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ARTICULO DE REVISION

Via de sefalizacion Notch y nuevas estrategias
para el tratamiento de cancer

Leticia Santos, MC, Dra en C,® Maria Fabiola Leén-Galvan, MC,®
Erika Nahomy Marino-Marmolejo, QBP.®

Santos L, Ledn-Galvan MF, Marino-Marmolejo EN.
Via de sefializacién Notch y nuevas estrategias
para el tratamiento de cancer.

Salud Publica Mex 2006;48:155-165.

Resumen

La via de sefializacion Notch desempefia un papel funda-
mental en las diferentes etapas del desarrollo celular como
la proliferacion, crecimiento, diferenciacion y apoptosis. Es-
tudios recientes han demostrado que, dependiendo del ni-
vel de expresion y del contexto celular, los receptores de
membrana Notch contribuyen en la resistencia a apoptosis
en células tumorales. Estos descubrimientos sugieren que
componentes de la via de sefializacion Notch son un blanco
potencial para el desarrollo de terapias mas efectivas contra
el cancer. Esta revision describe la funcion de la via Notch y
nuevas estrategias utilizadas en la modulacion de su sefial.
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Santos L, Le6n-Galvan MF, Marino-Marmolejo EN.
Notch signaling pathway and new strategies

in cancer treatment.

Salud Publica Mex 2006;48:155-165.

Abstract

The Notch signaling pathway plays a crucial role at different
stages of cell development, such as proliferation, growth, dif-
ferentiation, and apoptosis. Recent studies demonstrate that
depending on the expression level and cellular context, the
Notch receptors play a role in apoptosis resistance in malig-
nant cells. These findings suggest that Notch signaling com-
ponents may be a potential target in the development of new
cancer therapies. This review describes the function of the
Notch pathway and new strategies in the modulation of
its signal.

Key words: Notch; cancer; therapeutic agents; Mexico

L a via de senalizacion Notch esta involucrada en el
control de diversos eventos durante el desarrollo
de las células eucari6ticas como son la proliferacion, el
crecimiento, la migracion, la diferenciacién y la muer-
te celular programada (apoptosis).

Thomas Hunt Morgan describi6 al sistema Notch,
por primera vez, en 1917, como responsable de la neu-

rogénesis y la especificacién del ectodermo en la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster).! En 1914 Dexter y
colaboradores descubrieron la primera mutacién del gen
Notch. En 1919 Mohr y colaboradores lo caracteriza-
ron al detectar una deficiencia funcional de la proteina
Notch, que provoca la aparicién de surcos (notches)
en los bordes de las alas de D. melanogaster. En 1940
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Poulson demostrd que la pérdida del gen es letal en em-
briones. Posteriormente, en 1970, Wright encontré que
las mutaciones del gen Notch-1 inducen la formacién
de una estirpe neurogénica en células que estaban des-
tinadas a ser epidérmicas.>® A mediados de los afios
ochenta, los grupos de Artavanis-Tsakonas y Young
clonaron y expresaron independientemente el gen que
consiste en un receptor con un solo dominio transmem-
branal.** A la fecha, se han identificado varios genes
del receptor Notch en diversas especies, incluyendo la
humana y en ratén, en las que se conocen cuatro genes
que codifican a sus correspondientes proteinas Notch-
1al-4.

Via de sefalizacién Notch

Los genes Notch codifican receptores transmembra-
nales de aproximadamente 300 kilodaltones (kDa),
cuya estructura estd altamente conservada. Los pro-
ductos de cada gen se expresan como un solo polipép-
tido precursor (pre-Notch, figura 1) que es procesado
proteoliticamente por una convertasa en el aparato de
Golgi, dando lugar a un precursor heterodimérico.
Este tltimo se ancla posteriormente en la membrana y
consiste en una subunidad extracelular (extracellular
subunit, EC) y una subunidad transmembranal (trans-
membrane subunit, TM) que estd unida a la regién

Golgi
Célula
vecina
Nonvertasa
pre-Notch
Ligando “ ﬂ“ -
L e ”
IC e Ncleo
4
y-secretasa
IC
. \
Fringe < Genes blanco
N < HES, p21, IL-4, etc.
~
. . ~ ~
Espacio Citoplasma ~S o
extracelular S~ __

Notch se sintetiza en forma de precursor inactivo (pre-Notch) y su procesamiento en el complejo de Golgi (paso 1) es a través de hidrolisis generada por
la enzima convertasa similar a Furina. El producto de esta reaccion es la formacion de las subunidades IC, TM y EC que se reensamblan posteriormente en
la membrana plasmatica (paso 2) como un complejo heterodimérico activo. La unién de Notch y su ligando (paso 3) proveniente de una célula vecina,
induce el procesamiento de Notch (paso 4) por la proteina Presenilina-1 (parte del complejo enzimatico gama-secretasa) liberando la subunidad intracelular
IC. La translocacion de IC al nicleo y su unién a factores de transcripcion de la familia CSL (paso 5) da como resultado la activacion de la expresion de
genes especificos, esto es, los factores de transcripcion HES, IL-4, NFkB, etcétera

Pre-Notch, polipéptido precursor de Notch; EC, subunidad extracelular; IC, subunidad intracelular; TM, subunidad transmembranal; R:RAM-23, sitio de alta

afinidad de los factores de transcripcion; A, repeticiones de Ankirina necesarias para la transmision de sefiales; O:OPA, region rica en glutamina; P:PEST,
region rica en prolina-glutamato-serina-treonina; CLS: CBF-1/ Lag-1/ Suppressor of Hairless

FicurAa 1. PROCESAMIENTO DEL RECEPTOR NOTCH Y MECANISMO DE ACCION
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intracitopldsmica (IC). La region EC contiene varias
repeticiones en su secuencia de aminoécidos, simila-
res a la del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like),
constituyendo las repeticiones 11 y 12 el principal sitio
de union a su ligando proveniente de otra célula.

Cuando el receptor Notch lleva a cabo la unién
con su ligando en otra célula (figura 1) la subunidad
transmembranal TM es procesada proteoliticamente,
generando un fragmento intracelular (intracellular subu-
nit, IC) que se transloca al ntcleo e interacttia con fac-
tores de transcripcién de la familia CLS (CBF-1/ Lag-1/
Suppressor of Hairless)® a través del dominio RAM23
de IC. Al unirse CBF-1 a IC se disocia un complejo re-
presor que incluye una diacetilasa de histonas (HDAC-
1) y recluta coactivadores nucleares como SKIP y
MAMLI1 (mastermind), lo que hace a CBF-1 actuar,
entonces, como un activador de la transcripcion.”

Los cuatro receptores Notch en mamiferos (Notch
1-4) tienen estructuras muy similares entre si, con di-
ferencias esenciales en las porciones extracelular y cito-
plasmica. Los receptores Notch-1 y -2 contienen 36
repeticiones “EGF-like” en sus dominios EC, mientras
que Notch-3 contiene 34 y Notch-4 solamente 29. A
nivel del dominio IC tienen las siguientes diferen-
cias: Notch-1 contiene un dominio de transactivacion
fuerte (TAD, por sus siglas en inglés), mientras que
en Notch-2 su TAD es débil y en Notch-3 y —4 no estd
presente.

Los ligandos del receptor Notch en invertebrados
son conocidos como Delta y Serrate para D. melanogas-
ter, en tanto que para Caenorhabditis elegans (C. elegans)
se conoce LAG-1; a estos ligandos se les ha llamado
colectivamente DSL. Otros ligandos en C. elegans son
LAG-2, APX-1, ARG-2 y F16B12.2. En mamiferos se
conoce un grupo de homologos de Delta denominados
“Delta-like”; y llamados Jagged (JAG) para Serrate. En
total se conocen cinco ligandos en mamiferos deno-
minados JAG1, JAG2 y H-Delta-1,-3,y -4 (DLL1, DLL3,
y DLL4).? En 1999, Qi y colaboradores encontraron,
ademas, una forma soluble de Delta en Drosophila, lo
que sugiere que Notch puede mediar la comunicacién
entre células no contiguas.>' Las diferencias estruc-
turales en esta familia de ligandos son el nimero y el
espaciamiento de las repeticiones a nivel del dominio
extracelular y la presencia de un dominio rico en cis-
teina localizado corriente abajo de las repeticiones EGF,
especificamente en los ligandos Ser, JAG1 y JAG2.2

Las proteinas moduladoras de la unién receptor-
ligando a nivel extracelular son las proteinas “Fringe”
en Drosophila y sus homélogos en mamiferos, “Luna-
tic Fringe, Radical Fringe, y Maniac Fringe”.!"!? Ade-
mas, se han identificado proteinas que modulan la
degradacion/procesamiento de Notch a nivel intra-
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celular; en C. elegans se conocen las proteinas Sel-1 y
Sel-10,% y en Drosophila, la proteina Numb que acttia
regulando negativamente la sefializacién al unirse con
la regi6n intracelular de Notch.!*

Por tltimo, los genes blanco de Notch incluyen
factores de transcripcién represores pertenecientes a
las familias de proteinas HES (hairy and enhancer of Split)
y HRT/HERP/Hey (familia “basic helix-loop-helix-Oran-
ge”), IL-4, p21, etcétera (cuadro I). Sin embargo, atin
no es claro cuél(es) de esos genes es/son el/los res-
ponsables de los efectos fenotipicos de la sefial Notch.
Algunos ejemplos de la participacién de Notch es la
inhibicion del desarrollo neuronal, ya que parece ser
que los genes blanco Hes1 y Hes5 median muchos o
quizés todos los efectos producidos por Notch.!> En
el caso del desarrollo del pancreas el blanco de Notch es
el gen HES-1; en el desarrollo cardiaco el gen Hey2; y
en el desarrollo vascular los genes Hey1 y Hey2. Notch
ejerce, ademds, un doble papel en un modelo de cultivo
celular (3T3-L1): la activacién de HES-1 induce adi-
pogénesis, mientras que al bloquear la activacion de
HES-1 se inhibe la diferenciacion de 3T3-L1. Por tlti-
mo, se ha informado que el gen IL-4 es un blanco di-
recto de Notch y explica la capacidad que tiene de
promover el fenotipo Th2 de las células T de ayuda.'®

En el cuadro I se muestran los elementos princi-
pales del sistema de sefializacion Notch y sus homélo-
gos en distintas especies.”

Localizaciéon y funcién de Notch

Los estudios realizados sobre la funcién y localizacién
de los receptores Notch estdn enfocados, primordial-
mente, en el receptor Notch-1, mientras que atin no se
ha dilucidado el papel que desempefian el resto de los
receptores. La sefializacién Notch estd implicada en la
neurogénesis, hematopoyesis y vasculogénesis. Espe-
cificamente, Notch-2 en la morfogénesis dental, proba-
blemente Notch-3 en neurogénesis y adipogénesis, y
Notch-4 en el desarrollo vascular, renal y hepatico.31%2°

Los patrones de expresion de Notch en el desarro-
llo del embrion de Drosophila son bastante complejos y
dindmicos. La proteina Notch se expresa, de manera
amplia, en la fase temprana del desarrollo del embrion
y subsecuentemente su expresion se restringe a gru-
pos de células no comprometidas o proliferativas. En
el adulto, la expresion persiste en los tejidos regenera-
tivos de ovarios y testiculos**? Estudios de Notch-1
en Xenopus muestran que sus patrones de expresién
son muy similares a Drosophila, sobre todo en extirpes
celulares terminalmente no diferenciadas y prolifera-
tivas. Durante el desarrollo, los tejidos con mayores
niveles de expresién incluyen el cerebro, los ojos y el
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Cuadro |

PRINCIPALES COMPONENTES DEL SISTEMA DE SENALIZACION NOTCH*

Organismo

Componente Mamiferos D. melanogaster C. elegans

Receptores (Notch) Notch-1 (TAN-1) Notch-1 LIN-12
Notch-2 GLP-1
Notch-3
Notch-4

Ligandos Delta-likel (DLL1) Delta LAG-2
Delta-like3 (DLL3) Serrate APX-1
Delta-like4 (DLL4) ARG-2
lagged 1 (JAG1) F16B12.2
lagged 2 (JAG2)

Factores de transcripcion CBF1 (RBPIK) Supresor de Hairless [Su(H)] LAG-1
RBPL

Genes blanco de Notch producto de la activacion de transcripcion ~ pl00/NF_B  p21 genes bHLH HES
HES IL-4 Single-minded ESR
Hey PPAR Mastermind
Hey2 Ciclina D1 Vestigial
GATA-2 NFkB Wingless

Moduladores de Notch Lunatic Fringe Fringe Sel-1
Maniac Fringe Numb Sel-9
Radical Fringe Disheveled Sel-10

Notchless
Deltex

* Adaptado de Lai, 2004 (referencia 17)

tubo neural.??® Estudios en mamiferos muestran que
los niveles de expresién de sus homélogos correspon-
dientes comienzan tardiamente durante su desarrollo
embrionario. Las proteinas se expresan como patrones
dindmicos en tejidos que llevan a cabo la determina-
cién del destino celular o la aceleracién de la proli-
feracion.?! Notch se expresa, en la fase inicial de la
embriogénesis en mamiferos, en los tejidos que consti-
tuyen al mesodermo pre-somita y el neuroepitelio del
embrién en desarrollo. La expresion de Notch-1 se vi-
sualiza a lo largo de todo el mesodermo pre-somita, en
particular, en dreas densas a nivel del borde anterior del
mesodermo. Se encontré que dicha expresién disminuye
una vez que los somitas se han formado por completo e
indica la posible funcién de Notch-1 en la diferencia-
cion de las células precursoras de los somitas. Patrones
similares del ligando Delta se observan en el desarrollo
de ratén 3%

158

En 2004, Balde y colaboradores caracterizaron la
expresion especifica de Notch-1 utilizando un arreglo
de 59 tipos de tejidos normales humanos. Se demostrd
que Notch-1 se expresa a altas concentraciones en una
amplia variedad de tejidos en el epitelio estratificado
de la epidermis y en capas suprabasales intermedias de
las mucosas de la cavidad oral, esofago, ectocérvix y
vagina. Se observaron niveles intermedios a bajos en lin-
focitos de algunos tejidos linfoides periféricos, particu-
larmente en centros germinales de nédulos linfaticos.3

La funcion de la sefalizacion Notch involucra una
gran variedad de procesos celulares incluyendo el
mantenimiento de células troncales, especificacion del
destino celular, diferenciacion, proliferacion y apop-
tosis, por lo que posee efectos pleiotrépicos en dife-
rentes organos. Los tres efectos principales son: a) el
mantenimiento de las células troncales o precursoras
en un estado no diferenciado; b) la influencia en las

salud piiblica de méxico / vol.48, no.2, marzo-abril de 2006
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decisiones del destino celular, ya sea a través de la via
lateral o bien por una via inductora dependiente de la
cantidad de receptor-ligando expresado en la mem-
brana, y c) la habilidad de influenciar la diferenciacién
y la progresion del ciclo celular.3* Ejemplo de ello es
el sistema nervioso, en el cual Notch promueve la di-
ferenciacion de varios tipos celulares de la glia in-
cluyendo astrocitos, células de Schwann, células de
Miiller y células radiales.®

La sefalizacién Notch juega un papel excepcio-
nalmente interesante en la diferenciacion de la epider-
mis, ya que al parecer tiene una funcién opuesta a los
efectos antes descritos. En queratinocitos, la sefia-
lizacién Notch estimula la expresion de marcadores de
diferenciacion y reduce la proliferacion celular a través
de la activacion de Notch-1. Estudios en ratones apo-
yan un modelo de Notch-1 en piel que promueve la
diferenciacion celular en vez de suprimirla y, adicio-
nalmente, estos ratones son més susceptibles al desa-
rrollo de tumores a nivel basal. ¥’

En el sistema inmune, Notch se encuentra invo-
lucrado en el proceso de maduracion de las células T
en el timo que expresaran los receptores CD4 o CDS,
ademads del receptor TCR. Durante este proceso, las
células doblemente negativas (CD4CD8) expresan al-
tas concentraciones de Notch-1; después, las células
doble positivas (CD4*CD8") presentan una disminucién
de Notch-1, y posteriormente, su concentracién es in-
termedia en las células maduras que son positivas para
CD4* 0 CD8". Estos datos sugieren que Notch-1 desem-
pefia un papel clave en la determinacion tanto del li-
naje CD4/CDS8, en la determinacion de la expresién
del receptor TCR ab vs. gd, asi como también en la re-
gulacion de la muerte celular de células T4

Notch y enfermedad

Los componentes de la via Notch estan involucrados
en una gran variedad de enfermedades humanas, sien-
do la més frecuente el cancer. Entre las causas principa-
les se encuentran la presencia de mutaciones, deleciones,
translocaciones e inserciones virales en sus genes.

Estudios durante el desarrollo embrionario del
raton han revelado la conexion entre mutaciones de
los genes Notch y la presencia de sindromes de en-
fermedades congénitas humanas, como se describe a
continuacion.

El gen humano notch-1 se detect6 por primera vez
en el subtipo de leucemia linfoblastica aguda de las
células T (T-LLA, por sus siglas en inglés) al producir-
se una translocacion cromosomal (7;9)(q34;q34.3).4
Este rearreglo origina la expresion de Notch-1 con las
porciones TM e IC y excluye la porciéon EC. Hallazgos
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recientes describen que mas de 50% de los casos con
T-LLA presentan mutaciones activantes que involu-
cran especificamente al dominio de heterodimeriza-
cion extracelular o del carboxilo terminal del dominio
PEST de notch-1.2

Otros ejemplos de mutaciones incluyen la tetra-
logia de Fallot, que involucra una mutacién puntual
(G274D) y expresa al ligando JAG-1 en sentido erro-
neo. Esta enfermedad se caracteriza por estenosis y
atresia pulmonar, y ausencia de la vélvula pulmonar.
El sindrome de Alagille se debe a diferentes mutacio-
nes en JAG-1y provoca al menos 72% de codones de
terminacién prematuros. Desarrolla anormalidades
en el higado, corazén, ojos y esqueleto, principalmente.
La disostosis espondilocostal (o sindrome de Jarcho-Le-
vin), es un defecto de segmentacién vertebral miiltiple
con alteraciones costales ocasionado por mutaciones
en el ligando DLL3 y provoca su expresién en forma
truncada.®® Finalmente, CADASIL (Cerebral Autosomal
Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leu-
koencephalopathy), es una enfermedad cerebrovascular
hereditaria que ocasiona un declive cognitivo y demen-
cia. Se trata de una enfermedad vascular sistémica que
afecta pequefos vasos y se transmite de forma autosé-
mica dominante. La enfermedad estéd ligada a una
mutacién del gen Notch-3 en el punto cromosémico
19p13, proteina relacionada, ademas, con la diferen-
ciaci6én de los adipocitos durante el desarrollo.*

Implicaciones de Notch en cancer
y apoptosis

En consideracion a que la sefializacién Notch controla
criticamente las decisiones del destino celular en nume-
rosos tejidos y en diversos tiempos de la diferenciacion,
es razonable pensar que cualquier desregulacion de la
funcion de Notch pudiera estar involucrada con el de-
sarrollo de cancer.

En los tltimos afios se ha notificado sobreexpre-
sién de componentes de la via Notch en una gran varie-
dad de carcinomas humanos, incluyendo leucemias,
neuroblastomas, cancer cervicouterino (CaCu), cancer
de mama, tumores mucoepidermoides, carcinomas
renales, cancer de piel y cancer pulmonar, entre otros.

La leucemia T-LLA, que expresa la forma truncada
de Notch-1, tiene como resultado la expresion consti-
tutiva y activa de Notch-1 y acarrea el arresto de los
linfoblastos T durante la maduracién en el estadio en
que las células CD4*CD8" son doble positivas. Este
evento correlaciona perfectamente el desarrollo de T-
LLA, ya que potencialmente Notch-1 posee una activi-
dad transformante para permitir la sobrevivencia de
las células doble positivas que, de otra manera, esta-
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rian destinadas al suicidio celular (apoptosis).*** Ex-
perimentalmente se observa que Notch-1 (antes cono-
cido como TAN-1, translocation-associated Notch
homologue), sostiene una interaccién directa entre su
porcién IC y el factor transcripcional Nur77 en el ni-
cleo, dando lugar a la inhibicion de la apoptosis en hi-
bridoma de células T (linea DO11.10).% Asimismo, la
expresion del fragmento IC de Notch inhibe la apop-
tosis inducida por dexametasona en células de linfoma
y en hibridomas de células T. Se ha sugerido que la pro-
teina SGR3, un regulador de la transcripcién que parti-
cipa en la remodelacién de la cromatina en procesos de
desarrollo, proliferacién y diferenciacién celular, es
blanco de la senalizacion Notch al conferir resistencia
a glucocorticoides en timocitos.*”

En 1998, Deftos y colaboradores observaron la so-
breexpresion de la proteina anti-apoptodtica Bcl-2 en una
linea celular de linfoma timico (AKR1010) al inducir
la expresion de la forma activa de Notch-1.10

Otros estudios in vitro han detectado, ademads, ge-
nes truncados de Notch-1 y Notch-2 (en la subunidad
IC) que le atribuye una actividad transformante a célu-
las de rifién de rata.*

Alteraciones que causan la desregulacion de la via
Notch en otras especies son, por ejemplo, la insercién
del virus de leucemia murina Moloney (M-MLV) en la
region transmembranal del gen Notch-1, o bien la exci-
sion e integracion del virus de leucemia felina (FeLV)
en el extremo 3’ del gen Notch-2. Ambos cambios pro-

ducen ganancia de la funcién de ambos receptores y,
como consecuencia, efectos antiapoptdticos. >

Por otra parte, también se ha documentado muta-
génesis insercional en el genoma de ratén del retrovi-
rus MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) en tumores
mamarios. El sitio de integraciéon mas frecuente, int-3,
estd localizado dentro de la regién del gen Notch-4. La
expresion de la oncoproteina int-3/Notch-4 transforma
a células epiteliales mamarias en ensayos murinos.*

Las evidencias antes descritas indican que el sis-
tema de senalizacion Notch se encuentra intimamente
relacionado con la tumorigénesis y la apoptosis; sin
embargo, existen pruebas sustentadoras de que esta
viano es solamente oncogénica, sino que, ademds, fun-
ciona como un supresor de tumores. Tal es el caso en
cancer cervicouterino (CaCu), como se describe a con-
tinuacion. En el cuadro II se resumen las funciones
potenciales de Notch en cancer.>!

Céancer cervicouterino y Notch

Dado que el sistema de sefializacién Notch permite
mantener a las células un estado proliferativo o indi-
ferenciado, se piensa que su papel en cancer es preve-
nir la respuesta de las células neopldsicas a la sefial de
diferenciacion. Ya que las oncoproteinas virales con-
tribuyen al proceso de tumorigénesis, el elemento fal-
tante para llevar a cabo la transformacion celular es la
desregulacién de Notch.

Cuadro Il
FUNCIONES POTENCIALES DE LA SENALIZACION NOTCH EN CANCER*

Funcion Mecanismo

Oncoproteina

Ganancia de funcion dependiente de ligando

Ganancia de funcién independiente de ligando

Contexto celular

Células pre-T

Linea celular RKE

Epitelio mamario murino (via insercién retroviral)
Células Reed-Sternberg (linfoma Hodgkin) y linfoma
anaplasico de células gigantes

Células mesoteliales (con SV40)

Células pre-T (en ratones sobreexpresando DLL-4)

Supresor de tumores Pérdida de funcién

Queratinocitos
Posiblemente otros epitelios escamosos

Factor metaplésico

Activacion dependiente de ligando

Células acinares de pancreas
Endocérvix

‘Angiogénesis

Activacion dependiente de ligando

Células endoteliales

Renovacion de células troncales cancerosas

Activacion dependiente de ligando

Poblacién auto-regenerante de células progenitoras

Respuesta inmune

* Adaptado de Weng y Aster, 2004 (referencia 51)

Activacion dependiente de ligando

Células dendriticas
Células T de sangre periférica
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El CaCu es la segunda causa de mortalidad en mu-
jeres en el mundo y es uno de los tipos de cancer més
estudiado en relacién con la via Notch. Se afirma que la
infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) con-
tribuye al desarrollo de esta enfermedad en 99%.%* El
primer estudio realizado sobre Notch en CaCu en hu-
mano sefala que su expresién estd asociada a pobla-
ciones celulares especificas: células escamosas del cérvix
en carcinomas in situ e invasivos. Se observd, ademas,
que la distribucion subcelular de Notch-1 cambia en la
medida en que la enfermedad progresa de preneopla-
sia (NIC3), con altas concentraciones de Notch-IC en el
citoplasma a altas concentraciones de Notch-IC en el
ntcleo en carcinomas microinvasivos.*

La transformacioén no se ha confirmado en tumo-
res que progresan en forma natural, sino s6lo al indu-
cir in vitro la expresion simultanea de Notch-IC y
oncoproteinas como E1A de adenovirus, E6 y E7 de
VPH, RAS, MYC, o el antigeno T del virus de simio 40
(SV40T). Estas oncoproteinas tienen la propiedad de
anular el punto de control G1-S del ciclo celular. Por lo
tanto, no es probable que la contribucién de Notch en
tumorigénesis sea la de revocar este punto de control,
sino mas bien la de proveer de caracteristicas oncogé-
nicas a las células, tal como lo es la resistencia a apop-
tosis, anoikis, o diferenciacién.?

Para explicar las aseveraciones antes descritas, se
estudi6 el papel que desempena la expresion espon-
tanea de Notch-1 en CaCu. Se llevaron a cabo estudios
de silenciamiento de Notch-1 a través de siRNA (small
interfering RNA) e inhibicién farmacolégica de la en-
zima g-secretasa. Ambos experimentos muestran que
la susceptibilidad de las células transformadas de CaCu
se incrementa en gran medida al tratarlas simulta-
neamente con altas concentraciones de cisplatino (tra-
tamiento sistémico de uso cotidiano en pacientes con
CaCu), al activar a la caspasa 3 y, como consecuencia,
la induccién a apoptosis. Los resultados indican que
el efecto primario de Notch-1 en CaCu es el de transdu-
cir una sefial de supervivencia. En resumen, estos da-
tos apoyan el modelo en el cual la expresion sostenida
y enddgena de Notch-1 protege a las células cancerosas
de la induccién a apoptosis y, por lo tanto, puede ser
explotado como blanco potencial en el tratamiento de
CaCu®®

* Song LL, Vijaya Chaturvedi V, Mascarenhas ], Sanne Weijzen S,
Kast WM, Santos L, et al. Endogenous Notch-1 inhibits apoptosis
in cervical cancer cells by non-transcriptional activation of NF-kB
via the PI3 kinase-AKT pathway. Cancer Res (sometido 2005).
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Notch y terapia del cancer

En resumen, los estudios reconocen al sistema de sefia-
lizacién Notch como un blanco modelo para el desa-
rrollo de farmacos en la erradicacion de cancer y otras
enfermedades. A continuacion se describen algunos
ejemplos con propdsitos biofarmacéuticos, especifica-
mente antagonistas (inhibidores) y agonistas de la via
Notch y, por tltimo, sus aplicaciones potenciales en
cancer.

Dentro de los inhibidores experimentales, se han
desarrollado proteinas recombinantes y anticuerpos
monoclonales dirigidos contra las repeticiones 11 y 12
de la region EC de Notch (rh11-12), que es el sitio de
unién de Notch con su ligando.> La ventaja de desa-
rrollar proteinas recombinantes de este tipo es que son
faciles de expresar, tienen un peso relativamente pe-
quefio (aproximadamente 10 kDa) y, por lo tanto, es
probable una biodistribucion extravascular eficiente.
Una desventaja de este tipo de moléculas es el tama-
o, ya que éste permite una répida eliminacion a tra-
vés del rifdn y, por ende, un tiempo de vida corto. Es
posible que se llegue a producir una proteina de fu-
sién que contenga la regién Fc de inmunoglobulina,
incrementando asi su masa molecular y biodistribu-
cién, como en el caso del receptor del factor de necro-
sis tumoral (p75 TNF).%

Otra alternativa es el uso de derivados biofarma-
céuticos anivel de la proteina Fringe. Estas son proteinas
secretoras extracelulares que modulan las interaccio-
nes entre Notch-ligando en Drosophila (figura 1). Se ha
sugerido el uso de proteinas recombinantes Fringe para
modular la sefializacién Notch en humano.2%~

En el caso de agentes antisentido, Austin y colabo-
radores utilizaron oligonucle6tidos antisentido dirigidos
contra tres regiones diferentes del RNAm de Notch-1
para reducir la expresién de Notch-1 en cultivos de cé-
lulas precursoras de retina de pollo (método propuesto
por Altshuler y Cepko, 1992). Estas regiones son: a) la
region EGF-like; b) la regién lin12/Notch del dominio
extracelular, y c) la regién cdc/ankirina de la regién in-
tracelular de Notch. El efecto es la aceleracion en la di-
ferenciacion de células precursoras ganglionares.*

Por otro lado, la transfeccion de un oligonucledti-
do antisentido dirigido contra los residuos de ankiri-
na en la porcién Notch-IC en células 3T3L1, inhibe por
completo la expresion de Notch-1.

Shelly y colaboradores han logrado inducir apop-
tosis en células eritroleucémicas murinas (MEL) me-
diante la utilizacion de oligonucleotidos antisentido,
o bien, forzando la expresion de RNAm antisentido
durante la diferenciacién con el farmaco Hexametile-
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no-Bisacetamida (HMBA). Esta estrategia causa que las
células MEL abandonen el programa de diferenciacién
para sufrir apoptosis espontanea.*

Una ventaja adicional del uso de oligonucleétidos
antisentido dirigidos contra Notch podria ser la capa-
cidad de hacer blanco especifico en las fracciones extra-
celular (EC) e intracelular de Notch (IC) en la activacion
o modulacion, respectivamente.

La presenilina-1 (PS-1 es una proteina que forma
parte del complejo enzimatico gama-secretasa (paso 4,
figura 1). Se han utilizado agentes farmacolégicos in-
hibidores de PS-1 para prevenir la hidrdlisis en la
fraccion TM de Notch inducida por ligando. Weng y
colaboradores probaron 12 diferentes inhibidores de la
PS-1, y encontraron que un derivado de las benzo-
diazepinas, el DFP-AA, causa supresion del crecimiento
de las células T6E (linea celular leucémica-linfobléstica
de células T) en concentraciones nanomolares.*’

En el caso del uso de agonistas, se han desarrolla-
do formas recombinantes in vitro del ligando JAG-1,
asi como un péptido sintético derivado del mismo. Este
péptido esta formado por los residuos 188-204 de la
region DSL altamente conservada de JAG-1y -2 e inhi-
be la diferenciaciéon inducida en la linea celular mie-
loide 32D que expresa Notch-1.2%%! No obstante, cabe
mencionar que los péptidos activos como el anterior
estan disefiados en regiones que contienen altos con-
tenidos de cisterna, por lo que pueden formar es-
tructuras plegadas para su estabilizacion a través de
puentes disulfuro. Estas caracteristicas son desventa-
josas dado que se puede llevar a cabo oxidacién y for-
macién de puentes disulfuro al azar, y agregacion y
pérdida de actividad biolégica durante el almacena-
miento. Se podria optimizar el disefio de tales agonis-
tas sustituyendo los residuos de cisteina por otros
aminodcidos con el uso del “disefio racional”.®’ Se han
sugerido mezclas de agonistas/antagonistas en la li-
nea celular 52 de Drosophila (expresion de proteinas he-
ter6logas).®® Dependiendo de las afinidades relativas
ligando-ligando y ligando-receptor, serfa posible el uso
de ligandos solubles que puedan secuestrar moléculas
de ligando, formando asi complejos homotipicos (e.g.
Delta-Delta) y reduciendo la concentracion de molé-
culas de ligando disponibles para unirse a Notch. Al
utilizar concentraciones més altas, una vez que los li-
gandos enddgenos estén saturados, serfa posible obser-
var el efecto agonista del ligando exégeno libre para
interactuar con Notch. Con base en la dosis, este mode-
lo podria predecir el efecto agonista o antagonista de
un ligando soluble. El uso clinico de los ligandos recom-
binantes de Notch y de los péptidos sintéticos estara
determinado por consideraciones farmacoldgicas como
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la farmacocinética, el volumen de distribucién, el acce-
SO a compartimentos extracelulares, etcétera.®®

En el caso de la terapia génica, se podrian usar los
mediadores de Notch (e.g. Deltex) para alcanzar una
activacién inducible de los factores de transcripcion y
producir un efecto parcial parecido al de Notch. En
la naturaleza, el virus Epstein-Barr usa este efecto. La
proteina viral EBNA2 mimetiza la sefializacién Notch
al convertir al represor transcripcional CBF-1 en su
forma activante.®®

El desarrollo de los agentes antineoplésicos ba-
sados en las estrategias experimentales antes mencio-
nadas requerird, ademas de estudios enfocados a los
efectos sistémicos adversos, el desarrollo de liberacion
del farmaco de forma que permitan mayor especifi-
cidad sobre un determinado érgano blanco.”

Discusion

En la actualidad, sélo 2 a 4% de los casos con cancer en
el mundo responden a la quimioterapia. Por otra par-
te, estos agentes farmacoldgicos producen graves efec-
tos secundarios, ademds de tener una efectividad
limitada. Por ejemplo, los derivados del platino (cispla-
tino, carboplatino, oxaliplatino, entre otros) se utilizan
en el tratamiento en una amplia variedad de tumores
malignos de ovario, cuello del ttero, pulmén, testicu-
lo, vejiga, mama, prostata, piel, pancreas, etcétera. Su
efectividad esta basada en la habilidad para formar
complejos con el ADN, a fin de inducir la muerte celu-
lar programada. No obstante, son responsables de efec-
tos colaterales severos irreversibles de tipo nefrotoxico
y ototdxico, lo que representa un obstaculo para ex-
tender su uso. Es por ello que la introduccién de nue-
vas estrategias para mejorar la eficacia y especificidad
en el tratamiento del cancer se hace necesaria.

Las evidencias presentadas indican que el sistema
de sefializacién Notch esta frecuentemente desregu-
lado en cancer y, por lo tanto, su modulacion ofrece
una nueva estrategia terapéutica. Los estudios sobre
la via de senalizacién Notch han revelado la im-
portancia de su funcion al controlar las decisiones del
destino celular, incluyendo eventos en el desarrollo,
renovacion de células troncales y diferenciacion en
diversos tejidos. Con el objeto de regular la senaliza-
cién Notch en condiciones patoldgicas, se ha consi-
derado el uso de proteinas recombinantes, péptidos
sintéticos, anticuerpos monoclonales, oligonucle6ti-
dos antisentido y terapia génica, mismo que significa
un campo de investigacion prometedor para la in-
dustria biofarmacéutica en el desarrollo de agentes
antineoplasicos.
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El enfoque de la terapia génica en cancer repre-
senta una tecnologia emergente como nueva opcioén de
tratamiento. El uso de adenovirus oncoliticos es espe-
cialmente prometedor, ya que éstos pueden replicarse
selectivamente en células tumorales, teniendo como
blanco lesiones inherentes en céncer, o la incorpora-
cién de promotores especificos de tejido que sometan
a los genes tempranos a iniciar la replicacion viral.®
La terapia con adenovirus oncoliticos ha mostrado los
mejores resultados y logra un efecto tumoricida aumen-
tado cuando se utiliza en combinacién con agentes
quimioterapetiticos en bajas dosis como el cisplatino,
la leucovorina y el 5'-fluoracilo. Ademads, las formula-
ciones de liposomas con genes como Notch podrian
superar barreras en las aplicaciones de terapia génica
en un escenario clinico.%® Estos estudios se han utili-
zado ampliamente en cultivos celulares y en animales
transgénicos para activar el sistema de sefializacion
Notch. Sin embargo, al utilizar formas variantes de los
receptores Notch, se induce a una actividad transfor-
mante junto con algunos virus oncogénicos,* y ademas
se ocasionan linfomas de células T cuando se introdu-
cen en células hematopoyéticas progenitoras de raton.%
De este modo, es obvio que el uso potencial de varian-
tes de Notch expresados constitutivamente para la te-
rapia génica implica un gran ndmero de aspectos de
bioseguridad, aun usando vectores inducibles. La al-
ternativa mds razonable es mimetizar funciones de
Notch a través de proteinas virales como se mencioné
anteriormente. No obstante, se desconoce si esta estra-
tegia implica los mismos desafios que representa la
expresion constitutiva y activa de Notch.

Las vias potenciales indirectas que podrian utili-
zarse para regular positivamente a la sefializacion
Notch son: a) la inhibicién del supresor de la degra-
dacién/ubiquitinacién del receptor mediado por Del-
tex, o b) la regulacién negativa de los moduladores de
la actividad de Notch como la proteina Notchless o
Numb. Estas dos opciones podrian llevarse a cabo me-
diante el método antisentido o también a través de far-
macos sintéticos permeables a la célula que inactiven
estos blancos.

El desafio actual es llevar estas estrategias proba-
das experimentalmente in vitro e in vivo a una etapa pos-
terior, es decir, a estudios pre-clinicos farmacolégicos
con la finalidad de evaluar el costo-riesgo-beneficio. El
primer paso lo ha dado la compafiia Viragen, Inc. (pa-
tentes no. 60/102,816, 09/806,440, y 60/124,119), donde
se explota la tecnologia de los anticuerpos monoclona-
les para inducir apoptosis en células tumorales utilizan-
do especificamente al receptor Notch-1, para los cuales
consideran al cancer cervicouterino, cancer de mama y
cancer pulmonar.
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