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INTRODUCCION



VIA DE SENALIZACION NOTCH

La primera referencia a Notch se realizé en 1917 cuando Thomas Hunt Morgan
descubre un fenotipo mutante en Drosophila melanogaster. Este fenotipo “Notch”, que
consiste en moscas con escotaduras en el borde de sus alas, se debe a un factor
ligado al sexo, dominante con respecto a las escotaduras pero recesivo en su efecto
letal (Morgan 1917).

Mas tarde, otros trabajos reportaron efectos adicionales del factor, como
anormalidades embrionarias, relacionando a Notch con el desarrollo y dando cuenta
de su naturaleza pleiotrépica. También se describié que Notch funcionaba durante la
sefalizacion célula-célula (Lehmann et al. 1981). Gracias a la realizacién de
screenings en busca de fenotipos similares, se descubrieron otros componentes que
participan en la via. Entre ellos Delta, mastermind (MAML), Enhancer of Split (E(spl)),
Suppressor of Hairless (Su(H) o CSL) y Serrate (Lehmann et al. 1981, 1983, Fortini
1994, Fleming et al. 1990).

Un avance muy importante se realiz6 en la década de 1980, con el clonado e
identificacion del gen Notch (Artavanis-Tsakonas et al. 1983). Desde entonces, se ha
estudiado intensamente la via de sefalizacion Notch ya que influye en un gran
numero de funciones celulares y se encuentra conservada desde moscas a gusanos,
ratones y humanos.

El gen codifica para un largo receptor transmembrana de paso unico.
Organismos como D. melanogaster s6lo poseen un receptor Notch, mientras que los
mamiferos tienen cuatro receptores paralogos que comparten algunas funciones pero
difieren en otras (Kopan e Ilagan 2009). El receptor de mamiferos se sintetiza como
un Unico polipéptido y se cliva durante el proceso de maduracién en su via secretoria.

Este clivaje en el sitio S1 es realizado por una proteasa tipo furina que separa el



dominio extracelular (NECD) del resto del receptor (NTMIC), compuesto por un
dominio transmembrana (TMD) y uno intracelular (NICD). De esta manera, se forma
un heterodimero que se mantiene unido por interacciones no covalentes en la regién

de heterodimerizacion (interaccidén a nivel extracelular) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del receptor Notch de Drosophila melanogaster (dNotch) y de los 4
receptores en mamiferos (mNotch). Las repeticiones tipo EGF en rojo interaccionan con
ligandos en células vecinas y las verdes con ligandos de la misma célula (Segun Kopan e
Ilagan 2009).

NRR=regidn regulatoria negativa, LNR=repeticiones tipo LIN, HD=dominio de
heterodimerizacion, TMD=dominio transmembrana, RAM=moddulo de asociacién a RBPJ,
ANK=repeticiones tipo anquirina, NLS=sefiales de localizacion nuclear, TAD=dominio de
transactivacion, PEST=region regulatoria negativa, NECD=dominio extracelular de Notch,
NTMIC= dominio transmembrana e intracelular de Notch, mondmero no activo. S1-S2-53,54=
sitios de clivaje.

El NECD posee repeticiones de tipo EGF (epidermal growth factor-like), una
zona regulatoria negativa y un dominio de heterodimerizacidn. Las repeticiones tipo
EGF median la interaccion con el ligando, que puede ser de una célula vecina o incluso

de la misma célula.



El NICD posee un modulo de asociacidon al regulador transcripcional RBPJ,
repeticiones tipo anquirina, sefalizaciones de localizacidn nuclear, un dominio de
transactivacién evolutivamente divergente y una region regulatoria negativa
conservada. Dicha regidn regulatoria modula la estabilidad de este dominio.

El receptor heterodimérico se ancla en membrana por su Unico dominio
transmembrana.

La mayoria de los ligandos de la via también son proteinas transmembrana.
Los ligandos clasicos canénicos para D.melanogaster son Delta y Serrate; para
mamiferos los ligandos son Jagged (Jagged 1 y Jagged 2) y tipo Delta (DIl1, DII3 y
DIl4). Los ligandos pueden agruparse dependiendo de la presencia de ciertos motivos
en su estructura, aunque también existen proteinas que no poseen algunos de dichos
motivos y han sido reportados por actuar como ligandos no-candnicos de la via

(Kopan e Ilagan 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Ligandos candnicos de Notch para D. melanogaster (d) y mamiferos (m).
DSL:motivo Delta-Serrate-LAG, DOS=motivo Delta-OSM, EGF=repeticiones tipo EGF,
TMD=dominio transmembrana (Segun Kopan e Ilagan 2009).

Un modelo mecanistico de transactivacién propone que la unién con el ligando
tracciona del dominio extracelular haciendo que se despliegue la regién regulatoria

negativa y exponiendo el sitio S2 para el clivaje por una proteasa de la familia ADAM.



Esto lleva a la remocion del dominio extracelular, el cual es trans-endocitado por la
célula que expresa el ligando. La parte remanente unida a membrana es ahora
sustrato del complejo y-secretasa (compuesto por presenilina, nicastrina, PEN2 y
APH1) que produce un regulado clivaje proteolitico intramembrana en el sitio S3/S4

que libera al NICD (Andersson et al. 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la via de sefializacién Notch (Segun Ables et al. 2011)

Una vez clivado, el NICD es translocado al nucleo donde interacciona con

proteinas de la familia CSL (CBF1 o RBPJ en mamiferos, proteina Su(H) en



D.melanogaster o LAG-1 en C.elegans) desplazando complejos represores vy
reclutando factores adicionales, como remodeladores cromatinicos y de la maquinaria
de transcripcidn, para activar la expresion de genes diana. La unidn a CSL recluta a la
proteina adaptadora MAML, formandose un complejo ternario que posibilita la unién
del NICD al gen diana. Se han determinado cristalograficamente partes de dicho
complejo ternario y se observa un alto grado de conservacién estructural entre
distintas especies, como gusanos y humanos, si bien otros factores adicionales todavia
deben ser identificados (Borggrefe y Liefke 2012).

Los factores que determinan qué genes pueden ser activados por Notch tienen
que ver, por tanto, con el estado de la cromatina y con la posibilidad del ensamblaje
de CSL y del complejo activador. Estudios a nivel gendmico revelan la asociacion de
un gran numero de factores de transcripcion a los genes modulados por Notch,
pudiendo estos actuar de manera independiente o regulando la uniéon de CSL
(Borggrefe y Liefke 2012). Entre los genes diana mas conocidos se encuentran
Hes-1, Hes-5, Hes-6, Hes-7, Hey-1 y Hey-2 (Hes: Hairy Enhancer of Split; Hey:
Hes-related with YRPW motif) (Fischer y Gessler 2007). Si bien algunos genes son
regulados por Notch en varios tipos celulares, no ha sido posible identificar un Unico
gen que se exprese en todos ellos.

Una vez que el NICD cumple su funcién de activacion génica, debe ser
rapidamente degradado ya que su acumulacion sostenida puede tener efectos
deletéreos (Kopan e Ilagan 2009). En muchos casos, la activacidon de Notch es pulsatil
y transitoria, lo que permite regular de manera éptima la intensidad de la sefal. Para
su degradacion, el dominio PEST del NICD es fosforilado y se convierte en blanco de
ubiquitinaciones que llevan a su degradacion proteosomal y al restablecimiento del

estado celular previo.
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Una de las caracteristicas notables de la via Notch es que carece de
amplificacion de sefal, como si poseen las vias de sefalizacion clasicas, y que se
consume cada molécula de receptor que es activado. La via Notch es compleja,
dependiente del contexto celular y altamente regulada. Los procesos controlados por
ella son determinantes tanto a nivel celular como del organismo entero. Estos
procesos incluyen la proliferaciéon, diferenciacién, apoptosis, especificacion de destino
y segregacion de linajes celulares y el mantenimiento de células madre (Leong 2006).
Esta diversidad de funciones es lograda por las combinaciones que establecen los
patrones de expresién ligando-receptor y a la intensidad de la sefial, modulada en
todos sus niveles: desde la produccion de sus componentes, modificaciones
postraduccionales (como glicosilacidon, fosforilacion, acetilacion, hidroxilacion),
ensamblaje a otras proteinas, hasta su degradacion regulada. Si bien en estos afios se
ha logrado un gran avance en el entendimiento de la via, todavia quedan por
contestar muchas preguntas de tipo mecanistico para comprender de forma cabal

cudles son todas las actividades moduladas por Notch, de qué manera y en qué grado.

NOTCH EN ENFERMEDADES HUMANAS

Si bien la via cumple con un papel trascendental durante el desarrollo y en
condiciones fisioldgicas durante la vida adulta, también se encuentra implicada en
cuadros patoldgicos. La primer asociacion de Notch con enfermedades humanas
provino de estudios genéticos en pacientes con leucemia linfoblastica aguda de tipo T
(T-ALL). Se describe en la literatura a la activacion de Notch 1 como causante de la
patologia, ya sea por la produccién de un receptor truncado y constitutivamente activo
(Ellisen et al. 1991) o por mutaciones en la regidon PEST del receptor que impiden su

degradacion (Weng 2004).
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Otros estudios relacionan a Notch con enfermedades pleiotrépicas. El Sindrome
de Alagille (MIM 118450) es causado por haploinsuficiencia de Jagged 1 (Oda et al.
1997, Li et al. 1997), en el que también se encuentran involucradas mutaciones en
Notch 2 (Mcdaniell et al. 2006). El sindrome consiste en un desorden autosdémico
dominante, de penetrancia incompleta y expresividad variable, que produce
anormalidades en los conductos biliares (reduccion del numero, conductos mal
formados) y en el esqueleto (huesos de la columna vertebral con forma inusual
semejante a una mariposa), estenosis pulmonar, defecto septal ventricular, vasos
sanguineos del sistema nervioso central y/o rifiones afectados junto con rasgos
faciales distintivos. Malformaciones esqueléticas como la Disotosis Espondilocostal
(MIM 277300) se relacionan con defectos en componentes de la via como DII3 y Hes-7
(Louvi y Artavanis-Tsakonas 2012). Notch también se encuentra involucrado en
enfermedades cardiovasculares con defectos letales o anormalidades vasculares (High
y Epstein 2008).

Se asocia a Notch por primera vez a enfermedades hereditarias al encontrarse
mutaciones que incrementan el numero de residuos de cisteina en el dominio
extracelular de Notch 3, el cual se acumula en pacientes con la enfermedad CADASIL
(MIM 125310). En la literatura se reportan mas de 150 mutaciones en, al menos, 500
pedigrees. Todas estas mutaciones recaen sobre los exones 2-24 de Notch 3, con un
fuerte agrupamiento en los exones 3 y 4 donde se encuentran las repeticiones tipo
EGF del NECD. La clinica de este sindrome es variable e incluye eventos isquémicos
subcorticales, deterioro cognitivo, demencia, migrafia y trastornos en el estado de
animo. La inmunotincién de muestras de piel con anticuerpo monoclonal contra Notch
3 puede revelar su acumulacién y ha demostrado ser una técnica muy sensible

(Chabriat et al. 2009).
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NOTCH EN TUMORES

En ciertos casos la via de Notch actia de manera oncogénica aunque,
dependiendo del contexto, también puede actuar como supresora de tumor. Algunos
autores postulan que la via de Notch no es oncogénica per se pero que existe una
clara asociacién entre la activacion de Notch y otras actividades celulares, como la de
proliferacidon, que actuarian en sinergia para predisponer a las células a adquirir
mutaciones que si son oncogénicas (Louvi y Artavanis-Tsakonas 2012).

AUn asi, un gran volumen de publicaciones sugiere que la via de Notch juega un
papel importante en tumores soélidos como cancer colorrectal, cervical, de mama,
prostata, higado, pancreas, piel, melanoma y carcinoma de células escamosas (Mittal
et al. 2009, Hulleman et al. 2008, Hoek 2004, Pinnix et al. 2009, Stylianou 2006,
Purow 2005, Meng et al. 2009, Giovannini et al. 2009, Duan et al. 2006, Plentz et al.
2009, Hallahan 2004). En muchos de estos, la sefializacion de Notch parece ser crucial
y altamente dependiente del contexto espacio-temporal (Ranganathan et al. 2011). Si
bien en T-ALL el mecanismo de activacion es principalmente por mutaciones, en
tumores sdlidos hay varios mecanismos, como la sobre-expresion y pérdida de
reguladores negativos.

En gliomas Notch estd asociado al mantenimiento y proliferacion de células
madre tumorales (CSC), lo que contribuye a la radioresistencia de los mismos dado
gue las células madre no son sensibles a esta radioterapia y repueblan el tumor (Ables
et al. 2011). Los ligandos DIll4 y Jagged 1 han sido encontrados modulando la
angiogénesis al activar la via en endotelio tumoral (Dufraine et al. 2008). Notch ha
sido propuesto también como la posible conexidn entre las senales de hipoxia y el
proceso de transicion epitelio-masenquimal (asociado a metastasis) en lineas

tumorales de origen cervical, de colon, ovario y gliomas (Sahlgren et al. 2008).
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HIPOFISIS

La hipdfisis es una glandula enddcrina de secrecion interna que regula la
homeostasis corporal a través de varios procesos fisioldgicos. Se encuentra localizada
en la base del cerebro, en una depresién del hueso esfenoides y se conecta con el
hipotalamo a través del tallo hipofisario (Figura 4). Estd constituida por dos partes

fisioldgica y anatdmicamente diferentes: la neurohipodfisis y la adenohipodfisis (Figura

5).
Hipotalamo
Células
neurosecretoras j _
|
Quiasma /"/.
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Tallo
Células secretoras ! ; BiparE
adenchipofisarias f" 7 i,
Adenochipofisis
pars intermedia
Figura 4. Localizacion glandular en rojo (Life Figura 5. Anatomia hipofisaria
Science Databases, lifesciencedb.jp/bp3d) (Copyright ©McGraw-Hill companies, Inc.)

La neurohipofisis (o hipodfisis posterior) tiene un origen embrioldgico nervioso.
Su funcién es el almacenamiento y secrecion de hormona antidiurética (ADH) y
oxitocina, producidas en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo.

La adenohipéfisis (o hipodfisis anterior) proviene de una invaginacion
embrionaria faringea llamada “bolsa de Rathke”. Esta compuesta por distintas
poblaciones celulares con funciones especificas. Entre ellas, hay 5 tipos que se
encargan de la sintesis y secrecidn hormonal: corticotropos (secretan la hormona

adrenocorticotrofina, o ACTH), somatotropos (secretan hormona de crecimiento, o
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GH), lactotropos (secretan prolactina, o PRL), tirotropos (secretan hormona
estimulante de tiroides, o TSH) y gonadotropos (secretan hormona luteinizante y
foliculo-estimulante, o LH y FSH, respectivamente). Las células foliculo-estrelladas no
secretan hormonas pero son fuente de muchos agentes que controlan el

comportamiento de las otras poblaciones celulares y de la glandula en si (Figura 6).

Porcentajes de poblaciones celulares de la adenohipdfisis

‘ Celula foliculoestrellada
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2 15-20%
Tirotropos_ ———
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Lactotropos / \
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g

Somatotropos
(GH)
35-45%

Figura 6. Composicion celular de la adenohipdfisis y hormonas producidas (esquema
adaptado de Asa y Ezzat 2002; grafico realizado con datos de Perez-Castro et al. 2012)
Entre dichos ldbulos, existe una zona marginal denominada pars intermedia. En
humanos, es marginal y vestigio de la bolsa de Rathke (estructura embrionaria). En
vertebrados inferiores, se encarga de la produccién y secreciéon de péptidos como

endorfinas y hormona estimulante de melanocitos (MSH) (Perez-Castro et al. 2012).

ADENOMAS HIPOFISARIOS
Fisioldgicamente, la hipdfisis responde a un complejo conjunto de senales
centrales y periféricas que regulan el crecimiento de la glandula y la secrecién de

hormonas troficas. La respuesta a estas sefiales, que pueden provenir de fuentes
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externas o de la propia hipdfisis, determina si el cambio en la masa glandular es
patoldgico o sdlo plasticidad fisioldgica. La desregulacién en la proliferacidén celular de
la adenohipdfisis produce desordenes en la secrecidon hormonal, ocasionando
problemas enddcrinos por su baja o excesiva produccion.

Los adenomas hipofisarios son un conjunto de tumores diversos que derivan
de la glandula hipofisaria. La hipoplasia y deficiencia hormonal se relacionan con
mutaciones en genes del desarrollo, mientras que la secrecidon excesiva se asocia con
adenomas monoclonales de un tipo celular especifico (Melmed 2003).

Histolégicamente los adenomas hipofisarios se presentan como benignos en el
sentido de que raramente se encuentran casos de malignidad o metastasis. Se los
clasifican por su tamafio, dividiéndolos en macro (=1cm) y microadenomas (<1cm)
(Ezzat et al. 2004). Los macroadenomas se comportan como una masa celular en
expansidn que causa compresion en tejidos cerebrales circundantes provocando
sintomatologia de tipo neuroldégica como cefaleas, epilepsia, convulsiones y pueden
volverse invasivos o agresivos.

Otra clasificaciéon de los adenomas distingue entre “no funcionantes” (cuando
carecen de un sintoma clinico aparente) y “funcionantes” (cuando sobreproducen
alguna hormona hipofisaria). Diferencidndolos de acuerdo al tipo celular afectado y
por ende, al perfil de secrecibn hormonal, los prolactinomas son adenomas
hipofisarios secretores de PRL, los somatotropinomas de GH, los corticotropinomas de
ACTH, los tirotropinomas de TSH y los gonadotropinomas de LH y FSH.

La tasa de prevalencia de los adenomas hipofisarios en la poblacién, segin un
estudio sistematico, es del 16,7% (14,4% en autopsias y 22,5% en estudios

radiograficos) (Ezzat et al. 2004).
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NOTCH EN ADENOMAS HIPOFISARIOS

En estudios previos se ha demostrado que vias reconocidas como la de Notch,
Wnt y Hedgehog estan activas durante las etapas tempranas del desarrollo glandular
de la hipdfisis. Especificamente se observa a Notch 2 y Hes-1 en células progenitoras
desdiferenciadas de la bolsa de Rathke, con disminucién de Notch 2 hacia zonas mas
diferenciadas. La sefalizacién por Notch estaria implicada en controlar la transicién de
proliferacién a diferenciacion de los 5 tipos celulares enddcrinos controlando el tiempo
y contexto en el que lo hacen (Yavropoulou et al. 2015). Aumentos en la expresién del
receptor Notch 2 durante el desarrollo hipofisario son suficientes para retardar la
diferenciacion de gonadotropos generando hipogonadismo hipogonadotréfico (MIM
146110), probablemente a través de Hey-1 (Raetzman et al. 2006). En hipofisis
adulta, su expresién colocaliza con zonas que contienen células progenitoras
(Yavropoulou et al. 2015).

De manera interesante, en tejido hipofisario tumoral ha sido reportado que la
expresion de Notch 3 se encuentra aumentada en adenomas hipofisarios no
funcionantes con respecto a tejido de glandulas adultas normales (Miao et al. 2012).
En otro estudio también se ha descrito aumentos en la expresidon de Notch 3 y Jagged
1 en adenomas no funcionantes con respecto a hipdfisis adulta normal y una
disminucion de su expresion en somatotropinomas (Zhang 2013).

AUn asi, queda por dilucidar el perfil de expresién y el rol que cumplen los
diferentes receptores Notch en hipdfisis adulta. También se requiere de mayor
investigacién para conocer su funcion en los distintos tipos de tumores hipofisarios.
Poder interpretar los resultados a la luz del contexto celular, el estado de activacion y
participacion precisos de la via de receptores Notch es todo un desafio en la

patogénesis hipofisaria, donde esta via de sefalizacidon podria convertirse en blanco
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terapéutico en los casos de resistencia o intolerancia a los farmacos convencionales

(Purow 2012).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS
La via de los receptores de membrana Notch participa en el desarrollo de los

adenomas hipofisarios y en la funcion de la hipodfisis adulta normal.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el patron de expresién de los receptores Notch, la activacién de la via
de senalizacion y su efecto sobre distintas funciones celulares de manera comparativa
en hipofisis tumorales y glandulas normales para dilucidar su participacién en la

tumorogénesis hipofisaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la expresién de Notch 3 en muestras de pacientes con distintos tipos
de adenomas hipofisarios y compararlas con la expresidon en muestras de
hipéfisis normales.

e Determinar los niveles de expresion del ARN mensajero de los receptores Notch
1-4 en la linea celular de corticotropos tumorales murinos AtT20 en forma
comparativa con hipdfisis normales de ratén.

e Determinar los niveles de expresidon a nivel proteico de los distintos receptores
Notch en el modelo de corticotropinoma murino y en hipdfisis murinas

normales.
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e Determinar los niveles de expresidon a nivel del ARN mensajero de ligandos de
la via y evaluar la activacion de la misma mediante la transcripcién de genes
diana, tanto en el modelo tumoral como en hipéfisis murinas normales.

e Modular la via en estudio en explantes hipofisarios (hipéfisis tratadas ex vivo) y
evaluar:

O Efectos en la transcripcion de componentes de la via, como receptores,
ligandos y genes diana, frente a la modulacién ex vivo con inhibidores de
la activacién de la via sefializacién Notch.

O Efecto del tratamiento con moduladores de la via de senalizacion Notch
sobre funciones celulares hipofisarias como proliferacién y produccion
hormonal.

e Determinar la expresion de componentes de la via Notch a nivel de la proteina

en un modelo experimental de prolactinoma murino.
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MATERIALES Y METODOS
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ADENOMAS HIPOFISARIOS HUMANOS

Se utilizaron muestras de adenomas hipofisarios humanos obtenidas de

pacientes del Hospital Santa Lucia de la ciudad de Buenos Aires y de la Clinica La

Pequeiia Familia de la ciudad de Junin que fueron derivados a cirugia. En ambos

nosocomios, el paciente fue informado por el cirujano interviniente de los estudios que

se realizarian firmando el respectivo consentimiento.

Tejido hipofisario tumoral excedente a la porcidn que se envia a anatomia

patoldgica durante una cirugia transesfenoidal, en lugar de ser descartado como se

procede de rutina, fue conservado en formalina para su inclusién en parafina y

posterior realizacion de cortes histoldgicos para analizarse por inmunohistoquimica.

MODELOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron los siguientes modelos:

Ratones Balb/C de entre 2 y 3 meses de edad criados en el bioterio de
nuestro laboratorio, mantenidos bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas,
administracion de alimento (Cooperacion, ACA) y agua ad libitum,
limpieza y cambio de cama 1-2 veces por semana.

Linea celular de corticotropos murinos At-T20: Linea tumoral hipofisaria
de raton con crecimiento en adherencia y secretora de la hormona
adrenocorticotrofina o ACTH.

Ratones lacDrd2KO: Estos ratones transgénicos fueron producidos en el
Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular
(INGEBI CONICET, Argentina), acorde a las regulaciones de la Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del NIH (National Institute

of Health). Carecen de expresion del receptor dopaminérgico D2 en
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lactotropos hipofisarios por lo que desarrollan prolactinomas
espontaneamente. Para su generacion se utilizd una construccién
transgénica constituida por 2.9 kb de la region promotora de PRL
dirigiendo la expresidon de la recombinasa cre con una sefial de
localizacidn nuclear. El transgen Pri-cre, de 4.2 kb, fue microinyectado en
el pronucleo de ovulos fertilizados de B6D2F2 originando ratones
transgénicos Prl-cre. La linea seleccionada, Tg(Prl-cre)™™?, fue cruzada
por 5 generaciones con el tipo parental C57BL/6]. Ratones Tg(Prl-cre)™
fueron cruzados consecutivamente con ratones Drd2'®'>* para generar
ratones Drd2'°®'o* Tg(Prl-cre), denominados /acDrd2KO (Noain et al.
2013). Cortes histoldgicos de hipofisis de hembras lacDrd2KO y controles
fueron gentilmente cedidos por la Dra. Becu-Villalobos para ser utilizados
en las inmunohistoquimicas de los componentes de la via Notch. Estos
experimentos fueron iniciados y luego guiados por la Dra. Luque

(IBYME-CONICET)

TECNICAS

CULTIVO CELULAR

La linea celular AtT20 fue cultivada en botellas con medio completo, que
consiste en medio DMEM-F12 (EMEVE, Laboratorios Microvet), glutamina 1%,
penicilina /estreptomicina 1% (Life Technologies) y Suero Fetal Bovino (SFB) 10%
(Natocor). Las células se mantuvieron en estufa de cultivo con 5% de CO, a 37°C.
Previo a la siembra en placa, se realizaron lavados con PBS 1X estéril a 37°C. Para
levantar las células adheridas a la superficie de las botellas se utilizo tripsina 0,05%

(Life Technologies), incubando por 1 minuto a temperatura de cultivo 37°C. Luego de
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detener la accién de la tripsina con exceso de SFB, se procedié a la recoleccién y
centrifugacion de las células por 10 minutos a 1800 RPM. El pellet resultante se
resuspendid en medio completo y las células se contaron con camara de Neubauer

para su posterior utilizacion.

CULTIVO DE HIPOFISIS EX VIVO

Se sacrificaron ratones macho de la cepa Balb/C y se extirparon las hipofisis.
Estas fueron recibidas en medio de cultivo completo a 4°C (DMEM-F12, SFB 10%,
glutamina 1% vy penicilina/estreptomicina 1%). Se procedié a separar las glandulas en
hemi-hipdfisis (para optimizar su perfusién) y a estabilizarlas en medio de cultivo
completo durante 2 horas a 37°C.

Luego de la estabilizacién, se evalud el efecto del inhibidor de la y-secretasa
DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycinet- butyl ester)
(Sigma-Aldrich). Para ello, se afiadié DAPT 10uM disuelto en dimetilsulféxido (DMSO),
o el volumen equivalente de DMSO, al medio de cultivo por 4 horas. Luego de dos
lavados con medio completo, las glandulas fueron incubadas por 2 horas adicionales
en medio con DAPT 10uM o con volumen equivalente de DMSO. Los tratamientos
fueron realizados en placa de cultivo P96 a 37°C y se denominaron: DMSO (control),
DAPT (10uM) y DAPT/DMSO (combinacidon de los tratamientos anteriores: 4 horas con
tratamiento DAPT y 2 horas con tratamiento DMSQ). Se presenta un esquema del

experimento en la Figura 7.

WESTERN BLOT (WB)
Las proteinas fueron extraidas utilizando un buffer de lisis (HEPES 50mM, NaCl

140uM, Glicerol 10%, EDTA 1mM, Na,vO, 1mM, NaF 100mM, PMSF 1mM, inhibidores
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DMSO DAPT/  DAPT
DMSO

Volumen de cultivo: 150ul totales
Lavados: 2 de 5 minutos cada uno en medio completo
Estabilizacion: 2 horas con medio completo en estufa a 37°C

OO0
OO0
000

Lavados Tratamientos
[ZhS] Estabilizacion DMSO: medio de cultivo con volumen de DMSO equivalente
al aplicado en los pocillos con DAPT
[4hs] DMSO DAPT
DAPT: medio de cultivo con DAPT concentracion final 10uM
Lavados disuelto en DMSO
[2hs] DMSO DAPT DAPT/DMSO: Luego del tratamiento con DAPT y de su
posterior lavado, se incuba en medio con
Lavados DMSO en volumen equivalente al aplicado

en los pocillos con DAPT

Figura 7. Esquema del disefio experimental para el cultivo ex vivo de hipdfisis normales de
ratones macho.

de proteasas 1X y Tritdbn 1%) a través del método descrito por Khattak y
colaboradores (Khattak et al. 2010) con modificaciones realizadas en el laboratorio.
Se determind la concentracion proteica por Picodrop (Microlat) y las proteinas
se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) de acuerdo a experiencia en el laboratorio (Cristina
et al. 2007). Se sembraron 50 ug de proteinas por calle y se corrieron en buffer de
corrida (Tris-Base, Glicina, SDS y agua bi-destilada) a 90 v para el gel de apilamiento
y a 110 v para el gel de resolucidon (voltaje constante). Luego, se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond, GE) en buffer de

transferencia (Tris-Base, Glicina, metanol y agua bi-destilada) por 1 hora 20 minutos
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a 400 mA constantes. El bloqueo de la membrana se realizé con leche descremada al
3% en PBS-T (PBS 1X, Tween 0.05%) y los lavados se realizaron con PBS-T.

Se utilizaron diferentes anticuerpos primarios (anti-Notch 1 y anti-Notch 2,
Millipore; anti-Notch 3 y anti-mouse PRL, NeobiolLab; anti-PCNA, Santa Cruz
Biotechnology) y anticuerpo secundario conjugado a la enzima peroxidasa de rabano
(HRP) (Santa Cruz Biotechnology). Para la relativizacién de cada calle, las membranas
fueron re-bloteadas con anticuerpo anti-Actina (Santa Cruz Biotechnology).

El revelado se realiz6 adicionando Luminol y H,O, (sustratos de la HRP),
capturando las imagenes con un equipo detector de imagenes de
electroquimioluminiscencia (ImageQuant LAS 4000, GE). Las bandas obtenidas se

cuantificaron con el software Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (gPCR)

Las muestras se conservaron en reactivo TRIzol (Life Technologies) a -80°C
hasta su procesamiento. Al momento de extraer el ARN total, se incubaron por 5
minutos a 30°C, se agregd cloroformo y se incubd por 5 minutos mas. Se centrifug6 a
4°C por 15 minutos a 12000 g, obteniéndose un sobrenadante al que se le afiadid
isopropanol y se incubé nuevamente por 10 minutos a 30°C. Se centrifugd a 4°C por
10 minutos a 12000 g y se elimind el sobrenadante, quedando el ARN en el pellet. A
este pellet se lo lavd con etanol 70% y se centrifugd a 7500 g por 5 minutos para
eliminarlo. Se dejo secar el etanol remanente al aire antes de resuspender al ARN
total en 5 ul de H,O libre de ARNasas. Después de cuantificar la cantidad de ARN por
Picodrop (Microlat), se conservé en freezer a -80°C.

El ARN fue convertido a ADN copia por retrotranscripciéon (RT) empleando la

enzima retrotranscriptasa MMLV (Invitrogen, Life Technologies) siguiendo las
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indicaciones del fabricante. El programa de retrotranscripcion consistié en un ciclo de

10 minutos a 25°C y uno de 50 minutos a 37°C en termociclador de punto final Veriti

(Applied Biosystems).

Se realizaron PCR en tiempo real (qPCR) con primers (Integrated DNA

Technologies) para los distintos componentes de la via Notch en termocicladores

StepOne (Applied Biosystems) y LineGene 9600 (Bioer). El gen de referencia utilizado

para todos estos andlisis fue G3PDH. El programa de ciclado utilizado y primers para

cada gen se encuentran especificados en la Figura 8.

Primers

Programa
95°  10m Notchl
R i
40%(Tm"_Tm Notch2
72° 40"
g5 20° Notch3
gO=__ 20"
G 20 Hes 1
Jageed 1
G3PDH

Fo
Re
Fao
Re
Fao
Re
Fao
Re

Re
Fo
Re

[ B N ¥ o N ¥ O ¥ o T ¥ o T O ¥ I ]

“CAA GAG GCT TGA GAT GCT CC-3
“GAT TGGE AGT CCT GGECATC GT-3°
“AGT ACATTT GA CCT GCC CA-F
“ACT GTT GGEC CAT AGC ACA CT-F7
CAT CAG GAT TCA GTG GGET CCAT-3°
CATCCACGTT TCG CTC ACA CA-3°
“GETC AACACG ACA CCGE GAC A3
“EGAATE CCG GEA GCTATCT-3
“AGA CAA CTG GTATCG GTG CG-3
CCT GAA ACT TCATGGE CACTTG G-3
“GEGEE GCT GCC CAG AAC ATCAT-37
SECCTGCTTCACCACCTTCTTG-3

Figura 8. Programa de ciclado para qPCR y secuencias de los primers utilizados.

INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La técnica se realizé de acuerdo a la experiencia del laboratorio (Cristina et al.

2005). Los tejidos fueron fijados en formalina e incluidos en parafina. Se cortaron

secciones de 4 um en micrétomo y se montaron en portaobjetos de vidrio con carga
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positiva. Las secciones fueron desparafinizadas en xileno, rehidratadas en alcoholes
de concentraciones decrecientes, lavadas con PBS, tratadas con citrato (10mM a
pH=6) en microondas a potencia maxima durante 10 minutos para la recuperacién de
antigenos y las peroxidasas enddgenas fueron inhibidas con H,0, 3% en PBS durante
30 minutos a temperatura ambiente. Los cortes se pre-incubaron con leche
descremada al 5% durante 1 hora para bloquear sitios de unién inespecifica. Luego se
incubaron con anticuerpos primarios para deteccién de Notch 1 (Millipore), Notch 3
(Santa Cruz Biotechnology) y Hes-1 (Millipore) durante la noche a 4°C en camara
hiumeda. Seguido a esto, se lavaron con PBS, incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora 30 minutos con un anticuerpo secundario biotinilado anti-IgG de
conejo (Santa Cruz Biotechnology) y luego con un complejo de avidina y biotina (ABC)
preformado por 20 minutos (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories). Al finalizar los
lavados correspondientes, se agregdé una solucién de 3,3'-diaminobenzidina (DAB)
0,05% (Sigma-Aldrich) conteniendo 0,01% de H,O, para su revelado. Las secciones se
contratiferon con hematoxilina, se deshidrataron y montaron con DPX (Biochemika,
Fluka). Las preparados se analizaron con microscopio de campo claro PrimoStar

(Zeiss) equipado con una camara digital Axiocam ERc 5s (Zeiss).
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Expresion del receptor Notch 3 en adenomas hipofisarios humanos

La expresion del receptor Notch 3 ha sido reportada en la literatura en
adenomas hipofisarios no funcionantes, somatotropinomas, prolactinomas e hipdfisis
normales (Zhang 2013). Analisis de microarray en tejido de tumores no funcionantes
y glandulas normales demostraron su sobreexpresion en los tumores (Moreno 2005).
Resultados de nuestro laboratorio en parte de la cohorte de adenomas hipofisarios
obtenidos de cirugia demuestran, de manera interesante, una elevada expresiéon de
Notch 3 en muestras de pacientes con Enfermedad de Cushing (corticotropinoma) y

una expresion reducida en prolactinomas al ser comparados con glandulas normales

(Figura 9).

>

Notch 3

30
25
20
15 A
10
: Bss

Mormal Prolactinoma  Corticotropinoma

Células Motch3+/Células totales (%)

Corticotropinoma I

Figura 9. Expresién de Notch 3 a nivel de la proteina por IHQ, expresado como porcentaje de
células positivas sobre células totales en tejido hipofisario normal, prolactinomas vy
corticotropinomas (N=4,3,3, respectivamente). Se muestran imagenes representativas para
cada tipo de tumor con una magnificacion 100X.
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No existen publicaciones en relacién a la participacion de la via Notch en
corticotropinomas, lo que podria resultar de importancia terapéutica debido a la
expresion incrementada que hayamos del receptor. Por otra parte, sélo el receptor
Notch 3 ha sido evaluado en la tumorogénesis hipofisaria hasta el momento.

Dichos antecedentes bibliograficos y nuestros resultados en muestras de
pacientes motivaron el estudio del sistema Notch de manera mas integral, evaluando
otros receptores, ligandos y genes diana en forma comparativa en modelos tumorales

hipofisarios murinos e hipéfisis normales.

Expresion de receptores Notch en corticotropos tumorales e hipdfisis
murinas normales

Dados los antecedentes descritos en adenomas hipofisarios humanos y, en
particular, en las muestras de los pacientes con Enfermedad de Cushing, decidimos
evaluar la expresiéon diferencial de los receptores Notch y de otros componentes del
sistema de sefalizacion en hipoéfisis normal y modelos de corticotropinomas en raton.

Para ello, cuantificamos el ARN mensajero para cada uno de los receptores de
manera comparativa entre el modelo tumoral de corticotropos murinos AtT20 vy
glandulas normales de ratones machos y hembras. Notch 1, 2 y 4 no mostraron
diferencias en el modelo tumoral respecto a las hipofisis normales. En cambio, Notch 3
mostré una menor expresion en AtT20 respecto a las glandulas controles, la cual
resultd estadisticamente significativa. La expresidon de los receptores entre glandulas
de hembra y de machos no mostré diferencias significativas en ninguno de los casos
(Figura 10).

Por otra parte, se evaludé por WB la expresidon de tres de los receptores de

mamiferos, determinando una banda de 110 KDa correspondiente al mondmero no
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Figura 10. Expresion comparativa del ARNm para cada uno de los receptores graficado como

porcentaje de los valores para Hembras, que se tomaron como el 100% (N=3,3,3 para AtT20,

Hembra y Macho, respectivamente) (Notch 3 p<0.0001).

activo del receptor (NTMIC) y otra de 80 KDa correspondiente al dominio activo del
receptor (NICD). Los resultados para la banda de 110 KDa muestran una reduccién
significativa en la expresion de Notch 1 y Notch 3 en el modelo tumoral respecto a las
hipofisis hembras. No se encontraron diferencias significativas en el caso de Notch 2.
Por el contrario, para la banda de 80KDa, se observa un incremento estadisticamente
significativo en los niveles de Notch 2 y Notch 3 en el modelo tumoral frente a las

hipéfisis normales. Para el caso de Notch 1, no se hallaron diferencias entre el modelo

y las hipdfisis controles (Figura 11).

Expresion del ligando Jagged 1 y gen diana Hes-5 en corticotropos
tumorales e hipofisis murinas normales

Arcaroli y colaboradores describieron que el aumento de copias en el gen Notch

33
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Figura 11. Expresion proteica de los receptores Notch, tanto para el monémero no activo del
receptor (NTMIC) de 110KDa como para el receptor activo (NICD) de 80KDa, relativizados a
Actina. Los resultados se grafican relativizados al de la hembra, que se toma como el 100%.
Se analiza cada receptor por separado (A: N=3,3,3 para AtT20, Hembra y Macho,
respectivamente; Notch 1 p=0.0373; Notch 2 NS, Notch 3 p=0.061) (B: N=3,3,3 para AtT20,
Hembra y Macho, respectivamente; Notch 1 NS; Notch 2 p=0.0086; Notch 3 p=0.0113).
1, junto con elevados niveles de Jagged 1, se asocian con una peor sobrevida en
pacientes con cancer colorrectal (Arcaroli et al. 2015). En este mismo tipo de
tumores, otro trabajo propone a Jagged 1 como la posible conexién entre las vias
WNT y NOTCH (Rodilla et al. 2009). Este hecho es de especial interés para nuestro
laboratorio ya que el estudio de la via WNT en adenomas hipofisarios es otra de
nuestras lineas de trabajo. En adenomas hipofisarios, esta descrita la sobre-expresién
de Jagged 1 en los tumores no funcionantes respecto a las glandulas normales (Zhang
2013). Dados tales antecedentes, en el laboratorio se decidié determinar la expresién
de este ligando en las células de corticotropinoma, AtT20, y en hipdfisis normales de
ratén.

La expresion del ligando Jagged 1 resulté significativamente mayor en el

modelo tumoral respecto a las hipdfisis normales indicando una posible activacion del

sistema. Buscando genes diana de dicha activacion, determinamos Hes-5 a nivel del
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ARNmM. A diferencia de Jagged 1, Hes-5 se encontré con una expresion

significativamente reducida en la linea tumoral respecto a las hipdfisis de machos

(Figura 12).
A Jaggedl B Hes-5
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Figura 12. Expresion del ARNm del ligando Jagged 1 y del gen target Hes-5. Los resultados se
grafican como porcentaje de los valores para Hembras, que se toma como el 100%.
(A: N=3,3,2 para AtT20, Hembra y Macho, respectivamente; p=0.0230) (B: N=3,3,2 para
AtT20, Hembra y Macho, respectivamente; p=0.0175).

Acciones del sistema Notch en hipofisis murina normal

Dado que el sistema Notch cumple con importantes funciones en tejidos
normales, como son la proliferacidon, apoptosis y angiogénesis, ademas de participar
durante la embriogénesis y desarrollo hipofisario, nos propusimos como objetivo
estudiar el efecto del sistema Notch en hipdfisis normal. Para ello, utilizamos el
inhibidor de la activacion de Notch, DAPT (inhibidor de y-secretasa que cliva el
receptor liberando al NICD), en hipodfisis completas de ratones macho cultivadas ex
vivo. Como se menciond en la introduccién al tema, ligandos y receptores interactliian
entre células vecinas, por lo que este experimento con hipdfisis completas permite

estudiar las acciones de la via en el contexto de la glandula. En esta condicién

proxima a la fisiolédgica, se mantienen las interacciones célula-célula, con los vasos
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sanguineos y la matriz extracelular. Determinamos los niveles de transcripcion del
mensajero de los receptores Notch y observamos que el tratamiento con DAPT 10uM
no afecta los niveles de ARNm de Notch 1,2 y 3; si bien en el Notch 3 se marco una

tendencia al aumento de su expresion. (Figura 13).
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Figura 13. Expresién del ARNm de los receptores Notch 1, 2 y 3. Los resultados se grafican
como porcentaje de los valores para DMSO, que se toma como el 100%.
(A: N=2,2; B: N=2,3; C: N=3,3; para DMSO y DAPT, respectivamente).

Para la evaluacion a nivel proteico, el cultivo de las hipdfisis ex vivo incluyé un
tratamiento adicional donde el medio de cultivo con DAPT se dejo actuar y luego fue
reemplazado por medio de cultivo con DMSO, lavando el DAPT, con la intencién de
visualizar una reversion del efecto provocado por el inhibidor de la y-secretasa. En
esta instancia, tanto al mondmero no activo como el activo de los receptores Notch 2
y Notch 3 mostraron una tendencia en sentido opuesto: disminuye Notch 2 y aumenta

Notch 3 con el tratamiento, aunque estas diferencias no resultaron estadisticamente

significativas (Figura 14).
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Figura 14. Expresion del mondmero no activo del receptor (110KDa) y del dominio activo
(80kDa) de Notch 2 y 3 a nivel de la proteina relativizado a Actina y graficado como
porcentaje del valor paral DMSO que se toma como el 100%

(A,B: N=2,2,1 para DMSO, DAPT y DAPT/DMSO, respectivamente) (C,D: N=2,2,2 para DMSO,
DAPT y DAPT/DMSO, respectivamente)

E: Bandas representativas de Notch 2 y Actina en WB para DSMO, DAPT y DAPT/DMSO

F: Bandas representativas de Notch 3 y Actina en WB para DSMO, DAPT y DAPT/DMSO

Si bien la droga tienen efecto especifico sobre la activacidon de los receptores, podria
existir un efecto compensatorio a nivel de la expresion del ligando en la célula debido
al tratamiento. Es por ello que decidimos determinar la expresién del ligando Jagged 1

bajo el tratamiento con el DAPT, asi como también de un gen diana de la via.
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En el caso de Jagged 1, no detectamos cambios bajo el efecto de la droga. Por el
contrario, observamos una disminucion en los niveles de ARNm para el gen diana

Hes-1 en el tratamiento con DAPT frente al DMSO, aunque no fue significativa (Figura

15).
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Figura 15. Expresion del ARNm para el ligando Jagged 1 y para el gen target Hes 1, graficado
como porcentaje de los valores para DMSO que se toma como el 100% (A: N=3,2; B: N=3,3
para DMSO y DAPT, respectivamente).
Produccion de Prolactina en glandula normal frente al tratamiento con DAPT
Para evaluar las posibles acciones del sistema Notch sobre la funcién
hipofisaria, determinamos los niveles de expresién de prolactina en las hipdfisis
sometidas al tratamiento con DAPT, DAPT/DMSO y controles (DMSO). La PRL es la
hormona secretada por los lactotropos, poblacion celular con un importante aporte en
la composicion hipofisaria.
Si bien el analisis no arrojo diferencias estadisticas significativas, determinamos
una tendencia al incremento de la PRL en las hipdfisis que fueron tratadas con DAPT y

una restitucién a niveles similares al control cuando el DAPT fue sustituido por DMSO

(Figura 16).
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Figura 16. Expresion de prolactina (PRL) a nivel de la proteina relativizada a Actina y
graficada como porcentaje del control (DMSO) que se toma como el 100%. (N=4,4,3 para
DMSO, DAPT y DAPT/DMSO, respectivamente).
B: Bandas representativas de PRL y Actina en WB para DSMO, DAPT y DAPT/DMSO
Respuesta proliferativa en hipoéfisis murina frente al tratamiento con DAPT
Dada la asociacidn descrita entre la activacion de Notch con estados
proliferativos y de crecimiento celular, decidimos utilizar el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) para evaluar el efecto del DAPT y de esta manera conocer
el efecto de Notch a nivel hipofisario en glandulas adultas normales.
La cuantificacion de las bandas obtenidas en el WB no mostrd diferencias
significativas en la expresion de dicho antigeno (Figura 17). No obstante, no
descartamos la posible accién del Notch en hipdfisis sobre la proliferacion celular. Se

requieren determinaciones adicionales con otros marcadores de proliferacion para

dilucidar el rol de Notch en este complejo y regulado proceso celular.

Evaluacion de la expresion de componentes de la via Notch en un

modelo de prolactinoma in vivo

Como modelo de prolactinoma, utilizamos ratones knock-out (KO) para el
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Figura 17. A: Expresién del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) a nivel de la
proteina, relativizada a Actina y expresado como porcentaje del control (DMSQO) determinado
por WB en homogenatos de hipdfisis completas previamente tratadas ex vivo con DMSO, DAPT
O DAPT/DMSO (N=4,4,3 para DMSO, DAPT y DAPT/DMSO, respectivamente)

B: Bandas representativas de PCNA y Actina en WB para DSMO, DAPT y DAPT/DMSO.
receptor de Dopamina D2 dirigido a lactotropos (lacDrd2KO), los cuales generan
espontdaneamente este tipo de tumores. El laboratorio ha caracterizado este modelo
en cuanto a generacion de prolactinomas, secrecion hormonal y angiogénesis, como
asi también otro modelo de ratones KO totales (Drd2KO). Sin embargo, hasta el
momento no habiamos estudiado la participacidon de la sefalizacion Notch en ninguno
de estos casos. Decidimos, entonces, determinar por IHQ la expresion proteica del
receptor Notch 1, Notch 3 y del gen target Hes-1 en el modelo tumoral (lacDrd2KO o
KO) en forma comparativa con hipéfisis de ratones control (Drd2'®'* o Ctrl).

En esta comparacién, observamos disminuciones en la expresion de los tres

componentes del sistema Notch en las hipofisis con prolactinomas (Figura 18).

40



A Notch 1 B Notch 3 C Hes 1
35

3,0 -
—
=254
i
20 A
=
§1,5—

w10
=]

% de area Hes1 +

Figura 18. Determinacion por IHQ el porcentaje de area positiva respecto al area total para
receptores Notch 1, Notch 3 y el gen diana Hes 1 en ratones controles Drd2'*/'ox® (Ctrl) y
lacDrd2KO (KO) (A: N=4,4 para Control y KO, respectivamente p=0.15) (B: N=5,5 para
Control y KO, respectivamente p=0.16 ) (C: 5,5 para Control y KO, respectivamente p=0.137)
Debajo de cada caso, se muestran imagenes representativas de la IHQ revelada con DAB y
contratefnidas con hematoxilina, con una magnificacién de 40X.
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DISCUSION

Los adenomas hipofisarios poseen una prevalencia del 16,7% en la poblacién
(Ezzat et al. 2004). Sus efectos pueden deberse a la secrecién desregulada de
hormonas tréficas o, en el caso de los macroadenomas, a la expansiéon de una masa
celular que ejerce presion sobre tejidos cerebrales circundantes provocando
sintomatologia neuroldgica y ceguera.

Los pacientes con Enfermedad de Cushing tienen niveles séricos excesivos de
cortisol debido a un adenoma hipofisario secretor de ACTH, o tumor monoclonal de
corticotropos (Guyton y Hall 2006). La primera opcion para el tratamiento de esta
enfermedad es la cirugia transesfenoidal. Sin embargo, a las dificultades propias de
una cirugia de este tipo, se le suma una tasa de remision variable (50-90%) y un alto
riesgo de recurrencia (Pas et al. 2012). Es por ello que se buscan terapias alternativas
a través del estudio de posibles blancos terapéuticos presentes en el tumor para su
aplicacion en la clinica (Pas et al. 2012).

En el caso de los pacientes con adenomas secretores de prolactina, los
sintomas se relacionan con la hiperprolactinemia, lo que favorece una deteccién
temprana e inequivoca del tumor. La dopamina, es el principal factor para inhibir la
sintesis y secrecion de prolactina, asi como también la proliferacion de células
lactotropas. Esto se logra por la unién de la dopamina al receptor D2 expresado en los
lactotropos. La cabergolina, un agonista dopaminérgico, constituye la primer linea de
terapia en los casos de prolactinomas donde hay expresion del receptor D2. Existe, sin
embargo, un numero considerable de estos pacientes que no responden a la terapia

convencional por no expresar dichos receptores en el tumor. Estos prolactinomas
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resistentes a los agonistas dopaminérgicos presentan una alta probabilidad de recidiva
y un crecimiento agresivo.

Como se ha descrito en la introduccién, muchas publicaciones relacionan a
Notch con enfermedades humanas, entre ellas los tumores sdlidos. Esta asociacion de
la activacion de Notch con estados proliferativos y de progresién tumoral podria darse
también en los tumores hipofisarios. Es por eso que nuestro laboratorio trabaja desde
hace unos anos con una linea enfocada en dicha via de sefializacion en tumores
hipofisarios, empleando muestras de pacientes obtenidas de cirugia y modelos
tumorales murinos. Nuestros estudios pretenden conocer el grado de participacién de
la via Notch en la tumorogénesis hipofisaria.

Para ello, determinamos la expresion proteica de Notch 3 en una cohorte de
adenomas hipofisarios secretores de PRL, de ACTH y en muestras de tejido normal.
Comparando con tejido no tumoral, encontramos sobre-expresado dicho receptor en
corticotropinomas y disminuido en prolactinomas.

Este hecho guarda relacién con un estudio por microarray realizado en 2005 por
Moreno, donde se compard hipdfisis normal con adenomas no funcionantes (NF).
Dicho andlisis de expresién diferencial arrojé como resultado cambios en genes que
componen la via de NOTCH y WNT, en particular Notch 3, el cual se encontré
sobre-expresado en los tumores (Moreno 2005). Zhang también compard los niveles
de expresién de Notch 3 en tumores NF y glandula normal a nivel del ARN mensajero
y proteina, encontrandolo sobre-expresado en los tumores. Sugiere que dicha
sobre-expresion del receptor puede proveer el estimulo necesario para el crecimiento
celular en este tipo de tumores, aunque el mecanismo mediante el cual lo hace
permanece desconocido. Alun asi, propone que un inhibidor de la activacion de la via,

como el DAPT, podria ser beneficioso para pacientes con tumores NF (Zhang 2013).
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El patron de expresion encontrado en nuestros experimentos de IHQ podria
sugerir que Notch 3 posee un rol en corticotropinomas similar al de NF descrito por
Moreno y Zhang, pero diferente en los prolactinomas.

Se resalta el aspecto original de nuestro trabajo al no existir referencias en la
literatura en lo que respecta a la relacion entre Notch y los corticotropinomas, hecho
gue podria resultar de gran importancia terapéutica en pacientes con enfermedad de
Cushing. Es de destacar que sélo algunos componentes de la via han sido evaluados
en la tumorogénesis hipofisaria hasta la fecha, por lo que consideramos importante
ampliar el foco del analisis abarcando otros receptores y componentes de la via, como
ligandos y genes diana, para conocer el rol del sistema Notch completo a nivel
hipofisario, tanto en estado fisioldgico como patolégico.

Dados nuestros resultados en cortes histoldgicos de pacientes y los datos
reportados en la literatura, decidimos utilizar un modelo murino de corticotropinoma y
estudiar en él la expresion de los receptores Notch en forma comparativa con hipofisis
murinas controles. Asi como los tumores hipofisarios humanos provienen de
expansiones monoclonales, la linea murina AtT20 deriva de la expansion clonal de
células tumorales que fueron obtenidas por el pasaje en cultivo de tumores murinos
productores de ACTH (Ooi et al. 2004).

En dicha comparacidon observamos a nivel proteico que los dominios activos
(NICD) de Notch 2 y Notch 3 tienen un patrén similar, encontrandose ambos
significativamente incrementados en la linea tumoral respecto a las hipéfisis normales.
Este hecho concuerda con nuestras observaciones en muestras de pacientes, donde
Notch 3 podria ser el receptor que participa en la progresion de los corticotropinomas.
En el caso de Notch 1, el NICD no aparece incrementado en las células tumorales

AtT20 cuando éstas se comparan con hipdfisis controles. Esto sugiere que distintos
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receptores Notch estarian teniendo funciones diferentes tanto en glandulas adultas
como en los tumores y que, ademas, la funcion de Notch 2 y 3 podria ser diferente a
la de Notch 1 dentro de la linea tumoral.

En la revisién de la literatura, Notch 3 es el Unico de los receptores que se
describe sobre-expresado en tumores cuando se analiza la expresién por microarray.
Pensar que Notch 3 podria estar ejerciendo una funcion diferente a la del resto de los
receptores en el contexto de los adenomas hipofisarios tendria entonces fundamento.
Mas aun, varias publicaciones postulan a dos receptores Notch con roles distintos e
incluso opuestos. Graziani y colaboradores describen en mesotelioma maligno a Notch
1 con un rol pro-oncogénico y a Notch 2 como supresor de tumor (Graziani et al.
2008). En cancer colorrectal, Chu y colaboradores postulan elevados niveles de Notch
1 y bajos niveles de Notch 2 como indicadores independientes de mal progndstico
(Chu et al. 2011).

Por otra parte y de acuerdo a nuestros resultados, Notch 3 es el receptor que
mostré menores niveles de transcripcion en la linea tumoral murina cuando lo
determinamos por RT-gPCR pero, de acuerdo a lo observado por WB, existen grandes
niveles del receptor activo. Esto puede deberse a las caracteristicas de la via en
particular, donde incluso pequefias cantidades de receptor pueden ejercer funciones
importantes. En este sentido es importante destacar que la via de Notch no posee
segundos mensajeros ni amplificacion de sefial como tienen las vias clasicas de
sefializacion celular. Durante la sefializacion Notch, se consume cada molécula de
receptor que se utiliza y diferencias en la duracidén de la sefial pueden llegar a tener
efectos muy marcados (Kopan e Ilagan 2009).

Podria pensarse incluso, que los distintos NICD tienen afinidad por diferentes

conjuntos de proteinas celulares o factores de transcripcién. Sin embargo, ha sido

46



demostrado que la fuerza (nimero de moléculas de NICD que translocan al ndcleo) y
la duracién de la sefial (vida media del complejo NICD-RBPJ-MAML-ADN,
cooperatividad y estabilidad) son los factores que determinan las diferencias entre las
acciones de los distintos receptores. Dicha conclusidn se desprende de un estudio
reciente en el que se intercambiaron los NICD de un receptor con el NECD de otro. En
el mencionado trabajo, se observé que procesos dependientes de un receptor en
particular eran conseguidos en la misma medida cuando el NICD era intercambiado
por el de un receptor distinto. Esto fue evaluado en el contexto del desarrollo de
células T, diferenciacion de la piel y carcinogénesis, oido interno, pulmones y retina
(Liu et al. 2015).

Cuando analizamos al ligando Jagged 1 en las hipdfisis normales y en el modelo
tumoral, determinamos un aumento significativo de su expresion en los corticotropos
murinos con respecto a las hipofisis controles. Esto coincide con lo observado en
adenomas humanos por otros autores, quienes describen expresion elevada a nivel
del mensajero para Jagged 1 en adenomas no funcionantes y prolactinomas (Zhang
2013). La expresidén conjunta de ligando y receptores en hipodfisis, son indicativos de
activaciéon y/o accién de la via.

El estudio del sistema Notch en corticotropinomas resulta muy interesante al
momento de dilucidar los mecanismos moleculares mediante los cuales este tipo de
adenomas se genera, progresa o hace recidivas. Nuestro trabajo en corticotropinomas
humanos (manuscrito en preparacion) y los resultados en las células AtT20 (Unico
modelo de corticotropinoma murino descrito) de la presente tesis representan las
primeras evidencias de la participacién de los receptores de membrana Notch en la
generacién de este tipo de adenoma hipofisario, uno de los mas complejos en lo que

respecta a su manejo quirurgico y tratamiento farmacoldgico.
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En el caso del gen diana Hes-5, a diferencia del ligando Jagged 1, se encontré
con niveles disminuidos en el modelo tumoral. Esto podria deberse, dada la alta
expresion del ligando y el estado activo de los receptores Notch 2 y Notch 3 en la
linea tumoral, a que la via de Notch esté ejerciendo su accién por medio de la
transcripcion de otros genes diana especificos de la via, como podria ser Hes-1
(Monahan et al. 2009).

Sabiendo que la via de Notch se encuentra activa durante la embriogénesis y
en condiciones fisioldgicas durante la vida adulta (Tando et al. 2012), decidimos
estudiar el efecto del inhibidor de la activacion de la via Notch, el DAPT, en hipdfisis
murinas adultas. En una adaptacién de los experimentos descritos por el grupo del Dr.
Raetzman (Nantie et al. 2014), utilizamos explantes de hipdfisis murinas las cuales
fueron extraidas, lavadas con PBS y transferidas a una placa de cultivo. En dicha placa
se utilizd6 medio de cultivo con DMSO para los controles o con DAPT para el
tratamiento, tal como se describe en materiales y métodos. La dosis de DAPT utilizada
(10uM) se determind previamente in vitro en una linea celular de prolactinoma
(Zubeldia Brenner et al. 2015) y fue coincidente con la dosis utilizada por Nantie y
colaboradores (Nantie et al. 2014). En este experimento con hipofisis murinas
cultivadas ex vivo determinamos que Notch 3 mostré tendencia a incrementar sus
niveles de expresion con el tratamiento con DAPT, tanto a nivel del ARNm como de la
proteina. Esto podria deberse a un respuesta compensatoria de la glandula frente a la
inhibicion de la activacién de la via por los otros receptores, incrementando
selectivamente la transcripcion de Notch 3. Sin embargo, no hemos hallado literatura
que describa dicha posible selectividad o mayor afinidad del DAPT por alguno de los

receptores descritos en mamiferos y estudiados en el presente trabajo en particular.
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Dados nuestros resultados, el proximo paso para dilucidar la accién del sistema
en hipdfisis sera modular la via in vitro en el modelo de las células tumorales AtT20.
Para ello emplearemos el DAPT con el que venimos trabajando y también hemos
adquirido el ligando soluble Jagged 1 para estimular la via.

Como hemos detallado antes, el DAPT inhibe la enzima que produce el clivaje
proteolitico que libera al dominio intracelular de Notch. El tratamiento con dicho
inhibidor no ha demostrado alterar los niveles de expresion a nivel del mensajero de
ligando Jagged 1. Asimismo, dada la baja expresién de este ligando en las hipofisis
normales frente al modelo de corticotropinoma murino, podria hipotetizarse que en
hipéfisis murina adulta la via no incluya a Jagged 1, sino a otro ligando. Este bien
podria ser otro ligando candnico o uno no-candnico, como el DLK1 descrito por
Puertas-Avendaio y colaboradores (Puertas-Avendafio et al. 2011). El tratamiento con
DAPT ha reducido la expresidon del gen diana Hes-1, aunque no de manera
significativa pero dando cuenta del efecto de dicho inhibidor y posicionando Hes-1
como uno de los genes que puede estar siendo activado en hipdfisis normales adultas
de ratén a través de la accion de los receptores Notch.

En nuestro trabajo evaluamos la actividad secretoria de la hipdfisis en presencia
del DAPT. En cuanto a hormonas y su relacién con Notch, Wang y colaboradores han
reportado que el tratamiento con inhibidores de la via de Notch alteran la secrecion
hormonal de progesterona en células del cuerpo Iiteo murino (Wang et al. 2015). En
este sentido, hemos determinado el contenido de PRL en hipdfisis adultas controles y
tratadas con DAPT. Si bien los resultados no son estadisticamente significativos, con el
tratamiento se visualiza una tendencia a aumentar el contenido de PRL. Esto puede
indicar que los receptores Notch podrian participar regulando de manera negativa la

produccion de PRL, formando parte de un complejo y mas amplio conjunto de senales
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gue modulan la produccién hormonal en los lactotropos, donde la dopamina es el
inhibidor por excelencia y mas potente de dicha sintesis y secrecion.

El gen diana de la via Hes-1 codifica para un factor de transcripcion que actua
como represor de inhibidores del ciclo celular. Esto significa que la activacién de Hes-1
por la via de Notch promueve un estado celular proliferativo. Monahan vy
colaboradores publicaron un trabajo donde ratones mutantes para Hes-1 muestran,
durante el desarrollo glandular hipofisario, una merma en la proliferacion de las
células situadas en la bolsa de Rathke, sitio anatémico de origen embriolégico de la
adenohipdfisis (Monahan et al. 2009). Este hecho motivd nuestro estudio del efecto de
la modulacién de Notch, en este caso, sobre la proliferacion de las células en hipdfisis
adultas. Para ello, se utilizéd el antigeno marcador de proliferacién celular (PCNA)
evaluandose a nivel proteico por WB. El tratamiento con DAPT no produjo cambios
significativos en la expresiéon de dicho antigeno. No obstante, no descartamos una
accion de Notch en la proliferacion celular hipofisaria y evaluaremos el proceso a
través de inmunomarcacion para Ki-67 para este experimento.

Dentro de los adenomas hipofisarios, los prolactinomas han sido ampliamente
estudiados por nuestro laboratorio y el de la Dra. Becu-Villalobos, con quien
mantenemos colaboraciones permanentes (Cristina et al. 2005, 2006, 2007; Luque et
al. 2011). En la presente tesis se utilizd un modelo in vivo de prolactinoma en ratén
gue genera espontaneamente tumores hipofisarios secretores de PRL por carecer del
receptor de dopamina D2 de manera especifica en los lactotropos (Noain et al. 2013).
Estos ratones representan un buen modelo de prolactinoma resistente a agonistas
dopaminérgicos en los cuales, al no funcionar la terapia farmacoldgica, debe recurrirse
a la cirugia. El hallazgo de nuevos blancos terapéuticos es indispensable para evitar la

instancia de la operacién o para reducir al tumor previo a su extirpacion. En muestras
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de pacientes con prolactinomas, Zhang describe que Notch 3 se encuentra disminuido,
aunque no significativamente, con respecto hipdfisis control (Zhang 2013). Nuestros
resultados en los prolactinomas de ratones lacDrd2KO también muestran esta misma
tendencia. Cabe destacar que en nuestras comparaciones por IHQ de ratones con
prolactinomas y normales, no solo hemos encontrado disminuciones de los niveles de
Notch 3 para los prolactinomas, sino también en los de Notch 1 y del gen diana Hes-1.
Otro factor que soporta las observaciones en prolactinomas murinos, son nuestros
propios resultados en muestras de pacientes con prolactinomas, donde Notch 3
también se encuentra disminuido. Resultados producto del trabajo en colaboracién con
el laboratorio de la Dra. Becu-Villalobos del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IByME) sobre un modelo de rata con prolactinomas generados
mediante la administracién subcutadnea de un pellet de estrdégenos sintético, también
muestran una disminucién estadisticamente significativa de Notch 1 y Notch 3 en los
tumores respecto a los controles.

Todos estos hechos indican la participaciéon de la via de receptores Notch y
sugieren que, en el caso de los prolactinomas, Notch 3 podria tener un papel supresor
de tumor. Este mismo rol ha sido descrito para Notch 3 por Cui y colaboradores. En su
trabajo, han observado que elevados niveles de Notch 3 pueden inducir la senescencia
celular y, ademas, que sus niveles se encuentran disminuidos en determinadas lineas
celulares tumorales humanas asi como en muestras de pacientes con melanoma vy
cancer de mama (Cui et al. 2013). En el caso de los corticotropinomas, en cambio, al
haberlo encontrado sobreexpresado en los adenomas de pacientes y activo en el
modelo celular tumoral, es posible que Notch esté llevando adelante un proceso
celular diferente que en prolactinomas. Para evaluarlo son fundamentales los estudios

in vitro con moduladores de la via, determinar qué efecto tienen ellos en la
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proliferacion y secrecién de ACTH ademas de, en un futuro, poder avanzar con
estudios in vivo mediante el empleo de xenotransplantes generados por inyeccién

subcutanea de células AtT20 en ratones atimicos (nude).
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CONCLUSION

Concluimos que los resultados de la presente tesis de Licenciatura contribuyen
al conocimiento de la funcidn del sistema Notch en hipdfisis normal e indican su
participacion en la tumorogénesis hipofisaria.

Se desprende de nuestros resultados que el receptor Notch 3 podria cumplir
con un rol diferencial segun el contexto celular, contribuyendo a la progresién tumoral
en corticotropinomas pero teniendo un papel supresor de tumor en prolactinomas.

Considerando la importancia clinica que pueden tener estas investigaciones,
vemos necesaria la continuacién de nuestros experimentos in vitro evaluando el
posible efecto de moduladores de Notch sobre funciones celulares implicadas en estas
patologias. Asi como también de los estudios con implantacidon de lineas celulares
tumorales en ratones atimicos, lo que contribuirda al entendimiento global de la
participacion del sistema Notch en un contexto in vivo.

Si bien la via de Notch es compleja, nuestros estudios en modelos tumorales
murinos, junto con los analisis de muestras de pacientes, constituyen un aporte
importante en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para los adenomas

hipofisarios.
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