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RESUMEN

Los organismos vivos tienen la capacidad de medir el tiempo internamente dado que cuentan con
un sistema de temporizacién denominado sistema circadiano que les ha permitido adaptarse a los
cambios ambientales (alternancia dia/noche, luz/oscuridad) que ocurren a lo largo del dia. Para
esto se dispone de un reloj biolégico endégeno que regula diversas funciones bioquimicas,
fisiologicas y conductuales con un periodo cercano a las 24 h. El sistema circadiano esta
conformado por relojes centrales (ubicados en el cerebro) y periféricos distribuidos en distintos
o6rganos y tejidos; mas auln, hoy se conoce que osciladores también estan presentes en células
individuales. Dicho sistema circadiano esta sustentado genéticamente, concretamente el
mecanismo molecular del reloj biolégico comprende ciclos de expresion de genes codificantes para
proteinas “reloj” que se prenden y apagan a lo largo de las 24 h, descubrimiento realizado por Hall,
Young y Rosbash en droséfila y que les valié el Premio Nobel de Medicina 2017. Es de destacar
gue este mecanismo esta presente en mamiferos también. Sin embargo, un oscilador metabélico
ha surgido con mayor anterioridad y esta presente en todos los dominios de vida (arquea,
procariota, eucariota). A nuestro entender, el reloj celular estd conformado por el reloj molecular de
transcripcion y traduccion y el oscilador metabdlico. La luz constituye la sefial externa mas potente
para sincronizar el reloj central ubicado en el cerebro a través de un circuito no-visual que va de la
retina a distintas areas nerviosas. Sin embargo, otras sefiales externas también pueden ser fuertes
sincronizantes como la alimentacién, la temperatura, la actividad fisica, entre otras. Con el
advenimiento de la modernidad: la luz artificial, los turnos rotativos (nocturnos) en el trabajo, y
vuelos trans-meridianos, el ciclo diario de actividad/descanso se ha visto seriamente afectado
provocando la desincronizacién de los procesos fisioldgicos endégenos. La disrupcion de los ritmos
diarios est4 asociada, entre otros aspectos, a enfermedades metabdlicas, a desérdenes en el
suefio, depresiones estacionales, etc., como asi también a una mayor predisposicién a ciertos tipos
de cancer. En la presente disertacion se discutird sobre el funcionamiento del reloj bioldgico en
células tumorales y la implicancia del sistema circadiano en el crecimiento tumoral y la
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susceptibilidad diferencial de las células cancerosas al tratamiento con agentes quimioterapéuticos
en distintos horarios.

INTRODUCCION

La vida en la Tierra se origind y evolucioné en un ambiente ciclico como consecuencia de la
rotacion de nuestro planeta sobre su eje y alrededor del sol; esto ocasiona la alternancia dia/noche
a lo largo de las 24 horas, y con esto, los ciclos de luz/oscuridad, como asi también las estaciones
y los marcados cambios en la duracién del dia y la noche, en la cantidad e intensidad de luz, y en
la temperatura a lo largo del dia/noche y las estaciones.

La mayoria de los seres vivos hemos desarrollado mecanismos enddgenos que nos
permiten medir el tiempo bioldgico, en respuesta y adaptacion al medio ambiente cambiante que
nos rodea. Estas maquinarias denominadas relojes biol6gicos se encuentran evolutivamente
conservadas y constituyen herramientas fundamentales responsables de coordinar procesos
fisiologicos y metabdlicos que pueden cambiar a lo largo del dia en un dado organismo. El estudio
de estos relojes enddgenos alcanza relevancia debido a que regulan nuestras vidas controlando
temporalmente y de modo preciso una gran variedad de procesos fisioldgicos, metabdlicos y
conductuales, que se sincronizan con las condiciones ambientales externas. Como puede
observarse en el siguiente esquema todos estos procesos ocurren en el momento 6ptimo para el
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y el ambiente que nos rodea, lo que se denomina disrupcién circadiana. Esta situacion conlleva a
una mayor incidencia en enfermedades metabdlicas (obesidad e hipertension, diabetes tipo II,
sindrome metabdlico) y un mayor riesgo de cancer (Lahti, Merikanto, and Partonen 2012). En
relacion a tales evidencias, la Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (IARC) incluy6
en 2007 el trabajo de turnos rotativos como un posible factor carcinogénico de tipo 2 similar a la
intoxicacion con plomo.

Durante muchos afios hemos conocido que los organismos vivos, incluyendo los humanos,
contamos con un reloj biolégico interno que nos permite medir el tiempo. Este reloj biologico le
permite a los organismos vivos anticiparse, y por lo tanto adaptarse mejor, a los cambios diarios
ciclicos que ocurren en el medio ambiente que nos rodea. Pero, ¢como funciona realmente este
reloj? Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young, tres investigadores norteamericanos,
lideres en el campo de la cronobiologia (la ciencia que estudia los procesos biolégicos en relacion
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al tiempo), galardonados recientemente con el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina 2017,
fueron los primeros en describir a nivel molecular, un mecanismo de relojeria por el cual funcionan
estos relojes biolégicos. Sus descubrimientos les permitieron proponer el primer modelo de reloj
biolégico sobre el cual después se pudo explicar cdmo las plantas, los animales y los seres
humanos adaptan sus ritmos biologicos internos para que estén sincronizados con la rotacion de la
Tierra y los ciclos dia/noche. Utilizando las moscas de la fruta como organismo modelo, estos
investigadores aislaron primero un gen que denominaron Periodo (tiempo total en el que transcurre
una oscilacién completa) que controla los ritmos diarios de la fisiologia (hormonas, temperatura,
etc.) y el comportamiento de un organismo. Ellos mostraron que este gen codifica una proteina que
se acumula en la célula durante la noche, y luego se degrada durante el dia. Posteriormente,
identificaron otras proteinas adicionales de esta maquinaria, elucidando un proceso que gobierna el
mecanismo molecular de relojeria autosostenido que tiene lugar dentro de la célula. Sabemos hoy
gue los relojes bioldgicos funcionan bajo los mismos principios en células de otros organismos
multicelulares, incluyendo humanos. Basicamente consiste en un conjunto de genes que se regulan
mutuamente a través de mecanismos de retroalimentacién negativa interconectados (unos
activan la expresion de ciertos genes y otros la inhiben cerrando el circulo en 24 h), la identidad de
los genes cambia cuando se comparan bacterias, hongos, plantas y animales; pero el mecanismo
es el mismo. Con exquisita precision, nuestro reloj interno adapta nuestra fisiologia a las fases
dramaticamente diferentes del ciclo dia/noche.

Microfotografia de inmunofluorescencia mediante microscopia confocal de
fibroblasto de raton tefiido en verde para tubulina denotando el
citoesqueleto celular, y la proteina PER del reloj molecular en rojo,
demarcando el nlcleo. Adaptado de tesis doctoral de Sebastian Marquez
(2004) (Para mas informacion ver Marquez et al FASEB J 2004)

La luz y la temperatura son factores ambientales fundamentales para la vida. El reloj regula las
funciones criticas, tales como el comportamiento (cuando comemos, dormimos o estamos activos),
los niveles hormonales, el suefio, la temperatura corporal y el metabolismo; incluso cuando
podemos aprender y memorizar mejor. Nuestro bienestar se ve afectado cuando hay un desajuste
temporal entre nuestro entorno externo y este reloj bioldgico interno, por ejemplo cuando viajamos
a través de varias husos horarios y experimentamos "jet lag", o también cuando experimentamos
situaciones donde hay desajuste crénico entre nuestro estilo de vida asociado a la vida moderna
(iluminacién artificial prolongada, dietas hipercaldricas, trabajos nocturnos, etc.) y el ritmo dictado
por nuestro reloj interno; desajuste que se asocia a un mayor riesgo o predisposicién a varias
enfermedades o desordenes metabdlicos, como asi también algunos tipos de canceres.

El descubrimiento del mecanismo molecular mediante el cual los genes denominados “reloj”
controlan las oscilaciones circadianas (del latin circa: cercano, diano: dia) en células, y a partir de
ellas en dérganos y tejidos, ha llevado a un nuevo paradigma en nuestro comprension de cémo los
organismos anticipan y se adaptan al ambiente ritmico en el que vivimos y tiene importantes
implicancias para la salud.

En mamiferos, el reloj circadiano es autonomo y esta conformado a nivel molecular por
ciclos de transcripcion y traduccion de retroalimentacion negativa (Lowrey and Takahashi 2004,
Joseph S Takahashi et al. 2008). El ciclo principal involucra los genes reloj Clock, Bmall, Periodo
(Perl, Per2) y Criptocromo (Cryl, Cry2), los cuales se diferencian en elementos regulatorios
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positivos de activacion transcripcional (Clock, Bmall, NPAS2) y otros elementos negativos de
represion transcipcional (Pers y Crys). Durante el dia, los factores de transcripcion CLOCK/NPAS2
gue contienen dominios bHLH (basic helix-loop-helix)-PAS interactian con BMALL para activar la
transcripcion de los genes Per y Cry, resultando en altos niveles de estos transcriptos. Las
proteinas resultantes PER y CRY heterodimerizan, translocan al ndcleo e interactian con el
complejo CLOCK: BMALL1 para inhibir su propia transcripcion (Lee et al. 2001). Durante la noche, el
complejo represor PER-CRY es degradado, y CLOCK: BMAL1 puede luego activar un nuevo ciclo
de transcripcion. El ciclo entero tarda aproximadamente 24 horas en completarse; sin embargo, se
conoce poco acerca de la estequiometria y cinética de este mecanismo regulatorio.
Esquema 1. Maquinaria del reloj molecular en
\ﬂ/ mamiferos. El circuito esta compuesto por dos “ciclos”
PRX-SH : interconectados de regulacion negativa en la expresion
@ : génica. Los factores de transcripcion de regulacién
4 positiva CLOCK y BMALL1 se unen a motivos E-BOX del
DNA vy reclutan a proteinas co-activadoras CBP/p300 y
otros polipéptidos, dando lugar a la activaciéon de genes
del primer ciclo de regulacion, como Perl/2 y Cryl/2, y
del segundo, como Rev-erba/8. A su vez, cuando las
proteinas PER1/2 y CRY1/2 se acumulan en el
citoplasma, se unen en un complejo represor que atenta
el potencial trans-activador de CLOCK y BMAL1. Como
consecuencia, los niveles del complejo represor
compuesto por PER y CRY disminuyen y por lo tanto
también su actividad represora sobre la accién de
CLOCK y BMAL1, dando lugar a la iniciacion de un
nuevo ciclo de ~24hs en la produccion de los represores
PER y CRY. En un ciclo secundario, CLOCK y BMAL1
activan mientras que PER/CRY reprimen la transcripcion
de genes que codifican los receptores nucleares REV-
ERBa/f (REV). Cuando sus niveles de expresién son
altos, se unen a sitios RORE presentes en regiones
promotoras y enhancers de los genes Clock y Bmal, y
reprimen su transcripcion. En contraparte, cuando los niveles de REV son bajos, otro receptor nuclear, ROR, se une al
sitio RORE y activa la transcripcion de Clock y Bmall. Por otro lado, Perl/2 actian en la sincronizacion del reloj
molecular, al ser estimulados por factores de transcripcion de respuesta temprana cuya actividad es controlada por
hormonas, segundos mensajeros, temperatura 0 neurotransmisores. Algunos de dichos factores de transcripcion son:
elementos de respuesta a AMPc y union a proteina-CRE (CREB), unidon de HSF1 a elementos de respuesta a shock
térmico (HSEs), factores de respuesta al suero (SRF) unidos a elementos de respuesta al suero (SRES) y receptores de
glucocorticoide (GR) unidos a elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES). A nivel celular, se ha descrito un reloj
redox/metabodlico (RO) que interactia con el reloj molecular transcripcional, regulando ciclos de oxidacién de
peroxirredoxinas (PRX). Modificado de Dibner and Schibler 2015.

PRX-S02/3

Asimismo, es de destacar que a nivel celular, se ha descrito un reloj redox/metabdlico
(RO) que interactia con el reloj molecular transcripcional pero que puede funcionar aun en
ausencia de transcripcion como ocurre en células enucleadas (glébulos rojos) regulando ciclos de
oxidacién de peroxirredoxinas (PRX) (Dibner and Schibler 2015). Este reloj redox/metabélico es
totalmente ancestral y evolutivamente conservado, observandoselo desde bacterias al hombre. Hoy
sabemos que el reloj celular que controla temporalmente el funcionamiento de los procesos
celulares esta conformado por el reloj molecular (transcripcion/traduccién) y el oscilador
metabolico/redox.

Si bien se ha establecido una estrecha relacion entre los relojes circadianos y el
metabolismo celular (Bass and Takahashi 2010), poco se conoce acerca del funcionamiento de los
mismos en la regulacion del metabolismo de células cancerigenas.



Asimismo, dentro del metabolismo en general, los glicerofosfolipidos (GFL) en particular, han sido
objeto de estudio en nuestro laboratorio. Los GFLs constituyen un grupo fundamental de lipidos
con funciones importantes como componentes estructurales de todas las membranas bioldgicas y
elementos clave involucrados en la sefializacion celular, el equilibrio y reserva energética, el
transporte vesicular, la division celular, la apoptosis y la comunicacién entre células. Es de destacar
gue el metabolismo de GFLs experimenta una gran regulacion por el reloj biolégico (Guido et al
2001; Guido et al 2010, Marquez et al 2004, Acosta et al 2013, Gorne et al 2015 y otros). Aunque el
reloj circadiano influye en el proceso de division celular a través de circuitos regulatorios complejos,
la desregulacion de la expresién génica del reloj central y la pérdida de la homeostasis circadiana
pueden promover el desarrollo del cancer. En la actualidad, se sabe poco sobre la regulacion
temporal de la biosintesis de GFL en células tumorales inmortalizadas. El glioblastoma multiforme
(GBM) es el tumor cerebral mas agresivo y las células T98G humanas constituyen un modelo de
GBM de utilidad para evaluar el funcionamiento del reloj biologico y el tratamiento con diferentes
agentes quimioterapéuticos.

Por lo tanto, en esta segunda parte de la disertacién, abordaremos si las células T98G de
glioblastoma humano sujetas a proliferacion en presencia de suero o arresto (en un medio sin
suero) retienen un reloj funcional capaz de regular la expresién génica a nivel molecular y el
metabolismo redox y GFL bajo una base circadiana.

Puesta en hora del reloj biolégico

En los vertebrados, el sistema circadiano (la orquesta) organiza temporalmente la fisiologia del
organismo, generando ritmos bioquimicos y conductuales (ciclos de suefo-vigilia, cambios en la
temperatura corporal, cambios en la sintesis y liberacion de hormonas, etc.) (Revision en Golombek
y Rosenstein, 2010; Guido et al., 2010; Guido 2013) y como se menciond previamente, esta
conformado por numerosos osciladores/relojitos ubicados en los distintos 6rganos, tejidos y dentro
de las células mismas. El director de orquesta, el reloj maestro, reside en el hipotalamo, en 2
nucleos pequefios denominados Nucleos Supraguiasmaticos (NSQ). Todos estos relojes son
capaces de medir el tiempo en el rango circadiano (cercano a las 24 h), pero no son exactos de 24
h, pueden ser de menos 0 mas de 24 h. Por ejemplo, en los humanos los ritmos diarios son de 24 h
y 11 min mientras que en los pollos son de 23 h y 40 min. Es por esto que hace falta ponerlos en
hora diariamente con las sefiales externas del medio ambiente (la luz, la alimentacion, la
temperatura, la interaccion social, etc.) para evitar desfasajes y que funcionen exactamente con 24
h. Este proceso de ajuste diario del reloj se denomina “sincronizacion”. La luz (proveniente de la
alternancia dia/noche vy los ciclos de luz/oscuridad ambiental), constituye el principal y mas potente
sincronizador del sistema circadiano dado que los cambios en la intensidad luminica varian ~ 6-10
ordenes de magnitud a lo largo del dia, como puede experimentarse facilmente comparando la
intensidad luminica (luminancia) entre el mediodia de un dia soleado y la oscuridad de una noche
cerrada.



SISTEMA CIRCADIANO
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Esquema 2 El Sistema Circadiano. El sistema circadiano (la orquesta) organiza temporalmente la
fisiologia del organismo, generando ritmos bioquimicos y conductuales (ciclos de suefio-vigilia, cambios en la
temperatura corporal, cambios en la sintesis y liberaciéon de hormonas, etc.) Dicho sistema, esta conformado
por numerosos osciladores/relojitos ubicados en los distintos 6rganos, tejidos y dentro de las células mismas.
El director de orquesta, el reloj maestro, reside en el hipotdlamo, en 2 nlcleos pequefios denominados
Nucleos Supraquiasmaticos (SCN) que se ponen en hora a través de las sefiales de la luz (ciclos
luz/oscuridad) que llegan de las CGRIif (ipRGCs) de la retina, de sefiales hormonales (ritmo de
glucocorticoide) o la alimentacién (ciclos de alimentacion/ayuno). Se destaca también el reloj ubicado en el
higado (liver), tejido adiposo (adipose) y muscular (muscle clock). Modificado de Gooley JJ, Chua EC
(2014).

La retina ubicada en la parte posterior del ojo de todos los vertebrados, incluyendo a los mamiferos
y a nosotros los humanos (Ver Esquema 2), juega un rol esencial en el funcionamiento de dicho
sistema ya que es la encargada de registrar las condiciones ambientales de iluminacion,
detectando la luz, y ajustar asi el reloj interno al fotoperiodo del mundo exterior a través de un
circuito no-visual que conecta directamente la retina con los nlcleos supraquiasmaticos
hipotaldmicos a través del tracto retino-hipotaldmico (Guido et al., 2010; Diaz et al. 2015; Guido
2016; ). Efectivamente, estos nucleos del hipotdlamo reciben un gran caudal de proyecciones que
vienen de la retina y esto es clave porque la retina, ademas de su funcién fundamental en la vision,
es la encargada de detectar las condiciones ambientales de iluminacién tal como ocurre a lo largo
del dia-noche y enviar esta informacién luminica al cerebro, a los mencionados nucleos para
ponerlos en hora con el medio externo. Este circuito involucra las células ganglionares retinales
(CGRs) y varias areas del cerebro, y regula procesos tales como el reflejo pupilar, la sincronizacién
por luz de los ritmos de actividad y alimentacion, el suefio y la inhibicion de la produccion de
melatonina en la glandula pineal (marcador nocturno). La retina, dado que también contiene un
reloj enddgeno, presenta la capacidad de medir el tiempo y generar oscilaciones bioquimicas y de



expresion génica autosostenidas con periodicidad ~24 h que le permite predecir y anticiparse en su
fisiologia a los cambios ambientales en la iluminacién (dia/noche) (revision en Guido et al., 2010).
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Esquema 2 Ojo (panel superior) /Retina (panel inferior): El
esquema superior representa un corte vertical del ojo humano: muestra
la retina (anaranjado), el epitelio pigmentario (rojo) y el nervio éptico
(verde). El 6valo representa el cristalino o lente, al que llega la luz luego
de atravesar la cornea (a la izquierda). La barra que da la escala mide
10 milimetros. El croquis inferior es un corte transversal enormemente
ampliado de un fragmento de laretina: los rectdngulos grises a la
derecha indican el epitelio pigmentario, queenvuelve la cara exterior de
la retina; las células fotorreceptoras son los conos(amarillo) y los
bastones (violeta), hacia adentro de los cuales estan las células
horizontales (marrén), amacrinas (fucsia) y bipolares (celeste), y en la
cara interior de la retina se encuentran las células ganglionares (verde)
cuyos axones forman el nervio éptico que se conecta con el cerebro. La
barra que da la escala mide 10 micrometros (es decir, 10 milésimas de
milimetro). Tomado de Guido ME, Ciencia Hoy 2016
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Esquema 3 Circuito Visual y No Visual. Modificado de Provencio | (2011) y adaptacion
complementaria, mostrando el circuito visual (celeste) que proyecta a la corteza visual y el circuito no visual
(naranja) que proyecta a otras areas del cerebro, y sus funciones relacionadas a la formacion de imégenes
(vision de colores o nocturna) o de no formacién de imagenes, controlando la puesta en hora del reloj
biologico, el reflejo pupilar, estado de animo etc. Adaptado de Luis Morera, tesis doctoral (2016)

En paralelo con la visién y formacion de imagenes en si, los seres vivos hemos desarrollado un 2do
conjunto de células fotorreceptoras en la retina, las células ganglionares retinales intrinsecamente

fotosensibles (CGRIf)

gue trabajan en forma complementaria con las células visuales,



primordialmente para detectar luz independientemente de la vision. Estas CGRif son responsables
de ajustar el reloj biolégico a las condiciones ambientales, regular la entrada de luz a través de la
pupila (el reflejo pupilar) e indicarle a la glandula pineal que es de dia a fin de inhibir la produccién
de la hormona melatonina. Este mecanismo ancestral es evolutivamente conservado y se mantiene
activo aun en situaciones de ceguera, cuando las células fotorreceptoras visuales se encuentran
dafiadas (Esquemas 3 Y 4)
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Morera et al 2012, 2016

Rios, Marchese, Guido 2019

Esquema 4 Fotorreceptores No Visuales: Las células ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensible (CGRIf) y otras células de la retina interna involucradas en el circuito no visual (no asociado a la
formacion de imagenes) que persiste aun en animales ciegos, y que regula la constriccion pupilar, la puesta
en hora del reloj biolégico (sincronizacion de los ritmos circadianos de alimentacién en pollos), el suefio y
otras actividades. Se citan trabajos del grupo con aporte original en la tematica. Adaptado de Daniela Verra,
tesis doctoral (2014)

Céancer, Relojes y Metabolismo Celular.

La carcinogénesis es un proceso complejo que resulta en la acumulacién de alteraciones
genéticas primariamente en genes involucrados en la regulacion de vias de sefializacion relevantes
para el control del crecimiento celular y la divisién. Entre las caracteristicas tipicas de los procesos
neoplasicos se encuentran la activacion de una proliferacion sostenida, la evasion de supresores
del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la inmortalidad replicativa, la induccién de
angiogénesis, y la capacidad de invasion y metastasis. A esto se le suma la inestabilidad genética
que conlleva a la diversidad génica que facilita los procesos inflamatorios, la reprogramacion del
metabolismo energético y la evasion del sistema inmune (Hanahan and Weinberg 2010).

En cuanto a los tumores del sistema nervioso en particular, los gliomas de alto grado son
los tumores cerebrales primarios mas frecuentes, extremadamente agresivos e invasivos. En éstos,
existe una notable heterogeneidad inter-tumoral a nivel molecular y celular. Esta heterogeneidad
habitualmente se traduce en distintas respuestas clinicas frente a los tratamientos convencionales,
resaltando la importancia del desarrollo de terapias personalizadas y nuevos enfoques
quimioterapéuticos. En la actualidad, la efectividad de los tratamientos antineoplésicos ha mejorado
en gran parte gracias a la mayor comprension de las bases moleculares y celulares del cancer. Ha
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guedado claro que existe una considerable heterogeneidad inter-tumoral a nivel molecular y celular
y que ésta muchas veces se traduce en distintas respuestas clinicas a tratamientos determinados
(Martini, Vecchione et al. 2012).

Los glioblastomas multiformes son tumores del sistema nervioso central que se caracterizan
por ser altamente proliferativos e infiltrantes. Luego del diagnéstico, la sobrevida del paciente es de
aproximadamente 12-14 meses siguiendo el protocolo terapéutico denominado Stupp. Esta
estrategia consta de la remocion quirdrgica (de ser posible) de la masa tumoral seguido de
radioterapia y quimioterapia con Temozolamida. Sin embargo, debido a la capacidad infiltrante de
este tumor, generalmente la eliminacion total no se puede asegurar. Entender la biologia de los
tumores y entre ellos los de cerebro como es el caso de glioblastomas, sirve de base para el disefio
racional de nuevos abordajes terapéuticos (Stupp R, et al. 2005; We PY, 2008)

Sin embargo, poco se conoce en estos y otros tipos de tumores, respecto de las posibles
oscilaciones metabdlicas/redox que pudieran ocurrir a lo largo de los procesos de crecimiento y
proliferacion celular. En este contexto, el conocimiento a nivel molecular y metabdlico de la biologia
circadiana puede contribuir significativamente al entendimiento y potencial tratamiento de las
patologias humanas, y en particular del cancer (Lahti, Merikanto et al. 2012). Ademas, estudios
transcriptomicos, proteémicos y metabolémicos recientes, desarrollados en tejidos de mamiferos,
han demostrado una sdélida interrelacion entre el reloj circadiano y el metabolismo celular en
general y la homeostasis y el metabolismo de lipidos en particular (Asher and Schibler 2011; Eckel-
Mahan, Patel et al. 2012). Se conoce hoy, como ya se menciond, que un reloj redox
(RO)/metabdlico que impulsa los ciclos de oxidacion de las peroxirredoxinas celulares que regulan
los niveles endbégenos de peréxidos, funciona incluso en ausencia de transcripcidon como ocurre por
ejemplo en células enucleadas como los gloébulos rojos, y se encuentra altamente conservado a
través de la evolucion, y presente en todos los reinos de la vida de bacterias al hombre (O’Neill,
van Qoijen et al. 2011; Edgar, Green et al. 2012).

Considerando la persistencia evolutiva del sistema circadiano que controla temporalmente
la fisiologia y conducta de la mayoria de los seres vivos, y que, en principio, las células tumorales
también contienen un reloj intrinseco, surgen las siguientes preguntas:

.Se mantiene funcional el oscilador metabélico que pueda ayudar a controlar los
ritmos de células tumorales incluso cuando el reloj molecular se encuentre alterado en
condiciones proliferativas?

Y una vez establecidas estas oscilaciones: ¢ Existe alguna correlacion entre las oscilaciones
metabdlicas, el reloj molecular y la respuesta de las células a drogas quimioterapéuticas? ¢Se
podré inferir a partir de la observacion del estado metabélico/circadiano tumoral, momentos del dia
en donde las células sean mas susceptibles al tratamiento?

Con el propésito de responder estos interrogantes, en esta parte de la disertacién nos
concentraremos en discutir los resultados recientes de nuestro grupo.

Estudios con células T98G en cultivo derivadas de glioblastoma multiforme humano
la. Caracterizacién de las células T98G en cultivo

Las células T98G provenientes de un glioblastoma multiforme de hombre de 61 afios
exhiben caracteristicas tipicas de células cancerosas con un ciclo celular de 24-28 h de duracion
aproximada y presentan recuento de cromosomas hiperpentaploides. Las mismas crecen
adheridas a la placa de cultivo y su crecimiento no se inhibe por contacto entre ellas. Como puede
observarse en la Fig. 1.

a

VIMENTIN Fig. 1: Marcadores gliales
en células T98G en cultivo
derivadas de glioblastoma
humano. Las células T98G
expresan marcadores tipicos de
origen glial como la Glutamina
sintasa (a, verde) y Vimentina
(b, verde) visualizadas por
inmunofluorescencia con
anticuerpos primarios
especificos y nucleos celulares
(azul). Adaptado de Wagner P,
tesis doctoral 2019.




Estas células de origen glial expresan marcadores especificos tales como glutamina sintasa
(GS) y vimentina. A fin de realizar estudios circadianos y dado que cada célula individual puede
contener un reloj propio, los cultivos se sincronizaron con una sefial de glucocorticoide, mediante
un pulso breve de Dexametasona (DEX, 100 mM), y luego los cultivos se cosecharon a distintos
horarios a lo largo de 24-48 h. Es de destacar que las células provenian de 2 condiciones
experimentales distintas a saber: 1) arresto: cuando fueron crecidas sin suero y 2) proliferativa:
cuando fueron crecidas en presencia de suero.

Caracterizacion de las células T98G E1

Con el objetivo de evaluar si existe algin vinculo entre el reloj molecular y el reloj
metabolico/redox, se plantes alterar la expresion del gen reloj Bmall en células T98G. Para ello, se
utilizo la tecnologia de edicion CRISPR/Cas9 y posterior seleccion de las células transfectadas con
antibidtico (Ran, F. A., P. D. Hsu, et al. 2013). Se evaluaron a continuacion distintos parametros
evidenciando la disminucién en la expresion de Bmall en el pool de células transfectadas
denominado T98G E1. Se evalud la expresiéon del ARNm de bmall y de su gen target perl
mediante RT-PCR. De estos ensayos, se evidenci6 la disminucién tanto del ARNm de Bmall como
de Perl (Wagner et al Mol Neurobiol 2019).

Posteriormente, se evaluaron los niveles de la proteina PER1 mediante inmunocitoquimica
en muestras recolectadas de células T98G WT (control) y T98G E1 post- sincronizacion con DEX.
Los resultados sugieren una oscilacion significativa en los niveles de la proteina PER1 en células
T98G WT (p < 0.005 ANOVA) con mayores niveles a las 18 y 24 h post- sincronizacion. Por el
contrario, las células T98G transfectadas con el plasmido PX459-Bmall (knockdown de Bmall)
mostraron niveles reducidos de la proteina PER1 y no se evidenciaron diferencias temporales
significativas en la abundancia de la misma a lo largo de las 24 h examinadas (Fig. 2).

En conjunto, estos resultados demuestran que el pool de células T98G E1 presentan
menores niveles de ARNm tanto de bmall como de su gen target perl. A su vez, la poblacién de
células T98G EL1 presenta alteraciones en la funcién del activador molecular BMAL1 lo cual fue
corroborado por la ausencia de una variacion temporal significativa de la proteina PER1 en esta
poblacion respecto a las células T98G control.

Reloj metabdlico en células T98G

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron la existencia de variaciones
temporales tanto en la expresion de ARNm de genes reloj (Perl, Rev-erb) y genes controlados por
el reloj (Pcyt-2, Cka) como en la marcacion metabdlica de glicerofosfolipidos (GPLs) con **P-fosfato
en células T98G sincronizadas y mantenidas en arresto parcial o proliferacion. Los resultados
evidenciaron variaciones temporales significativas en la expresion de ARNm de los genes
estudiados en la condicién de arresto parcial, mientras que en proliferacion, tales oscilaciones se
perdian. En cambio, los resultados para la marcacién metabdlica de **P-GPLs evidenciaron
oscilaciones circadianas en ambas condiciones de cultivo (Wagner et al. 2019). Por tal motivo nos
planteamos estudiar si podria existir un reloj metabdlico activo que ayude a controlar los ritmos en
células T98G en proliferacion aun cuando el reloj molecular se encuentre alterado.
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Fig. 2: Variaciéon temporal de PER1
Los niveles de PER1 fueron analizados a lo
largo de 24 h mediante ICQ en células T98G
WT (@ y T98G E1 (b) sincronizadas y
mantenidas en proliferaciéon. c) Histogramas
indicando los niveles relativos de la proteina
PER1 en células T98G WT (negro) y T98G
E1 (gris) a diferentes tiempos post-
sincronizacion. El andlisis estadistico revela
un efecto significativo del tiempo en la
abundancia de PER1 en células T98G (p <
0.005 ANOVA). Cuando las células son
transfectadas con el plasmido PX459-Bmall,
disminuyen los niveles de PER1 vy
desaparece la variacion temporal evidenciada
en las células T98G WT. Adaptado de
Wagner et al Mol Neurobiol 2019.
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Para ello, se evalué el estado redox en células T98G sincronizadas y mantenidas en
proliferacion. Luego de la sincronizacion, las células fueron cosechadas a intervalos de 6 h durante
36 h e incubadas con la sonda 2'-7'-Diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA) (2 uM)
durante 40 minutos a 37°C. Las esterasas intracelulares clivan al compuesto DCFH-DA en los dos
enlaces éster, produciendo un compuesto relativamente polar e impermeable a la membrana
celular, H,DCF. Esta molécula no fluorescente se acumula intracelularmente y luego de la
oxidacion, produce altas cantidades del producto fluorescente 2'-7'-dicloro-fluoresceina (DCF),
proporcional a la actividad de las esterasas intracelulares. De esta manera, el estado redox de la
muestra puede ser monitoreado mediante citometria de flujo midiendo la emision de fluorescencia
a 530 nm cuando la muestra es excitada a 484nm (Eruslanov and Kusmartsev 2010). La intensidad
de fluorescencia analizada revel6 una variacion temporal significativa en el estado redox (p<0.01
Kruskal-Wallis) con un periodo de 12 h (p<0.008 Cosinor) (Fig. 3).

p<0,007 Fig. 3: Variacion temporal del estado
redox en células T98G WT

Luego de la sincronizacién, las células fueron
cosechadas cada 6 h durante 36 h. El estado
redox medido utilizando la sonda (DCFH-DA)
reveld una oscilacién temporal significativa con
un periodo de 12 h. Adaptado de Wagner et al
Mol. Neurobiol. 2019.
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Luego de corroborar que el estado redox en las células T98G en proliferacion muestra
variaciones temporales significativas con un periodo de 12 h, nos focalizamos en estudiar si el reloj
molecular podria estar vinculado con la regulaciéon temporal del metabolismo redox en estas
células. Para tal fin, se analizé el estado redox como fue descripto en el parrafo anterior, en la
poblacion de células T98G luego de ser transfectadas con el plasmido PX459-Bmall (T98G E1)
gue poseen menor expresion del gen reloj Bmall. Bajo esta condicién, la amplitud del ciclo de 12 h
en el estado redox fue sustancialmente disminuida y el ritmo de 12 h se extendi6 a 18 h (p<0.02
Cosinor) (Fig. 4), evidenciandose un vinculo importante entre el reloj molecular y el estado redox de
la célula.

p<0,019 . L
4000 - Fig. 4: Variacion temporal del estado

redox en la poblacién T98G E1 con su
reloj molecular dafiado.

Luego de la sincronizacion, las células fueron
cosechadas cada 6 h durante 36 h. El estado
redox medido utilizando la sonda DCFH-DA,

w
=]
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1000 - reveld6 una oscilacién temporal significativa

con un periodo de 18 h (p<0.02 Cosinor).

0= e 12 15 24 30 36 Adaptado de Wagner et al Mol Neurobiol
Tiempo (h) 2019.

Susceptibilidad al guimioterapéutico Bortezomib
Luego de evidenciar oscilaciones temporales en distintos procesos metabdlicos (GFLs,
estado redox, etc.) en células T98G sincronizadas y mantenidas en proliferacion, nos focalizamos
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en evaluar si existen estadios diferenciales en las células tumorales en los cuales las mismas
resulten mas susceptibles a la quimioterapia. En este caso, evaluamos la susceptibilidad al
quimioterapéutico bortezomib (BOR), un potente inhibidor del proteosoma (Vlachostergios, P. J., E.
Hatzidaki, et al. 2013).

Para tal fin, las células T98G sincronizadas y mantenidas en proliferacion fueron tratadas
con BOR (500nM) a cada uno de los tiempos post- sincronizacioén durante 36 h. Considerando un
100% de viabilidad en aquellas células incubadas s6lo con DMSO (vehiculo de la droga),
evidenciamos una respuesta diferencial en el tiempo en la susceptibilidad al tratamiento con la
droga con menores niveles de viabilidad en una ventana de tiempo que va desde las 12 a las 24 h
(Fig. 5). El andlisis estadistico claramente muestra un efecto significativo del tiempo, tratamiento e
interaccion (p<0.0001 by ANOVA) con maxima viabilidad a los tiempos 6 y 30 h luego de la
sincronizacion, los cuales difieren de todos los demas tiempos examinados. El andlisis periddico
por COSINOR (funcion coseno) reveld que la oscilacion observada presenté un periodo de 30 h
(p<0.01).

Posteriormente, se disefiaron una serie de experimentos para estudiar si el reloj molecular
posee algun efecto sobre la respuesta diferencial al tratamiento con BOR. Para ello, se realiz6 el
mismo protocolo de tratamiento en la poblacion de células T98G E1 transfectadas con el plasmido
PX459-Bmall. Si bien la variacién temporal y su amplitud no se vieron alteradas en las células
T98G E1 que presentan su reloj molecular alterado (p <0.0013 Kruskal-Wallis), la oscilacién exhibio
un marcado adelanto de fase de 6 h con los menores niveles de viabilidad celular entre las 6 y 12 h
luego de la sincronizacion (Fig. 5).

Cabe destacar que en los tiempos post- sincronizacion en los cuales las células control
poseen mayor estado redox (t0, t12, t24) (Figs. 3y 5), se observé menor viabilidad celular luego del
tratamiento con la droga BOR, evidenciando de esta manera un posible vinculo entre el estado
redox de la célula al momento en el cual se realiza el tratamiento con el quimioterapéutico y la
susceptibilidad al mismo.

Fig. 5: Respuesta diferencial de células
T98G al tratamiento con BOR

Las células T98G WT (linea continua) o E1
(linea punteada) fueron tratadas con BOR a
cada uno de los tiempos post- sincronizacion
durante 36 h y posteriormente, se midi6 la
viabilidad celular. Para ambas poblaciones, el
andlisis estadistico reveld variaciones
temporales significativas evidenciando un
adelante de fase de 6 h para la poblacion de
células E1 en relacién a las células T98G WT.
Adaptado de Wagner et al Mol Neurobiol
20109.
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Resultados similares se observaron con otro agente citostatico que afecta directamente el reloj
molecular como es el compuesto SR9009, que es un agonista del factor represor REV —ERB,
involucrado en un ciclo alternativo del reloj molecular (Ver Esquema 1) (Wagner, Monjes, Guido
ASN Neuro 2019).

En base a los resultados obtenidos en esta Ultima parte de la disertacion discutiremos sobre
el impacto de los relojes biolégicos en las células tumorales.

El desequilibrio entre el sistema circadiano interno -que regula temporalmente la fisiologia y
el comportamiento de los humanos- y el ambiente que nos rodea, debido a las condiciones de vida
moderna (iluminacion artificial que prolonga la jornada de trabajo o estudio, los turnos rotativos de
trabajo, y los viajes transmeridianos, etc.), resulta en un aumento significativo en el riesgo de
padecer enfermedades cronicas. Esta disrupcion del reloj biolégico endégeno con el medio
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ambiente externo conduce a efectos directos sobre distintos aspectos de la salud humana,
incluyendo hipertension, diabetes, enfermedades cardiacas, obesidad y mayor riesgo de cancer.

¢Funciona el reloj biolégico en células tumorales?

Considerando antecedentes y estudios previos de nuestro laboratorio, nos planteamos
investigar en general si el reloj biologico funciona o no en células tumorales, y de ser asi, evaluar si
hay horarios del dia en que estas células cambian en su metabolismo, siendo méas susceptibles a la
guimioterapia. Especificamente, hemos investigado como es la regulacion temporal del
metabolismo celular en un modelo tumoral, utilizando células T98G de glioblastoma humano, como
asi también en células de gliomas de ratén A530 capaces de formar tumores una vez inyectadas
en la zona del nervio ciatico de ratones (trabajo en preparacién). El glioblastoma multiforme (GBM)
es el tumor de cerebro méas agresivo y que presenta peor pronostico luego de su diagnéstico, y las
células T98G humanas constituyen un modelo Util para investigar el reloj circadiano en un modelo
tumoral. Para este fin, en primer lugar, optimizamos un protocolo para obtener células T98G
guiescentes y en proliferacion capaces de ser sincronizadas por una sefial extracelular, shock de
DEX, lo cual fue demostrado anteriormente que fortalece la funcién del reloj en células B16
(Kiessling et al. 2017). Por otra parte, la DEX es utilizada cominmente en pacientes que sufren
GBM a fin de reducir la neuroinflamacion o como adyuvante en la quimioterapia. Con los
protocolos aplicados in vitro, logramos investigar la funcién del reloj celular tanto del reloj circadiano
molecular como del reloj metabdlico/redox (Edgar, Green et al. 2012; Takahashi 2015; Brown 2016)
(Ray and Reddy 2016) en un intento de simular dos condiciones de crecimiento presentes en las
células tumorales con mayor o menor tasa de division (proliferacion o arresto parcial) y agresividad,
respectivamente.

En relacién al reloj metabdlico, en los ultimos afios se ha evidenciado que los ciclos de
oxidacién/ reduccién de las proteinas peroxirredoxinas (PRX) constituyen un marcador universal de
ritmos circadianos desde humanos a moscas, hongos, bacteria y Archaea. Estas observaciones
probablemente reflejan un control temporal en respuesta a cambios oxidativos ambientales
promoviendo una oscilacién enddgena en la generacién de especies reactivas de oxigeno “ROS”.
Este mecanismo, ampliamente conservado a través de la evolucién, podria conferir la habilidad de
sobrevivir a ciclos de estrés oxidativos (O’Neill, van Ooijen et al. 2011; Edgar, Green et al. 2012).
Las proteinas PRX con actividad peroxidasa estan principalmente involucradas en la remocion de
ROS. En este sentido nuestros resultados evidenciaron ciclos significativos en el estado redox
(niveles de ROS) como también en la abundancia de las peroxirredoxinas oxidadas/hiperoxidadas
(Wagner, Sosa Alderete et al. 2019), principalmente sugiriendo una ritmicidad bimodal con un
periodo de 12 h para los niveles de ROS. Tales observaciones coinciden con una publicacion
reciente apoyando la idea de la existencia de un reloj de 12 horas en mamiferos distinto al reloj
circadiano que coordinaria los ritmos metabdlicos y de estrés celular (Zhu, Zhang et al. 2017).

Ademas, las oscilaciones de PRX persisten aln en ausencia de los ciclos transcripcionales
requeridos para coordinar el reloj circadiano molecular (Edgar et al. 2012; O’Neill et al. 2011). En
este sentido, nuestras observaciones claramente demuestran que aun cuando la ritmicidad de la
expresion de genes reloj y genes controlados por el reloj se encuentra alterada en células T98G, el
oscilador metabdlico continua operando y es responsable de coordinar distintas vias del
metabolismo de glicerofosfolipidos, estado redox y ciclos de PRX (Wagner, Sosa Alderete et al.
2019).

¢Se puede utilizar el conocimiento del reloj bioldgico de las células tumorales para
implementar una cronoterapia mas eficiente?

Esta capacidad oscilatoria abre una ventana temporal terapéutica donde las células
tumorales presentan mayor susceptibilidad y pueden ser selectivamente tratadas usando el
guimioterapéutico BOR, como fue mostrado en la Fig. 5. En tales experimentos, los mayores
niveles de susceptibilidad al BOR (70%) fueron alcanzados en una ventana de tiempo que va
desde las 12 hasta las 24 h luego de la sincronizacion por DEX comparados con solo ~ 50% de
muerte celular a otros tiempos evaluados.

En resumen, nuestras observaciones nos permiten establecer un grado importante de
correlacion entre el estado de la célula y el balance redox: células en proliferacion experimentan la
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mayor susceptibilidad al agente quimioterapéutico en una ventana temporal cercana a las 12 h en
la cual el estado redox de la célula es alto. Utilizando el inhibidor de proteosoma BOR, distintos
trabajos evidenciaron que el mismo promueve la generacion de ROS en mitocondria en distintos
tipos de cancer y en ultima instancia, desencadena la muerte celular (Vriend and Reiter 2015);
estas observaciones apoyan nuestros resultados mostrando que la mayor susceptibilidad al
tratamiento con BOR fue encontrada cuando se alcanza el pico en los niveles de ROS.

Distintos trabajos sugieren un fuerte cross-talk entre el reloj molecular y el oscilador
metabodlico como fue observado en los ciclos de las PRX en mutantes para los genes reloj que
evidenciaron una fase circadiana alterada comparado con el wild-type (Edgar, Green et al. 2012).
En relacion a tales evidencias, investigamos la posible interaccion entre ambos osciladores en
células tumorales, evaluando la alteracion del reloj transcripcional mediante la disminucién en la
expresion de Bmall. En efecto, las células transfectadas con el pldsmido PX459-Bmall
(knockdown de Bmall) presentan menor expresion del ARNm y niveles de proteinas del gen reloj
target Perl y muestran ausencia en la variacion temporal de Perl respecto a las células controles
(Fig. 2). Ademas, bajo esta condicién, la amplitud de los ciclos redox de 12 h fue sustancialmente
disminuida y el periodo de la fluctuacion se extendié a 18 h (Fig. 4) mientras que la respuesta al
tratamiento con BOR exhibié un marcado avance o adelanto de fase de 6 h (Fig. 5).

En relacion al control temporal del crecimiento tumoral in vivo, estudios pioneros se estan
llevando a cabo en nuestro laboratorio en donde se investigan las diferencias temporales en la
velocidad de crecimiento de tumores provenientes de células A530 de origen glial inyectadas en
distintos horarios en el nervio ciatico de ratones C57BL/6 mantenidos en ciclos de 12:12 L/O.

CONCLUSIONES FINALES

Nuestros resultados revelaron que las células T98G provenientes de un glioblastoma
multiforme humano mantenidas en cultivo contienen un reloj celular intrinseco que regula distintas
funciones metabdlicas. Las células de glioblastoma fueron capaces de ser sincronizadas mediante
un shock de DEX evidenciando oscilaciones significativas en el estado redox y distintos parametros
metabolicos. Esta capacidad provee una oportunidad para mejorar el tratamiento quimioterapéutico
a tiempos precisos luego de la sincronizacion y, por lo tanto, aumentar la susceptibilidad al
tratamiento con un agente quimioterapéutico por encima de la media del 50%. Esta observacion es
de gran relevancia ya que en los ultimos afios pocos avances se han alcanzado en lograr una
mayor eficacia en la terapéutica de este tipo de tumores. Recientemente hemos observado que
ademas del BOR, el agonista de REV-ERB del reloj molecular, SR9009, tiene también efectos
diferenciales en el tiempo y su combinacién con BOR a dosis bajas, presenta marcados efectos
sinérgicos (Wagner et al ASN Neuro 2019).

Considerando que una disrupcién del reloj molecular puede alterar los ritmos redox y la
respuesta diferencial en la susceptibilidad al tratamiento quimioterapéutico en células en cultivo, y
ademas que una disminucién en la expresion de Bmall promueve el crecimiento de células
tumorales in vivo, podriamos inferir un fuerte cross-talk entre el reloj transcripcional y el oscilador
metabdlico a fin de favorecer el crecimiento tumoral y la sobrevida en el tiempo.
Independientemente de la naturaleza precisa de esta conexion entre ellos, el oscilador
transcripcional y metabdlico trabajan en conjunto para mantener la homeostasis celular.

Estos estudios ofrecen por primera vez una mirada distinta sobre el crecimiento
tumoral y su posible tratamiento quimioterapéutico, agregando un concepto
“cronoterapéutico” que permitiria realizar un tratamiento mas efectivo en horarios
particulares a fin de matar las células cancerigenas en mayor medida, con la potencialidad
de menores efectos colaterales indeseados.
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