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RESUMEN

La via de sefializacion Notch desempefia un papel clave para regular el destino
celular, crecimiento, proliferacion y la muerte celular programada durante el
desarrollo de organismos eucariotas. Esta via estd relacionada con una enorme
diversidad de procesos del desarrollo y su disfuncién estd implicada en el origen de
muchas malformaciones congénitas. Se realizé6 una revision bibliografica con el
objetivo de actualizar la informacién sobre la via de sefializacién Notch y su relacién
con el origen de diferentes malformaciones congénitas sensibles a la deficiencia
materna de acido fdlico y otros micronutrientes. La literatura médica publicada en
idiomas espafiol e inglés se recopild a través de buscadores como PubMed, Medline,
Scielo, Lilacs y la biblioteca Cochrane en enero de 2018 usando palabras clave
apropiadas. El conocimiento de esta via de sefializacidon podria ayudar a comprender
mejor algunos aspectos de la morfogénesis, ya que, al actuar como un controlador
maestro del destino celular, la proliferacion, diferenciacion y muerte celular
programada, ofrece puntos especificos y susceptibles de intervencién que posibilitan
la prevencidon de determinadas malformaciones congénitas en el hombre.

Palabras clave: via de senalizacion Notch; malformaciones congénitas; cardiopatias
congénitas; labio leporino; defectos del tubo neural.

ABSTRACT

Notch signaling pathway plays a key role to regulate cell grow, fates, proliferation
and programmed cell death in development of eukaryotic organisms. This pathway
is related with an enormous diversity of developmental processes and its dysfunction
is implicated in the origin of many congenital malformations. A review was performed
to provide updated information on Notch signaling pathway involved in the origin of
some congenital malformations related with maternal deficiency of folic acid and
other micronutrients. Published medical literature in Spanish and English languages
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was retrieved from PubMed, Medline, Scielo, Lilacs and the Cochrane Library in
January 2018, using appropriate key words. Knowledge about this signaling pathway
could help to better understand some topics of morphogenesis, since by acting as a
master controller of cell fate, proliferation, differentiation and programmed cell
death, it offers susceptible and specific points which make possible to prevent some
human congenital malformations.

Keywords: signaling pathways, Notch signaling pathway, epigenetics mechanisms,
congenital malformations, congenital heart diseases, harelips, neural tube defects.

INTRODUCCION

Los receptores Notch interactian con ligandos especificos y desencadenan una
cascada de sefales intracelulares que regulan actividades celulares, como son: el
crecimiento (comienza con las primeras divisiones celulares aun no diferencidas y se
logra a través de las divisiones celulares mitoticas, junto con la produccién de
matrices extracelulares), la diferenciacion celular (donde estan involucrados
diferentes mecanismos bioquimicos, moleculares y celulares), la motilidad o
migracion celular (proceso por el cual muchas estructuras corporales se distribuyen
y ordenan, basado en los mecanismos de reconocimiento y la adhesividad celular).!

Durante la embriogénesis, las células migran en colonias celulares, las que tienen
estas caracteristicas, se desplazan siguiendo itinerarios predeterminados
genéticamente para cada tipo celular especifico. Las células que migran cambian su
estructura citoplasmatica en su lado frontal, donde aparecen invaginaciones anchas
y aplanadas como laminas, que reciben el nombre de lamelipodios, donde intervienen
proteinas del citoesqueleto. De cada una de estas estructuras, aparecen otras en
forma de puas como finos seuddépodos, denominados microplas, que poseen en su
interior filamentos de actina agrupados en conjuntos, estas micropuas se adhieren a
las zonas marcadas por la fibronectina, se contraen y avanzan de este modo a sitios
especificos, por reconocimiento de las moléculas de proteinas, hasta su destino.

Mientras que la adhesividad es determinada por glicoproteinas denominadas
moléculas de adhesién celular. Estas proteinas desaparecen en cuanto las células
comienzan a migrar y reaparecen al llegar a su punto de destino, donde se ensamblan
con otras células para formar el tejido determinado.?

Las conexiones entre las células nerviosas y entre estas con las células musculares
tienen una particularidad. Las neuronas hacen crecer sus axones, mas que migrar, y
permanecen en su sitio en los cuerpos celulares, para esto, en el extremo distal de
los axones que hacen contacto entre ellos o con la fibra muscular, se desarrolla una
estructura a la que se denomina: cono de crecimiento, que remeda a los lamelipodios
de la célula migratoria, pero en lugar de micriplias son prolongaciones mas largas
denominadas filipodios.!: 2

Otros eventos celulares que tienen una gran importancia en el desarrollo
embrionario, donde también estd involucrada la via de sefalizacion Notch, son la
apoptosis o muerte celular programada vy la induccion embrionaria. 3
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La apoptosis es un fendmeno programado en el desarrollo embrionario que permite
la aparicién de orificios, formacién de tubos y la eliminacién de células y estructuras
vasculares transitorias. Las células en apoptosis sufren cambios hasta convertirse en
fragmentos de derivados nucleares y organoides citoplasmaticos que quedan
incluidos en vesiculas, las cuales son fagocitadas por macréfagos y células vecinas
que provocan su degradacion final.? 3

Por su parte, la induccidn es un término que indica la influencia de un tejido
embrionario sobre otro, de manera que los dos, el inductor y el inducido, se
diferencian para formar tejidos maduros muy distintos. A través de este mecanismo
se desarrollan los érganos, que ocurre por medio de interacciones entre las células y
los tejidos, donde un grupo de células o tejidos induce a otro conjunto de células o
tejidos a cambiar su destino. Para que ocurra la induccién es esencial la senalizacion
entre células, y que se origine una respuesta en la que se establezca un didlogo entre
la célula inductora y la inducida.*

La especifidad de la induccion no es la molécula inductiva, sino los receptores sobre
la membrana de la célula inducida. Esta distincion es importante porque otras
moléculas ajenas, pero con similitud a las naturales, en ocasiones son reconocidas
por el receptor como iguales y de esta manera desempefian el papel de teratégeno,
si el embridn se expone a un agente de esta categoria.

La induccidn tiene lugar durante un periodo de tiempo muy preciso y limitado. Al
lapso de tiempo de respuesta de la célula inducida se le denomina: su competencia,
y la misma célula no es capaz de responder ni antes ni después de este periodo. La
membrana receptora, que representa la especificidad de la induccion, también esta
genéticamente programada, asi, por ejemplo, la via de sefalizacion Notch tiene una
importancia especial en regular la competencia de una célula a reaccionar a las
sefiales inductoras que provienen de dentro del tubo neural y de los otros tejidos
embrionarios circundantes.4”

DESARROLLO
Eventos celulares en el desarrollo embrionario

Los receptores Notch interactian con ligandos especificos y desencadenan una
cascada de sefiales intracelulares que regulan actividades celulares, como son: el
crecimiento (comienza con las primeras divisiones celulares aun no diferencidas y se
logra a través de las divisiones celulares mitoticas, junto con la produccion de
matrices extracelulares), la diferenciacion celular (donde estan involucrados
diferentes mecanismos bioquimicos, moleculares y celulares), la motilidad o
migracion celular (proceso por el cual muchas estructuras corporales se distribuyen
y ordenan, basado en los mecanismos de reconocimiento y la adhesividad celular).!

Durante la embriogénesis, las células migran en colonias celulares, las que tienen
estas caracteristicas, se desplazan siguiendo itinerarios predeterminados
genéticamente para cada tipo celular especifico. Las células que migran cambian su
estructura citoplasmatica en su lado frontal, donde aparecen invaginaciones anchas
y aplanadas como laminas, que reciben el nombre de lamelipodios, donde intervienen
proteinas del citoesqueleto. De cada una de estas estructuras, aparecen otras en
forma de puas como finos seuddépodos, denominados microplas, que poseen en su
interior filamentos de actina agrupados en conjuntos, estas micropuas se adhieren a
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las zonas marcadas por la fibronectina, se contraen y avanzan de este modo a sitios
especificos, por reconocimiento de las moléculas de proteinas, hasta su destino.

Mientras que la adhesividad es determinada por glicoproteinas denominadas
moléculas de adhesion celular. Estas proteinas desaparecen en cuanto las células
comienzan a migrar y reaparecen al llegar a su punto de destino, donde se ensamblan
con otras células para formar el tejido determinado.?

Las conexiones entre las células nerviosas y entre estas con las células musculares
tienen una particularidad. Las neuronas hacen crecer sus axones, mas que migrar, y
permanecen en su sitio en los cuerpos celulares, para esto, en el extremo distal de
los axones que hacen contacto entre ellos o con la fibra muscular, se desarrolla una
estructura a la que se denomina: cono de crecimiento, que remeda a los lamelipodios
de la célula migratoria, pero en lugar de micriplias son prolongaciones mas largas
denominadas filipodios.!?

Otros eventos celulares que tienen una gran importancia en el desarrollo
embrionario, donde también estd involucrada la via de sefalizacion Notch, son la
apoptosis o muerte celular programada vy la induccién embrionaria.?

La apoptosis es un fendmeno programado en el desarrollo embrionario que permite
la aparicion de orificios, formacion de tubos y la eliminacidn de células y estructuras
vasculares transitorias. Las células en apoptosis sufren cambios hasta convertirse en
fragmentos de derivados nucleares y organoides citoplasmaticos que quedan
incluidos en vesiculas, las cuales son fagocitadas por macréfagos y células vecinas
que provocan su degradacion final.23

Por su parte, la induccién es un término que indica la influencia de un tejido
embrionario sobre otro, de manera que los dos, el inductor y el inducido, se
diferencian para formar tejidos maduros muy distintos. A través de este mecanismo
se desarrollan los érganos, que ocurre por medio de interacciones entre las células y
los tejidos, donde un grupo de células o tejidos induce a otro conjunto de células o
tejidos a cambiar su destino. Para que ocurra la induccién es esencial la senalizacion
entre células, y que se origine una respuesta en la que se establezca un didlogo entre
la célula inductora y la inducida.*

La especifidad de la induccién no es la molécula inductiva, sino los receptores sobre
la membrana de la célula inducida. Esta distincion es importante porque otras
moléculas ajenas, pero con similitud a las naturales, en ocasiones son reconocidas
por el receptor como iguales y de esta manera desempefian el papel de teratégeno,
si el embridén se expone a un agente de esta categoria.

La induccién tiene lugar durante un periodo de tiempo muy preciso y limitado. Al
lapso de tiempo de respuesta de la célula inducida se le denomina: su competencia,
y la misma célula no es capaz de responder ni antes ni después de este periodo. La
membrana receptora, que representa la especificidad de la induccién, también esta
genéticamente programada, asi, por ejemplo, la via de sefalizacion Notch tiene una
importancia especial en regular la competencia de una célula a reaccionar a las
sefiales inductoras que provienen de dentro del tubo neural y de los otros tejidos
embrionarios circundantes.*”

Vias de transduccion de seiiales

El desarrollo de un organismo pluricelular después de la fusién de los gametos y de
la aparicion de las tres capas germinales del embridn (gastrulacion), esta controlado
por la via de transduccién de sefales que regulan las actividades de las diversas
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células que constituyen un organismo multicelular. La transduccion de sefiales es un
proceso complicado en el cual participan una variedad de proteinas que forman uno
0 mas complejos multiproteicos o transduccisomas.®

Una via de traduccidn de sefial estda formada por una molécula sefializadora (el
ligando) y un receptor. Estas vias se activan ya sea cuando el ligando se une a
receptores localizados en la membrana plasmatica de la célula o cuando el ligando
penetra al citoplasma y se une a receptores intracelulares. Los complejos ligando-
receptor formados transfieren el estimulo inicial por medio de una serie de eventos
finamente controlados y acoplados que generan una respuesta, tanto en el
metabolismo como en la expresion de genes en la célula estimulada, que regulan en
gran medida los diferentes aspectos del comportamiento celular, incluyendo la
motilidad, la proliferacion, su supervivencia y la diferenciacion celular.

La transduccidn de sefiales entre las células es esencial para que pueda establecerse
un didlogo entre la célula inductora y la inducida. Estas lineas de comunicacién se
establecen mediante interacciones que pueden ser de tipo paracrina o yuxtacrina. En
la interaccion paracrina, participan factores difusibles, y la proteina responsable de
la sefalizacion recibe el nombre de factores paracrinos o factores de crecimiento y
diferenciaciéon (GDF del inglés: growth and differentiation factors). En la interaccidn
yuxtacrina, intervienen diversos factores no difusibles, entre los que se pueden
encontrar productos de la matriz extracelular, ligando unidos a la superficie de las
células y comunicaciones directas entre células.

En la sefializacion paracrina, los GDF actlan a través de vias de transduccidon de
sefales ya sea mediante la activacion directa de una via o bloqueando la actividad
de un inhibidor de una via. El receptor generalmente se extiende por la membrana
celular y se activa al unirse al ligando especifico y lo induce a un cambio de
conformacion que activa su dominio citoplasmatico.

El objetivo de esta activacion consiste en conferir actividad enzimatica al receptor.
Esta actividad es la de una proteina cinasa que es capaz de fosforilar otras proteinas
mediante adenosin trifosfato como sustrato. A su vez, la fosforilacion induce a la
proteina a fosforilar mas proteinas y, de esta manera, se establece una cascada de
interacciones proteicas que acaba activando un factor de transcripcién, el que activa
o inhibe la expresion génica.®1?

En la sefializacion yuxtacrina, una proteina de la superficie de la célula interactia con
el receptor de una célula adyacente mediante un proceso analogo a la sefializacién
paracrina. La mas frecuente es la via Notch, donde la proteina receptora de Notch se
extiende a través de la membrana celular y se une a células que poseen proteinas
especificas en sus membranas celulares.!!

Las sefiales también se pueden transmitir directamente de una célula a otra a través
de las uniones intercelulares comunicantes. Las uniones mismas estan formadas por
proteinas de conexién que forman un canal, y estos canales estan "conectados" con
los de las células vecina. Este tipo de comunicacién es importante en las células que
se disponen muy juntas, como las del epitelio intestinal y las del tubo neural, ya que
les permiten actuar coordinadas.

En el proceso de transduccidon de sefiales existe una gran cantidad de elementos
redundantes, de manera que otros genes de la familia pueden compensar la falta de
uno de sus homdlogos. Por consiguiente, la perdida de una funciéon de una proteina
sefializadora a causa de una mutacion génica no produce necesariamente una
alteracion en el desarrollo o la muerte celular. Ademas, existe un dialogo entre las
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vias, por lo que estan estrechamente interconectadas lo que proporciona numerosas
ubicaciones adicionales para regular la senalizacién.® !

Via de senalizacion Notch

La via de sefalizacion celular Notch establece un mecanismo de comunicacion
intercelular que ejerce un papel regulador en el desarrollo de los metazoarios. Esta
via estd conservada evolutivamente en la escala filogenética y debe su nombre
(notch, traducido del inglés: escotadura) al fenotipo que causan mutaciones en el
gen que codifica su receptor. Este fenotipo se caracteriza por escotaduras en los
margenes alares de la mosca de fruta (Drosophila melanogaster) y fue descrito
originalmente por John S. Dexter en el afo 1914. Posteriores estudios realizados en
esta especie, permitieron que, en 1917 Thomas Hunt Morgan describiera al sistema
Notch como responsable de la neurogénesis y la especificacion del ectodermo en la
mosca de la fruta, ya que los embriones mutantes expresaban anormalidades en el
linaje celular neural.?®10.12

Las proteinas que componen la via Notch se pueden separar en dos grupos. En el
primero, se ubican las proteinas que funcionan como ligandos, receptores,
represores, correpresores y factores de la transcripcidon, las cuales constituyen el
nucleo de la via y son las que transducen la sefial. En el segundo grupo, se incluye a
las proteinas reguladoras que modulan la respuesta celular e influyen en la duracién
de la sefal recibida. Esto modifica de manera directa a las proteinas integrantes del
primer grupo por medio de las actividades de las enzimas glucosiltransferasa,
proteasa, metaloproteasa y ubiquitin-ligasa.® !

Los genes Notch codifican receptores transmembranales de aproximadamente 300
kd, cuya estructura esta altamente conservada. Los productos de cada gen se
expresan como un solo polipéptido precursor (pre-Notch) que es procesado
proteoliticamente en el complejo de Golgi a través de una hidrdlisis generada por la
enzima convertasa similar a Furina, dando lugar a un precursor heterodimérico
activo. Este Ultimo se ancla posteriormente en la membrana y consiste en una
subunidad extracelular (EC) y una subunidad transmembranal (TM) que esta unida a
la region intracitopldsmica. Este primer sitio de accién de la Furina en el aparato de
Golgi, es conocido como el sitio de clivaje S1.%-11

La regidén EC contiene varias repeticiones en su secuencia de aminoacidos, similares
a la del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like, del inglés: epidermic growth
factor), lo que constituye las repeticiones 11 y 12 el principal sitio de unién a su
ligando proveniente de otra célula vecina. Cuando el receptor Notch lleva a cabo la
union con su ligando, la subunidad TM es procesada proteoliticamente por la proteina
Presenilina-1 (parte del complejo enzimatico ganma-secretasa), lo que genera un
fragmento intracelular que en el nlcleo se une (a través de su dominio RAM23) a los
ligandos del receptor Notch, que en invertebrados son conocidos como Delta y
Serrate para D. melanogaster, en tanto en el nematodo Caenorhabditis elegans (C.
elegans) se conoce LAG-2; por lo que a estos ligandos se les ha Illamado
colectivamente como grupo DSL (Delta, Serrate, Lag-2). En ciertos casos, puede
ocurrir una regulacién negativa por ubiquitinacién y degradacién de la Presenilina-1,
lo que evita que el fragmento intracelular sea liberado. 1013

En mamiferos se ha identificado dos clases de ligandos homologos de Delta y Serrate,
denominados "Delta-like" y Jagged (JAG), respectivamente. En total, se conocen
cinco ligandos en mamiferos denominados JAG1 y JAG2, asi como Delta like 1, 3, y
4 (DI1, DI3, y DI4). Las diferencias estructurales en esta familia de ligandos son el
numero y el espaciamiento de las repeticiones a nivel del dominio EC y la presencia
0 ausencia de un dominio rico en cisteina (CR, del inglés: cisteine riched) localizado
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corriente abajo de las repeticiones EGF-like, especificamente en los ligandos JAG1 y
JAG2.9/1415

Las proteinas DSL se caracterizan por tener un solo cruce transmembranal y su
dominio N-terminal resulta escencial para su interaccion con los receptores Notch, se
localizan en células de decision primaria y funcionan como ligandos, es decir son las
encargadas de transmitir el estimulo a las células receptoras, las cuales responden
siguiendo un destino celular alterno.

Los cuatro receptores Notch en mamiferos (Notch 1-4) tienen estructuras muy
similares entre si, con diferencias esenciales en las porciones EC e IC. 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. Mientras que a nivel del dominio IC se
diferencian en que Notch-1 contiene un dominio de transactivacién (TAD, por sus
siglas en inglés) fuerte, mientras que en Notch-2 su TAD es débil y en Notch-3 y 4
este dominio no esta presente en las posiciones 11 y 12,4910

Los elementos repetidos EGF-like se encargan de modificar la actividad de Notch, lo
que potencia e inhibe la interaccién con los ligandos, asi como estabiliza la estructura
del receptor. Adyacentes a estos elementos repetidos hay tres zonas CR conocidas
como secuencias repetidas LNG (por estar conservadas en las proteinas LIN12, Notch
y GLP-1), esenciales para la estabilidad y la correcta conformacién del dominio
extracelular. Entre las secuencias repetidas LNG y el dominio transmembranal,
existen dos residuos de cisteina importantes para el ensamble de la forma de estas
proteinas.

El dominio intracelular de todas las proteinas de la familia LIN-12/Notch esta
evolutivamente conservado y consiste en un dominio RAM (del inglés: RBP-jk
association module), seis elementos de anquirina y un dominio C terminal que es rico
en prolina (P), glutamato (E), serina (S) y treonina (T), por lo que se nombra con el
acronimo PEST. La interaccion ligando-receptor y la subsecuente endocitosis del
ligando-dominio EC en la vecindad celular provoca la exposicidn del sitio de clivaje
S2, que estaba previamente oculto en la membrana, y de esta forma se expone a la
acciébn de las enzimas proteasas ADAM (del inglés: a desintegrin and
metalloproteasa), entre las cuales la proteasa ADAM10 desempefia el papel
fundamental en este proceso proteolitico. Subsecuentemente, ocurren otros clivajes
intracelulares (S3/S4) por la accion del complejo gamna-secretasa, resultando en la
liberacién del dominio intracelular (IC).

Los seis elementos repetidos de anquirina se encuentran flanqueados por la region
de interaccién con factores transcripcionales (RAM), mediante la cual el dominio IC
interactla con los factores activadores de la transcripcion CBF1, Supresor de Hairless
[Su(H)] y Lag-1 (grupo CSL), que le sirve de puente a NIC para interactuar con el
ADN.9-11,16

Ademads, RAM y los elementos repetidos de anquirina de NIC regulan la expresion de
proteinas que presentan una estructura comun de hélice-lazo-hélice (proteinas bHLH,
del inglés: basic helix-loop-helix), formada por dos pequefias cadenas de
aminoacidos en forma de hélice unidas por un lazo, esto produce la inmovilizacion de
una de las hélices que se une al promotor del gen y la otra que mantiene a la hélice
lectora en la posicion correcta, las cuales actian como factores transcripcionales para
la expresion de los genes cuyos productos dirigiran a la célula a un destino celular
diferente al de la célula que emitié el estimulo.

Hacia la regién C-terminal de los elementos repetidos de anquirina, se encuentra el
dominio activador de la transcripcion (TAD, del inglés: transcription activator
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domain), cuya funcidon es reclutar acetilasas de histonas para generar una
conformacion abierta de la cromatina en la doble cadena del ADN. Cerca de TAD se
encuentra la region PEST (rica en prolina, glutamato, serina y treonina), que es
esencial para la degradacién, previa ubiquitinacién, de NIC. Finalmente, existen dos
sefiales de localizacidn nuclear (nls, del inglés: nuclear localization signal), una
dentro del dominio RAM y la otra entre los elementos repetidos de anquirina y el
dominio TAD, que le permiten a NIC entrar al nlcleo de la célula.®!

Las proteinas moduladoras de la union receptor-ligando a nivel EC son las proteinas
"Fringe" en Drosophila y sus homodlogos en mamiferos , "Lunatic Fringe, Radical
Fringe, y Maniac Fringe". Ademas, se han identificado proteinas que modulan la
degradacion/procesamiento de Notch a nivel intraintracelular; en C. elegans se
conocen las proteinas Sel-1 y Sel-10 y en Drosophila, la proteina Numb que actla
regulando negativamente la sefalizacion al unirse con la region intracelular de
Notch.?:10.17

En aves y mamiferos se ha observado que NIC se une al grupo de factores
transcripcionales CSL para potenciar la expresion de la proteina reguladora Lunatic
Fringe (Lfng), que al glucosilar directamente a Notch, regula de manera negativa la
separacion de NIC de la membrana plasmatica de la célula receptora. Se ha
observado que la disminucién de la concentracién de Lfng resulta en un incremento
de la actividad de NIC.17/18

Esta activacion/inhibicion ciclica de Notch coincide con la del ligando Delta, lo cual
ayuda a sincronizar adecuadamente todos los eventos de especializacion celular que
ocurren, por ejemplo, en la formacion de cada somita. Se ha reportado también que
la actividad de Lfng promueve el mecanismo de sefializacion inductiva, lo cual resulta
l6gico porque este proceso es necesario para que aparezcan limites precisos entre
grupos de células que ya han definido su linaje.'4!>

Entre las proteinas reguladoras se encuentra la proteina Hairless, que actia como un
potente antagonista de la via Notch y se requiere para la especificacién de varios
destinos celulares. A diferencia de los demas integrantes de esta via, el gen Hairless
esta poco conservado entre las diferentes especies. Por Ultimo, los genes blanco o
diana de Notch incluyen factores de transcripcidn represores pertenecientes a las
familias de proteinas HES (del inglés: hairy and enhancer of Split) y HRT/HERP/Hey
(familia bHLH), IL-4, p21, etc. Otros genes diana de Notch incluyen proteinas vy
factores involucrados en el control del ciclo celular y procesos de supervivencia como:
p21WAF1/Cip1, inhibidor quinasa dependiente de ciclina, que actlia como un sensor
y un efector de sefiales antiproliferativas; Deltex, regulador positivo de la actividad
de Notch; factor nuclear kappa B (NF-KB), factor de transcripcion; ciclina D1, sensor
mitogénico y activador alostérico de la quinasa dependiente de ciclina CDK4/6; CD25,
gen diana en células T; c-myc, oncogen y regulador del ciclo celular; entre otros
genes como ADAM19, los mismos Notchl y 3; y hoxA5, 9 y 10.37.°-11

Los genes HES fueron descritos inicialmente como genes neurogénicos en D.
melanogaster, debido a que los embriones carentes de su funcion mostraban un
incremento en el nimero de neuroblastos a expensas de precursores epidermales.
Se ha demostrado que los genes HES promueven el mantenimiento de células madre
y progenitoras y, regulan las decisiones de destino celular binario en diferentes
organos. Ademas, gracias a la actividad represora de estos genes, la via de
sefializacion Notch restringe la diferenciacion neuronal y regula eventos del
desarrollo, como la segmentacion somitica. Otra caracteristica importante de esta
familia es la capacidad de autoregularse, produciendo patrones de expresion
oscilatorios en algunos tejidos como somitas, extremidades y progenitores
neuronales.?2:13.19
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Regulacioén epigenética

Los mecanismos especificos que estan involucrados en la transcripciéon Notch-
dependiente no son aun bien conocidos, sin embargo, estudios realizados en células
de mamiferos han revelado un importante nimero de cofactores reclutados, estos
incluyen la histona acetil transferasa GCN5, asi como la enzima Brahma relacionada
con el remodelado de la cromatina (conocida como BRM), la cual interactla
directamente con las protéinas CSL.%°

Investigaciones recientes indican que la via de sefalizacion Notch requiere el
reclutamiento de complejos de histona acetilasas e intercambio de variantes de
histonas para activar la transcripcion. En adicidon, el gen BRE1, un homdlogo del gen
que codifica en levaduras para la histona 2B ubiquitin ligasa, es crucial para la funciéon
de la via Notch in vivo y estimula la transcripcién dependiente de Notch. También la
sumoilacion, que consiste en la adicion de una "pequefia proteina reguladora
relacionada con la ubiquitina" (SUMO, del inglés: small ubiquitin-related modifier
protein) de aproximadamente 100 aminoacidos, puede regular la actividad de
componentes nucleares claves,>12/18:20

Estos elementos muestran que la via de sefializaciéon Notch es altamente sensible a
las modificaciones de la cromatina y a las modificaciones de las histonas, procesos
epigenéticos que contribuyen a la especificidad de genes diana. De igual forma, la
sobreexpresion de dos grupos Polycomb que provocan el silencio transcripcional,
incrementan la proliferacién celular inducida por Notch y causa la hipermetilacion de
algunos genes, emergiendo como un mecanismo adicional que puede actuar de
conjunto con la via de sefalizacidn Notch en los diferentes programas de expresién
génica.?!

Expresion y funcion de la via de senalizacion Notch

La funcién de la sefalizacién Notch involucra una gran variedad de procesos celulares
incluyendo el mantenimiento de células troncales, especificacion del destino celular,
diferenciacion, proliferacion y apoptosis, por lo que posee efectos pleiotropicos en
diferentes érganos. Los tres efectos principales son: el mantenimiento de las células
troncales o precursoras en un estado no diferenciado; la influencia en las decisiones
del destino celular y la habilidad de influenciar la diferenciacién y la progresion del
ciclo celular. Ejemplo de ello es el sistema nervioso, en el cual Notch promueve la
diferenciacion de varios tipos celulares de la glia incluyendo astrocitos, células de
Schwann, células de Miiller y células radiales.>?:10:19

Estudios en mamiferos muestran que los niveles de expresiéon de sus homdlogos
correspondientes comienzan tardiamente durante su desarrollo embrionario. Las
proteinas se expresan como patrones dinamicos en tejidos que llevan a cabo la
determinacion del destino celular o la aceleracion de la proliferacion. !

Entre las diversas funciones de la via de sefalizacion Notch las mejores
caracterizadas son la inhibicién e induccion lateral, procesos de gran importancia en
la asignacion de destino celular, en diferenciacién celular binaria, entre otros. En la
inhibicion lateral, la actividad de Notch individualiza una célula de células adyacentes.
Mientras que durante la induccion lateral o en interacciones mas complejas, un
territorio completo se hace diferente a la region adyacente, promoviendo un nuevo
destino celular en dicho territorio, durante la inhibicion lateral existe un grupo de
células precursoras que expresan tanto receptores como ligandos. 210

Posteriormente, en algunas células disminuye la expresion del receptor y aumenta la
del ligando, generando una mezcla de células con alto o bajo nivel de ligandos. La
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sobreexpresion del ligando estimula la activacién de la via en células vecinas, las
cuales disminuyen la expresion de sus ligandos. El resultado son dos poblaciones
distintas que adoptan diferentes destinos celulares, generando lo que se conoce como
"patrén de sal y pimienta". La inhibicion lateral usualmente depende de los ligandos
DIl1 o Jag2/Ser2, como ocurre en los parches sensoriales para la determinacién del
destino celular entre célula ciliada o de soporte en el oido.0:22

Otro mecanismo mediante el cual la via Notch controla el destino de las células que
se encuentran en proceso de diferenciacion es del denominado: divisién asimétrica o
decisién de linaje. Este mecanismo se caracteriza porque después de cada divisidon
celular, cada una de las dos células hijas es inducida a adquirir una especializacion
diferente. Esto ocurre porque NIC es funcional s6lo en una de ellas. En la otra célula,
NIC es capturado en vesiculas, evitando que llegue al nucleo y active la transcripcion
de proteinas bHLH.

Las proteinas Notch se expresan, en la fase inicial de la embriogénesis en mamiferos,
en los tejidos que constituyen al mesodermo pre-somita y el neuroepitelio del
embridon en desarrollo. La expresion de Notch-1 se visualiza a lo largo de todo el
mesodermo pre-somita, en particular, en areas densas a nivel del borde anterior del
mesodermo. Se encontrd que dicha expresion disminuye una vez que las somitas se
han formado por completo e indica la posible funcién de Notch-1 en la diferenciacién
de las células precursoras de las somitas.® 10

En el afio 2004, Baldi y otros caracterizaron la expresion especifica de Notch-1 a
través de un arreglo de 59 tipos de tejidos normales humanos. Se demostré 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, eso6fago, ectocérvix y vagina. Se observaron niveles
intermedios a bajos en linfocitos de algunos tejidos linfoides periféricos,
particularmente en centros germinales de nddulos linfaticos.?3

Algunos ejemplos de la participacién de la via Notch son la inhibiciéon del desarrollo
neuronal, ya que parece ser que los genes diana Hesl y Hes 5 median muchos o
quizas todos los efectos producidos por Notch, el desarrollo del pancreas, donde el
blanco de Notch es el gen HES-1; en el desarrollo cardiaco el gen Hey2; y en el
desarrollo vascular los genes Hey1l y Hey?2,24-26

Los patrones de expresion de Notch en el desarrollo del embrién de Drosophila son
bastante complejos y dinamicos. La proteina Notch se expresa, de manera amplia,
en la fase temprana del desarrollo del embrion y subsecuentemente su expresion se
restringe a grupos de células proliferativas. Los tejidos con mayores niveles de
expresion incluyen el cerebro, los ojos y el tubo neuralt?13

Malformaciones congénitas sensibles a la deficiencia materna de acido félico
y otros micronutrientes

Las malformaciones congénitas (MC) son un importante problema de salud publica
que repercute en la familia y en la sociedad. En la actualidad, se han identificado
multiples factores causales, tanto genéticos como ambientales, asi como complejas
interacciones entre los genes y el ambiente, lo que se conoce como herencia
multifactorial.

La exposicion materna a factores ambientales de tipo nutricionales durante la
gestaciéon puede influir en el desarrollo embrioldgico y modular su fenotipo, aun sin
afectar su secuencia normal de nucledtidos, mediante diferentes mecanismos
epigenéticos. La disponibilidad de diferentes micronutrientes puede resultar en
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alteraciones en la metilaciéon del ADN y la modificacidon de las histonas y provocar
desregulacidon en la expresion de los genes que programan el desarrollo corporal.??

Diferentes vitaminas y minerales, denominados colectivamente como
micronutrientes, tienen una influencia decisiva en la salud de la embarazada y del
producto de la concepcidn. Esta claramente demostrado que los folatos desempefian
un rol crucial en la regulacion epigenética del programa de desarrollo embriofetal y
su deficiencia implica ademas de consecuencias hematoldgicas, diferentes MC. La
demostrada teratogenicidad de la deficiencia materna de Zinc en ratas, ha llevado a
un creciente interés en el papel de este y otros elementos trazas como el selenio,
magnesio, cobre, entre otros, en el desarrollo embrionario.?”

En un estudio prospectivo de cohorte realizado en Arabia Saudita con el objetivo de
identificar la relacién entre la deficiencia de micronutrientes y las MC, se observé que
los niveles séricos de los micronutrientes analizados (selenio, zinc, magnesio y
vitaminas A, E, B12, y acido fdlico) fueron significativamente menores en las madres
con hijos con MC que en aquellas con descendencia sin defectos congénitos.?8

Las hendiduras del labio y del paladar son las MC craneofaciales mas frecuentes,
afectan alrededor de 1 de cada 1000 recién nacidos, y tienen gran relevancia no solo
por las grandes implicaciones cosméticas sino, sobre todo, funcionales que provocan.
25 En diferentes estudios poblaciones de cohorte realizados los investigadores
concluyeron que el consumo preconcepcional de acido folico se asocié a un riesgo
reducido para estas MC en recién nacidos de zonas de alta prevalencia de estos
defectos congénitos en China.2°-30

Las MC mas frecuentes a nivel mundial son las cardiopatias congénitas (CC) y los
defectos del tubo neural (DTN). Estd bien documentada la asociacion entre la
suplementacion materna preconcepcional con acido félico y la reduccién del riesgo
de estas MC'19,24,26,27,31

El zinc y el cobre son micronutrientes minerales esenciales que regulan numerosos
procesos metabdlicos y cuya deficiencia produce anormalidades fisioldgicas y
estructurales. El zinc actlia como cofactor de numerosas enzimas e interviene en la
sintesis de ADN y ARN, su déficit se ha asociado a MC; especialmente esqueléticas y
defectos del tubo neural. Mientras que la deficiencia de cobre se asocia a trastornos
bioquimicos y estructurales en el feto, ademas de anemia refractaria y trastornos
inmunoldgicos.?”:31

Se ha demostrado que la suplementacién con acido fdlico puede prevenir muchos
casos con DTN, mientras que la deficiencia materna de folatos constituye un factor
de riesgo, lo que evidencia que el metabolismo del folato desempefia un papel
determinante en la susceptibilidad para los DTN. A pesar del sinnimero de estudios
que se han realizado a nivel internacional relacionados con el analisis genético de
diferentes enzimas que intervienen en el metabolismo de los folatos, asi como la
cuantificacion de metabolitos en sangre materna, en la mayoria de los casos adn no
esta bien dilucidado el mecanismo de proteccién, ni la relacion entre el estatus de
folato materno y la susceptibilidad para estos defectos congénitos.?7:28:31

Relacién entre la via de sefalizacion Notch y la presencia de MC

La via de sefalizacion Notch desempefia un papel importante en el desarrollo del
periodo embrionario, donde se producen numerosas diferenciaciones tisulares
(histogénesis), aparecen los esbozos de la mayor parte de los dérganos
(organogénesis) y se gesta la forma definitiva del embrién (morfogénesis). Resulta
fundamental para que las capas germinales den origen a los tejidos que constituyen
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un organismo multicelular y controla criticamente las decisiones del destino celular
en numerosos tejidos y en diversos tiempos de la diferenciacion celular.

Por ello, es razonable pensar entonces que cualquier desregulacién de la funcién de
Notch, como consecuencia de mutaciones en cualquiera de los multiples genes
involucrados en esta via, puede resultar en diferentes tipos de MC.1/”

La ocurrencia de un tipo especifico de MC depende del mecanismo del desarrollo que
esté involucrado; asi, las alteraciones de la motilidad celular afectan la posicién o la
orientacion final de los organos. La ausencia de apoptosis hace que persistan
estructuras que normalmente desaparecen. Las inducciones defectuosas provocan la
agenesia o duplicacidon de estructuras o de drganos, y las diferenciaciones fallidas
llevan a la sintesis de proteinas anormales, lo cual altera la morfologia y la funcién
de los tejidos. 110

La via de sefalizacidn Notch ha sido objeto de investigacion en multiples areas, como
en procesos de desarrollo de oidos, ojos, dientes, corazon, higado, sistema nervioso,
esquelético y muscular. Ademas, en procesos como hematopoyesis, desarrollo
linfocitico, vasculogénesis y en enfermedades comunes del adulto como céncer y

diabetes mellitus, ademas de otras enfermedades, como las autoinmunes, entre
otras.22,24-26,32

Estudios durante el desarrollo embrionario del ratén han revelado la conexién entre
mutaciones de diferentes genes de la via de sefalizacién Notch y la presencia de
diferentes MC craneofaciales. Esto evidencia que esta via de sefializacién podria tener
un papel en la formacion de los arcos branquiales, protagonistas en la morfogénesis
de la cara y el cuello. Con la modulacidon de la via Notch en puntos especificos,
empleando modelos tanto in vitro, originando lineas celulares especificas, como in
vivo, que produce animales "knock out", se ha logrado una mejor comprensiéon de
los aspectos moleculares de la biologia del desarrollo y de ciertas MC. Asi, recientes
estudios han evidenciado alteraciones durante la morfogénesis dental de ratones
mutantes JAG2-/- acompafada de defectos en la citodiferenciacién de ameloblastos
y deficiente deposiciéon de matriz de esmalte. Estos estudios muestran como la via
de sefializacién Notch esta implicada en el desarrollo de una variedad de estructuras
craneofacial como paladar, dientes, maxilares y craneo.®10.25

De igual modo, se ha constatado que ratones con mutaciones homocigotas en el gen
JAG2 presentan paladar hendido, como resultado de fusiones ectdpicas entre la
lengua y los procesos palatinos. Por otro lado, mutaciones inducidas en el gen HES1
generan defectos en el desarrollo de estructuras craneofacial, derivadas de las células
de la cresta neural craneal que incluyen: paladar hendido, agenesia del hueso frontal,
entre otras.?>

Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados, el primer érgano en formarse
es el corazén. El desarrollo embrionario del corazén consiste en una serie de
interacciones morfogenéticas complejas y especificas, que requieren del correcto
funcionamiento de cada uno de los factores implicados en la cardiogénesis. La
sefializacion de la via Notch regula la diferenciacion celular del proepicardio y del
mesodermo pericardico adyacente. La inhibicidn de la expresién de Notch en el linaje
epicardico inhibe la formacién de las arterias coronarias, ademas reduce la
proliferacién de los cardiomiocitos y el grosor de la pared miocardica.

Las cardiopatias congénitas (CC) aisladas son enfermedades multifactoriales, en las
que los factores genéticos y ambientales son de gran relevancia. Los defectos de la
septacién son el tipo mas comun de CC, lo que representa 50 % de estas. Tanto en
los modelos animales como en el estudio de familias afectadas, varios aspectos
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moleculares en los defectos de septacion aportan informacién que coincide en sefalar
genes especificos.

Es notable el conocimiento actual de la importancia que tienen en este grupo de CC
diferentes factores de transcripcion (FT), como NKX2,5, TBX5 y GATA4, estos FT, que
comienzan a expresarse desde temprano en las células de linaje cardiaco, también
regulan la expresion de los genes de proteinas contractiles en cardiocitos. En etapas
tardias del desarrollo cardiaco, las mutaciones en los genes que codifican para estos
FT impiden que se desarrolle normalmente el proceso de septacién atrial y
ventricular. Otros ejemplos de mutaciones de genes pertenecientes a la via de
sefializacion Notch relacionados con CC conotroncailes, incluyen la tetralogia de
Fallot, que involucra una mutaciéon puntual (G274D) y expresa al ligando JAG1 en
sentido errdneo.10:24.2>

Las claves para interpretar las CC secundarias a mutaciones en el gen JAGI1
comienzan a ser comprendidas e involucran al segundo campo del corazéon (SHF, del
inglés: second heart field). Se comprobd, a través de experimentos en modelos
murinos, que mutaciones en JAG1 o la inhibicién de la sefializacién Notch en el SHF
provoca distintas CC, principalmente de la aorta y del tracto de salida. Los embriones
de raton en los que se interrumpidé la via mostraron defectos en el desarrollo de
tejidos vecinos al SHF, por ejemplo, defectos en la migracién de las células de la
cresta neural y defectos en la transicion endotelio-mesénquima en los cojines
endocardicos del tracto de salida. De este modo, se propone un modelo que relaciona
la funcion de JAG1 dentro del SHF y su repercusion en la migracién de células de la
cresta neural y desarrollo de los cojines endocardicos.33

Se ha demostrado la importancia de las células de la cresta neural en la formacién
de las valvulas semilunares y el musculo liso de la aorta ascendente, con las
repercusiones que su alteracion conlleva: defectos valvulares, estenosis aodrtica,
aneurismas y disecciones. De este modo, la interaccion de distintos tejidos
embrionarios y rutas moleculares, especialmente JAG1, convergen para integrar
adecuadamente el tracto de salida. Esta es materia reciente y muy activa de
investigacion.24:26,33

A partir del proceso de gastrulacidon, el embrién tiene un desarrollo casi exponencial.
El sistema nervioso es el primer tejido que se define. En el caso del sistema nervioso,
la creacidon y desarrollo subsiguiente del tubo neural (TN) primitivo pueden definirse
en términos de gradientes de influencias inductivas, donde los genes de la via Notch
tiene una importancia especial en regular la competencia de una célula a reaccionar
a las sefales inductoras que provienen de dentro del TN y de los otros tejidos
embrionarios circundantes.

La formacion temprana de la placa neural no se realiza exclusivamente por la
proliferacion mitética de células neuroepiteliales, sino también por una conversion de
células préximas a un destino neural, y por la accién de factores de crecimiento que
también influyen en el establecimiento del plan del TN. Por ejemplo, el factor basico
de crecimiento de fibroblastos (bFGF, del inglés: basic fibroblast growth factor) sirve
de inductor auxiliar del eje longitudinal con gradiente anteroposterior durante la
formacion del TN.%2

Otro gen del desarrollo con gran importancia en el proceso de formacion del TN es el
gen Krox-20, que codifica para una proteina con una estructura digitiforme de zinc.
Esta debe su nombre a que forman estructuras espaciales alrededor del ién de zinc
de modo que se producen prolongaciones que semejan dedos, a causa de complejos
de zinc con los aminoacidos histidina y cisteina en su FT. Este gen se expresa en
rombomeros alternantes, pero especialmente en los rombémeros r3 y r5, donde tiene
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una importancia en la formacion de la cresta neural, al regular, ademas, la expresion
de otros genes involucrados en la via de sefalizacién Notch.

La primera funcion de la via de sefalizacion Notch que fue bien caracterizada fue
precisamente la afectacion de la neurogénesis en la Drosophila y en vertebrados, al
regular, en primer lugar, el nimero de células que adquieren potencial neural y
subsecuentemente determina la progenie que adoptara el destino neural o glial. Por
otra parte, la via Notch inhibe la diferenciacion neural en muchos linajes
celulares.b:°:10,12

CONSIDERACIONES FINALES

La capacidad que tiene la via de sefializacién Notch de influir sobre un nimero
importante de aspectos especificos del desarrollo, predice que la adecuada
comprension de cada uno de los elementos que la componen resultaria en la mejor
comprension de las bases moleculares y celulares de muchas MC. Por lo que el mayor
conocimiento de esta via de sefializacidon ayudaria a comprender mejor algunos
aspectos de la morfogénesis, ya que, al actuar como un controlador maestro del
destino celular, la proliferacién, diferenciacién y apoptosis, ofrece puntos especificos
y susceptibles de intervencidn que posibilitarian la prevencién de determinadas MC.

Es importante recordar que esta via de sefalizacidn, ademas de estar involucrada en
el desarrollo durante etapas embrionarias y, por ende, en el origen de diferentes MC,
también interviene en el funcionamiento de 6rganos en el adulto, por lo que esta
involucrada en el origen de enfermedades comunes del adulto como el cancer y la
diabetes mellitus, entre otras.
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