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1. RESUMEN

El gen NOTCHS3 pertenece a una familia de genes altamente conservados
entre las especies. En conjunto constituyen la via de sefalizacion Notch, la
cual desempefia un papel fundamental en las diferentes etapas del desarrollo
celular. Involucra una gran variedad de procesos celulares incluyendo el
mantenimiento de la poblacion de Stem Cell, determinacion del destino celular,
diferenciacion, proliferacién y apoptosis. Mutaciones en dicho gen, se vinculan
con la etiopatogenia de enfermedades humanas tales como CADASIL (cerebral
autosomal dominant  arteriopathy  with  subcortical infarcts and
leukoencephalopathy). Se trata de un desorden neuroldgico infradiagnosticado
a nivel mundial, caracterizado por strokes recurrentes y demencia. Asimismo,
actua como factor protumoral ya que existen mutaciones de Notch que son
carcinogénicas. Realizamos una revision bibliografica de la biologia del gen
NOTCH, su relacién con diferentes tipos de cancer y CADASIL, analizando los
casos publicados en Uruguay. Si bien se cuenta con estudios pioneros que han
permitido conocer la via Notch y las consecuencias de sus alteraciones,
ulteriores estudios seran necesarios para elucidar con mas detalle la relacion

de las mutaciones del gen NOTCH con las distintas patologias.
2. FUNDAMENTACION DE LA PROPUESTA

La familia de genes NOTCH es altamente conservada entre las distintas
especies. Nos resultd de interés efectuar una revision bibliografica, ya que
dichos genes cumplen un rol ampliamente reconocido y relevante en los
procesos de desarrollo embrionario, determinacion, diferenciacion, proliferacion
celular y apoptosis en la célula humana. Asimismo, se la vincula a la génesis de
algunos tipos de cancer, lo que es de especial interés dado que podria resultar
un eventual blanco terapéutico. Asimismo esta en la base de la patologia
CADASIL de relativamente reciente caracterizacion. Se han publicado pocos
casos a nivel nacional. Efectuaremos un analisis de los mismos. Dado que es
la forma genética mas frecuente de accidente cerebrovascular y es
infradiagnosticada, nos parecié relevante contribuir a su difusion ya que en

Uruguay es accesible su diagnéstico.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL DE LA REVISION
Conocer las implicancias de la via de sefializacion de genes NOTCH en la

génesis de enfermedades humanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Efectuar una sintesis del conocimiento actual sobre la via Notch.
e Revisar las publicaciones nacionales sobre casos de CADASIL

o Especificar su relacion con distintos tipos de cancer.
4. METODOLOGIA

Se realizé una revision bibliografica a nivel nacional e internacional de la
literatura en distintas bases de datos tales como Medline, Scielo, Biblioteca de
Neurologia de Hospital de Clinicas. Se solicitaron articulos cientificos a la
Biblioteca de la Facultad de Medicina. Los criterios de busqueda utilizados
fueron Gen Notch3, CADASIL, Notch3 and Cancer. Al efectuar la seleccion de
articulos, se priorizd revisiones y trabajos pioneros en CADASIL y cancer,
disponibles en nuestro medio. Asimismo, se consider6 especialmente aquellos
que fueran articulos actuales. A nivel Nacional se encontraron solamente dos

publicaciones sobre casos de CADASIL, que fueron incluidos en la revision.
5. REVISION Y ANALISIS
5.1. VIA DE SENALIZACION DEL GEN NOTCH

La via de sefalizacibn Notch, altamente conservada entre las especies, fue
originalmente identificada y estudiada en la mosca de la fruta, Drosophila
Melanogaster. En 1914 Dexter et al publicaron la primera mutacion en un gen
de la familia Notch. En 1917 Morgan describio el sistema Notch por primera
vez. Es en el afio 1919 cuando Mohr et al caracterizaron una deficiencia
funcional de la proteina Notch, que provoca la aparicion de muescas (notches)

en los bordes de las alas de Drosophila (1) (Fig.1).



Fig.1. Muescas de las alas de
Drosophila melanogaster
deficientes de la proteina Notch.
(www.cienciaes.com/quilociencia/2014
/03/09/un-siglo-de-notch/).

La via de sefalizacibn Notch es de gran relevancia, ya que es un paso
determinante en el control de eventos claves en el desarrollo de las células
eucariotas. Tiene incidencia en la proliferacion, control de Stem Cells,
crecimiento, migracion, diferenciacion y muerte celular programada o apoptosis
(1). Se han identificado cuatro genes genes de la via Notch en distintas
especies de vertebrados e invertebrados, incluyendo la especie humana. Ellos
codifican las proteinas Notch 1, 2, 3 y 4. Estas son proteinas receptoras
transmembranosas de 300 kilodaltons (KDa) (1). El producto de cada gen
representa un polipéptido precursor, pre-Notch, que posteriormente es clivado
en el aparato de Golgi, dando lugar a un precursor heterodimérico. Este consta
de tres porciones: una que se ancla a la membrana celular (subunidad
transmembranal), una subunidad extracelular 'y una subunidad
intracitoplasmética. La region extracelular es el principal sitio de unién con
ligandos presentes en otras células. Es remarcable el hecho de que contiene
varias repeticiones de secuencias de aminoacidos, similares a las encontradas
en el factor de crecimiento epidérmico (EGF-simil). Cuando el receptor Notch
interactia con su ligando, el dominio intracitoplasmético es clivado
proteoliticamente generando un fragmento citoplasmatico (Notch-IC). Este se
trasloca al nucleo, donde actla sobre factores de transcripcion de la familia
CLS (Fig. 2). En algunos tipos celulares, la interaccion ligando-receptor Notch
hace que se disocie un complejo represor a nivel del ADN, se recluten co-
activadores nucleares desencadenandose la transcripcion. Existen otros tejidos
qgue por el contrario la via Notch inhibe la misma al activar represores. Los

distintos resultados obtenidos tras la activaciéon de la via Notch ilustran una
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variacion transcripcional que depende del tipo celular y del estado de
diferenciacion de la célula involucrada (2).

De los genes NOTCH conocidos, unicamente NOTCH1 y NOTCHS3 se han visto
implicados en enfermedades humanas. NOTCH3 se ha asociado con
enfermedades causadas por mutaciones en lineas germinales y NOTCH1 se
ha involucrado en translocaciones en pacientes con neoplasmas de células T
(3). Hasta el momento sélo se han descrito cuatro ligandos para el receptor

Notch (Jagged 1, Jagged 2, Delta-likel, y Delta-like3). En forma exclusiva
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Fig. 2. Procesamiento del receptor Notch y mecanismo de accién. Pre-Notch, Polipeptido
precurso de Notch; EC: subunidad extracelular; IC: subunidad intracelular; TM: subunidad

transmembranal (Santos L et al 2006).

NOTCH y CADASIL. Los trabajos realizados por Joutel et al demostraron que
mutaciones en el gen NOTCH3 causan la enfermedad autosomica dominante
CADASIL. Se caracteriza por strokes recurrentes y demencia a edades
tempranas (6 y 7). Se describen mutaciones, delecciones, translocaciones e
inserciones virales a nivel de dichos genes.

NOTCH y Cancer. Habida cuenta que de la sefializacidon Notch dependen las

decisiones del destino celular, los procesos de diferenciacion y de proliferacion,



resulta verosimil pensar que cualquier disregulacibn en esta via puede
determinar la generaciébn de cancer (1). Actualmente se conoce que los
componentes de la via Notch estan involucrados en una gran variedad de
canceres, como Rabdomiosarcoma, cancer de pulmoén, cancer de proéstata,
cancer de mama, entre otros. Mencionaremos mas adelante sumariamente
algunas caracteristicas relevantes de su papel en la génesis de dichas

neoplasias.
5.2. CADASIL, GENERALIDADES

Es una enfermedad producida por la degeneracion progresiva de las células
musculares lisas de los pequefios vasos. La mutacion gen NOTCH3 se ha
encontrado en el 90% de los pacientes con dicha patologia (6, 7). Las
principales manifestaciones clinicas incluyen migrafia, con y sin aura, infartos
subcorticales recurrentes y deterioro cognitivo que conduce a una discapacidad
severa y muerte prematura (8, 9, 10). Esta patologia es la forma genética mas
frecuente de accidente cerebrovascular y demencia vascular. El primer ataque
isquémico varia ampliamente entre 28 y 60 afios de edad. La muerte se
produce aproximadamente 20 afios después de la aparicion de los sintomas
(11,12).

El gen responsable de la enfermedad se localiza en el brazo corto del
cromosoma 19 (6,13). Se expresa predominantemente en las células del
musculo liso vascular, codifica una proteina transmembrana. Ella es
imprescindible para la integridad estructural y funcional de las arterias, ya que
controla la diferenciacion de dichos vasos y la maduracion de las células
musculares lisas (14). NOTCH3 es un gen grande posee 33 exones que
codifican una proteina de 2.321 aminoacidos. Mencionamos anteriormente que
el ectodominio de esta proteina contiene repeticiones en tandem del EGF-simil.
Cada secuencia repetitiva posee seis residuos de cisteina implicados en la
formacion de tres puentes disulfuro (7). Las mutaciones evidenciadas en
CADASIL se producen generalmente en estas repeticiones, codificadas por los
23 primeros exones. La consecuencia es que originan la ganancia o pérdida de

un residuo de cisteina, con la subsecuente alteracion del patrén de puentes



disulfuro de la repeticion del EGF mutada (15,16). La version anormal de la
proteina Notch3 se acumula en la membrana plasmética de las células
musculares lisas de pequefias arterias y capilares, provocando su
degeneracion y consiguiente pérdida de funcionalidad.

Diagndstico. Se inicia con la sospecha clinica de CADASIL, especialmente en
pacientes jovenes, sin factores de riesgo cardiovascular, que presentan
eventos isquémicos reiterados o demencia de tipo subcortical, con historia
familiar de este tipo de patologias. Los hallazgos imagenoldgicos son de gran
importancia diagndstica, principalmente la resonancia nuclear magnética
(RNM) que detecta en 100% de los casos alteraciones de la sustancia blanca.
Todos los pacientes portadores desarrollaran la enfermedad clinica antes de los
60 afios e incluso tendran alteraciones imagenolégicas (leucoencefalopatia)
antes de los 35 afios. Después de esta edad, si la RNM cerebral es normal, es
poco probable que se desarrolle la enfermedad. La histopatologia de CADASIL
muestra una angiopatia no aterosclerética, no amiloide, con la acumulacién de
material granular electrondenso, que se ubica dentro de las membranas
basales de las células musculares lisas y la matriz extracelular (17). Antes se
pensaba que era osmiofilica; actualmente se ha demostrado que sin osmio
igualmente los depdsitos son electrondensos (18). La presencia de depdsitos
granulares electrondensos en el analisis ultraestructural de biopsias de piel son
diagnésticos, si bien los falsos-negativos no lo descartan, ya que las lesiones
son parcheadas. Sin embargo, con un muestreo a nivel del dermis medio y o
profundo, se encuentran con mucha frecuencia las lesiones caracteristicas en
los vasos arteriales pequefios. El estudio de Biologia Molecular identifica la
mutacion implicada en el gen NOTCH3 permitiendo asimismo el diagndstico
previo a la aparicion de signos o sintomas, al igual que la ultraestructura de la
biopsia de piel (19). Una vez identificada la mutacion, es posible el estudio
puntual de la misma en los integrantes de la familia con riesgo de ser
portadores (20).

Tratamiento. Hasta el momento no hay estrategias especificas de prevencion y

tratamiento de CADASIL. De todas formas, es de gran importancia su



diagnostico precoz para el asesoramiento genético a los integrantes de la

familia.

Nos parece relevante describir a continuacion un estudio pionero que realizo
Joutel et al, donde constata la acumulacion del ectodominio del gen NOTCH3,
dentro de la vasculatura cerebral de pacientes con CADASIL (21). Se analiz6 el
patron de expresion de NOTCH3 en diversos tejidos humanos. Las muestras
control se obtuvieron de diferentes parénquimas provenientes de autopsias (10)
y en cirugias (3). Las muestras con CADASIL fueron de autopsias de tejido
cerebral (8) y de cirugia (1). Se estudiaron con hibridacién in situ, se generaron
anticuerpos especificos para Notch3, Inmunohistoquimica, Western Blot, PCR y
microscopia electronica. La expresion de NOTCH3 se detectd exclusivamente
en los vasos dentro de los diversos parénguimas, y principalmente en la capa
de células del muasculo liso (Fig.3) La inmunomarcacién para musculo liso,
miosina, epitope de Notch3 1E4 y 2E11 y ceélulas vasculares endoteliales en
secciones de I6bulo frontal, demostré que los anticuerpos anti-Notch3 marcaron

exclusivamente las células musculares lisas (Fig.30 y 3Q).

Fig. 3. Expresion de Notch3 en

diversos parénquimas.

Secciones de miocardio (a-c), renales (d -
f), sustancia blanca cerebral (g-i), de la
arteria renal (j-1), cadenas pesadas de
miosina (mhc) (n), epitope extracelular de
Notch3 1E4 (0 y q) y 2E11 (p) células
vasculares endoteliales marcadoras CD34
(r) Notch3 se detecta exclusivamente en los

vasos (flechas).
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Confirmacion de depésito anormal del receptor Notch3.

Los anticuerpos anti-Notch3 contra epitopos extracelulares mostraron una
inmunorreactividad intensa y granular en células musculares lisas de cerebros
con CADASIL (Fig. 4, b, d, f, y h) en contraste con la tincion débil y homogénea
en cerebros de control (Fig. 4, a, c, e, g). Esta intensa inmunorreactividad de
Notch3 se observo en todos los vasos, incluyendo arterias, venas y capilares
en todo el parénquima cerebral con CADASIL, Se detectd tanto en células
musculares lisas vasculares (Fig. 4, b, d, y f) como asi también en pericitos
(Fig. 4, h, flechas).

-. . - ~.  Fig. 4. Inmunomarcacion de Notch3
R, — m en cerebros control y con CADASIL.
e ke S C;m Secciones de parafina de control (a,c,e,

- -. = yg)y cerebros con CADASIL (b,d,f, yh)
incluyendo secciones de la sustancia blanca
(ayb) , corteza (c,d,g, yh), y tronco
cerebral (eyf), se marcaron con el

anticuerpo anti-Notch3 1E4.
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Se obtuvieron diferencias entre los patrones de inmunotincién con los
anticuerpos anti-Notch3 intracelulares y extracelulares, planteandose la
posibilidad de que Notch3 sufre una escision proteolitica, debido a que las
arterias expresaron el fragmento de 210KDa y los fragmentos de 97KDa, pero
no la proteina de longitud completa 280KDa. Se observé una acumulacién
dramatica y selectiva del producto de escision de 210-kDa correspondiente al

ectodominio Notch3 en pacientes con CADASIL.
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A efectos de identificar el compartimiento intracelular donde se acumula
Notch3, se marc6 dicha proteina con oro coloidal, realizdndose inmuno-
microscopia electronica en muestras de cerebro provenientes de un paciente
portador de CADASIL. La inmunomarcacion se restringié a pequefias zonas de
la membrana plasmatica de las células musculares lisas, en la vecindad de los

depositos electrondensos granulares, pero no en el interior de éstos.

Fig.5. Microscopia electrénica. Paciente con CADASIL. (a) Vaso del I6bulo frontal con depdésitos
granulares electrodensos (flechas grandes) en estrecho contacto con la membrana citoplasmatica de la
célula muscular lisa. (b) Inmunomicroscopia electrénica con el anticuerpo 1E4. Depdsitos granulares
electrodensos (flechas grandes) anidados en invaginaciones de células musculares lisas (m), o bien se
extienden muy lejos dentro de la pared del vaso (estrellas). Las esferas de oro coliodal que
inmunomarcan Notch3 se observan como puntos negros. Se agrupan considerablemente en la
membrana de células musculares lisas (pequefias flechas) estrechamente dispuestas alrededor de los
depdsitos.

Esta acumulacién se produce en la membrana citoplasmatica de las células
musculares lisas vasculares y pericitos. Este fendmeno puede explicarse por
aumento de la produccién de Notch3, o en su defecto por alteracién en el
clearance de este receptor de la superficie celular. Debido a que las cantidades
de ARN mensajero de Notch3 que eran esencialmente idénticas en CADASIL y
los individuos de control, parece poco probable la primera posibilidad. La
oligomerizacion inadecuada del ectodominio de Notch3 mutante, fuertemente
sugerido por datos recabados, probablemente contribuye a su eliminacién
deteriorada.

10



Es de gran relevancia a efectos diagndsticos los hallazgos del mismo equipo
que indican la acumulacion de Notch3 en muchos otros tejidos, incluyendo el
musculo y la piel. Esto permitié el uso de biopsias de piel en lugar de cerebro o

musculo.

Los resultados analizados indican que las células musculares lisas vasculares
son el blanco principal en la cascada de eventos producidos por mutaciones
Notch3 en CADASIL.

5.3. ANALISIS DE CASOS URUGUAYOS PUBLICADOS DE CADASIL

La incidencia de CADASIL (enfermedad autosomica dominante) es
desconocida a nivel nacional y mundial. En el afio 1998 se realizd el
diagndstico clinico de la primera familia con CADASIL en Latinoamérica. En
2008 Vaglio, et al. comunicaron la existencia de una nueva familia uruguaya
con CADASIL, cuyo diagndstico fue clinico, ultraestructural, y de Biologia
Molecular (22). Analizaron casos clinicos correspondientes a 3 integrantes de

una familia: 2 hermanos y la madre (Fig. 6).
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Fig. 6. Genealogia de la familia.

Posteriormente, se comunicaron 3 pacientes con historia clinica, RNM y biopsia
de piel (23). Desde el aiflo 2008 a la fecha se han diagnosticado nuevos casos
de CADASIL en nuestro medio, principalmente en los ultimos 2 afios, cuyos

datos no han sido publicados aun.
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5.3.1. CLINICA

A continuacién presentamos una tabla comparativa donde se sintetizan los seis

casos antes mencionados, con sus respectivos sintomas y signos al debut de

la enfermedad. Se resume la presentacion clinica y se comparan las

manifestaciones mas frecuentes de la enfermedad (Tabla 1).
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Tabla 1. Presentacioén clinica al debut de la enfermedad
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Teniendo en cuenta los datos presentados en la tabla 1 se concluye que:

. La edad de diagndstico de CADASIL fue variable entre los 35y 67
afos. La media general fue de 51 afos. La edad promedio para el sexo
femenino fue de 53 afios y 49 para el sexo masculino.

. La frecuencia de la enfermedad fue igual para ambos sexos en los
casos examinados.

. Todos los pacientes evidenciaron afectacion de la esfera
neurologica, con un grado variable de severidad.

. La presentacion clinica mas frecuente fue deterioro cognitivo de
tipo demencia subcortical (83% de los pacientes analizados).

. Los siguientes sintomas se presentaron con una frecuencia de
33,3% cada uno: hemiparesia, cuadriparesia, ACV isquémicos
reiterados, trastornos psicolégicos, trastornos de la memoria, trastornos
psicoconductuales y de la marcha. Luego con una frecuencia de 16,6%
encontramos: vertigos posicionales, migrafia con y sin aura, afasia,
disartria y trastornos esfinterianos.

. La presentacion clinica de CADASIL fue variable incluso dentro de
pacientes de una misma familia, como ocurrié en los casos 1, 2y 3.

. Comparando la clinica de la casuistica uruguaya con los
publicados a nivel internacional encontramos que las caracteristicas

analizadas son coincidentes.

5.3.2. ANTECEDENTES FAMILIARES DIRECTOS

Dado que CADASIL es una enfermedad autosomica dominante analizamos los

antecedentes familiares, que se presentan en la Tabla 2:
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Tabla 2. Antecedentes familiares.

Podemos concluir que:
. Todos los pacientes cuyos antecedentes familiares son conocidos,
presentaron familiares directos con afectacion de la esfera neuroldgica

de severidad variable.
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. Los antecedentes que con mayor frecuencia observados fueron
los ACV isquémicos Yy la Esclerosis Mdltiple. En cuanto a ésta ultima nos
cuestionamos si realmente fue un diagnostico correcto ya que para ese
entonces no se conocia CADASIL.

. La constatacion de alteraciones correspondientes con CADASIL
en varios miembros de una misma familia es concordante con el patron
de herencia autosomica dominante descrito.

. Como consecuencia de lo expuesto anteriormente se destaca la
importancia de la realizacion de un screening familiar a efectos de
obtener un diagnéstico precoz, dado la frecuencia de sintomas

neuroldgicos en familiares directos de los pacientes afectados.
5.3.3. DIAGNOSTICO POSITIVO

El diagnéstico de certeza de CADASIL requiere la realizacion de estudios
paraclinicos. Los cuatro pilares diagndsticos son: la clinica sugestiva,
imagenologia, biopsia de piel y/o masculo y estudio de genética molecular. Los
estudios disponibles en nuestro medio son la RNM y la Microscopia
Electronica de piel. La biopsia de musculo es de una mayor invasividad, no
siendo necesaria dado que los hallazgos de la biopsia de piel en general son
suficientes.

Los hallazgos de estos estudios se presentan en la Tabla 3.
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HALLAZGOS PARACLINICOS

Paciente l b
Imagenologia [Hinerintensidad en sustanca blanca periventricular X

RNM [Microhemorragias X

Miltiples infartos subcorticales X X

Hinerintensidad en porcion anterior d [0bulos temporales X

Biopsia de iely |Vateralgranulr electrondenso X X

musculo—(Células musculares fisas degenerativas X X
Estudio genético |Mutacion en Gen Notch 3, exan 5 X

Tabla 3. Hallazgos paraclinicos
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5.3.4. IMAGENOLOGIA

En el estudio de RNM del paciente 1 (Fig. 7-A) se observan pequefas
imagenes hipointensas en T1, hiperintensas en T2, siendo méas destacadas en
Fast-Flair  exclusivamente en la sustancia blanca  hemisférica
predominantemente periventricular. Hay también compromiso multifocal de la

sustancia blanca periventricular de los hemisferios cerebrales.

En el caso 3 (Fig. 7-B) se observan multiples lesiones isquémicas lacunares

gangliobasales, subcoritcales y leucoencefalopatia marcada.

Tiiaxial """~ -\Tzaxlal - Fast-flair/coronal

Fig. 7. A) RNM correspondiente al paciente 1. B) RNM del paciente 3. (Revista
Médica del Uruguay vol.24 n°.1 Montevideo marzo 2008).

5.3.5. ULTRAESTRUCTURA

En la figura 8, se presentan arteriolas correspondientes a los casos 1y 2
respectivamente. En la figura 8-A se observa una arteriola de piel del individuo
1, presenta depoésitos granulares electrondensos (sefalados con flechas)
asociados a pequefias indentaciones de las células musculares lisas. En la
figura 8-B se observa el mismo sector a mayor aumento, hay células
musculares lisas con signos de degeneracion, las flechas sefialan los depdésitos

electrondensos en las escotaduras de las células. La imagen (C) corresponde a
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una biopsia de musculo del paciente 3, hay depdsitos granulares

electrondensos en las células musculares lisas arteriolares.

Fig. 8. Microscopia electrénica de biopsia de piel de los pacientes 1y 3.

(Vaglio et al 2008).
Finalmente, con respecto a la paraclinica en estos pacientes podemos concluir:

. Todos los pacientes estudiados presentaron en ultraestructura
depdsitos de material granular electrondenso, y cuatro de ellos
presentaron a su vez degeneracién en las células musculares lisas.
Debido a su alta efectividad en el diagnostico de CADASIL, la biopsia de
piel es el estudio de eleccidén en nuestro medio.

. En cuanto a la RNM el hallazgo mas comun fue la existencia de
multiples infartos subcorticales, seguida en frecuencia por la presencia
de hiperintensidad en la sustancia blanca periventricular, e
hiperintensidad en la porcién anterior de los I6bulos temporales.

. El estudio genético fue realizado en uno de los seis pacientes, en
él se encontré una mutacion en el exon 5 del gen Notch3, donde una
timina en la posicion 830 es sustituida por una adenina. En su momento,
fue una mutacion que no habia sido descrita a nivel mundial.
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5.4. NOTCH3Y SU RELACION CON LA PATOLOGIA TUMORAL

Como se mencion0 anteriormente, la mutacion de este gen y las alteraciones
en su regulacion estén relacionadas con la génesis, progresion y diseminacién
de la patologia tumoral. A continuacidon haremos referencia a diferentes

neoplasias y la vinculacion con alteraciones del gen NOTCH3.
5.4.1. RABDOMIOSARCOMA (RMS)

Es una de neoplasia de muasculo esquelético que se presenta con mayor
incidencia en la infancia. Es de baja frecuencia ya que representa del 7% al 8%
de las neoplasias en nifios. EI RMS pediatrico presenta dos tipos histolégicos:
embrionario y alveolar (24; 25).

La via Notch al igual que en otros tejidos, es uno de los principales reguladores
del desarrollo del musculo esquelético. Juega un papel esencial en el balance
entre la proliferacion y diferenciacion de la célula muscular lisa (26).
Especificamente Notchl regula la proliferacion y la autorenovaciéon de
precursores miogénicos, mediante su activacion (27-31). Por su parte NOTCH3
induce la dediferenciacion de los mioblastos y previene la diferenciacion
miogénica (32). Al bloquearse la via Notch se inhibe la proliferacion, migracion
e invasién de células tumorales (33-37). Recientemente se ha demostrado una
disregulacion inhibitoria de esta via en el RMS. La inhibicién de Notch3 impide
la diferenciacién celular en ambos tipos de RMS pediétricos. Este fenomeno se
debe a la induccion de NOTCHS3 dependiente de HES1. HES1 es un factor de
transcripcion de la familia hélice-loop-helice. Actia reprimiendo la transcripcion
influyendo en la proliferacion y diferenciacion celular. Asi mismo se ha
reportado que al inhibir Notch3 en el RMS alveolar-PAX3 FOX1, se ha logrado

obstaculizar el crecimiento celular de dicho tumor in vivo (33; 35).

Teniendo en cuenta que la activacibn de NOTCH3 amplifica el potencial de
proliferacion de las células de RMS, in vivo e in vitro, existe la posibilidad que
ciertos RMS alveolares se beneficiasen de la inhibicion de NOTCHS,
constituyéndose en una posibilidad terapéutica a explorar (38).
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5.4.2. CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUENAS (CPCNP)

El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo.
De acuerdo a la Clasificacion de la OMS hay 2 grandes tipos histolégicos:
carcinomas de células pequefias y de células no pequefias. Este ultimo

comprende cerca del 85% de los canceres de pulmon.

Las fallas en el funcionamiento de las vias Notch y Wnt, son de suma
importancia para el desarrollo y la progresion del CPCNP (39, 40). Ambas vias
favorecen la proliferacién y la supervivencia de las células tumorales (41). Se
ha demostrado que la sobre-expresion de NOTCH3 se encuentra presente en
el 40% de los CPCNP, y aun es mas interesante que el blogueo del mismo

hace que se pierda el fenotipo maligno in vitro e in vivo (42).

Se postula quela familia de genes Fringe esta relacionada a este tipo de
cancer. Estd compuesta en mamiferos por tres genes, Manic Fringe, Lunatic
Fringe y Radical Fringe. Ellos codifican una tranferasa (31,3-GlcNac-fucosa

especifica), utilizando como sustrato uridina difosfato de N-acetilglucosamina.

Se piensa que solo el gen Manic Fringe esta relacionado con el cancer de
pulmén. Este gen también ha sido asociado al cancer de cuello uterino
provocado por el Virus del Papiloma Humano (43). Veremos mas adelante que
Lunatic fringe se relaciona también con el cAncer de mama (44) y al cancer de

préstata.

Manic Fringe se ubica en el cromosoma 22q13.1. Esta region es eliminada por
deleccion en el cancer de pulmén (45, 46). La proteina Manic Fringe reduce la
estabilidad de la proteina Notch3, asi como la proliferacion y el crecimiento
tumoral, por lo que se sostiene que Manic Fringe es un supresor tumoral en el
cancer pulmonar (47). Esta accion se debe a la supresion de la sefalizacion
mediada por el ligando antes mencionado, Jaggedl. Se bloquea la interaccién
entre Notch3 y Jagged 1. Manic Fringe disminuye el nivel de Notch3 mediante

la degradacion a través de una via mediada por proteosomas (47).
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Estos hallazgos nos llevan a pensar si es posible lograr un eventual
tratamiento, basado en la regulacion de Manic Fringe. Asimismo, seria de
interés la posibilidad de lograr un screening de la deleccion de este gen Fringe,
en pacientes con factores de riesgo para cancer de pulmoén, al igual que
estudios basados en Notch y sus proteinas regulatorias permitiendo conocer la
agresividad y proyectar un pronostico en este tipo de cancer.

5.4.3. CANCER DE PROSTATA

Es el cancer méas frecuente en hombres. La familia Notch es un importante
regulador de la diferenciacion y proliferacion también en la prostata. La
inhibicion de la via Notch conduce a la pérdida de células progenitoras
epiteliales y la disminucion de la proliferacion celular. Ha sido demostrado en
ratones que, la sefalizacion Notch logra suprimir la proliferacion y expansion de
células madres basales durante la regeneracion del tejido prostatico (48-52).
Dichas células pluripotenciales se las vincula en la actualidad en la génesis del

cancer de proéstata (53, 54).

El gen Lunatic Fringe se expresa en el epitelio basal de las células prostéaticas
(52). Notch regula la proliferacion y diferenciacion de dichas células. Lunatic
Fringe controlaria la activacion de Notch. La modulacion de Notch por Lunatic
Fringe podria desempefiar un papel critico en la generacién y progresion
tumoral. La deficiencia de este gen incidiria en la carcinogénesis, debido a que
favoreceria la expansion de células madres y progenitoras dependientes de
Notch.

La posibilidad de que Lunatic Fringe funcione como supresor tumoral
modulando la via Notch, es sustentada por la existencia de una correlacion
negativa entre la expresion de dicho gen y la escala de Gleason usada en la
estadificacion histolégica del cancer de prostata. Estudios en ratones y en
células humanas avalan este fendmeno; mostrando que Lunatic Fringe puede
inhibir la cracinogénesis mediante el bloqueo de la iniciacion de la expansion

de células basales (55).

21



5.4.4. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en el sexo femenino. La gran
mayoria de éstas; sobre todo las pobremente diferenciadas; se piensa

actualmente que derivan de células progenitoras luminales (56, 57).

Recientemente se ha descrito un orden celular jerarquico en el epitelio
mamario. Las células madres (Stem Cell) son células luminales (58-61).
Asimismo se constatd la existencia de dos poblaciones diferentes de Stem
Cells, una para cada compartimento de la bicapa ductal. Ellas solo originan
células del compartimento al que pertenecen (62). Notch modula esta
diferenciacion al “unificar” o sincronizar los destinos celulares de las células
vecinas, mediante la comunicacion transmembrana receptor-ligando. Notch3 se
encuentra asociado al mantenimiento de la quiescencia de células madre en
varios tejidos (63-67). En la glandula mamaria se expresa en las células

luminales.

Se ha encontrado que Notch3 se ve implicado en la regulacién de Stem cell en
varios tejidos desde el intestino y mas recientemente la glandula mamaria. Las
Stem Cell luminales originan células progenitoras, estas expresan Notch3, el
cual diferencia las células con alta capacidad de multiplicacion, y células
quiescentes. Este gen se expresa en las células altamente clonogénicas que se
encuentran en estado no proliferativo, pero pueden ser activadas en el
desarrollo de la glandula. Estas pueden sobrevivir varios ciclos embarazo-
involucion, dando lugar al linaje de células luminales. La via Notch se ha
vinculado con el desarrollo de la glandula mamaria, al igual que con la
tumorigenesis de ella. Especificamente la sobre-expresion de Notch se
relaciona con el cancer de mama altamente agresivo “triple negativo o triple
resistente” humano (resistente a las terapias con estrogenos, progestagenos y
Her2Neu) (66).
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6. CONCLUSIONES

El gen NOTCH3 desempefia numerosas funciones esenciales para un normal
funcionamiento de la célula. Alteraciones tanto en el gen como en la regulacion

de su expresion estan en la base de multiples patologias humanas.

Es conocida su asociacion con la enfermedad autosomica dominante
CADASIL, de incidencia desconocida e infradiagnosticada a nivel nacional y
mundial. En nuestro medio se cuenta con el reporte de seis casos. Es accesible
al diagnéstico cuando la clinica es sugestiva, mediante estudio ultraestructural
de biopsia de piel. Es cada vez mayor el nUmero de casos en los que es
posible efectuar diagndstico por este método. Ulteriores estudios moleculares

seran necesarios para caracterizar las alteraciones genéticas involucradas.

La carcinogénesis se asocia a alteraciones de la via de sefalizacion por
mutaciones u otras alteraciones en el gen NOTCH. Lo que es de mayor
significacién, en ciertos tipos de cancer la mutacion de este gen se asocia a

mal pronadstico.

Se cuenta con literatura sobre el gen NOTCH3, y su relacién con diversas
enfermedades como CADASIL y cancer, aun queda mucho por conocer, seran
necesarios ulteriores estudios los que se traduciran en mejores tratamientos y

prondsticos de las enfermedades que ocasiona.
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