. Se mezclaron las dos soluciones y luego de 15 minutos
se agregaron 800 ul de medio completo para cada tipo celular. Luego de dos
lavados con PBS de las células en cultivo se les agregé la preparacién anterior
durante 2 horas. Luego la preparacién se reemplazé por medio completo y al

dia siguiente se determino la eficacia de transfeccion por deteccion EGFP.

ENZIMO INMUNO ENSAYO PARA PGE; (EIA)

El Enzimo Inmuno Ensayo para la deteccién de PGE; (actividad enzimatica de
COX-2) (Cayman) fue realizado siguiendo las indicaciones de las instrucciones

del fabricante. Brevemente, las células fueron privadas de suero durante toda
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la noche (ON) con la adicién de los diferentes inhibidores. La sintesis de PGE,
fue medida en presencia de Araquinodato de Sodio (Sigma) luego de 15

minutos de acumulacion.

WESTERN BLOTS (WB)

Las células fueron lavadas en Buffer Fosfato Salino (PBS) frio y lisadas en
buffer Triton/ NP40 (0.5% TritonX-100, 0.5% NP-40, 10 mM Tris [ph 7.5], 2.5
mM KCI, 150 mM NaCl, 30 mM beta-glicerofosfato, cdctel inhibidor de
proteasas (Sigma). Los lisados celulares fueron agitados por 30 min a4 °C y
centrifugados a 10,000 x g a 4 °C por 10 min. Los sobrenadantes fueron
evaluados para la determinacién de su concentracion proteica por el método de
Bradford (BioRad) y ensayados como lisados celulares. Cantidades
equivalentes de proteinas fueron resueltas en un gel PAGE-SDS 7.5% Tris-HCI
por 45 min y transferidas a membranas PVDF, luego se incubaron con
anticuerpo (AC) anti-raton COX-2 monoclonal (Cayman) ON y se revelaron con

el sistema anti-ratén IgG peroxidasa (/CN) y ECL kit (Amersham).

RT-PCR SEMICUANTITATIVA



El ARN fue extraido con el sistema RNA-Bee (Tel-Test Inc.) luego de la
incubacion ON con los inhibidores en medio privado de suero. El ARN fue
amplificado mediante el sistema “SuperScript one-step RT-PCR” (/nvitrogen)

utilizando los siguientes primers (/nvitrogen):

-COX-2 murina:
5-GAGTCCATGTTCCAGGAGGA-3

5'-CCCCCACAGTCAAAGACACT-3'

-vGPCR:
5-CGCTGCACTGTTAATTGCAT-3

5-GTCGCCTTAGCAGAGTGTCC-3

-LANA:
5-TCCTCCTCATCATCCTTATT-3

5-GCCTACATCTCCCATCTCCA-3

Los productos de la amplificacion a 20, 25 y 30 ciclos fueron resueltos en un

gel de agarosa al 1.9%. La intensidad de los productos de la amplificaciéon a 30

ciclos fue analizada densitométricamente usando el programa NIH Image 1.62.
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ENSAYO DE ANGIOGENESIS INDUCIDA POR CELULAS TUMORALES

(TIA)

3x10° células (dos sitios de inoculacién por ratén), tratadas o no con NS398
durante 1hora previa a la inoculaciéon, fueron inoculadas intradérmicamente
(I.D.) en la parrilla costal de ratones inmunodeprimidos Balb/C nude. Azul
Trypan fue utilizado para evaluar la viabilidad celular y reconocer el sitio de
inoculacion. Los ratones fueron sacrificados 5 dias post-inoculacion. El area de
inoculacién fue fotografiada y examinada bajo microscopio de diseccion. Luego
se realizo el analisis morfométrico de area de inoculacion y la determinacion
por conteo manual del nUmero de vasos siguiendo el criterio de Auerbach
(Monte 1997, Davel 2002). Este protocolo ha sido aprobado por el Comité de

Revision Institucional.

ENSAYO DE CRECIMIENTO TUMORAL

Ratones inmunodeprimidos Balb/C fueron inoculados intraperitonealmente
(I.P.) con Celecoxib 10 mg/kg o vehiculo (DMSO). Luego, el mismo dia, fueron
inoculados subcutaneamente (S.C.) con las células transformadas por vGPCR
(3x10° por ratén). Los ratones fueron tratados tres veces por semana con

Celecoxib (5 mg/kg) o vehiculo I.P. (Sheng 1997). El crecimiento tumoral fue



seguido con mediciones del volumen con calibre hasta el dia de sacrificio. Los
tumores no se han dejado crecer mas alla de un volumen de 3000 mm3. Este

protocolo ha sido aprobado por el Comité de Revision Institucional.

ENSAYO DE METASTASIS

Ratones SCID/NOD fueron irradiados (350 rad) y luego de tres horas fueron
inoculados endovenosamente (IV) con células mEC o mECK36 (2x10® por
ratén). Luego de un seguimiento continuo, a los tres meses post-inoculacién
cuando comenzaron a mostrar sintomas de distrés: disnea, pelo hirsuto,
encorvamiento, etc., fueron sacrificados y se les realizé necropsia y analisis

histopatoldgico.

ELISA PARA VEGF

-Las muestras de tumores fueron pesadas y homogenizadas en buffer TBS
0.1% BSA + céctel inhibidor de proteasas (Sigma) en un volumen directamente

proporcional a su peso.
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-Los cultivos celulares fueron privados de suero ON, 3 o 5 dias tratados o no

con NS398.

Los sobrenadantes fueron ensayados luego de una centrifugacion a 2.000 x g
por 5 min. La reaccion de ELISA con anti-ratdn VEGF (R&D) fue performada

siguiendo las instrucciones del fabricante.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA COX-2, CD31, CD34, KDR, LANA

Los tejidos tumorales una vez extraidos fueron inmediatamente sumergidos en
solucion de sacarosa 30% en PBS y al dia siguiente fueron incubados durante
1 hora en OCT: sacarosa30% (1:1), congelados en matriz OCT por inmersion
en nitrogeno liquido. Secciones congeladas de 8 mm de los tumores fueron
fijadas en acetona y sometidas a una inmunomarcacion con
inmunoperoxidasas siguiendo métodos estandares de Inmunohistoquimica.
Brevemente, luego del bloqueo de los sitios inespecificos y de las peroxidasas
intrinsecas, las muestras fueron incubadas ON con anti COX-2 de ratdn hecho
en rata (Santa Cruz) CD31/ CD34/ KDR de ratdn hecho en rata (Pharmingen) o
isotipo control. Luego de 30 min. de incubacién con anti-rata IgG hecho en
cabra (Pharmingen), fueron reveladas usando el sistema “Elite-Vectastain ABC-
peroxidase” (Vector) por 30 min. y sustrato DAB (Vector). Las muestras fueron

contracoloreadas con hematoxilina y luego del montaje definitivo fueron
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fotografiadas utilizando microscopio equipado con camara digital (Olympus). En
el caso de LANA se realizd un desenmascaramiento antigénico antes del
bloqueo con la soluciéon de recuperacion antigénica DAKO (Cytramed) y se
detectd con el anticuerpo monoclonal para LNA-1 ORF73 de ratéon hecho en
rata y se prosiguié como en los otros casos. En todas las inmunohistoquimicas

la dilucion de los anticuerpos primarios fue 1:1000 en PBS.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA a-SMA

Las secciones congeladas de 8 mm de los tumores fueron fijadas en acetona y
sometidas a una inmunomarcacion con inmunoperoxidasas siguiendo métodos
estandares de Inmunohistoquimica. Brevemente, luego del bloqueo de los
sitios inespecificos y de las peroxidasas intrinsecas, las muestras fueron
incubadas 30 min. con un anticuerpo monoclonal anti a-SMA de ratén hecho en
raton (Sigma) o diluyente como control, 10 min con el sistema M.O.M. anti
mouse-IgG (ratdn en ratén) (Vector) y fueron reveladas usando el sistema
“Elite-Vectastain ABC-peroxidase” (Vector) por 30 min. y sustrato DAB (Vector).
Las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina y luego del montaje
definitivo fueron fotografiadas utilizando microscopio equipado con camara

digital (Olympus).
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INMUNOFLUORESCENCIA PARA LANA'Y K8.1

Las células fueron cultivadas en portaobjetos gelatinizados y luego de ser
lavadas con PBS se fijaron con paraformaldehido 4% durante 10 min. a TA. Se
lavaron con PBS y se permeabilizaron con 0,2% TritonX en PBS 30 min. TA, se
lavaron en solucién de Glicina 100 mM y se incubaron en 10% FBS en PBS 20
min. a TA. Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario (anti
LANA hecho en rata 1:1000 o anti K8.1 hecho en ratén 1:3000) (AB/) durante 1
hora a 37°C, luego fueron lavadas con PBS e incubadas otra hora con el
anticuerpo secundario (anti IgG de rata o anti IgG de ratén respectivamente
conjugado con Rodamina 1:100) (Calbiochem). Luego de ser lavadas fueron
incubadas con DAPI 0,5 ug/ ml en agua por 5 min., lavadas y montadas con

glicerol 50% en PBS.

HIBRIDIZACION IN SITU PARA LANA

Las sondas para el ARN de LANA se obtuvieron a partir de los primers :

5-TCCTCCTCATCATCCTTATT-3"

5'-GCCTACATCTCCCATCTCCA-3’
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utilizando el kit de transferasa terminal (Roche) siguiendo las especificaciones
del fabricante y marcandolas con digoxina. Las células fueron cultivadas en
portaobjetos gelatinizados y luego de ser lavadas con PBS se fijaron con
paraformaldehido 4% durante 10 min. a TA. Se lavaron con PBS y se
permeabilizaron con 0,2% TritonX en PBS 5 min. a 4 °C. Luego fueron lavadas
en PBS 3 veces y con 2xSSC 1 vez. El procedimiento de hibridizacion se llevo
a cabo segun ha sido descripto anteriormente (Jiménez-Garcia 1993).
Brevemente, las sondas fueron desnaturalizadas calentandose en formamida
deionizada por 10 min. a 90 °C, transfiriéndose a agua congelada. Luego se le
agregd buffer de hibridizacion para una concentracion final de 10% p/v
dextransulfato/ 2xSSC/ 1 mg/ml E. coli tRNA y 10 ng/ul sonda. Esta mezcla de
hibrididzacion fue incubada con las células ON en camara humeda a 37 °C.
Luego de un lavado en 2xSSC/50% formamida 37 °C, un lavado en 2xSCC a
TA y otro en 1xSSC a TA de 30 min. c/u, las muestras fueron incubadas con el
anticuerpo secundario anti digoxina unido a Rhodamina (Jackson) 60 min. en
camara humeda oscura a TA. Luego de 3 lavados con 4xSSC la muestras

fueron montadas con agente fluorescente antifading (Molecular Probes).

ANALISIS ESTADISTICO
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Se utilizd el Test de Student para las determinaciones estadisticas. Todos los

experimentos se repitieron al menos 3 veces.



RESULTADOS

PRIMERA PARTE:
Estudios moleculares de las vias de sefnalizacion inducidas por vGPCR y
la inhibicion de su patogenicidad por antiinflamatorios no esteroideos

que inhiben la actividad de Ciclooxigenasa-2.

vGPCR REGULA LA ACTIVIDAD CICLOOXIGENASA-2

Nuestro grupo habia demostrado previamente que células transformadas
por vGPCR eran angiogénicas y tumorigénicas (Bais 1998). Dado que vGPCR
puede estimular cascadas de sefalizacion inflamatorias estudiamos si vVGPCR
podia regular Ciclooxigenasa-2 (COX-2). Para estudiar si VGPCR podia regular
la actividad de COX-2 comparamos la produccion de prostaglandina E; (PGE3)
en células NIH3T3 transformadas o no por vGPCR. Utilizamos un enzimo-
inmunoensayo (EIA) para medir PGE; en los sobrenadantes de dos clones de
NIH3T3 transformados con vGPCR. Ensayamos también, como controles
positivos, NIH3T3 transformadas con RasV12 o estimuladas con PMA.
Encontramos que la produccion de PGE; era hasta seis veces mas alta en las

células transformadas por vVGPCR que en los controles e incluso superando los
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niveles de los controles positivos (Fig. 8). NS398, un inhibidor especifico de
COX-2 bloqued la actividad sintetizadora de PGE; indicando que ésta es
mediada por COX-2. Para determinar si la sefalizacion inducida por vGPCR
estaba directamente involucrada en el incremento de la actividad COX-2
incubamos las células con el agonista de VGPCR, Gro-a. Encontramos que la
estimulacion de vGPCR por Gro-a. favorecia aun mas la produccion de PGE; en

las células que expresaban VGPCR. Estos resultados muestran que vGPCR

estimula la actividad de COX-2 en células NIH3T3.

PGE2 (pg/ml)

0 200 400 600
! ! !

NIH3T3 )
NIH3T3 + PMA )4

RasV12 777773
vGPCR

vGPCR + Gro-a

VGPCR + NS398
vGPCR + SB220025

VvGPCR + PD98095 -E

FIGURA 8. vGPCR regula la actividad COX-2 en células NIH3T3 cells.
Células NIH3T3 (barras blancas), NIH3T3 transformadas por vGPCR clon 1
(barras punteadas), clon 4 (barras negras) y NIH3T3 transformadas por
RasV12 (barras barradas) fueron incubadas ON en medio libre de suero. El
agonista de vVGPCR Gro-a, el inhibidor COX-2 NS398, el inhibidor de ERK-1/2
MAPK PD98059 o el inhibidor de p38 SB220025 fueron adicionados a los
cultivos ON segun esta indicado. La actividad COX-2 fue ensayada midiendo
en los sobrenadantes la produccion de PGE; mediante EIA.
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VGPCR ACTIVA LA EXPRESION DE CICLOOXIGENASA-2

vGPCR activa en forma constitutiva cascadas de sefalizacion que podrian
regular la expresion de COX-2. Para verificar si el incremento en la actividad de
COX-2 era causado por la regulacion de la expresion de COX-2 mediante
vGPCR investigamos la expresion de COX-2 en las células transformadas por
vGPCR. Analizamos lisados celulares por immunoblotting usando un
anticuerpo contra COX-2. Encontramos un aumento en los niveles de proteina
COX-2 en las células transformadas por vGPCR (Fig. 9a) en correlacion con la
actividad de COX-2 (Fig. 8) y que dicha expresion se encontraba incrementada
por el tratamiento con Gro-a. Esto indica que el sefialamiento por vGPCR esta
directamente involucrado en la regulacion de la expresion de COX-2. Dado que
vGPCR presenta el potencial de activar miembros de las cascadas de la familia
MAP quinasa (Bais 1998; Sodhi 2000; Schwarz 2001), analizamos si vGPCR
activaba la produccién de COX-2 via p38 o MAPK ERK-1/2, dos cascadas que
se conocen como reguladoras de COX-2. Encontramos que las células
transformadas por vGPCR tratadas con el inhibidor de ERK-1/2, PD98059,
mostraban una disminucion significativa en los niveles de la actividad y la
expresion proteica de COX-2 (Fig. 8 y Fig. 9a) mientras que el tratamiento con
el inhibidor de p38, SB22055, no mostraba cambios significativos. Estos
resultados sugieren que VGPCR regularia la expresion de COX-2 mediante
ERK-1/2 pero no via p38. Paralelamente a este trabajo, en nuestro laboratorio
ademas se encontrd que ERK-1/2 se encuentra potentemente activada por

fosforilacion sélo en las células transformadas por vGPCR mientras que los
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niveles de fosforilacién de p38 no se modifican en comparacién con las células
control y que la disminucién en los niveles totales de ERK-1/2 en las células
transformadas por vVGPCR parece ser una respuesta adaptativa a la activaciéon

constitutiva de ERK (Mutlu et al 1).

Debido al hecho de que la activacion de ERK-1/2 regula la transcripcion
génica, nosotros decidimos utilizar RT-PCR para determinar si la regulacion de
la expresidon de COX-2 por vVGPCR era a nivel de transcripcién y si esta
dependia de MAPK. Realizamos una RT-PCR semicuantitativa con primers de
COX-2 murinos. La cuantificacién densitométrica demostrdo que las células
transformadas por VGPCR expresaban niveles superiores de ARNm de COX-2
en comparacion con el control. Asi también observamos que estos niveles eran
disminuidos por el inhibidor de ERK-1/2 PD98059 (Fig. 9b). Por otro lado el
inhibidor de p38 que no presentd ningun efecto sobre la expresion proteica de
COX-2 tampoco mostrd ningun efecto sobre los niveles de ARNm de COX-2.
Todos estos resultados demuestran que VGPCR regula la expresioén y actividad

de COX-2 via ERK-1/2 en células NIH3T3.

CICLOOXIGENASA-2 REGULA LA ANGIOGENICIDAD DE vGPCR

COX-2 tiene la capacidad de regular la angiogenicidad de células
tumorales (Tsujii 1998) y nuestro laboratorio habia demostrado previamente

que VGPCR es un activador angiogénico (Bais 1998).
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FIGURA 9. vGPCR regula la expresion de COX-2 via ERK-1/2

a, VGPCR regula la expression de la proteina COX-2 en células NIH3T3 via
ERK-1/2 Células NIH3T3 (barras blancas), NIH3T3 transformadas por vGPCR
o por RasV12 (barras negras) fueron incubadas ON en medio libre de suero y
lisadas. Las proteinas fueron separadas en geles PAGE-SDS, transferidas a
membranas PVDF e incubadas con anticuerpo antiratdn COX-2 monoclonal y
reveladas con sistema avidina-peroxidasa. El agonista de vVGPCR Gro-a, PMA,
el inhibidor COX-2 NS398, el inhibidor de ERK-1/2 MAPK PD98059 o el
inhibidor de p38 SB220025 fueron adicionados a los cultivos ON segun esta
indicado b, vGPCR regula la expression de ARNm de COX-2 en células
NIH3T3 via ERK-1/2. Las células fueron recolectadas luego de incubaciéon ON
en medio libre de suero y se les extrajo su ARN. El inhibidor de ERK-1/2
PD98059 o de p38 SB220025 fueron adicionados a los medios de cultivos
previo a la extraccion. EI cDNA fue amplificado por RT-PCR utilizando primers
para COX-2 y los productos de amplificacién fueron resueltos en gel de
agarosa. El grafico muestra el analisis densitométrico para las bandas
especificas de COX-2 luego de 30 ciclos de amplificacién en células NIH3T3
(barras blancas) o transformadas por VGPCR (barras negras). En ambos
graficos se expresan las areas calculadas por densitometria.
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En este trabajo hemos demostrado in vitro que vGPCR activa COX-2,
por lo tanto el siguiente paso fue investigar si la actividad de COX-2 podria
modular la angiogénesis inducida por vGPCR en células transformadas. Para
esto utilizamos el ensayo de angiogénesis intradérmica TIA (Monte 1996),
inoculamos un grupo de ratones inmunodeficientes con células transformadas
por vVGPCR y otro grupo con estas células pretratadas con el inhibidor de COX-
2 NS398. Inoculamos en ratones control células no transformadas tratadas o no
con el inhibidor. Los ratones inoculados con las células transformadas (Fig.
10a) desarrollaron neovasculatura intrincada y mostraron mayor densidad
vascular en los puntos de inoculacién que los controles de NIH3T3 tratados o
no con NS398 (Fig. 10c y d) los cuales s6lo presentaron en sus dermis vasos
maduros y rectos. Similarmente a los controles negativos las células
transformadas por vVGPCR pretratadas con NS398 no indujeron proliferacion
microvascular en los sitios de inoculacion (Fig. 10b). La cuantificacion
morfométrica de la respuesta angiogénica mostré un aumento significativo en la
densidad vascular determinada en la dermis del grupo inyectado con células
transformadas por VGPCR (Fig. 10e) (P<0.05). En cambio, la densidad vascular
en el grupo inoculado con células transformadas por vVGPCR pretratadas con
NS398 no mostré diferencias significativas con los controles inoculados con
NIH3T3 no transformadas (Fig. 10b, ¢ y d). Esto indica que el tratamiento de las
células que expresan VGPCR con NS398 antes de la inoculacién evita la
respuesta angiogénica inducida por la expresion de VvGPCR (P<0.01),
sugiriendo que la actividad COX-2 contribuye a la angiogénesis in vivo mediada

por la senalizacion de vGPCR en células NIH3T3.
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FIGURA 10. COX-2 media la angiogenicidad de vGPCR in vivo

Células tratados o no con NS398 fueron inoculadas |I.D. en ambos flancos de
ratones nude (n=5). Los ratones fueron sacrificados luego de 5 dias y el area
de inoculacion fue fotografiada bajo microscopio de diseccién. a, Apariencia de
los sitios de inoculaciéon en la dermis de los ratones inoculados con células
NIH3T3 transformadas por vGPCR b, con NIH3T3 transformadas por vGPCR
pretratadas con NS398 ¢, con NIH3T3-vector o d, con NIH3T3-vector
pretratadas con NS398. e, Analisis morfométrico mostrando la media de la en
las dermis de los ratones inoculados con células pre-tratadas con NS398
(barras negras) o sin pre-tratar (barras blancas) (*) Indica diferencias
significativas entre los grupos inoculados con células transformadas por
vGPCR pretratadas o no (P<0.01). (#) Indica diferencias significativas entre los
grupos inoculados con células NIH3T3 transformadas por VGPCR o no
(P<0.05).
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CICLOOXIGENASA-2 MEDIA LA TUMORIGENESIS INDUCIDA POR vGPCR

La angiogénesis es un paso fundamental para la progresion tumoral
dado que que el crecimiento tumoral y la metastasis son dependientes de la
formacion de nuevos vasos. Nuestros resultados mostraron que COX-2 regula
la angiogenicidad de vGPCR (Fig. 10). Para analizar la contribucién de la
angiogenesis mediada por COX-2 en la tumorigénesis inducida por vGPCR
(Bais 1998), investigamos el efecto del tratamiento con el AINE Celecoxib
(SC58215) en ratones portadores de tumores inducidos por VGPCR.
Inoculamos subcutaneamente (S.C.) ratones inmunodeficientes con células
transformadas por vGPCR. Tratamos un grupo con Celecoxib intraperitoneal
(I.P.) tres veces por semana y otro grupo control con el vehiculo (DMSO). Asi
pudimos observar que Celecoxib producia un retardo consistente en la
aparicion de los tumores y una disminuciéon significativa en el crecimiento
tumoral (Fig. 11a, b, ¢ y d) (P<0.05). El analisis histolégico mostré que los
tumores estaban compuesto de células ahusadas pleomérficas (Fig. 11e, f, gy
h). El grupo no tratado mostraba grandes areas de hemorragia y necrosis,
atribuibles al gran tamano de los tumores y al desvasamiento sanguineo (Fig.
11e y g). El grupo tratado con Celecoxib no mostraba necrosis en los tumores y

presentaba sélo hemorragia marginal (Fig. 11fy h).

Estos resultados indican que COX-2 contribuye al crecimiento de los

tumores inducido por vVGPCR y que el tratamiento de los ratones con Celecoxib

fue efectivo para reducir el crecimiento tumoral.
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FIGURA 11. La tumorigenicidad de las células transformadas por vGPCR
disminuye ante el tratamiento con Celecoxib

Ratones nude (n=7) fueron inoculados S.C. con células NIH3T3 transformadas
por vGPCR vy tratados con el inhibidor de COX-2 Celecoxib I.P. o vehiculo
(DMSO) tres veces por semana. a, Imagen de ratén tratado (panel inferior) o no
(panel superior) con Celecoxib a 15 dias de tratamiento. b & ¢, Tumor de ratén
no tratado (b) o tratado con Celecoxib (c). d, El grafico muestra el crecimiento
de los tumores durante el tiempo de tratamiento (volumen/ dias) en los ratones
tratados con Celecoxib (negro) o vehiculo (blanco). El volumen tumoral
significativamente menor en todos los dias medidos (P<0.05). e, f, g & h,
Secciones tumorales tefidas con Hematoxilina-Eosina para el examen
histolégico provenientes de ratones tratados (fy h) o no (e y g) con Celecoxib a
20x (e y f) 0 40x (g y h) de aumento.
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LOS TUMORES INDUCIDOS POR vGPCR EXPRESAN CICLOOXIGENASA-
2

Para confirmar que el crecimiento de los tumores inducidos por las
células que expresan vGPCR dependia de la expresién de COX-2 llevamos a
cabo una inmunomarcacion por peroxidasas de COX-2. Encontramos que los
tumores provenientes de ratones inoculados con las células NIH3T3 que
expresaban vGPCR presentaban una alta expresion de COX-2 (Fig. 12). Este
resultado indica que Ciclooxigenasa-2 se expresa en los tumores inducidos por

vGPCR.

Este resultado ademas correlaciona con el hecho de que lesiones de KS
expresan COX-2 principalmente en células ahusadas que expresan genes de
KSHYV, dato que fue obtenido paralelamente a este trabajo en colaboraciéon con

el grupo de la Dra. E. Cesarman (Mutlu et at 1).
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FIGURA 12. Los tumores inducidos por vGPCR expresan COX-2
a, Marcaje por immunoperoxidasas para COX-2 se llevo a cabo en secciones
tumorales de ratones portadores de tumores inducidos por VGPCR b, isotipo

control.
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LA CICLOOXIGENASA-2 MODULA LA ANGIOGENESIS TUMORAL Y LA
PRODUCCION DE VEGF EN LOS TUMORES INDUCIDOS POR vGPCR

Para evaluar si los efectos antitumorales debidos a la inhibicién de COX-
2 estaban relacionados con la inhibicion de la angiogénesis tumoral (como
propusimos mas arriba) cuantificamos la vascularizacién intratumoral por
inmunomarcacion. Utilizamos CD31/PECAM, un marcador panendotelial, para
marcar los vasos intratumorales y utilizamos Actina de Muasculo Liso-a (a-SMA)
para marcar los vasos vasculares maduros cubiertos de pericitos (Benjamin
1999). El tratamiento con Celecoxib produjo una reduccién significativa tanto en
la cantidad de vasos totales (CD31+) como en la cantidad de vasos maduros
(«-SMA+) (Fig. 13), indicando que la inhibicion de COX-2 compromete la
angiogenicidad tumoral inducida por vGPCR. El analisis estadistico de los
datos de la cuantificacion de la inmunomarcacion (Fig. 13e y f) indicé un
detrimento estadisticamente significante en la cantidad de vasos totales CD31+
(163 +/- 29 vs 73 +/- 21) (P<0.001) y vasos maduros SMA+ (185 +/- 63 vs 64
+/- 40) (P<0.01) en los tumores provenientes de los animales tratados con
Celecoxib. Estos resultados muestran que el tratamiento de los ratones con
Celecoxib redujo el numero total de vasos intratumorales e inhibid su
maduracion, indicando que la actividad enzimatica de COX-2 contribuye a la

angiogenicidad tumoral inducida por vGPCR.
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FIGURA 13. EIl Tratamiento con Celecoxib inhibe la angiogénesis tumoral
inducida por vGPCR

Marcaje por immunoperoxidasas para CD31/PECAM o a-SMA se llevd a cabo
en secciones tumorales. a & b, Inmunohistoquimica para CD31/PECAM en
animales tratados (b) o no (a) con Celecoxib. ¢ & d, Inmunohistoquimica para
aSMA en animales tratados (d) o no (¢) con Celecoxib. Las flechas indican
ejemplos de vasos maduros (CD31+/ aSMA+). e & f, Distribucion de los datos
del marcaje en box-plots mostrando los resultados de la cuantificacion
morfométrica para CD31/PECAM (e) (P<0.001) y aSMA (f) (P<0.01) (n=7). La
media aritmética esta representada por la cruz (+) dentro de las cajas. La
mediana esta representada por la linea media que cruza horizontalmente las
cajas por dentro ( ). Las lineas superiores e inferiores horizontales que
limitan las cajas representan segundo y cuarto cuartil. Las lineas verticales
comprenden el rango.
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Dado que nuestros resultados in vivo indican que la inhibicidon de COX-2
afecta la angiogenicidad de vGPCR (Fig. 10) y su tumorigenicidad (Fig. 11) y
sabiendo que la secrecion de VEGF es esencial para la angiogénesis tumoral
inducida por vGPCR, medimos el efecto de la inhibicion de COX-2 sobre la
secrecion de VEGF tanto en los sobrenadantes de las células que expresan
vGPCR como en los tumores generados por estas células. Encontramos que
como se esperaba (Bais 1998) las células NIH3T3 transformadas por vGPCR
secretaban concentraciones de VEGF mucho mas altas que los controles. Sin
embargo al tratarlas por periodos de 3 6 5 dias con NS398 los niveles de
produccion de VEGF disminuyeron hasta niveles similares a los controles. Esto
sugeriria que la actividad de COX-2 inducida por vGPCR podria estar
involucrada en la sobreexpresion de VEGF en células NIH3T3 (Fig. 14a).
Asimismo, los tumores de los animales tratados con Celecoxib mostraron
niveles de VEGF significativamente mas bajos por unidad de masa tumoral que
los tumores provenientes de animales no tratados (Fig. 14b) (P<0.001).
Considerados en forma conjunta, estos resultados sugieren que la inhibicién de
angiogénesis en los tumores se debe entre otras causas a la inhibicion de la
secrecion de VEGF por las células transformadas debida a la inhibicién de

COX-2.
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FIGURA 14. La inhibicion de COX-2 afeta la producciéon de VEGF in vitro e
in vivo

a, Células NIH3T3 transformadas con vGPCR fueron incubadas ON, 3 dias 0 5
dias segun se indica en medio libre de suero tratadas (barras blancas) o no
(barras negras) con NS398 y la produccion de VEGF fue determinada en los
sobrenadantes mediante ELISA (pg/ ml). b, Muestras tumorales de los ratones
ensayados para tumorigénesis fueron homogeneizadas y centrifugadas y la
produccion de VEGF fue determinada en los sobrenadantes mediante ELISA,
tanto en ratones tratados con Celecoxib (SC58215) (barra gris) como en los
controles de DMSO (barra blanca). El grafico muestra la media de cada grupo y
los valores individuales de las determinaciones (circulos negros) (P<0.001)
(n=7).
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SEGUNDA PARTE:
Creacion y caracterizacion de un nuevo modelo animal para Sarcoma de

Kaposi

GENERACION DE CELULAS DE LINAJE ENDOTELIAL MURINA

CONTENIENDO EL GENOMA COMPLETO DE KSHV

Los intentos previos por testear tumorigénesis en ratones
inmunodeprimidos por células endoteliales transformadas con KSHV han
fracasado por la debilidad de los modelos xenograficos en ratones. El problema
para crear un modelo alografico es que KSHYV es un virus ecotrépico y es dificil

la infeccion de células endoteliales murinas con este virus.

Por otro lado, el hecho de que células ahusadas de KS expresasen
marcadores de linajes endoteliales ha llevado al desarrollo de modelos que
utilizan células endoteliales como progenitores de KS (Flore 1998; Moses 1999;
Ciufo 200; Lagunoff 2002; Hong 2004; Wang 2004). Estos modelos se
encuentran limitados por la imposibilidad de mostrar angiogenicidad aguda y
tumorigenicidad que caracterizan las lesiones de KS por células ahusadas
infectadas con KSHV. Esto contrasta con la demostrada habilidad de genes
individuales de KSHV tales como ORF K1, ORF K12, vIRF, vGPCR y viL-6

para inducir respuestas patogénicas del tipo KS cuando se expresan in vitro y
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en animales (Bais 1998; Lee 1998, Muralidhar 1998; Aoki 1999; Yang 2000;
Montaner 2003, Bais 2003). Posibles explicaciones para la imposibilidad de la
reproduccion de fenotipos KS en los modelos experimentales de infeccion por
KSHV puede incluir las tendencias tanto a latencia viral como productividad de
los cultivos establecidos y la utilizacion de linajes endoteliales diferenciados
como blanco de infeccion. Dado que KS es multifocal y las células ahusadas
expresan el marcador de stem cells CD34 se ha sugerido que las células
progenitoras de KS podrian ser células circulantes del linaje endotelial
hematopoiético, definiendo asi un blanco alternativo para la infeccion

patogénica por KSHV (Browning 1994; Boshoff 2002; Barozzi 2003).

Por las razones expresadas y para superar estas barreras decidimos
usar transfeccion del DNA viral completo sobre preparaciones de médula 6sea
enriquecida en precursores endoteliales (MEC). Estos cultivos presentan linajes
de células candidatos para progenitores de KS (Boshoff 2002) incluyendo
células endoteliales, sus progenitores y otras células hematopoiéticas pro-

angiogénicas.

Para crear un modelo que pudiese ser genéticamente analizado y para
facilitar la generacidon de células infectadas establemente utilizamos un
cromosoma artificial de bacteria (Bac36) que codifica todo el genoma infeccioso
de KSHV en el contexto de un vector resistente a Higromicina y que expresa la
proteina verde EGFP para facilitar su seguimiento (Fig. 15). Este vector fue
gentilmente cedido por el laboratorio del Dr. Gao y su generacion se encuentra

completamente caracterizada y testeada (Zhuo 2002).
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FIGURA 15. Esquema del constructo conteniendo el genoma de KSHV
Cromosoma artificial de bacteria codificando para el esqueleto infeccioso de
KSHV en un vector resistente a Higromicina con expresiéon de EGFP (Bac36)
(Zhuo 2002).

Encontramos que en contraste con las células transfectadas con el
vector que formaban monocapas similares a cultivos de estroma, las mEC
transfectadas con Bac36-KSHV generaban células EGFP+ con un fenotipo
ahusado que crecian sin inhibicion por contacto y formando focos de

transformacion. Llamamos a las células mECK36.
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CARACTERIZACION DE LAS CELULAS mECK36

Para evaluar si la poblaciéon EGFP+ (Fig.16b) resistente a Higromicina
estaba infectada por KSHV determinamos por inmunofluorescencia la
expresion proteica de genes de KSHV. Observamos que las células
transfectadas con Bac36 expresaban el gen nuclear latente LANA de KSHV en
forma homogénea (Fig. 16¢ y d) y algunas coexpresaban simultaneamente el
gen litico K8.1 (Fig. 16e y f). Las células marcadas con LANA mostraron el
tipico patron de punteado nuclear que suele obtenerse en inmunofluorescencia
de LANA. Este patrén es producido por la concentracion de LANA en zonas
donde los episomas de KSHV se enlazan a los cromosomas del huésped. El
patron punteado es caracteristico de la distribucion del genoma episomal de

KSHV en células y tejidos infectados (Ballestas 1999).

Confirmamos la transcripcion de LANA en las mECK36 llevando a cabo
hibridizacion in situ de ARN de LANA en este nuevo tipo celular y observamos
que a diferencia de las mEC que no expresaban LANA, las células mECK36

presentaban hibridizacion positiva para el gen LANA de KSHV en su citoplasma

(Fig. 16g y h).
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FIGURA16. Las células mEC transfectadas con Bac36 expresan los genes
de KSHV, LANA y K8.1
Células mECK36 fueron marcadas por inmunofluorescencia para proteinas
caracteristicas de KSHV a, tincién nuclear con DAPI b, células transfectadas
EGFP+ ¢, células mECK36 inmunomarcadas para LANA d, detalle de
inmunomarcacion para LANA con Cye3 (rojo) en convergencia con DAPI
nuclear (azul) e, Mismas células que en d inmunomarcadas para K8.1 con
Cye5 (infrarrojo) en convergengencia con DAPI| (azul) f, convergencia de
LANA-Cye3 (azul) con K8-Cye 5 (rojo) y EGFP (verde). En g y h, se llevé a
cabo hibridizacion in situ para ARN de LANA en células mEC (g) y mECKS36 (h)

revelado con anticuerpo anti-digoxina Cye3 (rojo) en convergencia con EGFP
(verde).
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Los resultados de las inmunofluorescencias indicando la expresion de
genes de KSHV fueron confirmados por RT-PCR para LANA y vGPCR en las
células mECK36. Para determinar la integridad del genoma de KSHV
transfectado nuestro laboratorio realizdé en colaboracién con el laboratorio del
Dr Dirk Dittmer un analisis global de expresion del genoma de KSHV por RT-
PCR en tiempo real. El resultado mostrd que esta poblacién celular expresaba
todos los genes de KSHV, expresando tanto los genes latentes como los liticos

en una manera reminiscente a la induccion litica (Mutlu et al 2).

A pesar de que mECK36 expresaba todos los genes de KHSV no hemos
podido recuperar de los sobrenadantes de los cultivos viriones de KSHV ni
hemos podido infectar cultivos virgenes a partir de los sobrenadantes de
cultivos de mECK38 ni observar efectos citopaticos. Incluso muestras de los
cultivos fueron analizadas por microscopia electronica de transmisién y luego
de exhaustivas busquedas tampoco se han podido encontrar particulas virales
ya sean maduras o inmaduras. Estos resultados sugieren que en nuestras
células KSHV expresa un patrén de transcripcion del tipo de infeccién litica
abortiva caracterizado por un bloqueo de los eventos de maduracién tardios y

replicacion.

LA EXPRESION DE KSHV EN CELULAS mEC ESTIMULA LA SECRECION

DE VEGF E INDUCE ANGIOGENESIS
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FIGURA17. Las células mEC transfectadas con KSHV son angiogénicas

a, La produccién de VEGF fue determinada por ELISA en sobrenadantes de
células mEC y mECK36 luego de incubacién ON b, Células mEC y mECK36
fueron inoculadas 1.D. en ambos flancos de ratones nude (n=5). Los ratones
fueron sacrificados luego de 5 dias y el area de inoculacién fue fotografiada
bajo microscopio de diseccion. El grafico representa el analisis morfométrico
mostrando la media de la densidad microvascular (vasos/ mm?) (P< 0.05) c,
apariencia del sitio de inoculacién con células control d, apariencia del sitio de
inoculacién con mECK36.
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Uno de los fenotipos definitorios de KS que se atribuye a la expresién de
genes de KSHV es la respuesta angiogénica. Para evaluar si la infeccion con
KSHV inducia angiogenicidad determinamos los niveles de VEGF en los
sobrenadantes de mECK36 mediante ensayo de ELISA y determinamos
neoformacién vascular en la piel de ratones inoculados intradérmicamente con
las mECK36. Células mEC transfectadas con el vector Bac fueron utilizadas

como controles.

KSHYV indujo la secrecion de VEGF (Fig. 17a) y otorgé a las mEC la
habilidad de inducir angiogénesis en la piel de los ratones 5 dias post-
inoculacioén (Fig 17b, ¢ y d). Estos resultados indican que la infeccion por KSHV
gatilla la secrecion de VEGF y el cambio hacia el fenotipo angiogénico en

células mEC.

LAS CELULAS mECK36 SON TUMORIGENICAS EN RATONES

INMUNODEFICIENTES

Para determinar si las células mECK36 angiogénicas y que resultaron
ser inmortales en cultivo eran a su vez tumorigénicas en ratén, inoculamos
ratones inmunodeficientes Balb/c nude S.C. con mECK36 utilizando mEC

transfectadas con el vector como control. Observamos que las mECK36
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formaron tumores en la piel de los ratones a diferencia de las mEC que no
formaron ningun tumor (Fig. 18b). Luego de ser disectados los tumores
mostraron un color verde amarillento sugestivo de la expresion de EGFP (Fig.
18a). De estos tumores pudimos extraer células EGFP+ que crecieron en

cultivo en presencia de hygromicina, sugiriendo su infeccion con KSHV-Bac36.

Los tumores fueron analizados por el personal del servicio de
histopatologia quienes lo reportaron como “sarcomas de células ahusadas
vascularizados”, una presentacion altamente reminiscente a la de las lesiones

de KS.

Estos resultados indican que las células mEC transformadas mediante la
infeccion con KSHV ademas de estar inmortalizadas y ser angiogénicas
presentan la capacidad de generar tumores en ratones similares a los tumores
humanos de KS. La relevancia de este resultado radica en la posibilidad de

estudiar estos tipos de tumores en animales una vez definido el modelo.
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FIGURA 18. Las células mECK36 son tumorigénicas

Ratones nude (n=7) fueron inoculados S.C. con células mEC-vector o mECK36
y los tumores desarrollados fueron fotografiados, a, foto de los tumores
expresando KSHV (EGFP+); b, grafico mostrando el crecimiento en el tiempo
de los tumores de ratones portadores de mMECK36 (mECBac36) en

comparacién con los ratones inoculados con mEC-vector (mEC) que no
generaron tumores.
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CARACTERIZACION DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR mECK36

Para comenzar a definir el modelo y determinar si al igual que las
lesiones de KS las células ahusadas de los sarcomas inducidos por las
mECK36 estaban infectadas con KSHV y sus genes estaban expresados,
llevamos a cabo determinaciones inmunohistoquimicas de KSHV LANA.
Encontramos que aproximadamente el 50% de las células tumorales
expresaban LANA, un resultado muy similar al que se obtiene en lesiones
humanas de KS (Fig. 19). Este resultado sugiere que las células mMECK36 que

indujeron tumores en los ratones estaban infectadas con KSHV.

Otra caracteristica tipica de los tumores humanos de KS es el perfil de
marcadores fenotipicos que incluye antigenos como CD34 (marcador de KS y
de endotelio microvascular), VEGF-R2/ flk-1/ KDR (indicador de células de KS,
vasos receptivos a VEGF-angiogénicamente activos) y CD31/ PECAM
(indicador de células endoteliales y progenitores observables en tumores) entre
los mas importantes. Para determinar si los tumores inducidos por mECK36
presentaban marcadores que correspondian con aquellos caracteristicos de las
lesiones de KS marcamos con inmunoperoxidasas CD34, VEGF-R2/ flk-1 y

CD31/ PECAM en los cortes histologicos de las lesiones.
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FIGURA 19. Los tumores inducidos por mECK36 expresan LANA

La expresion del gen LANA de KSHV se determiné6 mediante
inmunoperoxidasas en cortes histolégicos de los tumores producidos por las
células mEC-Bac36; a, control negativo; b, tumor LANA+.

FIGURA 20. Los tumores desarrollados por mECK36 expresan
CD31/PECAM, flk-1/ KDR y CD34

La expresién de los genes b, CD31/PECAM,; ¢, VEGF-R2/ flk-1/ KDR y d, CD34
se llevd a cabo mediante inmunoperoxidasas en cortes histolégicos de los
tumores producidos por las células mEC-Bac36; a, control negativo.

90




Observamos la presencia de estos tres marcadores en gran proporcion
correspondiendo con lesiones altamente vascularizadas (CD31) compuestas en
su mayoria por vasos angiogénicos (VEGF-R2/ flk-1) y células tumorales tipo
KS CD34+ (Fig. 20). Esta presentacién fenotipica exhibida por los tumores
inducidos por las células mECK36 por inoculacion subcutanea en ratones es

semejante a la que se encuentra en biopsias de KS humanos.

LAS CELULAS mECK36 GENERAN LESIONES MULTIFOCALES DEL TIPO
DE KS EN LOS PULMONES DE RATONES SCID/ NOD

En sus estadios mas avanzados KS puede presentarse como un céancer invasivo
involucrando visceras como pulmones y el tracto gastrointestinal. Para determinar si mECK36
podian inducir ademas lesiones viscerales del tipo de KS las inoculamos intravenosamente
(LV.) en ratones inmunodeficientes SCID/ NOD previamente irradiados. A tres meses de la
inoculacién encontramos que las células habian inducido lesiones del tipo metastasicas
multifocales en pulmén caracterizadas como sarcomas de células ahusadas reminiscentes de
KS visceral avanzado (de 9 a 20 focos en los pulmones) (Fig. 21). Estos resultados indican que
las células mECK36 combinan la expresion de todo el genoma de KSHV con caracteristicas
angiogeénicas, tumorigénicas e invasivas tipicas del fenotipo de KS y definen a nuestro modelo

apropiado para reproducir caracteristicas de KS en ratones.
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FIGURA 21. mECK36 producen lesiones multifocales tipo KS en pulmén
Ratones SCID/ NOD fueron irradiados y luego inoculados con mECK36 o
control IV. A los 3 meses fueron sacrificados y los inoculados con mECK36
mostraban en sus pulmones a, lesiones macroscépicas multifocales EGFP+. b
y ¢, detalle microscopico de las lesiones tipo KS obtenidas de los pulmones a
20X (b) y 40X (c).
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ROL DE vGPCR EN LA PATOGENESIS VIRAL INDUCIDA POR KSHV EN

mEC

Los resultados obtenidos con este nuevo modelo sugieren que podria
ser una herramienta valiosa para el estudio y la definicion de la biologia de
KSHV y sus genes. Pero a pesar que el fenotipo de mECK36 es consecuencia
de la expresion de KSHV y consistente con el fenotipo propuesto para KSHV
en KS, las células son transformadas y representan un perfil genético
seleccionado con manipulacion génica. Por lo tanto es necesario demostrar la
dependencia entre la expresién de genes de KSHV y el fenotipo patogénico
mostrado. Una forma de demostrarlo seria poniendo en evidencia la relacion

entre un gen de KSHV y el fenotipo patogénico.

Dados los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en modelos de
transfeccion con el gen vVGPCR que han demostrado su capacidad angiogénica
y tumorigénica cuando se lo expresé como unico oncogén (Bais 1998, Bais
2003) decidimos investigar si su expresion estaria relacionada con el fenotipo
angiogénico y tumorigénico de las mECK36, ya que tanto las células como los
tumores mostraron la expresion de vGPCR junto con la de los otros genes de
KSHV. Para esto primero intentamos transfectar células mEC con mutantes de
Bac36-KSHV negativas para vGPCR donadas por S-J Gao, pero luego de
varios intentos no fue posible obtener poblaciones viables transfectadas con
esta mutante. Por lo tanto decidimos abordar la supresién de la expresion de

vGPCR a partir de otro enfoque y disefiamos siRNA para silenciar la expresion
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genica de nuestro gen y para que sirviese como punto de partida de la posible
manipulacion genética sobre el sistema mEC — KSHVBac36. La tecnologia de
siRNA o ARN de interferencia (ARNi) se basa en la degradacién de un ARNm
especifico mediante la expresién de pequenas moléculas complementarias de
su ARN (Elbashir 2001). La expresién de siRNA puede reducir durante
semanas y hasta meses la expresion de su ARNm blanco, sobre todo si se

expresa el siRNA establemente.

Para expresar establemente los siRNA, células mECK36 fueron
transfectadas con un plasmido resistente a neomicina que expresa una
horquilla de siRNA para vGPCR (siRNA-vGPCR) bajo el control de un promotor
para la ARN polimerasa |ll. Las células cotransfectadas con el plasmido control
de siRNA fueron utilizadas como control. Encontramos que la expresion de
siRNA especificamente reducia la expresion de VGPCR sin alterar la expresion
de LANA (Fig. 22a) mediante RT-PCR. Esto fue confirmado por analisis global
de las transcripcion de KSHV por RT-PCR en tiempo real llevados a cabo en

paralelo en colaboracién con Dr. Dittmer (Mutlu et al 2).

Para determinar si la supresion de la expresion de vGPCR modificaba el
fenotipo transformado y angiogénico mostrado por mECK36 medimos el
crecimiento en cultivo, la produccion de VEGF en los cultivos mediante ELISA y

la capacidad angiogénica en las dermis de ratones inmunodeficientes.
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FIGURA 22. La inhibicion de la expresion de vGPCR disminuye la
angiogenicidad de mECK36

a, La inhibicion de la expresion de vVGPCR mediante siRNA fue determinada
por RT-PCR; b, Células mEC vector, mECK36, mECK36 inhibidas en la
expresion de vVGPCR (mECK36 + siRNA-vGPCR) y mECK36 + el control de
siRNA fueron incubadas ON en medio libre de suero y la produccion de VEGF
fue determinada en los sobrenadantes mediante ELISA; ¢, células mECK36 +
control siRNA y mECK36 + siRNA-vGPCR fueron inoculadas, |.D. en ambos
flancos de ratones nude (n=5). Los ratones fueron sacrificados luego de 5 dias
y el area de inoculacién fue fotografiada bajo microscopio de diseccion. El
analisis morfométrico muestra la media de la densidad microvascular (vasos/
mm?) *(P< 0.05).
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Observamos que la supresion de VGPCR por expresion de siRNA-
VGPCR no alterd el crecimiento de las mECK36 pero suprimié su habilidad
para secretar VEGF (Fig. 22b) y redujo significativamente su habilidad para
inducir neoformacién vascular en las dermis de los ratones (Fig. 22c¢) (P<0.05).
Estos resultados indican que vGPCR juega un papel no redundante en la

activacion angiogénica en el contexto de infeccion por KSHV.

Dado que el desarrollo tumoral es dependiente de angiogénesis y las
células mECK36 forman sarcomas vascularizados, el efecto del bloqueo en la
secrecion de VEGF por siRNA-vGPCR podria afectar la angiogénesis y por

ende la tumorigénesis.

Para evaluar el efecto de la inhibicion de la expresion de vGPCR en el
crecimiento tumoral llevamos a cabo un ensayo de tumorigénesis con las
células mECK36 cotransfectadas con el siRNA-vGPCR utilizando mECK36

cotransfectadas con el siRNA control como control positivo de tumorigenicidad.

A diferencia de las mECK36 transfectadas con el siRNA control, que
mostraron la misma tumorigenicidad de las células mECK36 parentales, las
mECK36 transfectadas por siRNA-vGPCR no mostraron un crecimiento

tumoral que superase los 4 mm? (Fig. 23).
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FIGURA 23. La inhibicion de la expresion de vGPCR disminuye la
capacidad tumorigénica de mECK36

Células mECK36 siRNA-vGPCR inhibidas en la expresion de vVGPCR (circulos
blancos y paneles de la izquierda) y mECK36 siRNA control (circulos negros y
paneles de la izquierda) fueron inoculadas S.C. en el flanco de ratones nude
(n=10). El grafico muestra el crecimiento en el tiempo de los tumores
(P<0.001). Los paneles muestran el aspecto morfolégico de los tumores
EGFEP+.




El hecho de que estos tumores sean fluorescentes indica que las células
siguen estando vivas a 45 dias de la inoculacion. Dado que como pudimos
observar en cultivo las celulas mECK36 transfectadas con siRNA-vGPCR
células crecen igual que las transfectadas con siRNA control, este resultado
sugiere que las supresion de VGPCR por siRNA en las mECK36
cotransfectadas afecta la capacidad de las células para vascularizarse y

generar tumores, generando en cambio “tumores durmientes”.

Este resultado indica que la tumorigénesis de mECK36 es dependiente de la
expresiéon de VGPCR vy relaciona la expresion de un gen de KSHV con el
fenotipo patogénico en el contexto de infeccién con KSHV. Ademas, estos
resultados muestran que es posible manejar nuestro modelo genéticamente
para estudiar la patogenicidad de KSHV y sus genes y apunta una vez mas

hacia vVGPCR como determinante patogénico de KSHV.

LA INHIBICION DE LA EXPRESION DE vGPCR REDUCE LA CAPACIDAD

DE KSHV DE ESTIMULAR LA ACTIVIDAD DE COX-2

El ultimo punto de nuestra investigacion se centré en trasladar los
conocimientos adquiridos para VGPCR a el nuevo modelo desarrollado en
mECK36. Ya definido el rol angiogénico y tumorigénico de vGPCR mediante la

inhibicion de su expresion por siRNA quisimos usar este sistema para
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investigar si en el contexto de infeccion con KSHV, vGPCR regula la actividad

de COX-2.
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FIGURA 24. La inhibicion de la expresion de vGPCR en las células mEC-
KSHV disminuye la capacidad de secretar PGE;

Células mEC-vector, mECK36 tratadas o no con los inhibidores NS398 o
PD98059, meCK36-vector siRNA y mECK36 siRNA-vGPCR inhibidas en la
expresion de vGPCR fueron incubadas ON en medio libre de suero y la
produccion de PGE; (pg/ ml) fue determinada mediante EIA.

Para esto realizamos un enzimoinmunoensayo para PGE; donde primero
observamos que las células mECK36 mucho mas PGE; que las células mEC
indicando el incremento en la actividad COX-2 debida a la presencia de KSHV.
Pudimos también comprobar que tal como observamos en la Figura 8, el

tratamiento con NS-398 o PD98059 disminuyo significativamente la produccion
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de PGE2. Lo mismo pudo observarse al silenciar la expresion de vGPCR
mediante siRNA, mientras que las mECK36 con el vector control de siRNA no
mostraban cambios significativos comparada con las celulas parentales (Fig.
24). Asi, este resultado completa las observaciones de la activacién de COX-2
por VGPCR vy refuerza la idea de los alcances de nuestro nuevo modelo y del

modelo de NIH3T3 utilizado en la primera parte.

Todos estos resultados convergen a senalar el rol de vVGCPR en la
etiopatogenia viral por KSHV y la importancia del control de las vias de

sefializacion que vGPCR dispara para el contexto patogénico de KS.



DISCUSION

La primera parte de este trabaj6 se focaliz6 en el estudio de los
mecanismos moleculares de patogénesis del sarcoma de Kaposi mediados por

el oncogén vGPCR.

La identificacién de nuevos blancos basada en la patogénesis ha ido
cambiando la manera en que nuevas drogas son disenadas. En el caso de KS,
el descubrimiento de KSHV vy la identificacion de vVGPCR como su oncogén
angiogénico sugirieron el primer blanco molecular y varios blancos dentro de la
cascada de sefnalizacién de vGPCR para KSHV y KS. A partir de esta premisa
hemos identificado a COX-2 como nuevo blanco dentro de la cascada de
senalizacion que lleva a la angiogénesis que pueden inhibirse con drogas de

prescripcién como Celecoxib.

Este descubrimiento es importante dado que aun no se conocen terapias
aprobadas que actuen inhibiendo VGPCR directamente y es por eso que
interesa encontrar terapias que actuen sobre la cascada de senalizacion
inducida por este oncogén. En este sentido COX-2 proveeria un blanco de facil
tratamiento. Por otro lado, tratamientos quimioterapéuticos que afecten el
crecimiento de células de KS son todavia dificiles de tolerar, especialmente por
pacientes inmunodeprimidos y/o en estados avanzados de KS (Kedes 1997,

Antman 2000; Toschi 2002) mientras que el uso de AINEs es universalmente
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aceptado. En particular, los AINEs especificos para COX-2 muestran mejor

tolerancia y menos efectos colaterales.

La sobreexpresiéon de COX-2 ha sido documentada en varios tipos
tumorales (Williams 2000; Muller-Decker 2002; Sales 2002) donde se
comprobé su participacion en angiogénesis (Tsujii 1998; Masferrer 2000). En
este trabajo hemos utilizado un modelo en células NIH3T3 que mostré como la
alteracion oncogénica por expresidon de vVGPCR pudo activar COX-2 como
evento dentro del cambio al fenotipo angiogénico. Ya se demostré que COX-2
juega un rol en la replicacién y carcinogenicidad (Mockarsi 2002; Zhu 2002) de
citomegalovirus (CMV), asi como en la angiogenicidad del carcinoma
nasofaringéo inducido por el gen LMP-1 del virus Epstein Barr (EBV) (Murono
2001). Nuestros resultados mostrando que el gen litico temprano de KSHV,
VGPCR, activa COX-2, sugieren que esta enzima podria jugar un papel en la

patobiologia de KSHV y por lo tanto en la progresion de KS.

El modelo en células NIH3T3 ha resultado especialmente util para el
estudio de las cascadas de sefalizacién por vVGPCR (Bais 1998). En este
trabajo ha sido la herramienta utilizada para los estudios de la regulacién de la
patogenicidad de vVGPCR por COX-2. La principal ventaja del modelo es que es
una linea fibroblastica de ratén facilmente manipulable y transfectable. Otra
ventaja es que la linea resulta ser eficaz para los estudios de angiogénesis y
tumorigénesis en animales. Esto es importante dado que existen otras lineas
celulares como la de células endoteliales humanas HUVEC que si bien son

eficaces para estudios in vitro no fueron capaces de reproducir los efectos
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patogénicos en ratones. Las células NIH3T3 presentan la limitacién de no ser
representativas de los blanco fisiolégicos de infeccion con KSHV generalmente
aceptados tales como las células endoteliales y linfocitos B. Sin embargo,
actualmente no se conoce completamente el origen de las células ahusadas y
aunque se sospecha mas de linajes endoteliales células mesenquimales como

los fibroblastos no estan del todo descartados como posible blanco para KSHV.

En nuestro modelo encontramos que la actividad de COX-2 juega un
papel esencial en la angiogénesis intradérmica como asi también en la
intratumoral inducida por vVGPCR. Dado que VGPCR es altamente homélogo al
receptor CXCR2 de las quemoquinas angiogénicas IL-8 y Gro-a, este resultado
sugiere que COX-2 podria ser uno de los eslabones entre la sefalizacion por

receptores de quemoquinas y la regulacién angiogénica.

Es conocida la capacidad de COX-2 de regular la proliferacion
angiogénica a nivel de las células endoteliales (Jones 1999; Leahy 2002). En
nuestro trabajo existen varias evidencias que sugieren que la regulacion de la
angiogénesis in vivo mediante la regulacion de la actividad de COX-2 operaria

directamente en células transformadas por vGPCR.

En el modelo de angiogénesis intradérmica son las células las que son
tratadas con los inhibidores y no los animales portadores de esas células. Por
lo tanto resulta util para evaluar los efectos de los inhibidores en la
potencialidad angiogénica de las células transformadas por vGPCR sin inhibir

las células del huésped (que incluirian a las endoteliales). Por otro lado, este
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modelo presenta la ventaja de imitar las condiciones fisioldgicas en que la
accion de VGPCR dispararia una respuesta angiogénica dado que las células
se inoculan en la dermis, sitio de crecimiento de las células que infectadas con

KSHV expresarian este oncogén.

La contribucion de la angiogénesis mediada por COX-2 a la
tumorigenicidad y angiogenicidad de vGPCR fue a su vez recalcada por la
inhibicion de crecimiento tumoral debido al tratamiento de los animales con
Celecoxib, mostrando un decrecimiento en la formacion de neovasculatura
intratumoral a la vez que se observo en los tumores una disminucion de la
produccién de VEGF. En este ensayo observamos reduccion en el tamafo de
los tumores frente al tratamiento con Celecoxib a lo largo de todos los dias de
tratamiento. El modelo resulto eficaz para observar la tendencia de crecimiento
y analizar los cambios histologicos asi como fue atil para obtener muestras que
nos permitieron realizar ensayos de citoquinas e inmunohistoquimica. La
limitacion principal de este ensayo es no poder hacer un seguimiento a largo
plazo dado que una vez que los tumores alcanzan el tamafio maximo permitido
compatible con condiciones dignas de vida para los ratones es necesario
sacrificarlos y en el caso de las células transformadas por vGPCR los tumores
que generan presentan un crecimiento rapido con inminentes ulceraciones lo
cual impide continuar el tratamiento en el tiempo mas alla de los 2 cm® de
volumen. Otra limitacion es que el tratamiento es sistémico y por lo tanto no
permite discernir sobre si el efecto de Celecoxib es por inhibicion de COX-2
expresada en células tumorales transformadas por vGPCR, en células del

estroma o en células endoteliales. Otra limitacion de este experimento es la
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posibilidad que Celecoxib ejerza efectos sobre las células tumorales que no
son estrictamente dependientes de su efecto inhibitorio de COX-2. Existen
ciertas evidencias de que Celecoxib podria también actuar mediante vias
apoptoticas independientes de COX-2 en pulmén (Sanchez-Alcazar 2003). Sin
embargo, el hecho que un inhibidor mucho mas especifico de COX-2 como el
NS398 inhiba la respuesta angiogénica por parte de las células transformadas
con VGPCR (Fig. 10) sustenta la posibilidad que la inhibicion de la
angiogenesis observada en los tumores provenientes de ratones tratados con
Celecoxib estubiese debida a la inhibicion de la contribucién de COX-2 a las

vias de sefializacion de vGPCR que activan angiogénesis.

La disminucion de la secrecién de VEGF causada in vitro por NS398 y
en los tumores por Celecoxib sugiere que COX-2 y sus mediadores podrian ser
parte de un componente inflamatorio gatillado por vGPCR que llevaria a la
activacion de la secrecion de VEGF y a la respuesta angiogénica. La relacién
entre prostaglandinas y VEGF es conocida desde hace un tiempo (Fujii 1997).
El hecho que COX-2 regule la expresion de VEGF sugiere un mecanismo
autéerino y paracrino a través del cual la unidon de las prostaglandinas
secretadas a su receptor afectarian la expresion de VEGF. Esta posibilidad es
consistente con la existencia de mecanismos angiogénicos paracrinos muy
potentes gatillados por vGPCR que no pueden explicarse sélo por secrecion

directa de VEGF (Yang 2000).

El hecho de mostrar que la respuesta angiogénica de vGPCR es

mediada, al menos en parte, por la activacion de COX-2 provee el primer
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indicio de que COX-2 podria estar involucrado en la iniciacién y progresion de
KS. Los intentos actuales de intervenir la oncogénesis de KS mediada por
KSHYV estan limitados al uso de inhibidores de la polimerasa de ADN viral tales
como Ganciclovir (Kedes 1997; Antman 2000; Toschi 2002). La identificacion
de determinantes oncogeénicos de KSHV y sus aliados moleculares en las
células huésped proveen de nuevos blancos y oportunidades terapéuticas. Si
bien este modelo se limita a los efectos de la expresiéon de VGPCR en la
activacion de COX-2, los resultados obtenidos son un incentivo para continuar
con nuevos estudios acerca del papel de COX-2 en el contexto de KS. Nuestro
laboratorio ha demostrado, en colaboracion con el laboratorio de la Dra
Cesarman, la expresion de COX-2 en lesiones humanas de KS (Mutluetal 1) y
en la segunda parte de este trabajo hemos observado in vitro como células
expresando el genoma completo de KSHV secretaron grandes cantidades de
PGE:; lo que sugiere que nuestros resultados serian relevantes a la infeccion

con KSHV y a las lesiones humanas de KS.

Los resultados mostrados en este trabajo probando que la inhibicion de
COX-2 bloquea la angiogénesis y tumorigénesis inducida por el oncogén
vGPCR constituyen un punto de partida para estudiar el impacto de la
inhibicion de COX-2 en la patogenicidad de vVGPCR. En conjunto con los
resultados que muestran que las ceélulas infectadas con KSHV en las lesiones
sobreexpresan COX-2 (Mutlu et al 1) identifican a COX-2 como un posible
blanco para la prevencion y tratamiento de la oncogénesis liderada por KSHV.
La quimioprevenciéon en poblaciones de riesgo para KS es un tema delicado

debido sobretodo a que muchos pacientes suelen estar inmunodeprimidos y/o
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recibiendo otros tratamientos que limitan la capacidad de asimilacion por parte
de su organismo. Otros tipos de drogas antiinflamatorias como los
glucocorticoides no pueden ser indicados en estos pacientes por sus efectos
inmunosupresivos. Inhibidores inespecificos de COX también resultarian
contraproducentes ya que debilitarian aun mas una mucosa gastrointestinal
expuesta posiblemente a quimioterapicos y/o antivirales sistémicos. Las drogas
que se administren a estas poblaciones en el futuro deben ser lo
suficientemente seguras y probada su eficiencia para la prevencién vy
tratamiento de KS. Nuestros resultados sugieren la posibilidad de comenzar a
utilizar inhibidores especificos de COX-2 clinicamente probados de alta

tolerancia como Celebrex® en la quimioprevencion y el tratamiento de KS.

En la segunda parte del trabajo desarrollamos un nuevo modelo animal
para el estudio de la patogénesis mediada por KSHV. A partir de células
progenitoras de células endoteliales transfectadas con KSHV logramos

lesiones tipo KS en ratones.

La generacién de una célula progenitora endotelial portadora de todo el
genoma de KSHV que reproduce las caracteristicas patogénicas de KS es un
paso fundamental para el delineamiento de modelos celulares y animales para
el estudio de KS. En este trabajo describimos las caracteristicas de este nuevo

modelo mostrando:
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1- Que el genoma de KSHV es angiogénico, tumorigénico y metastasico en
células del linaje hematopoiético endotelial, lo que sugiere que estos tipos
celulares serian un posible blanco de KSHV y un posible progenitor de células
ahusadas de KS. El método con el que se abordé la transfeccién nos permitié
identificar un tipo celular susceptible de ser infectado por KSHV dentro del
grupo de tipos de células endoteliales que se encuentran en médula 6sea. Si
bien esto no nos permite identificar inequivocamente la célula blanco de KSHV
las determinaciones fenotipicas llevadas a cabo en colaboracién con el
laboratorio del Dr Rafii determinaron que las células infectadas expresan VE-
caderina, VEGF-R1 y SCA1 lo que indicaria que se trata de linajes
hematopoieticos/ endoteliales usualmente denominadas “células
hematopoieticas pro-angiogénicas” (Rafii 2003). Como consecuencia de la
transfeccion con Bac36-KSHV en estas células de linajes hematopoiéticos
endoteliales normales (mEC) obtuvimos una poblacion que expresa todos los
genes liticos y latentes que semeja un patrén de expresion litico abortivo que

resulté poseer caracteristicas patogénicas tipicas de KS.

2- Que los tumores generados a partir de la inoculacion de células conteniendo
el genoma de KSHV son sarcomas de ceélulas ahusadas y expresan los
marcadores fenotipicos de KS. Esto indica que las lesiones conseguidas son
cercanas fenotipica, fisiologica y molecularmente a las lesiones de KS en

humanos. Esto apuntaria a este modelo como una herramienta valiosa en el
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seguimiento de la biologia de KSHV y en la experimentacién de intervenciones

anti-KSHV y anti-KS angiogénico.

3- Que las células mECK36 expresan el genoma completo de KSHV abriendo
la posibilidad de su manipulacién genética para el estudio de la funcionalidad
de sus genes, como por ejemplo del oncogén candidato vGPCR. El patron de
expresion de KSHV fue consistente con un alto porcentaje de células
expresando transcriptos liticos. A pesar que en los tumores de KS humano la
mayoria de las células ahusadas se encuentran infectadas latentemente
mientras la minoria expresa genes liticos, tanto las células mECK36 como los
tumores generados por estas presentaron subpoblaciones con niveles de

expresion litica mayores de lo normal para este tipo de lesiones.

4- Que las células inoculadas intravenosamente crean lesiones multifocales en
pulmén caracteristicas KS avanzado invasivo (Safai 1985). Esto indica que el
genoma de KSHV recrea en animales la fisiologia completa de KS incluyendo

invasividad visceral.

Para completar de caracterizar nuestro modelo incursionamos en la
técnica de silenciamiento de la expresion génica utilizando siRNA. Elegimos
como blanco de silenciamiento el gen vGPCR porque nuestros propios datos
sefialaban que podia ser responsable de fenotipos angiogénicos de mECKS36.

en el contexto de infeccion por KSHV. En las mECK36 comprobamos que la
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expresion de vGPCR disminuyé en mas de un 90% pero sin llegar a la
inhibicion total. Aunque en el futuro sera necesario abordar otras formas de
anular vGPCR mediante el desarrollo de modelos con mutantes u otras
tecnologias, la inhibicién por siRNA nos ha resultado atil para comprender los
efectos de la expresion de vGPCR en el contexto de KSHV. Los datos de
silenciamiento de vGPCR podrian no ser concluyentes debido a que existe la
posibilidad de que se anule en parte tambiéen la expresion de K14, un homdélogo
al receptor de CD200 (Nicholas 2003), que se coexpresa en mensajeros
bicistrénicos con vGPCR. Sin embargo nuestros datos en tumorigénesis son
consistentes con la supresién de la secreciéon de VEGF y la reduccion de la
angiogenicidad y tumorigenicidad previamente adjudicados a vVGPCR (Bais
1998, Bais 2003). Mas aun, los estudios de expresién global del genoma de
KSHV por RT-PCR en tiempo real llevados a cabo por el grupo colaborador del
Dr Dirk Kittmer han mostrado que los niveles de K14 no se afectan sugiriendo
que la expresion de este gen en mensajeros monocistronicos compensaria su
silenciamiento en mensajeros bicistronicos (Mutlu et al 2). Nuestros datos
sugieren que al inhibir la expresion de vGPCR en el contexto de expresion de
KSHYV se inhibe al menos en parte la capacidad angiogénica del virus sobre las
células blanco. El hecho de que los tumores no se han podido desarrollar mas
alla de los 4 mm?® a pesar de que las células inoculadas continuaban vivas tal
como pudimos comprobar durante su diseccion (células fluorescentes por
expresion de EGFP) sugiere que la capacidad tumorigénica de KSVH
dependeria de la actividad angiogénica de VGPCR y que al inhibirse la
expresion de VGPCR se impediria el cambio hacia el fenotipo angiogénico

necesario para la evolucion y el crecimiento tumoral (Figs. 22 y 23).
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Una limitacion de nuestro modelo es que recrea un contexto de infeccion
y patogénesis preponderantemente litico, pero aun asi resulta ser una buena
herramienta para demostrar la relevancia de genes como VGPCR en
patogénesis y para estudiar aplicaciones terapéuticas. El hecho que la
poblacion mECK36 no genere viriones infecciosos de KSHV y exprese un
patrén de transcripcion litico abortivo con bloqueo de los eventos replicacion es
a la vez una limitacion y una ventaja. Resulta una limitacién debido a que
muchos estudios de patogénesis por infeccidn mediante viriones de KSHV se
ven impedidos y una parte de la biologia replicativa del virus no puede ser
abordada por este modelo. Por otro lado es una ventaja que los cultivos no
sean infectivos dado que disminuye el riesgo de contagios para los operarios y
definen un modelo seguro y de manejo mas facil y econémico. Pero en
definitiva la ventaja principal sigue siendo que la imposibilidad del virus de
completar el ciclo productivo permite el estudio de genes patogénicos liticos

tempranos como el vGPCR.

Al preguntarnos por qué los intentos anteriores para obtener un modelo

de KS habian fallado hasta ahora encontramos como posibles explicaciones:

1-La falta de definicion en cuanto al o a los tipos celulares progenitores de las

células ahusadas ha sido un impedimento a la hora de desarrollar nuevos
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modelos, tanto para la creacidon de ratones transgénicos como para la
obtencion de células que contuviesen el genoma de KSHV (Yang 2000,
Montaner 2003). En este trabajo nosotros utilizamos cultivos celulares a partir
de meédula 6sea murina enriquecida con factores de crecimiento para los linajes
endoteliales. Asi se favorecié la presencia de tipos celulares sospechados de
ser los progenitores de las células ahusadas tales como células endoteliales,
progenitores endoteliales y angiocitos. Posteriormente se confirmé que
nuestras células blanco presentan los marcadores caracteristicos para lineas
progenitoras de células endoteliales tales como Sca1 y VEGF-R1 a las vez que
expresan otros marcadores de linajes endoteliales como VE-caderina, VEGF-
R2 y VEGF-R3 (Mutlu et al 2). Por otro lado los tumores generados a partir de
mECKS36 expresaron marcadores fenotipicos tipicos de KS tales como VEGF-
R2 y R3 asi como CD34. Dado que KS es multifocal y las células de tipo
ahusado suelen expresar el marcador de célula madre hematopoiética CD34,
ya habia sido propuesto por otros autores la posibilidad de que entre las células
progenitoras de KS se encontrasen células circulantes del linaje hematopoiético
sugiriendo asi una poblacion alternativa para la infeccion patogénica por KSHV
(Browning 1994; Boshoff 1995). Si bien la mera expresién de KSHV podria
inducir la expresion de marcadores hematopoiéticos en las células infectadas,
la presencia de estos marcadores sugieren que la poblacion mECK36 se
compone de células de linajes endoteliales que pueden ser consideradas entre
células hematopoieticas proangiogénicas (Raffi 2003). El hecho que las células
mEC sean provenientes de médula ésea de ratones sanos abre también la

posibilidad de nuevos ensayos de transfeccién en diferentes contextos tales
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como knock-outs o knock-outs condicionales para establecer determinantes

genéticos de patogénesis de KSHV.

2- Debido a que KSHV es un virus humano sin contrapartida en animales, la
infeccion productiva de células animales se encuentra obstaculanzada y las
células humanas suelen ser dificil de transplantar en ratones para el estudio de
la patogénesis de KSHV. En este sentido nuestros cultivos fueron capaces de
ser transfectados con el genoma de KSHV y expresar sus genes mediante la
utilizacion de la tecnologia de Cromosomas Atrtificiales Bacterianos (BAC), esto
permiti6 crear células murinas transformadas que fueron faciimente
transplantables y tumorigénicas en ratones pero no infecciosas. Posteriormente
se observd que los tumores derivados de mECK36 expresaban también la
totalidad del genoma de KSHV y nuestro laboratorio ademas confirmé la
induccién de la expresion de telomerasa en correlacion con la expresion del

gen LANA (Mutlu et al 2; Knight 2001).

3- Otro punto que ha sido motivo de controversias desde que se conocidé que
KSHV era cofactor para KS (Chang 1994) es el estadio de su ciclo biolégico en
que KSHV es patogénico y cuales de sus genes ejercen su accion. El arraigo
del paradigma de que genes liticos no tendrian capacidad para inmortalizar
células ha obstacularizado estudios con genes liticos tempranos tales como
vGPCR a pesar de la vasta evidencia de que este tipo de genes podrian ejercer
efectos patogénicos (Bais 1998, Yang 2000, Montaner 2003, Bais 2003). Si
bien aun hoy dia existe cierta reticencia nuevos estudios apuntan a mostrar que

los genes liticos pueden jugar un rol importante en la patogénesis (Grundhoff
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2004). Los roles patogénicos de genes liticos también se han visto
enmascarados debido a que normalmente en las lesiones de KS humano se
suele observar una alta proporcion de células infectadas en estadio latente con
solo una pequeha proporcion (generalmente periférica) expresando genes
liticos. Entre los roles aceptados para los genes liticos se encuentran los de
ejercer efectos paracrinos sobre las poblaciones latentes y células estromales y
endoteliales adyacentes; roles que en el caso de vGPCR pudieron ser
comprobados (Yang 2000, Montaner 2003). Por estas razones, el desarrollo de
un modelo que expresase la totalidad de los genes y pudiese ser manipulado
genéticamente es fundamental para una comprensién mas profunda de los
efectos de KSHV y sus genes. Nuestra poblacion celular muestra un patrén de
expresion génica reminicente de induccion litica (Mutlu et al 2). Ei hecho de que
no ha sido posible obtener viriones infectivos de los sobrenadanes celulares
sugiere la posibilidad de una seleccion con higromicina de células
inmortalizadas por KSHV en un estadio patogénico de ciclo litico abortivo con
un bloqueo de los eventos tardios de maduracion y replicacion. Entonces
aunque se expresen todos los genes de KSHYV si la célula huésped no provee
del ambiente necesario para la sintesis de proteinas virales tardias
involucradas en el ensamblaje y produccion de viriones los eventos de
replicacion se encuentran limitados. Esto es consistente con reportes previos
de infeccidén de células de raton con KSHV en los que virus episomales podian
ser encontrados en forma circular pero no lineal (Bechtel 2003). De todas
formas la controversia aun se mantiene y aunque nuestro modelo presenta la
limitacion de no ser infectivo brinda la posibilidad de analizar los efectos

patogénicos de la mayoria de los genes de KSHV.
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En este trabajo hemos demostrado por primera vez que varios efectos
patogénicos de KSHV se redujeron por la inhibiciéon especifica de la expresion
de vGPCR. Si bien muchas investigaciones seran necesarias tanto con este
gen como con los demas genes candidatos de KSHV nuestro trabajo ofrece un
modelo Gtil para el estudio de la patogénesis de KSHV y abre un sin numero de

nuevas posibilidades de experimentacion en este campo de investigacion.

En resumen, nuestros resultados:

1- MUESTRAN UN ROL DE COX-2 EN LA ACTIVACION DE ANGIOGENESIS

MEDIADA POR vGPCR

2- IDENTIFICAN A COX-2 COMO POSIBLE BLANCO MOLECULAR PARA

PREVENIR Y TRATAR KS UTILIZANDO AINES TALES COMO CELECOXIB

3- DEFINEN UN MODELO CELULAR Y ANIMAL GENETICAMENTE

MANIPULABLE DE KS VIRAL UTIL PARA EL TESTEO DE DROGAS

4- SENALAN A vGPCR COMO UN DETERMINANTE ANGIOGENICO Y

ONCOGENICO DE KSHV DEFINIENDO A ESTE ONCOGEN Y SUS
MEDIADORES COMO POTENCIALES BLANCOS TERAPEUTICOS.
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