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RESUMEN

La regulacidon temporal de procesos celulares en una escala de 24 h probablemente haya
surgido como una respuesta adaptativa a los ciclos dia/noche y contribuido a la evolucidn de
osciladores circadianos en diversos organismos, desde cianobacterias unicelulares fotosintéticas hasta
animales heterdtrofos multicelulares. Los ritmos circadianos (del latin, circa cercano, diem dia) regulan
numerosos procesos fisiologicos, incluyendo ciclos de suefo/vigilia, comportamiento y actividad
locomotora, ciclos de temperatura corporal, funciones inmunes, metabdlicas y del sistema endocrino
y procesos cardiovasculares y digestivos. En consecuencia, los estilos de vida moderna (incremento de
la luz en la noche, trabajos rotativos, jet lag, etc.) que alteran el equilibrio entre el sistema circadiano
y el ambiente han sido asociados con un incremento en el riesgo de cdncer, desordenes metabdlicos
y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.

Durante el trabajo de esta tesis nos planteamos estudiar la regulacion temporal del
metabolismo en células tumorales T98G provenientes de glioblastoma humano y la implicancia del
sistema circadiano en la respuesta a drogas antitumorales. Los resultados evidenciaron oscilaciones
metabdlicas en el contenido enddgeno de glicerofosfolipidos (GFLs) y actividad in vitro de la enzima
fosfatidato fosfohidrolasa como también en el estado redox de las células T98G. A su vez, estas células
exhibieron una respuesta diferencial en el tiempo al ser tratadas con el quimioterapéutico Bortezomib
(inhibidor del proteosoma) con mayor susceptibilidad en una ventana temporal entre las 12 y 24 h
luego de la sincronizacién con dexametasona. Luego de alterar la expresidn del activador molecular
Bmall mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, observamos una fuerte interaccién entre el oscilador
metabdlico/redox y la maquinaria circadiana transcripcional, dado que los ciclos redox fueron
sustancialmente alterados y la respuesta temporal a la susceptibilidad al Bortezomib mostré un
adelanto de fase de 6 h respecto a las células T98G control. Por otro lado, la modulacién farmacoldgica
del reloj circadiano a través de agonistas sintéticos (SR9009) de los genes reloj represores REV-ERBs
evidencid efectos antiproliferativos en células T98G alterando la progresion del ciclo celular y la
acumulacién de lipidos en células tumorales.

Por ultimo, evaluamos la velocidad de crecimiento de tumores provenientes de células A530
derivadas del sistema nervioso periférico o B16 de melanoma murino inyectadas en ratones C57BL/6
bajos distintas condiciones experimentales. Estos resultados evidenciaron una mayor tasa de
crecimiento tumoral en aquellos ratones inyectados al comienzo de la noche respecto a los animales
inyectados al comienzo del dia que provenian de ciclos regulares de luz: oscuridad (LO). Resultados
similares fueron observados cuando los animales fueron mantenidos en oscuridad constante (OO)

luego de la sincronizacién a un ciclo regular de LO e inyectados al comienzo del dia o noche subjetiva.
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Otra serie de experimentos evidenciaron una mayor tasa de crecimiento en los tumores provenientes
de células A530 que tenian disminuida la expresion de Bmall respecto a las células control.

En conjunto, los resultados de esta tesis sugieren una fuerte interaccién entre el oscilador
metabdlico/redox y la maquinaria transcripcional, como asi también una regulaciéon temporal por

parte del reloj circadiano sobre el crecimiento tumoral.

ABSTRACT

Temporal regulation of cellular processes on a 24-hour scale has probably evolved as an
adaptative response to the day/night cycles and contributed to the evolution of circadian oscillators
in various organisms, from photosynthetic unicellular cyanobacteria to multicellular heterotrophic
animals. Circadian rhythms (from Latin, circa meaning "around", and diém, meaning "day") regulate
several physiological processes, including sleep/wake cycles, behavior and locomotor activity, body
temperature cycles, cardiovascular and digestive processes, endocrine systems and metabolic and
immune functions. Thus, human lifestyles (for example, exposure to abnormal lighting schedules, shift
work, jet lag, etc.) that disrupt homeostasis between timing systems and external environment has
been associated with an increased risk of cancer, metabolic disorders and cardiovascular and
cerebrovascular disease.

Here we investigated the temporal regulation of metabolism on human glioblastoma T98G
cells and its implication in the response to antitumoral drugs. The results showed metabolic
oscillations in endogenous lipid content and in vitro activity of phosphatide phosphohydrolase enzyme
as also in redox state of T98G cells. In addition, T98G cells displayed a temporal response after
proteosomal inhibitor Bortezomib treatment with the lowest levels of viability in a time window
ranging between 12 and 24 h post-synchronization. A possible cross-talk between redox/metabolic
oscillator and transcriptional machinery was observed since redox cycles were substantially altered
and the temporal response to chemotherapeutic Bortezomib showed a 6 h phase advance after Bmall
knockdown by CRISPR/Cas9 technology as compared to control T98G cells. On the other hand,
pharmacological modulation of the circadian clock by REV-ERBs synthetic agonists (SR9009) showed
antiproliferative effects on T98G cells altering cell cycle progression and lipid accumulation on tumor
cells.

Finally, we evaluated tumor growth rate of A530 or B16 cells injected on C57BL/6 mice under
different experimental conditions. These results showed a higher tumor growth rate when mice were
injected at night as compared with those injected at the beginning of the day in animals maintained
in a light: dark (LD) regular cycle as well when they were released to constant dark (DD) after LD

synchronization and injected at the beginning of subjective day or night. Moreover, our results
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demonstrated a higher growth rate of tumors coming from A530 cells that had decreased Bmall
expression as compared with control cells.

Overall, our experiments suggest a cross-talk between metabolic/redox oscillator and
transcriptional circadian circuit as well as a temporal regulation by the circadian clock on tumor

growth.
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Capitulo I: Introduccidn y objetivos

CAPITULO I: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 RITMOS BIOLOGICOS

La vida evoluciond con cambios diarios predecibles en la luz, temperatura, y disponibilidad de
comida. Considerando el sol como la fuente principal de energia para organismos fotosintéticos,
existid una fuerte presion evolutiva para producir carbohidratos durante el dia conjuntamente con
una mayor fotdlisis del agua, y almacenarlos para ser utilizados durante el “ayuno nocturno”. Esto
podria haber dado lugar a los ritmos diarios en el metabolismo permitiendo que vias anabdlicas y
catabdlicas operen en diferentes momentos del dia. Los ritmos bioldgicos son propiedades
fundamentales de la mayoria de los organismos vivos estudiados hasta el momento. Ciclos anuales,
diarios y lunares de actividad bioldgica han sido descriptos en cianobacterias, protistas, protozoos,
hongos filamentosos, plantas y animales [1, 2].

Dentro de la clasificacidn de ritmos bioldgicos, podemos nombrar:

Ritmos circadianos: ciclos de 24 h que incluyen ritmos fisiolégicos y comportamentales como
por ejemplo los ciclos de suefio/vigilia, secrecion de hormonas, temperatura corporal, etc.

Ritmos ultradianos: ritmos biolégicos con un menor periodo y mayor frecuencia que los
ritmos circadianos. Como ejemplo de estos ciclos podemos nombrar la produccién de la hormona de
crecimiento (3 h), el ritmo cardiaco y el ritmo respiratorio (6 s).

Ritmos infradianos: ritmos biolégicos con periodos mayores a las 24 h, como por ejemplo el
ciclo menstrual, la floracion de plantas y migracién de aves.

A partir de la curva periddica que representa la oscilacion de un dado proceso es posible
definir distintos pardmetros matematicos que caracterizan a la oscilacién (/lustracion 1). Por ejemplo,
el periodo es la longitud exacta de tiempo desde el primer pico de actividad hasta el proximo. La
amplitud (A) indica la magnitud de la oscilacién, es decir, el valor porcentual entre el maximo (o
minimo) y valor promedio alrededor el cual oscila la funcién (mesor), y la fase es el tiempo en el cual

la actividad es maxima.

periodo

llustracion _1: Funcidén temporal periddica y sus
parametros caracteristicos.

mesor

Variable en estudio

y

tiempo'
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La regulacion temporal de procesos celulares en una escala de 24 h probablemente haya
surgido como una respuesta adaptativa y contribuido a la evolucién de osciladores circadianos en
diversos organismos, desde cianobacterias unicelulares fotosintéticas hasta animales heterétrofos
multicelulares [3]. En Cronobiologia, los ritmos circadianos son los mds estudiados y representan el

eje de esta tesis.

1.2 EL SISTEMA CIRCADIANO

Las oscilaciones circadianas son ritmos de 24 h autosostenidos bajo condiciones constantes.
Sin embargo, poseen plasticidad para integrar los cambios intracelulares y ambientales a fin de regular
un conjunto de diversas funciones celulares y optimizar la adaptacién. Los ritmos circadianos
observados en procesos bioquimicos, fisiolégicos y comportamentales persisten bajo condiciones
constantes de iluminacién, temperatura y otras variables ambientales con un periodo cercano al dia,
cuya fase puede resetearse por una breve interrupcidn en el régimen constante, y cuyo periodo es
relativamente independiente de la temperatura y nutriciéon dentro de un rango fisiolégico de

crecimiento normal [4].

1.2.1 Caracteristicas de los ritmos circadianos

El factor “tiempo” es un elemento central de todos los procesos bioldgicos. Todos los
organismos vivos poseen sistemas de medicidn de tiempo inherentes designados para coordinar
comportamientos ciclicos y respuestas fisioldgicas. Entre estos sistemas, el reloj bioldgico trabaja en
la anticipacidon de cambios recurrentes como las variaciones diarias de las condiciones ambientales
impuestas por la rotacion de la Tierra, incluyendo los ciclos luz/oscuridad, las oscilaciones de
temperatura y disponibilidad de alimentos. Como fue mencionado anteriormente, los ritmos que
poseen una periodicidad cercana a las 24 h son denominados “circadianos” (del latin, circa cercano,
diem dia), habitualmente con periodos entre 20-28 h.

En 1729, Jacques de Mairan en Paris (Francia), observé que el movimiento de las hojas de la
planta del género Mimosa (extendidas durante el dia y retraidas durante la noche) se mantenia
durante varios dias aun en condiciones constantes de oscuridad. Este experimento fue considerado el
primero en el drea de la Cronobiologia evidenciando el caracter persistente de los ritmos en ausencia
de sefiales externas (conocido como corrida libre o free running). Luego de una serie de estudios, se
postuld que el sistema circadiano genera ritmos cercanos a las 24 h de actividad aun en ausencia de
sefiales periddicas ambientales, demostrando la existencia de un mecanismo enddgeno [5]. Otra
caracteristica importante de los ritmos circadianos, es la compensacién por la temperatura; es decir,
los relojes biolégicos no funcionaran mas lento a bajas temperaturas o se aceleraran a mayores

temperaturas.
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La persistencia de los ritmos circadianos en condiciones ambientales constantes no implica
gue esos ritmos sean independientes de las variaciones ambientales, ya que algunos cambios en el
ambiente modulan el periodo de estos ritmos [3]. A estos cambios en el ambiente que modulan el
periodo o la fase de los ritmos circadianos se los ha denominado agentes sincronizantes o Zeitgebers
(de aleman “dadores del tiempo”). Efectivamente, es otra caracteristica tipica de los relojes biolégicos
gue hace a la puesta en hora del dia a dia de todas las actividades ritmicas.

Los principales agentes sincronizantes de estos ritmos son los ciclos de iluminacién [6, 7],
ciclos de temperatura ambiental [8], ciclos de alimentacidn [6, 7] y ciclos de estimulacién social [9,
10]. Estas sefiales ambientales que ajustan al organismo con su entorno constituyen las vias de

entrada (input; llustracion 2 y 3) del sistema circadiano.

Reloj circadiano Ritmo
{oscilador) circadiano

VW\

Sefiales de salida

Zeitgeber
Agente
sincronizante

Sincronizacion

- {input) {Output) >
Ciclos Luzf Ej: Temperatura
Oscuridad corporal

llustracion 2: Esquema simplificado del sistema circadiano. Modelo lineal que incluye un oscilador
endogeno (NSQ, nucleo supraquiasmatico), el agente sincronizante ambiental (Zeitgerber), y una sefial
de salida que gobierna los ritmos bioldgicos. Adaptado de Golombek y Rosenstein [11].

Los osciladores circadianos en ratones y humanos mantenidos en corrida libre (condiciones
ambientales constantes) presentan periodos ligeramente inferiores y superiores a las 24 h,
respectivamente. Por lo tanto, estos osciladores deben reajustarse o sincronizarse cada dia por unos
minutos para mantenerse en sintonia con el tiempo geofisico. Para ello, la sefial fdtica (ciclos de
luz/oscuridad) es captada y transmitida directamente desde la retina a través del tracto retino-
hipotaldmico (RHT) [12-15]. El ndcleo supraquiasmatico (NSQ) sincroniza a los relojes periféricos
mediante sefales de salida (output; llustracion 2y 3) por la inervacidn directa via sistema nervioso
auténomo, sefiales sistémicas (hormonales) tales como los glucocorticoides que cambian mas de 10

veces a lo largo del dia, cambios en la temperatura corporal y control sobre la alimentacién [16—-19].
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Es de destacar que los ritmos bioldgicos se observan a distintos niveles de organizacion
(organismos, tejidos, drganos) e incluso en células individuales. Es asi, que Balsalobre y colaboradores
utilizaron fibroblastos de rata y células de hepatoma para demostrar que un shock de suero es capaz
de inducir la expresidn circadiana de los genes rPerl y rPer2 (homdlogos en rata del gen reloj Periodo
de Drosophila), y genes que codifican para los factores de transcripcién REV-ERBa, DBP y TEF. En
fibroblastos de rata, las oscilaciones se mantuvieron durante tres dias consecutivos con un periodo
promedio de 22.5 h. Este shock de suero también induce la estimulacién transiente de la expresion de
genes c-fos y rPer lo cual se asemeja con la expresién temprana de genes inducidos por la luz en el

NSQ [20].

1.2.2 Organizacion del sistema circadiano
El sistema circadiano se organiza de manera jerarquica como puede observarse en la
llustracién 3. Dicho sistema en mamiferos comprende tres elementos basicos:

a) Marcapasos central o reloj maestro, ubicado en el NSQ. Es el sitio neuro-anatémico donde
se generan las sefiales oscilatorias intrinsecas, con un periodo cercano a las 24 h. La ablacién del NSQ
conlleva a la pérdida de ritmicidad de numerosos procesos fisioldgicos y conductuales.

b) Osciladores periféricos, ubicados en dérganos y tejidos y controlados por vias de salida del
NSQ hacia los sistemas efectores necesarios para la expresion ritmica.

¢) Sincronizacidn, como la via RTH, responsable de llevar la informacién luminica directamente
al reloj y sincronizar al ciclo Luz/Oscuridad (LO) ambiental. Esta constituye la via de sincronizacidon mas
importante del reloj circadiano. A su vez, existen otras vias de entrada que llevan informacion
“especial” al reloj (estado de alerta, aumento de la actividad, factores endocrinos vy

neurotransmisores) y que también son capaces de sincronizar al NSQ.

Distintos estudios demuestran que lesiones en el NSQ causan desincronia con los relojes
periféricos. Sin embargo, las células individuales retienen la capacidad de generar oscilaciones en la
transcripcién de genes [21]. En este escenario, el NSQ podria compararse con el director de una
orquesta, en ausencia del mismo, los musicos individuales contindan tocando de manera
desincronizada, pero el ritmo pronto se perderia si los musicos no pudieran responder a otras sefiales

para mantenerse sincronizados.

Pagina | 8



Capitulo I: Introduccidn y objetivos
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llustracion 3: Organizacidn jerarquica del sistema circadiano. El reloj maestro en el NSQ es
sincronizado por los ciclos solares a través de la activacion de células de la retina ganglionares
intrinsicamente fotosensibles (ipRGCs) que proyectan directamente al NSQ. Este, a su vez, sincroniza
ritmos endocrinos y comportamentales para coordinar temporalmente los relojes circadianos
localizados en tejidos periféricos a través de senales tales como hormonas, glucocorticoides, cortisol,
etc. Los ciclos de alimentacidon/ayuno también puede sincronizar relojes en tejidos metabdlicos
independientes del ritmo de actividad neural del NSQ [22].

1.2.3 Reloj central y osciladores periféricos

Como fue nombrado anteriormente, el reloj central en los mamiferos esta ubicado en el NSQ
del hipotalamo, inmediatamente por encima del quiasma dptico. Las primeras evidencias basadas en
las proyecciones directas desde la retina a través del tracto RTH fueron publicadas en 1972 por R.Y.
Moore y su grupo colaborador. El NSQ es el reloj maestro para la generacién y/o coordinacién de
todos los procesos moleculares, bioquimicos, fisiolégicos y comportamentales en los mamiferos
estudiados hasta el momento [23].

La ablacion quirldrgica del NSQ en varias especies de roedores (ratas, ratones y hamsteres)
suprime la expresion de un conjunto de ritmos circadianos y no responden a los ciclos de LO [23, 24].
Esto puede deberse a que el NSQ de todas las especies estudiadas recibe sefiales directas por la via
RHT requerida para la sincronizacion [24, 25]. Los explantos de tejido de NSQ, células dispersas de
NSQ, e incluso células inmortalizadas derivadas de NSQ embrionario de rata expresan perfiles
circadianos en la expresion de genes, actividad metabdlica, secrecién de péptidos y actividad eléctrica
in vitro [26—29]. Por ultimo, el trasplante de tejido embrionario de NSQ o células inmortalizadas del
NSQ en el tercer ventriculo confiere/restaura ritmos circadianos en la actividad comportamental en
roedores arritmicos previamente lesionados en el NSQ [30-33].

El NSQ estd compuesto por alrededor de 20000 neuronas, para cada una de las cuales se

postula que posee un oscilador circadiano auténomo. El NSQ funciona como una red en la cual su
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poblacién de células se encuentra acoplada y oscila de manera coherente [34]. La dindmica de la
coordinacion espacial y temporal de los ritmos en el NSQ ha sido estudiada con el advenimiento de la
tecnologia de genes circadianos reporteros, lo cual revelé una complejidad inesperada en la
arquitectura temporal del nucleo [35, 36]. A nivel de célula Unica, las neuronas del NSQ exhiben un
amplio rango de periodos circadianos auténomos que varian entre 22 a 30 h [37, 38].
Posteriormente, diferentes grupos de investigacion pusieron de manifiesto la presencia de
osciladores alojados en diferentes érganos y tejidos dentro del organismo, los cuales fueron
denominados osciladores periféricos. Entre ellos, el higado, retina, rifién, pancreas, glandula adrenal,
tejido adiposo, corazén y musculo esquelético [12, 16, 21, 39-41]. Estudios realizados con cultivos de
drganos de animales transgénicos y lineas celulares demostraron que los osciladores periféricos
presentaban ritmos circadianos tan robustos como el NSQ [20, 21, 42-44]. A su vez, Yamazaki y
colaboradores han mostrado que varios tejidos periféricos poseen su propio reloj circadiano y que
éstos son sincronizados por el marcapasos central en el NSQ [45]. Estos resultados cambiaron la visién
respecto a los osciladores bioldgicos y demostraron que cada drgano/tejido e incluso células
inmortalizadas en cultivo presentan osciladores autdnomos a nivel celular, refutando la idea de que

los osciladores circadianos sélo operaban en las neuronas del NSQ.

1.2.4 Mecanismo molecular del reloj circadiano en mamiferos

A partir de estudios genéticos y bioquimicos, en 1990 los ganadores del Premio Nobel de
Medicina 2017, Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young propusieron el primer mecanismo
molecular del reloj. Este modelo consistia en la expresion auto regulada de los genes Periodo de
Drosophila a través de ciclos de retroalimentacidn negativa [46, 47]. Posteriormente, estos estudios
se extendieron a mamiferos, aves, cianobacterias y plantas evidenciando los genes involucrados en la
generacion de los ritmos circadianos.

En la actualidad, se considera que el reloj molecular en mamiferos esta conformado por ciclos
transcripcionales/traduccionales de retroalimentacion negativa denominado TTFL (transcription—
translation feedback loop) [48, 49] (llustracion 4). El ciclo principal involucra a los genes activadores
Clocky Bmally al conjunto de genes represores Periodo (Perl, Per2, Per3) y Criptocromo (Cry1, Cry2).
Las proteinas CLOCK y BMAL1 pertenecen a la familia de factores de transcripcién con dominios de
unién al ADN (bHLH: hélice-bucle-hélice) y de interaccion con proteinas (PAS: Per-Arnt-Sim). Durante
el dia, los factores de transcripcion CLOCK y BMALL interactian formando un heterodimero para
activar la transcripcién de los genes Perl/2/3 y Cryl/2, resultando en altos niveles de estos
transcriptos. Las proteinas resultantes PER y CRY heterodimerizan, translocan al nucleo e interactian
con el complejo CLOCK: BMAL1 para inhibir su propia transcripcion y la de otros genes controlados

por el reloj (GCR) que poseen sitios E-box en sus promotores [50]. Durante la noche, el complejo
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represor PER-CRY es degradado, y el heterodimero CLOCK: BMAL1 puede luego activar un nuevo ciclo
de transcripcidn. El ciclo entero tarda aproximadamente 24 h para completarse.

A su vez, existe un ciclo secundario de retroalimentacién que estd conectado con el ciclo
principal CLOCK-BMAL1/PER-CRY. Este segundo ciclo transcripcional involucra a los receptos
huérfanos del acido retinoico, REV-ERBa/B y RORs, los cuales son blancos directos del heterodimero
CLOCK: BMAL1. A través de las secuencias RORE presentes en el promotor del gen Bmall, REV-ERBa/B
y RORs reprimen o activan fuertemente la transcripcion de dicho gen [51, 52], respectivamente.

El siguiente diagrama esquematiza la maquinaria del reloj molecular en mamiferos (/lustracion
4).

p— —_— llustracion 4: Maquinaria del reloj

[ hse) ) snFteRbR,w : -
LGl \&& ,  molecular en mamiferos. El circuito
) “‘ molecular esta constituido de dos ciclos

cBP/3000 N\ negativos interconectados responsables

4
e

e e e i B e 7.2 B de regular la expresion génica. Este
\ oscilador candnico es conocido como

A~ TTFL (transcription translation feedback
o \ PE'"PCE':’;‘ loop). Los factores de transcripcién
(C) y BMAL1 (B) se unen a motivos
| E-box en el ADN activando la
°  transcripcién de los genes Perl/2 y
: involucrados en el ciclo principal
(1), y Rev-erba/B presentes en el ciclo
secundario (2). Las proteinas PER1/2 y
se ensamblan en complejos
represores atenuando su transactivacion
mediada por y BMAL1 luego de
% ] haber alcanzado un nivel umbral de
- actividad. Como consecuencia, los
niveles de los complejos represores
PER1/2y disminuyen hasta que dejan de inhibir la actividad de y BMAL1; de este modo,
se inicia un nuevo ciclo de transcripcidn de Perl/2y . Por otro lado, cuando las concentraciones
de REV-ERBs son bajas, los receptores RORs se unen a elementos RORE en el promotor de estos dos
genes y activan la transcripcidn del complejo co-activador PGCl. En cambio, cuando Ias
concentraciones de REV-ERBs son altas, los mismos compiten con los receptores RORs por la unién a
los elementos RORE reclutando el complejo co-represor nCoR/HDAC3. Los genes Perl/2 también
actyan como genes tempranos inmediatos en la sincronizacidn del circuito circadiano molecular. Asi,
su transcripcidn puede ser estimulada por factores de transcripcidon tempranos cuya actividad esta
controlado por senales sistémicas, como hormonas, mensajeros secundarios, temperatura y
neurotransmisores. Como factores de transcripcion tempranos, podemos nombrar las proteinas de
unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB), de unién a elementos de choque termino (HSEs),
factores de respuesta a suero (SRF) y receptores de glucocorticoides (GR). La activacion de la expresidn
de Perl/2 por estos factores de transcripcidn juega un papel importante en la fase de reinicio de los
relojes circadianos. Adaptado de Bollinger y Schibler [53].

El heterodimero CLOCK: BMAL1 también regula varios genes aguas abajo conocidos como

genes controlados por el reloj (GCR) que generan ritmos circadianos en la mayoria de los procesos
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celulares tanto en neuronas del NSQ como en drganos periféricos, resultando en la expresion ritmica
de 3-10% de todos los ARNm expresados en un tejido particular. Esto se debe a interacciones tiempo-
dependientes entre los reguladores circadianos con secuencias de promotores de genes especificos,
factores de transcripcion o complejos de iniciacién de transcripcidn, elongacién y terminacién, como
también factores claves para regular el remodelado de cromatina [54-59]. Los GCR expresados en los
tejidos estudiados incluyen reguladores del ciclo celular, proliferacién, metabolismo, senescencia y
respuesta a ADN dafado [60-67].

Diferentes estudios muestran que las modificaciones post-traduccionales y la degradacion de
las proteinas reloj son etapas criticas para determinar la periodicidad circadiana del reloj [50, 68].
Muchas de las modificaciones post-traduccionales ocurren de manera circadiana y regulan la
actividad, localizacion subcelular y/o la vida media de las proteinas reloj, provocando un desfasaje
entre los niveles de transcripto y su actividad transcripcional. Esto contribuye a la progresion y
comienzo de un nuevo ciclo de 24 h. Entre las modificaciones post-traduccionales estudiadas,
podemos nombrar: fosforilacién [69-71], acetilacidon [55, 72], metilacidon [73], ubiquitinacion [74],
sumoilacidn [75, 76] y poli-ADP-ribosilacién [77].

Como fue observado en Drosophila, las proteinas PER1 y PER2 en mamiferos son
progresivamente fosforiladas a medida que se acumulan durante la tarde y noche. Las enzimas
caseinas 16/e (CK1 &/¢) son quinasas claves involucradas en la fosforilacion de PER y CRY. Por ejemplo,
el hamster mutante tau posee un periodo circadiano corto de 20 h, debido a una mutacién en la
proteina CKle lo que conlleva un alelo mutante negativo dominante [78]; en conjunto con otros
estudios de este mutante han revelado un rol clave de CKle y fosforilacion de proteinas en la
regulacion del periodo circadiano en mamiferos [79]. Dicha mutacidon en humanos es responsable de
una patologia del suefio [80, 81].

Por otro lado, la fosforilacion marca a las proteinas reloj para la poliubiquitinacién y posterior
degradacion por la via del complejo proteosoma 26S. Estudios in vitro involucran los complejos E3
ubiquitina ligasa B-TrCP y FBXL3 en la marcacion de las proteinas PER y CRY, respectivamente, para su
posterior degradacién [82—-86]. Mutaciones en el gen Fbx/3 han evidenciado fenotipos de periodo mas
largo en ratones, debido a un defecto en la degradacion de CRY1/2 [86, 87].

A partir de estudios con animales mutantes para los genes reloj fue posible dilucidar su
influencia en el mecanismo del reloj molecular. En la Tabla 1 se ejemplifican mutaciones de los genes

reloj y su incumbencia en el fenotipo circadiano evaluando actividad locomotriz:
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Tabla 1: Fenotipos de actividad locomotriz asociado a mutaciones de genes involucrados en el
mecanismo del reloj molecular.
Mutacién Fenotipo circadiano

Bmall” Arritmico en oscuridad constante [88]

Clock A19 Alarga el periodo 4 h, arritmico en oscuridad constante [89]
Clock™" Acorta el periodo 0.5 h [90]
Perl” Acorta el periodo 0.5 h o arritmico en oscuridad constante [91-93]
Per2’- Acorta el periodo 1.5 h con tendencia a arritmicidad [92, 94]

Perl”"y Per2’ | Arritmico en oscuridad constante [91, 92]

Cryl” Acorta el periodo 1 h [95, 96]

Cry2 7 Alarga el periodo 1 h [96, 97]

CK1e (tau) Alarga el periodo 0.4 h [78]

CK1e” Alarga el periodo 0.3 h [79]

Rev-erba” Acorta el periodo 0.5 h [51]

1.2.4.1 Ciclos secundarios que conectan el oscilador central a la fisiologia celular

Ademas de los mecanismos post-transcripcionales y post-traduccionales descriptos, existe
una fuerte evidencia que procesos citosélicos tienen importantes roles en la actividad transcripcional
de la maquinaria circadiana para controlar la fisiologia celular [98]. Esta vision ha surgido a causa de
gue numerosos procesos citosdlicos controlados por el reloj pueden tener retroalimentacién con el
oscilador transcripcional. Tales procesos conforman ciclos accesorios que conectan estrechamente el
reloj circadiano al metabolismo celular.

Un ejemplo de este feedback metabdlico es la biosintesis de nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD*) y su via de salvataje (/lustracion 5). La enzima limitante en la biosintesis de NAD",
nicotinamida fosforribosil transferasa (NAMPT), es controlada a nivel transcripcional por el
heterodimero CLOCK:BMALL1 en ratones, y los niveles de NAD* exhiben oscilaciones circadianas en el
citoplasma [99, 100]. A su vez, el equilibrio redox NAD*/NADH también puede regular la afinidad de
unién al DNA del heterodimero NPAS2:BMAL1 [101]. Los niveles de NAD* también pueden ser
indirectamente transducidos de nuevo al reloj mediante la deacetilasa dependiente de NAD®, SIRT1,
la cual deacetila a PER2 [55] y equilibra la acetilacion mediada por CLOCK [59]. Aunque su actividad es
impulsada por ciclos de alimentacién, la enzima polimerasa de poli ADP-ribosa 1 (PARP-1), una ADP
ribosil transferasa dependiente de NAD", también participa en las oscilaciones de NAD* dado que

media la ADP ribosilacion de CLOCK, modulando asi la afinidad al DNA de CLOCK:BMAL1 [77].
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llustracion 5: Relacién entre la ritmicidad circadiana y el metabolismo. El complejo
SIRT1:CLOCK:BMAL1 coordina la expresidn del gen Nampt, que codifica para la enzima limitante en la
via de salvataje de NAD, cofactor de SIRT1. Los dos loops graficados en el esquema demuestran los
mecanismos tanto del circuito de retroalimentacién transcripcional como el circuito de
retroalimentacidén enzimatica. Extraido de Eckel-Mahan y Sassoni-Corsi [102].

Como se ejemplifica en la llustracidn 6, otras vias citosdlicas también pueden tener feedback
al oscilador transcripcional como AMPc, la sefializacién por Ca,* [103], quinasa AMP [104] y niveles de

glucosa [105], entre otras.
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llustracion 6: Ciclos transcripcionales, citosélicos y metabdlicos. Los componentes citosdlicos
principalmente estan involucrados en el metabolismo energético y redox formando ciclos accesorios
gue son controlados por el reloj transcripcional y, a su vez, se retroalimentan. Distintos estudios que
analizan perturbaciones transcripcionales del actual modelo TTFL [37, 106—109] en conjunto con el
descubrimiento de ritmos no transcripcionales tanto en procariotas [110] como en eucariotas [111-
113], sugieren que un oscilador no transcripcional subyace a ritmos transcripcionales y citosélicos. La
identidad molecular de este oscilador ain no ha sido resulto, pero la profunda conservacion
filogenética de los ciclos de oxidacidén de peroxirredoxinas indica que es de origen metabdlico [111].
Extraido de Reddy y Rey [114].
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Estas conexiones implicadas en mantener la homeostasis energética de la célula fortalecen
aun mas el link entre los relojes circadianos y las vias metabdlicas evidenciando que las fronteras entre
el oscilador circadiano celular y el metabolismo van desapareciendo a medida que se adquieren
nuevos conocimientos. En efecto, los ciclos metabdlicos celulares pueden estar acoplados a los ritmos
de 24 horas en las células, y aun continuar oscilando en ausencia de genes reloj, quizds con un periodo
diferente [115]. En este sentido, los niveles de NAD(P)H pueden exhibir ritmos circadianos en ausencia
de una sefal de entrada del oscilador transcripcional, como fue ejemplificado en células enucleadas

como los glébulos rojos [116].

1.2.5 Reloj metabdlico

La vida celular surgid hace 3.7 billones de afios. Con escasa excepcion, los organismos
terrestres han evolucionado bajo ciclos diarios predecibles de acuerdo a la rotacién de la Tierra. La
ventaja conferida en tales organismos capaces de anticipar cambios ambientales ha impulsado la
evolucién de los relojes circadianos enddgenos que sintonizan la fisiologia interna con las condiciones
externas. La filogenia molecular de los mecanismos que impulsan estos ritmos ha sido dificil de
diseccionar dado que los genes y proteinas reloj identificadas no son conservadas entre los dominios
de vida: Bacteria, Archaea y Eucaria. Si bien se ha evidenciado el modelo comun denominado TTFL en
todos los organismos estudiados, los componentes del mismo no son compartidos entre los
organismos. Por ejemplo, el reloj molecular en cianobacterias propone 3 proteinas: Kai A, By C; en
cambio, en el hongo Neurospora crassa, el ciclo que coordina los ritmos involucra la proteina
FREQUENCY (FRQ) y el complejo WHITE COLLAR (WC). En el caso de las plantas, el reloj molecular
involucra elementos como TOC1 y CCA1l [1]. Si bien algunos organismos multicelulares como
Drosophila y humanos poseen componentes homdlogos (por ejemplo, las proteinas Periodo), sus
funciones parecen ser diferentes entre los organismos [117-119]. Estos modelos de estudio sugieren
gue el sistema circadiano evoluciond independientemente dentro de diferentes linajes. No obstante,
Edgar y colaboradores [111] estudiaron la hipdtesis de que los relojes circadianos podrian tener un
ancestro comun.

Recientemente, mecanismos post-transcripcionales y post-traduccionales han ganado
considerable atencién no sdélo por su importancia en modelos de retroalimentacién [68, 74, 120], sino
también por el descubrimiento de relojes no transcripcionales en varias especies. La principal
evidencia de oscilaciones circadianas no transcripcionales fue publicada en el afio 2005, cuando Kondo
y colegas reconstituyeron un reloj molecular en un tubo de ensayo, compuesto solo por tres proteinas
Kai provenientes de cianobacteria Synechococcus elongatus, suplementado con ATP como fuente de

energia [110].
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Unos afios después, oscilaciones en los ciclos de reduccidén/oxidacién de las proteinas
peroxirredoxinas (PRX) altamente conservadas entre los dominios filogenéticos fueron evidenciadas
en glébulos rojos de humanos, en células de ratones y algas marinas [111, 116, 121], sugiriendo que
las oscilaciones no transcripcionales podrian ser comunes en todos los sistemas circadianos. Estos
hallazgos podrian reflejar un ritmo enddgeno en la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
[116]. Dado que todos los organismos vivos poseen PRX, Edgar y colaboradores proponen que este
marcador de ritmos circadianos en metabolismo podria ser funcionalmente conservado entre los tres
dominios filogenéticos [111]. De esta forma, los ciclos de 24 horas de reduccidn/oxidacién de PRX
observados en los dominios de vida (Bacteria, Archaea y Eucaria) podrian sugerir que los ritmos
celulares comparten un origen molecular en comun.

La pregunta a responder seria iporque la regulacion redox estaria involucrada con el reloj
molecular? Dado que el rol celular de las PRX principalmente involucra la remocién de subproductos
metabdlicos tdxicos, como ROS, se piensa que la habilidad para sobrevivir a los ciclos de estrés
oxidativos podria haber contribuido a una ventaja selectiva desde los comienzos de la vida aerdbica
aproximadamente 2.5 billones de afios atras en el tiempo del Gran Evento de Oxidacién (GEO)
(llustracion 7). Las bacterias fotosintéticas adquirieron la capacidad de foto-disociar el agua,
resultando en la acumulacién geolégicamente rdpida de oxigeno molecular durante el dia y la vida
anaerdbica sufrié una catastrdfica disminucidon [121-123]. Evidentemente, los organismos que
sobrevivieron esta transicién a un ambiente aerdbico fueron aquellos capaces de respirar oxigeno.
Dado que la cadena de transporte de electrones involucra oxigeno inevitablemente produce aniones
superéxido como subproductos, por ende, durante el GEO los organismos que lograron subsistir
adquirieron sistemas de remocion de ROS o fueron relegados a nichos anaerébicos [122].

llustracion 7: Evolucion

Bacterias Algas Plantas  Mamiferos
de los componentes del
LUCA reloj. Mecanismos para
atenuar el estrés
Arqueas Hongos Insectos  yidativo  (vias  de
sefializacion de ROS)
datan aproximadamente
| hace 3 billones de afios
Oscilador KaiABC 1
Sefializacion cAMP/Ca® IaEEssesesesesessmssmmmmn €0 el Gran Evento de
Oscilador TOC1-CCAL = N .
e Oscilador FRQ. 3 s Oxidacion. Mientras que
Oscilador PER NSNS 0| oscilador KaiABC vy las
100 10, atmosférico GOE e Vias de sefializacion de

0.01 J AMPc son antiguamente
0.0001 —

similares, los osciladores
TTFL (TOC1-CCA1 en plantas, FRQ en hongos y el oscilador PER en metazoos) evolucionaron mas
recientemente y de manera separada. Oscilaciones en los componentes de sefializacion de ROS como
las PRX podrian indicar que un reloj antiguo subyace a las vias circadianas candnicas en eucariotas.
Adaptado de Edgar y colaboradores [111].
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1.2.5.1 Oscilaciones en los ciclos de reduccidn/oxidacidon de peroxirredoxinas

Las PRX son una familia de proteinas antioxidantes involucradas en el metabolismo vy
sefializacion del perdxido de hidrogeno. Estructuralmente, las PRX pertenecen al grupo de enzimas
PRX 1-Cys o 2-Cys, de acuerdo a la cantidad de residuos conservados de cisteinas cataliticas en su
secuencia [124]. En mamiferos, existen cinco PRX dentro del grupo PRX-2Cys (PRX 1-5) y sélo una en
el grupo PRX 1-Cys (PRX6). Las PRX también puede ser clasificadas de acuerdo a su habilidad para
formar puentes disulfuro inter o intra molecular dentro de los dimeros, denotada como tipicas (PRX
1-4) o atipicas (PRX 5), respectivamente [124].

Su mecanismo catalitico (/lustracion 8) involucra la oxidacién de una cisteina catalitica en el
sitio activo de la enzima dando lugar a acido sulfénico (Cys-SOH), el cual luego puede formar un puente
disulfuro con otro residuo de cisteina no catalitico (resolucidn). En la mayoria de los organismos, el
sistema tioredoxina completa el ciclo al reducir este puente disulfuro a expensas de la oxidacion de
una molécula de NADPH. Este loop catalitico tiene un rdpido recambio y permite la manutencién de
bajos niveles intracelulares de perdxido de hidrégeno.

El resto de la forma sulfénica de las proteinas PRXs (Cys-SOH) puede ser ain mas oxidada en
su cisteina catalitica dando lugar a las formas de acido sulfinico y sulfénico (Cys-SO,/3H). Los residuos
Cys-SO;H pueden ser lentamente reciclados a través de la reduccién dependiente de ATP de
sulfiredoxina [125], mientras que una mayor oxidacién a Cys-SOsH (denominado hiperoxidacion) se
postula que es irreversible. La hiperoxidacion de las cisteinas cataliticas estaria involucrado en la
sefializacion del perdxido a través del intercambio de enlaces disulfuro y actividad de chaperona de
los oligémeros hiperoxidados [124].
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llustracion 8: Sistema de PRX-2Cys. El mecanismo catalitico de las PRX-2Cys estd compuesto por dos
ciclos interconectados. En el primer ciclo, las PRX sufren peroxidacion de su cisteina catalitica ubicada
en el sitio activo de la enzima convirtiéndose en la forma de acido sulfénico (Cys-SOH), seguido de la
formacidn de un puente disulfuro con la cisteina vecina (resolucién) y la etapa de reciclado catalizado
por el sistema tioredoxina a expensas de la oxidacién de una molécula de NADPH. El resto de la forma
sulfénica de las proteinas PRXs (Cys-SOH) puede ser aun mas oxidada a las formas de acido sulfinico y
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sulfénico (Cys-SO,/5H). De este modo ingresan al segundo ciclo en el cual los residuos Cys-SO,H
pueden ser lentamente reciclados a través de una reduccidon dependiente de ATP mediante el sistema
sulfiredoxina [125]. En relacidn al recambio de cada ciclo, mediciones in vitro demostraron que el ciclo
peroxidatico (primer ciclo) es rapido [126] y permite mantener bajos niveles de perdxido de hidrégeno
intracelulares, mientras que el segundo ciclo es mucho mas lento [127].

Utilizando un anti suero contra el sitio activo de las PRX en su forma PRX-SO,/s;, Edgar y
colaboradores evidenciaron ritmos en varios modelos eucariotas en condiciones constantes, es decir,
en ausencia de sefiales externas de sincronizacion. En ratones, demostraron que tanto la abundancia
de las PRX-SO,/3 como la PRX1 total exhibian un ciclo diario en tejido hepatico y también en el NSQ.
Para extender estos hallazgos a otros modelos de estudio, oscilaciones circadianas en la abundancia
de PRX-SO,;; también fueron evidenciadas en la mosca Drosophila melanogaster, en plantulas de
Arabidopsis thaliana y en el hongo filamentoso Neurospora crassa. Sus hallazgos también se
extendieron a organismos procariotas, demostrando ciclos de oxidacién de PRX en cianobacterias y
arqueas. Estas observaciones en procariotas evolutivamente diversos proveen pruebas convincentes
de que la oxidacién ritmica de las PRX es un marcador circadiano conservado a través de los dominios
filogenéticos [111].

Por otra parte, O’Neill y Reddy evidenciaron ciclos redox de 24 h en las PRX en glébulos rojos,
sugiriendo que la transcripcién no es requerida para estas oscilaciones circadianas. Mds aun, estos
ritmos pueden ser sincronizados por estimulos ambientales y compensados por temperatura, ambas
caracteristicas de los ritmos circadianos [116, 121].

De este modo, la profunda conservacidn filogenética de los ritmos redox de PRX se extiende
a especies flungicas, plantas, bacterias e incluso arqueas [111]. Tales ritmos no son dependientes de
genes reloj, dado que mutantes que carecen componentes circadianos mantienen oscilaciones redox,
aunque muestran ligeramente un cambio de fase. Por otro lado, en organismos deficientes para las
enzimas PRX-2Cys, los ritmos circadianos persistieron con el periodo registrado en su contraparte
wild-type aunque su fase o amplitud fueron significativamente alteradas respecto a los controles.

En resumen, estos hallazgos sugieren que los ritmos redox parecen ser componentes
importantes de los ritmos bioldgicos y que el sistema de PRX podria formar parte del oscilador
metabdlico dada su amplia conservacion filogenética. Con toda esta evidencia se podria postular que
el reloj celular estd conformado por el reloj transcripcional y el oscilador metabdlico. En condiciones

normales/fisioldgicas ambos osciladores trabajan mancomunadamente.

13 METABOLISMO LIPiDICO
Dado que una de las caracteristicas metabdlicas de células tumorales es la desregulacidn del
metabolismo lipidico, considerar esta darea de investigacion es una estrategia terapéutica

prometedora para el tratamiento de cancer en humanos. Estudios recientes muestran que la
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reprogramacion del metabolismo lipidico juega roles importantes al proveer energia, macromoléculas
para la sintesis de membranas y sefializacién durante la progresiéon tumoral, mientras que la
acumulacién de gotas lipidicas en células tumorales actia como respuesta adaptativa fundamental a
condiciones dafiinas. Las células tumorales proliferativas rdpidamente incrementan sus demandas de
energia y macromoléculas, y luego para hacer frente a estas grandes demandas, las células tumorales
exacerban la utilizacion de la via de glucdlisis y consumo de glutamina [128, 129].

De este modo, la reprogramacidon del metabolismo lipidico juega un rol critico en las
patologias de malignidades humanas y asociadas a cancer [130], por lo que conocer la regulacion del
metabolismo en células tumorales tiene importantes implicancias para explorar nuevas estrategias

terapéuticas para el tratamiento de cancer.

1.3.1 Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos (GFLs) son los principales constituyentes de las bicapas de membranas
de todas las células. Estas estructuras estdn constituidas por un esqueleto de tres carbonos de glicerol,
dos 4cidos grasos de cadena larga esterificados a grupos hidroxilos en los carbonos 1y 2 (C1y C2) del
glicerol, y un grupo fosfato esterificando al grupo hidroxilo del C3 del glicerol, dando lugar al GPL mas
simple, el acido fosfatidico (PA). La mayoria también tiene un grupo alcohol esterificado al fosfato. Los
acidos grasos poseen un grupo carboxilo en un extremo de su cadena alifatica de 13 a 19 carbonos
adicionales. Ademds de su funcidn estructural en las membranas celulares, los GFLs también

participan en sistemas de sefalizacion celular y otras importantes funciones.

1.3.1.1 Sintesis de novo de glicerofosfolipidos

La composicion de los GFLs es bastante diversa dependiendo del tipo celular, organelas y
capas internas o externas de las membranas celulares. Los grupos acilo de los GFLs sintetizados en la
via de novo son subsecuentemente remodelados por la accion de fosfolipasas y lisofosfolipidos
aciltransferasas. Este remodelado también contribuye a la generacidn de diversidad de GFLs en las
membranas y a la produccién de mediadores lipidicos como dacidos grasos derivados de
lisofosfolipidos.

La sintesis de novo de GFLs puede observarse en la llustraciéon 9. A partir de la acilacidn
consecutiva del glicerol-3-fosfato (G3P) en C1 y C2 se produce el acido lisofosfatidico (LPA) y acido
fosfatidico (PA), respectivamente [131]. Estos dos pasos resultan comunes para todos los GFLs y estan
catalizados por las enzimas denominadas acil-CoA: glicerol-3-fosfato (GPAT) y acido lisofosfatidico
aciltransferasa (LPAAT) [132—-134]. El PA formado en el paso anterior puede ser desfosforilado por la
accion de enzimas con actividad fosfatasa (PAP-1) dando lugar al diacilglicerol (DAG) para sintetizar

GFLs (fosfatidilcolina, PC; fosfatidiletanolamina, PE) o triacilglicerol (TAG) [133-135].
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Lo que respecta a los GLPs, la PC y PE representan mas del 50% del total de GFLs en
membranas eucariotas cumpliendo importantes roles estructurales y funcionales. En 1956, Kennedy
y Weiss [136] elucidaron la biosintesis de novo de PCy PE a partir de higado de rata como fuente de
enzima. Las ramas de la via de Kennedy para la sintesis de PC y PE se basan en la formacién de
intermediarios caracteristicos de alta energia: CDP-etanolamina y CDP-colina para la sintesis de PE y
PC, respectivamente. En consecuencia, estas dos ramas de la via de Kennedy son usualmente
nombradas como las vias CDP-etanolamina y CDP-colina, respectivamente.

La via CDP-etanolamina consiste en 3 pasos enzimaticos. Inicialmente, la enzima etanolamina
quinasa (EK) cataliza la fosforilacion de la etanolamina dependiente de ATP, formando
fosfoetanolamina (P-Etn) y ADP como subproducto. En el segundo paso, el cual es considerado
limitante en la via de Kennedy, la enzima CTP-fosfoetanolamina citidiltransferasa (ECT) usa la P-Etn y
CTP para formar un donante de alta energia CDP-etanolamina (CDP-Etn) con la liberaciéon de
pirofosfato. Cabe destacar que la enzima ECT ha sido implicada en numerosos procesos que involucran
la homeostasis de PE, y su desregulacidn puede llevar al desarrollo de obesidad, resistencia a insulina,
esteatosis hepatica y dislipidemia [137]. El gen que codifica para la enzima ECT, Pcyt-2, estaria
involucrado en la regulacion del crecimiento celular y homeostasis metabdlica, y podria regular el
balance entre la supervivencia de células cancerigenas, su invasividad y metabolismo energético [137,
138].

Por ultimo, la enzima CDP-etanolamina 1,2 diacilglicerol etanolamina fosfotransferasa (EPT)
cataliza la reaccién final usando CDP-Etn y DAG como esqueleto lipidico nombrado anteriormente para
formar PE y CMP como subproducto. La via analoga para la sintesis de PC involucra la rama CDP-colina
(CDP-Cho) de la via de Kennedy, que utiliza una serie de reacciones similares, excepto por el uso de

colina en vez de etanolamina para sintetizar PC.
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llustracion 9: Esquema de la biosintesis de novo y
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Las enzimas de la via de Kennedy comparten un rango de sustratos; por ejemplo, varias

isoformas de la enzima colina quinasa (ChoK) en mamiferos son capaces de fosforilar el sustrato
etanolamina [140] y algunas fosfotransferasas pueden usar tanto CDP-Cho como CDP-Etn para
sintetizar PCy PE [141-143]. En cambio, las enzimas CTP-fosfocolina citidiltransferasa (CCT) y ECT son
altamente especificas para la fosfocolina y fosfoetanolamina, respectivamente, y catalizan el paso

regulatorio de la via de Kennedy [140, 141].

1.3.2 Gotas lipidicas

Las gotas lipidicas (GLs) o LDs (lipid droplet, por sus siglas en inglés) son pequefias organelas
citoplasmdticas y sumamente dindmicas, cuyo numero y tamaio varia significativamente entre los
distintos tipos celulares; usualmente es cercano a 1um y raramente mayor a 10 um [144, 145]. Estas
estructuras estdn compuestas por un centro de lipidos neutros rodeado de una monocapa de
fosfolipidos y proteinas especificas unidas a su superficie. Para prevenir la coalescencia de las GLs, las
células recubren el centro hidrofébico de las mismas con una monocapa de fosfolipidos [144] los
cuales actian como surfactantes y estabilizan las particulas dispersas. En particilar, la PC tiene un rol
clave en la biologia de GLs debido a su habilidad para reducir la tension superficial [146]. Es asi que,
los genes que codifican para enzimas de la biosintesis de GFLs son determinantes en el tamafio y
numero de GLs, sugiriendo que la composicién de GFLs de la monocapa afecta profundamente su

morfologia y utilizacion de lipidos.
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La sintesis de lipidos neutros en el reticulo endoplasmico (RE) por enzimas como diglicérido
aciltransferasa 1 (DGAT1) conlleva a la formacion de GLs nascientes [147, 148]. Luego de su formacion,
las GLs pueden continuar creciendo por sintesis local de lipidos neutros o, en ciertos tejidos
especializados como adipocitos, por fusién [147, 149]. En condiciones de excesiva energia metabdlica
(por ejemplo, exceso de acidos grasos), las células forman GLs, y algunas de ellas pueden crecer
dramaticamente (mas de 30 veces su volumen en h) [146]. Las GLs de gran tamafio pueden formarse
por dos mecanismos. Uno de ellos es la fusién o coalescencia de GLs, lo cual es relativamente raro en
condiciones normales [150], pero ocurre frecuentemente en deficiencia de PC o acumulacién de PA
[151, 152]. El otro mecanismo es por crecimiento o expansion; en GLs en crecimiento, los TAG son
adicionados al nucleo y los GFLs a la superficie. Krahmer y colaboradores describieron un mecanismo
por el cual la sintesis de PC se activa para mantener suficiente PC en la superficie de GLs. Si bien los
TAG son sintetizados en el RE, se desconoce cdmo son adicionados a los nucleos de GLs [146].

Ante la falta de energia, los lipidos neutros almacenados en GLs pueden ser degradados por
dos vias: lipdlisis o lipofagia [153]. La lipdlisis es mediada via lipasas asociadas a GLs como la adiposo
triglicérido lipasa (ATGL) mientras que la lipofagia involucra a la enzima lipasa de acido lisosomal (LAL)
actuando sobre GLs en autolisosomas via autofagia. Los acidos grasos provenientes de lipidos neutros
pueden ser usados para produccidon de energia via oxidacién mitocondrial o peroxisomal [154, 155].
Las GLs responden por lo tanto al balance celular entre lipogénesis y lipdlisis jugando un rol clave en
la homeostasis energética. Esta homeostasis es critica para la funcionalidad normal de la célula y se
encuentra alterada en varias patologias humanas incluyendo obesidad, diabetes, enfermedades

cardiovasculares e higado graso [156].

1.3.3 Implicancias del sistema circadiano en el metabolismo lipidico

El sistema circadiano juega un rol clave en la regulacion del metabolismo lipidico,
favoreciendo los ritmos diarios de absorcién de lipidos, almacenamiento y transporte que son
temporalmente coordinados con los ciclos de actividad/descanso y alimentacidén/ayuno. A nivel
celular, los genes involucrados en la sintesis de lipidos y oxidacién de acidos grasos son ritmicamente
activados y reprimidos por proteinas del reloj molecular especificas de cada tejido. En consecuencia,
la pérdida de funcidn de los genes reloj o desequilibrio de los ritmos circadianos con los ciclos de
alimentacion resulta en deterioro de la homeostasis lipidica [22].

Distintos estudios demuestran que un gran conjunto de sitios de unidn a ADN es ritmicamente
ocupado por BMAL1, incluyendo genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos vy lipidos,
regulacion transcripcional y ciclo celular [157, 158]. Un claro ejemplo del vinculo entre la regulacion
circadiana y el metabolismo de lipidos, son los genes reloj Rev-erba/B que codifican para receptores

nucleares involucrados en la represion de genes metabdlicos. Los sitios de ocupacién en el genoma de
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estos receptores nucleares han evidenciado el reclutamiento del complejo constituido por el co-
represor (NcoR) y la histona deacetilasa 3 (HDAC3) para reprimir la transcripcién de Bmall y otros
genes con elementos RORE en sus promotores. El conjunto de sitios de unién al ADN de REV-ERBaq,
NcoR y HDAC3 muestran una extensiva superposicion y estan enriquecidos en genes involucrados en
el metabolismo de lipidos [56, 159, 160].

Estos hallazgos fueron confirmados y extendidos en un estudio que examina el ritmo
circadiano en la ocupacidn del genoma para siete de las proteinas reloj en el higado de ratén (BMAL1,
CLOCK, NPAS2, PER1, PER2, CRY1, and CRY2) [161]. En conjunto, estos estudios demuestran que el
reloj molecular regula vias metabdlicas de lipidos al activar o reprimir genes involucrados en el

metabolismo lipidico, tanto de forma directa o regulando el ciclo de otros factores de transcripcién.

1.3.4 Perdida de funcidn de genes reloj asociado a disfunciones metabdlicas.

El rol funcional del reloj molecular en el metabolismo lipidico ha sido estudiado usando
ratones knockout (KO) o mutantes para los genes reloj. Un ejemplo de estos estudios son los ratones
mutantes ClockA19 arritmicos en su comportamiento que presentan hiperfagia y desarrollan
obesidad, acompafiado de hiperglucemia, hiperlipidemia y esteatosis hepatica [162], representando
un modelo animal de “sindrome metabdlico”. Los ratones KO de Bmall desarrollan artropatia no
inflamatoria en la edad adulta [163] resultando en progresiva pérdida de peso, actividad reducida y
menor ingesta de agua y comida. De manera similar al mutante Clock, los ratones con pérdida de
funcién de BMAL1 presentan comportamiento arritmico, exhiben hiperlipidemia y experimentan un
envejecimiento adelantado [164, 165].

Los componentes represores del reloj molecular también han sido implicados en disfunciones
metabdlicas. Es asi, que ratones deficientes de PER2 muestran una marcada reduccion en triglicéridos
circulantes y acidos grasos no esterificados [69]. Por otra parte, los ratones con pérdida de ambas
proteinas CRY exhiben intolerancia a la glucosa y constitutivamente altos niveles de corticosterona

circulante, el principal glucocorticoide en roedores [166].

1.4  RITMOS BIOLOGICOS Y CANCER

La carcinogénesis es un proceso complejo que resulta en la acumulacion de alteraciones
genéticas primariamente en genes involucrados en la regulacidon de vias de sefalizacion relevantes
para el control del crecimiento y division celular. Entre las caracteristicas tipicas de los procesos
neopldsicos se encuentran la activacion exacerbada de una proliferacion sostenida, evasion de
supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de
angiogénesis, y capacidad de invasidon y metastasis. A esto se le suma la inestabilidad genética que
facilita los procesos inflamatorios, la reprogramacion del metabolismo energético y la evasion del

sistema inmune [167].
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En cuanto a los tumores del sistema nervioso, los gliomas de alto grado son los tumores
cerebrales primarios mas frecuentes, extremadamente agresivos e invasivos. Luego del diagndstico
de pacientes con glioblastoma (GBM), la sobrevida del mismo es de aproximadamente 12-14 meses
siguiendo el protocolo terapéutico denominado Stupp. Esta estrategia, en caso de ser posible, consta
de la remocién quirdrgica de la masa tumoral seguida de radioterapia y quimioterapia con
Temozolomida (TMZ). Sin embargo, debido a la capacidad infiltrante de este tumor, generalmente no
es posible asegurar la eliminacidn total de la masa tumoral. La TMZ es un agente alquilante oral que
ha demostrado actividad antitumoral en el tratamiento recurrente de gliomas [168-170]. El esquema
convencional aprobado es una dosis diaria de 150-200 mg por m? del drea del cuerpo durante 5 dias
de cada ciclo de 28 dias.

Considerando la gran vascularizacién de este tipo de tumor, muchos estudios se han
focalizado en la aplicacion de terapias anti-angiogénicas [171]. Sin embargo, se han reportado
resultados negativos en ensayos clinicos en pacientes con GBM utilizando Bevacizumab cuyo blanco
es el factor de crecimiento endotelial vascular [172, 173]. En contraste con estos resultados, la
coadministracién de radioterapia (RT) y TMZ casi ha triplicado la sobrevida de 2 afios en pacientes con
GBM en la ultima década obteniéndose un 10% cuando el tratamiento sélo era RT y 27% de sobrevida
con la combinacién de RT y TMZ. En paralelo, a los pacientes se los trata con dexametasona para
disminuir la neuroinflamacién. Es de destacar, que en la clinica en etapas avanzadas o terminales del
tratamiento de GBM se ha comenzado a utilizar otro agente quimioterapéutico denominado
Bortezomib que actua inhibiendo la actividad proteosomal.

La notable heterogeneidad inter-tumoral a nivel molecular y celular [174] 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 antineopldsicos ha mejorado en gran parte gracias a la
mayor comprension de las bases moleculares y celulares del cancer. Es asi, que entender la biologia
de los tumores y entre ellos los de cerebro como es el caso de GBM, sirve de base para el disefio

racional de nuevos abordajes terapéuticos [169, 173, 175].

1.4.1 Implicancias de la disrupcion del sistema circadiano en el desarrollo de cancer

El reloj central y los osciladores periféricos regulan coordinadamente la expresion ritmica de
genes especificos de cada tejido a fin de acoplar diversos procesos fisioldgicos y comportamentales a
los cambios periddicos en el ambiente. Sin embargo, en el mundo industrializado en el que vivimos,
se han incrementado las actividades que alteran la homeostasis enddgena con sefiales circadianas
externas. La vida moderna se caracteriza por el aumento de las actividades nocturnas con prolongada

iluminacidn artificial, por ejemplo, el trabajo con turnos rotativos, modificacién del horario de
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alimentacién y dietas hipercaldricas, alteracidn y privacién del suefio. En consecuencia, la disrupcion
circadiana ha surgido como un nuevo concepto, caracterizandose por una pérdida en la correcta
coordinacion entre los diferentes componentes del sistema circadiano (disminucién en la amplitud de
la oscilacion, modificacion de los picos de actividad o duracién del ciclo) [176]. Este desequilibrio es
considerado un factor contribuyente al desarrollo de cdncer, sindrome metabdlico, obesidad,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y desordenes inflamatorios [177-181].

Tanto estudios epidemioldgicos como modelos animales han revelado que el desarrollo del
cancer estd estrechamente asociado con la pérdida de la homeostasis circadiana en el balance
energético, funcién inmune y envejecimiento. El reloj circadiano controla estas funciones celulares
tanto localmente en las células de los tejidos periféricos como a nivel de organismo a través de vias
de seiializacidn extracelular. De esta manera, la jerarquia del reloj circadiano en mamiferos provee un
sistema Unico para estudiar carcinogénesis como un proceso fisioldgico desregulado in vivo. El
desequilibrio entre el huésped y los tejidos malignos en proliferacidn celular y metabolismo también
provee nuevas opciones para novedosas terapias antitumorales.

La relaciéon entre la disrupcidn circadiana y una mayor susceptibilidad al desarrollo de cancer,
ha sido observada en cancer de mama, ovario, pulmdn, pancreas, préstata, colorrectal y de
endometrio, linfoma non-Hodgkin, osteosarcoma, leucemia mieloide aguda, carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello y carcinoma hepatocelular [182, 183, 192-197, 184-191].

En base a estos hallazgos, en 2007 la Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer
(IARC) clasifico al “trabajo rotativo que involucra una disrupcidon en los ritmos circadianos” como un
probable carcinégeno humano, clasificado en el grupo 2A [198]. La disrupcidn circadiana se ve
influenciada por el nUmero de afos, la frecuencia de los esquemas de trabajo rotativo y el nimero de
horas por semana de trabajo a la noche en los trabajadores de turnos nocturnos [193, 194, 199-201].
Un estudio realizado con enfermeras en Noruega reveld que las mujeres que trabajaron durante la
noche por menos de 30 afios presentan un riesgo moderadamente incrementado a desarrollar cancer
de mama. Este riesgo aumenta aun mads en enfermeras que trabajaron 30 o mas afos con turnos
rotativos [199, 202, 203]. De manera similar, se ha reportado que el riesgo de cdncer de prdstata esta
incrementado en trabajadores rotativos nocturnos, y este riesgo aumenta conforme a una mayor
duracidn del trabajo rotativo, especialmente en cdncer de alto grado [204, 205].

En relacion a los mecanismos de desregulacion de los genes reloj en cancer en humanos se ha
evidenciado el silenciamiento epigenético por metilacion del promotor, desregulacion a nivel
transcripcional o post-transcripcional y variaciones estructurales de proteinas reloj debido al
polimorfismo de genes. En el caso de los genes Per, presentan frecuentemente una expresion

disminuida y distintos polimorfismos en cancer de mama, endometrio, préstata, pancreas, colorrectal
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y células no pequefias de pulmén, como también en carcinoma hepatocelular, carcinoma escamoso
de cuello, gliomas y linfoma mieloide crénica [206, 207, 216, 208-215]. Por otra parte, la
sobreexpresidn de Perl y Per2 sensibiliza a las células cancerosas humanas a la muerte celular
mediada por apoptosis inducida por dafio al ADN [217-219]. Estos estudios muestran que una alta
expresion de Perl y Per2 puede promover apoptosis en células tumorales, sugiriendo que los genes
Per podrian actuar como supresores tumorales. Otros estudios demuestran que la inactivacidn
epigenética de Bmall estd relacionada a malignidades hematoldgicas mientras que polimorfismos en
genes Clock y Cryl/2 se encuentran frecuentemente asociados a un incremento en el riego o
recurrencia de Linfoma de non-Hodgkin, leucemia mieloide aguda, cancer de ovario endometrial,
colorrectal y de mama [220-225].

Los modelos experimentales en animales mutantes para los genes reloj y diversos estudios
moleculares han permitido evidenciar los vinculos emergentes entre la disrupcion circadiana, su
influencia en el cdncer y en desordenes metabdlicos. En la siguiente Tabla, se ejemplifican algunos de

los estudios nombrados:

Tabla 2: Mutaciones en genes reloj y defectos metabdlicos o relacionados a cancer

Gen reloj - . ‘
Defectos metabdlicos Defectos relacionados a cancer
mutado
Envejecimiento prematuro luego de
Clock Sindrome metabdlico [162] ) . i p. ) &
irradiacion [226]
Intolerancia a la glucosa, hipoinsulinemia, Ratones Bmal1*" presentan una
Bmall aumento de la hipoglucemia inducida por mayor tasa de neoplasia espontanea
insulina, hiperlipidemia [163, 164,226, 227] e inducida por radiaciéon [229]
Cryly Intolerancia a la glucosa, aumento de Retraso en el desarrollo de cancer en
Cry2 corticosterona circulante [166] ratones Trp537 [230].
Ratones deficientes en PER2
Perly ;
Intolerancia a la glucosa [227] presentan un incremento en la
Per2 & sensibilidad a irradiaciény e
hiperplasia en glandula salival [217].
Rev-erba Aumento de triglicéridos séricos [231]

1.4.2 Cronoterapia
Las multiples conexiones evidenciadas entre el desequilibrio del sistema circadiano y una

mayor incidencia de cancer generan interés en preguntarnos si la intervencion terapéutica en
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determinados momentos del dia deberia comenzar a considerarse en los tratamientos
guimioterapéuticos.

La cronoterapia es la ciencia que estudia la prevencidn o tratamiento de enfermedades de
acuerdo a los ritmos bioldgicos [232]. Esto involucra el momento de intervenciones farmacoldgicas y
no farmacoldgicas, como la cirugia, agentes fisicos y psicoterapia. El objetivo es minimizar la toxicidad
o efectos adversos, y/o mejorar la eficacia a través de un tratamiento adecuado en tiempo y forma
[233, 234]. En este sentido, el enfoque cronobiolégico ha mejorado la tolerancia y eficacia de drogas
antitumorales tanto en modelos experimentales como en pacientes con cancer [235-237].

Diversos estudios muestran una fuerte evidencia de que enzimas metabdlicas y la
detoxificacién de xenobidticos exhiben picos temporales en su actividad y podrian ser blancos
farmacolégicos usados para optimizar los tratamientos quimioterapéuticos. En relacién a esto, se ha
reportado que la enzima acetil-CoA sintetasa (ACSS2) suple a los tumores de acetil-CoA dependiente
de acetato que es usado para la lipogénesis de novo y la acetilacidn de histonas [238, 239]. A su vez,
la actividad de tal enzima es modulada por SIRT1 dependiente de NAD+. Como fue discutido
anteriormente, el heterodimero CLOCK: BMAL1 controlada a nivel transcripcional la expresidn de la
enzima limitante en la biosintesis de NAD*. De este modo, un enfoque cronobioldgico podria
considerar los cambios en la actividad de ACSS2 regulados por el reloj para potenciar su efecto sobre
el crecimiento de células tumorales. Evidencias recientes también sugieren que agonistas
farmacolégicos de los componentes REV-ERB son selectivamente letales en células cancerosas
perjudicando el crecimiento de GBM in vivo [240]. Estos hallazgos requieren de mayor examinacion
para determinar si este tipo de enfoque podria ser efectivo en otros tipos de cancer.

En lo que respecta a ensayos clinicos en fase lll, se ha reportado que tratamientos con
esquemas de cronoterapias han resultado en una tolerancia 5 veces mayor y el doble de eficacia
comparado con tratamientos convencionales que no tienen en cuenta el momento de la
administracién [241]. No obstante, resultados experimentales y clinicos han evidenciado amplias
diferencias entre los individuos, lo cual se traduce en diferentes perfiles de cronotoxicidad [242, 243].
Tales diferencias pueden deberse a cambios epigenéticos, sexo, edad, estilo de vida, enfermedades o
tratamientos farmacoldgicos [244—-247].

Irinotecan, un ejemplo de las drogas estudiadas, es un inhibidor de la enzima topoisomerasa
usado en malignidades gastrointestinales y colorrectales. Distintos pardmetros como la
farmacocinética, farmacodinamica, toxicidad y eficacia de esta droga exhiben ritmos circadianos en
células sincronizadas en cultivo, en ratones y en pacientes con cancer [248, 249]. Un estudio realizado
con Irinotecan evalué 31 pacientes con cancer, los cuales recibieron la droga de manera convencional

en una infusién de 30 min en la manana o como infusién cronomodulada desde las 2am a 8am. Los
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pacientes que recibieron la administracién cronomodulada, sufrieron menos diarrea y menor
variabilidad entre los pacientes comparado con la terapia convencional [250].

Por otro lado, un estudio en fase Ill con 186 pacientes con cancer colorrectal metastatico
analiza la administracién cronomodulada de oxaliplatino, 5-FU y acido folinico en comparacion con el
método convencional. La administracién cronomodulada disminuyé 5 veces la toxicidad en mucosas
comparado con la administracién constante de la droga (14% vs 76%) y redujo a la mitad el deterioro
funcional de la neuropatia periférica (16% vs 31%) [251]. Recientemente, una alta expresion de Bmall
ha sido relacionada con un incremento en la eficacia de la quimioterapia basada en oxaliplatino contra
este tipo de cancer [252].

Estas evidencias sugieren que la administraciéon de terapias de acuerdo a las variaciones
circadianas muestra avances beneficiosos en estudios clinicos con pacientes con cancer. Debido a las
variabilidades inter e intra- pacientes observadas, es necesario la integracién de pardmetros claves

especificos del paciente para el disefio de farmacoterapias personalizadas.

1.5 ANTECEDENTES DE RITMOS CIRCADIANOS, METABOLISMO Y CANCER

Como se ha discutido en las secciones anteriores, el advenimiento de la modernidad y la
industrializacion (luz artificial, dietas hipercaldricas, vuelos transmeridianos, trabajo nocturno con
turnos rotativos) ha provocado la pérdida de sincronia entre los procesos internos de nuestro
organismo y el ambiente que nos rodea, lo que se denomina disrupcidn circadiana. Este fendmeno ha
sido vinculado con un mayor riesgo de desarrollo de cdncer y desordenes metabdlicos. Sin embargo,
poco se conoce sobre la regulacion circadiana del metabolismo de células tumorales que proliferan
de manera exacerbada.

A lo largo de los afios, nuestro laboratorio ha sido pionero en el estudio de las variaciones
temporales en los niveles de GFLs y los perfiles temporales de la actividad y expresién de enzimas
involucradas en el metabolismo de los mismos en diferentes modelos de estudio. Entre ellos, se
demostré que la sintesis de fosfolipidos y melatonina oscila en forma ritmica en retina de pollo [39,
253, 254] y que fibroblastos NIH3T3 sincronizados con un shock de suero exhiben un patrén ritmico
en las actividades de las enzimas LPAAT y PAP-1 que catalizan eventos tempranos en la sintesis de
novo de GFLs. A su vez, se observo que el perfil de actividad de PAP-1 se correlaciona con los cambios
diarios en la sintesis de novo de GFLs previamente descriptos en el laboratorio [139]. Por ultimo, se
evidencio que las membranas celulares del higado de ratén cambian su composicidn fosfolipidica de
manera circadiana [255], como asi también la expresion de varios genes reloj y GCR que codifican para
enzimas particulares del metabolismo lipidico.

Recientemente, se analizd la expresion del ARNm de genes reloj y GCR en células de

glioblastoma sincronizadas con un shock de dexametasona (DEX) en condicidn de arresto parcial o
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proliferacién. Los resultados evidenciaron variaciones temporales significativas en la expresion de
ARNm de los genes reloj (Per1, Rev-erb) y GCR (Pcyt-2, CKa) en la condicidn de arresto parcial, mientras
que en proliferacién tales oscilaciones se perdian. En cambio, los resultados para la marcacion
metabdlica de 32P-GFLs en estas células evidenciaron oscilaciones circadianas en ambas condiciones
de cultivo, sugiriendo que oscilaciones metabdlicas podrian persistir aun cuando los perfiles de
expresion de genes reloj se encuentren alterados.

Considerando estos resultados nos surge el siguiente interrogatorio: éExiste un oscilador
metabdlico funcional que pueda ayudar a controlar los ritmos de células tumorales incluso cuando
el reloj molecular se encuentre alterado en condiciones proliferativas?

Nuestra hipdtesis se sustenta en publicaciones recientes que postulan la existencia de un reloj
redox/metabdlico responsable de los ciclos de oxidacion de las PRX que regulan los niveles endégenos
de peréxidos, funcionando incluso en ausencia de transcripcion como ocurre por ejemplo en células
enucleadas como los glébulos rojos. Dicho oscilador metabdlico se encuentra altamente conservado
a través de la evolucidén, y presente en todos los dominios de vida desde bacterias hasta el hombre
[111, 121].

En resumen, en los siguientes capitulos abordaremos el estudio de la regulacién circadiana
del metabolismo de células de glioblastoma en cultivo y evaluar si es posible determinar parametros

metabdlicos que permitan maximizar la eficiencia de drogas antitumorales en determinados

momentos del dia. Para ello, evaluamos el estado metabdlico de las células T98G de glioblastoma en
cultivo a distintos horarios luego de ser sincronizadas y en células que tienen alterada la expresion del
activador transcripcional Bmall. Estos resultados nos permitiran inferir en la presencia y funcionalidad
de un oscilador metabdlico en células tumorales y su relacion con el reloj molecular. Posteriormente,
nos trasladamos a estudios in vivo utilizando células tumorales provenientes del sistema nervioso
periférico de tipo glial y melanoma capaces de generar tumores al ser inyectadas en ratones C57BL/6.
El objetivo de estos estudios es tratar de dilucidar el rol que cumple el sistema circadiano del huésped

en relacion al crecimiento y progresion tumoral. A continuacion, se menciona el objetivo general y los

objetivos especificos planteados en la presente tesis.
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1.6 OBIJETIVO GENERAL:
Investigar el funcionamiento del reloj circadiano en la regulacion del metabolismo de células
tumorales mediante estudios en lineas celulares sincronizadas en cultivo y en tumores generados in

vivo.

El capitulo Ill de la presente tesis, abarca el estudio de las oscilaciones metabdlicas y
susceptibilidad a drogas antitumorales en células T98G en cultivo, para el cual se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

o) Estudiar el metabolismo de células T98G sincronizadas y el estado redox en células silenciadas
para el activador molecular Bmall.
o) Evaluar la susceptibilidad a drogas antitumorales (Bortezomib y SR9009) en funcidn del estado

metabdlico y del reloj molecular.

En una segunda instancia, el capitulo IV abarca la caracterizacién de las células A530 en cultivo

y estudios in vivo, para el cual se plantearon los siguientes objetivos especificos:

o Caracterizar las células A530 en cultivo en funcién de sus proteinas reloj, estado redox y
susceptibilidad al quimioterapéutico Bortezomib.

o Analizar la velocidad de crecimiento de tumores generados en ratones C57BL/6 mediante la
inyeccion de células tumorales A530 de sistema nervioso periférico y B16 de melanoma a distintos
horarios (dia vs noche).

o Analizar la velocidad de crecimiento de tumores generados en ratones C57BL/6 mediante la
inyeccion de células A530 que poseen alterada la expresion de Bmall (A530 A5) en comparacién con
su grupo control.

o Evaluar el efecto del quimioterapéutico Bortezomib a distintos horarios (dia vs noche) en

tumores generados a partir de la inyeccién de células A530 en ratones C57BL/6.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 CULTIVO Y REPIQUE DE CELULAS

2.1.1 Células T98G

Las células T98G (ATCC, Cat #CRI-1690) provenientes de glioblastoma multiforme humano
fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco modified Eagles medium, Gibco) suplementadas con
10% de suero fetal bovino (SFB) de acuerdo a Portal y colaboradores [256] y mantenidas en estufa con
5% de CO,a 37°C.

Los repiques de las células se realizaron a partir de cultivos al 80-90% de confluencia. En
primer lugar, se aspiré el medio de cultivo y se realizé un lavado con 1 ml de PBS 1X. Luego, se
adicionaron 500 pl de tripsina (0.25% en EDTA) durante 5 min a 37°C a fin de despegar las células
adheridas a la placa. La tripsina se neutralizé con 1.5 ml de medio de cultivo y las células fueron
centrifugadas durante 5 min a 1500 rpm. El pellet de células fue resuspendido en 1 ml de medio
suplementado con 10% SFB y se sembraron diferentes alicuotas dependiendo del experimento

planificado.

2.1.2 Células A530

Las células A530 fueron aisladas a partir de tumores malignos de la vaina del nervio periférico
de ratones NPcis (Nf1* Trp53*, The Jackson Laboratory) por la Dra. Fabiola Veldzquez del Laboratorio
de la Dra. Beatriz Caputto (CIQUIBIC — CONICET) con quienes mantenemos colaboracion. Los ratones
NPcis contienen una mutacidon KO en los genes supresores Trp53 (p53) y Nf1 en la misma copia del
cromosoma 11 (en “cis”). La copia restante de estos genes en el cromosoma 11 opuesta es WT. Dado
gue todas las células de los ratones NPcis son mutantes para una copia de los genes Nf1y Trp53, existe
una alta probabilidad de la pérdida espontanea de las copias WT de ambos genes y en consecuencia
los ratones presentan una alta probabilidad para desarrollar tumores dando lugar a astrocitomas
malignos y glioblastomas [257, 258]. Tales células tienen la capacidad de crecer en suspension sin
inhibicién por contacto, ademads de formar esferas y acimulos tipicos de células malignas.

Las células A530 fueron cultivadas en estufa a 37°C con 5% de CO, en medio DMEM (Dulbecco
modified Eagles medium, Gibco) bajo en glucosa y medio Neurobasal (Gibco) en una proporcion 5:3,
respectivamente. Ademads, el medio de cultivo fue suplementado con 20% de SFB (Gibco), FGF
(Fibroblast Growth Factor - 20 ng/ml, Life Techonologies), EGF (Epidermal Growth Factor - 20 ng/ml,
Sigma), suplemento B27 (Life Techonologies), B-mercaptoetanol (55 uM) y acido retinoico (0.12 pM).
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2.1.3 Células B16

Las células B16 provenientes de melanoma murino fueron cultivadas en medio DMEM
(Dulbecco modified Eagles medium, Gibco) suplementadas con 10% de SFB y mantenidas en estufa
con 5% de CO,a 37°C. Los repiques de estas células se realizaron de igual manera que las células T98G

como fue descripto anteriormente.

2.2 CONTROL DE CONTAMINACION POR MICOPLASMA

Los cultivos celulares fueron controlados periédicamente mediante tinciones con DAPI (4 ',6-
diamidino-2-fenilindol) para corroborar la ausencia de contaminacién por micoplasma. Brevemente,
las células cultivadas en cubreobjetos fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con 2 ml de metanol frio
durante 5 min. Luego, las células fueron incubadas con DAPI a una concentracion final de 1.5-3 uM
durante 10 min. Una vez lavadas, las células fueron montadas utilizando Mowiol (Sigma #81381) y

observadas al microscopio para evaluar contaminacién por micoplasma.

2.3 SINCRONIZACION DE CULTIVOS CELULARES

Las células T98G cultivadas durante 24-48 h fueron sincronizadas mediante un shock de
dexametasona (DEX) 100 nM durante 20 min a 37°C. Luego de la sincronizacion (tiempo 0), el medio
fue reemplazado por DMEM libre de suero (condicion arresto parcial) o DMEM+5% de SFB (condicién
proliferacion) [20, 44]. En la llustracién 10, se esquematiza la toma de muestras a distintos horarios
post-sincronizacion de acuerdo a la condicién de cultivo correspondiente. Posteriormente, las
muestras fueron procesadas de acuerdo al experimento a realizar.

ARRESTO PARCIAL
Cosecha de células cada 6 h
24hsinsuero | | | | 1 1

| B
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>

Crecimiento 24-48 h en Sincronizacion
DMEM + 10% SFB DEX 100nM 20 m 37°C PROLIFERACION

Cosecha de células cada 6 h

L1 1 1 1 1 5
& v v 1 1
0 6 12 18 24 30 36

llustracidn 10: Protocolo de sincronizacidn de las células T98G. Las células T98G fueron cultivadas en
DMEM+10% SFB durante 24-48 h hasta alcanzar una confluencia entre 60-80%. Posteriormente, el
medio de cultivo fue removido y las células T98G sincronizadas mediante un shock de DEX 100 nM
durante 20 min a 37°C. Una vez sincronizadas, las células T98G se cultivaron en medio libre de SFB
(condicién arresto parcial) o en medio suplementado con 5% SFB (condicién proliferaciéon). Las
muestras fueron tomadas a los distintos horarios post-sincronizacion, como se ejemplifica en la
ilustracién y procesadas segun el experimento planeado. Dado que cada célula oscila con su propia
fase, la sincronizacion permite ajustar las fases de las oscilaciones de todas las células, posibilitando
la deteccidn de la variable oscilatoria a nivel poblacional.
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En el caso de las células A530, la sincronizacion se realizé mediante un cambio de medio de
cultivo. Luego de la sincronizacion (tiempo 0), las células fueron recolectadas cada intervalo de 6 h
durante 36 h para ensayos posteriores. En paralelo a la caracterizacion in vitro que se realizé de estas
células, las mismas fueron utilizadas para realizar los experimentos in vivo propuestos en este

proyecto.

24 MANEJO DE ANIMALES

Las células tumorales A530 o B16 fueron inyectadas en ratones C57BL/6 de 2-3 meses de edad
mantenidos bajo ciclos regulares de 12h luz/12h oscuridad (LO). Las luces del bioterio se encienden a
ZTO (7 am) y se apagan a ZT12 (7 pm); (ZT: Zeitgeber time). Para hacer referencia a los horarios de
inyeccion de células tumorales, utilizaremos el término ZT1-2 (1-2 h luego de prenderse la luz) y ZT
12-13 (1 h luego de apagarse la luz).

En el caso de los experimentos en corrida libre (condiciones constantes de iluminacién), los
ratones previamente sincronizados a un ciclo regular de LO por varios dias, se mantuvieron durante
72 h en oscuridad constante (OO) previo a la inyeccién de células tumorales y durante 15 dias luego
de la inyeccidn. En estos experimentos, el horario de inyeccién se denominard como CT (Circadian
time), ya que los animales no reciben ninguna sefial externa o Zeitgeber. Por lo tanto, para hacer
referencia a los horarios de inyeccion de células tumorales, utilizaremos los términos CT1-2 (dia
subjetivo) y CT12-13 (noche subjetiva).

En todos los casos, los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura controlada 'y
alimentacion ad-libitum. El protocolo de inyeccién de células tumorales fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, Ordenanza 2139, Facultad de

Ciencias Quimicas, UNC).

25 TINCION CON IODURO DE PROPIDIO Y CITOMETRIA DE FLUJO.

Las células fueron cultivadas durante 24-48 h y posteriormente sincronizadas por un shock de
DEX durante 20 min o cambio de medio de cultivo, seglin corresponda. Luego de la sincronizacion, las
células mantenidas en proliferacion (DMEM+ 5% SFB) o arresto parcial (DMEM libre de SFB) fueron
recolectadas a diferentes tiempos, lavadas con PBS 1X frio y fijadas en etanol 70% frio gota a gota. Las
células fijadas fueron mantenidas a -20°C al menos por 24 h.

Una vez fijadas, las células se centrifugaron a 1000-1500 rpm durante 20 min y se aspiré el
etanol. El pellet obtenido fue resuspendido en 150 pl de solucién de tincidn (PBS conteniendo 50
pg/ml de ioduro de propidio y 10 pg de Ribonucleasa A) como fue reportado [44, 139]. El andlisis del
ciclo celular fue realizado con 50.000 células mediante un citometro de flujo (Beckton Dickinson

FACSCanto Il). El programa usado para el analisis del ciclo celular fue el software FlowJo.
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2.6 EXTRACCION Y TRANSCRIPCION REVERSA DE ARN

A partir de cultivos celulares, el ARN total fue extraido mediante el reactivo Trizol (Invitrogen
#15596-026) siguiendo las especificaciones del fabricante. El rendimiento y pureza del ARN fue
estimado mediante el cociente de la densidad éptica a 260/280 nm. Posteriormente, 2 ug de ARN
fueron utilizados como molde para la sintesis del ADN copia (ADNc) usando la enzima transcriptasa
reversa M-MLV (Promega #1701), dNTPs (Promega #U1240), hexameros al azar (Biodynamics #B070-
40) y agua DEPC (libre de nucleasas de ADN y ARN) en un volumen final de 25 pl de acuerdo con
indicaciones del fabricante. El ADNc obtenido fue utilizado posteriormente para evaluar la expresion

de ARNm de distintos genes.

2.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) A TIEMPO FINAL

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada utilizando 2 pl del ADNc
previamente obtenido, 0.75 ul de primers especificos 10 uM (listados en la Tabla 4), 0.5 pl de dNTPs
10 mM (Promega #U1240) y 0.125 ul de la enzima GoTaq (Promega #M3001). El protocolo de ciclado

se detalla a continuacion (Tabla 3):

Tabla 3: Protocolo de ciclado de PCR

Numero de ciclos Tiempo Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 1 5 min 95
Amplificacién:
Desnaturalizacion 30s 95
Hibridacion 30-35 60 s Tm
Extension 30s 72
Elongacion 1 5 min 72

Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de agarosa mediante electroforesis
utilizando SYBER safe (Invitrogen) para visualizar las bandas en el transiluminador. Las secuencias de

primers especificos utilizados se enumeran en la siguiente tabla:

Tabla 4: Secuencias de primers y tamaiio del producto amplificado por PCR

Transcrioto Primer Forward (5" = 3') Tamaiio amplicon
P Primer Reverse (5" = 3°) (pares de bases)
H AGAACAATCCAGACTAGCGCA 100
P GGGAACTTCACATCACAGCTC
Bmall GCAGTGCCACTGACTACCAAGA 201
TCCTGGACATTGCATTGCAT
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Transcripto Primer Forward (5" = 3') Tamaiio amplicon
P Primer Reverse (5" = 3') (pares de bases)
CGGATTGTCTATATTTCGGAGCA
Perl 142
TGGGCAGTCGAGATGGTGT
GAGTTCGGTGGGGTCATGTG
Bel-2 CAACAAAGGCATCCCAGCCT 145

2.8 EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

Las células T98G sincronizadas y mantenidas en proliferacidn o arresto parcial como se indicé
anteriormente fueron cosechadas durante intervalos de 6 h durante 36 h en buffer RIPA
(Radioimmunoprecipitationassay: 150mM NaCl, 1% IGEPAL CA-630, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1%
SDS y 50 mM Tris pH 8) conteniendo inhibidor de proteasas (Sigma). El contenido total de proteinas
en los homogenatos fue determinado mediante el método Bradford (#500-0006 Bio-Rad) [259]. El
lisado celular fue resuspendido en buffer de siembra (40% glicerol, 240mM Tris/HCI pH 6.8, 8% SDS,
0.04% azul de bromofenol, 5% 3-mercaptoetanol) e incubado a 90°C durante 5 min. Una cantidad total
de 50 ug de proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida
al 12% durante 90 min a 120 voltios constantes como fue reportado previamente [44, 139].
Posteriormente, se realizd la transferencia a una membrana de PVDF (ThermoFisher Scientific),
previamente sumergida por unos min en metanol, durante 1 h a 350 amperios constantes. El bloqueo
se realizé en PBS suplementado con 5% de leche durante 1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios (enumerados en la Tabla 5) fueron incubados overnight a 4°C, y posteriormente las
membranas fueron lavadas 3 veces con buffer de lavado (PBS 1X suplementado con 0.1% Tween 20)
durante 5 min.

Luego, se procedid a la incubacién con los anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura
ambiente. Para ello, se utilizaron anticuerpos secundarios (Li-COR) anti-IgG de conejo (verde) y anti-
IgG de ratdn (rojo) generados en cabra en una diluciéon 1:20000. Finalmente, las membranas fueron
lavadas tres veces durante 5 min y escaneadas utilizando Odyssey IR Imager (LI-COR Biosciences). En
todos los casos, se utilizé a-Tubulina como control de carga. La cuantificacidon de densitometria de las

bandas especificas fue llevada a cabo mediante el software Image).

Tabla 5: Anticuerpos utilizados en Western Blot

Anticuerpos | Huésped | Peso molecular (KDa) Marca y catalogo Dilucion
PRX-S0y/3 Conejo 22 Abcam (Cat# ab16830) 1:500
a-Tubulina Raton 55 Sigma-Aldrich 1:1000
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2.9  EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE INMUNOCITOQUIMICA

La expresion de las proteinas reloj también fue evaluada mediante inmunocitoquimica como
fue descripto anteriormente [260]. Brevemente, los cultivos celulares fueron fijados durante 15 min
en paraformaldehido al 4% en PBS y 10 min en metanol frio. Los cubreobjetos fueron lavados con PBS
1X, tratados con buffer bloqueante (PBS suplementado con 0.1% BSA, 0.1% Tween 20y 0.1% glicina)
e incubados overnight con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 6). Posteriormente, se
realizaron dos lavados con buffer de lavado (PBS 1X suplementado con 0.1% Tween 20) y se incubaron
con el anticuerpo secundario durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, los cubreobjetos
fueron lavados y visualizados mediante microscopia confocal (FV1200; Olympus). Los nucleos de las
células fueron visualizados mediante tincién con DAPI. Las imagenes obtenidas fueron analizadas

utilizando el software Imagel.

Tabla 6: Anticuerpos utilizados en Inmunocitoquimica

Anticuerpo Huésped Marca y catdlogo Dilucion
PER1 Ratdn Abcam (Cat# ab3443) 1:100
GLUTAMINA SINTASA Ratén Milipore (Cat#t MAB302) 1:100
VIMENTINA Ratén Sigma (Cat# V5255) 1:750
GFAP Conejo Dako (Cat# V5255) 1:250
REV-ERB a Ratdn Santa Cruz Biotechnology (Cat# sc-100910) 1:100

Los anticuerpos secundarios (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) anti-lgG de conejo

(rojo) y anti-IgG de ratdn (verde) utilizados en una dilucion 1:1000 fueron generados en cabra.

2.10 DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO

Las células sincronizadas y mantenidas en su condicién de cultivo correspondiente fueron
cosechadas cada intervalo de 6 h durante 36 h. El estado redox de las células fue analizado mediante
citometria de flujo como fue descripto [261]. Brevemente, el medio de cultivo fue removido y las
células lavadas con PBS 1X frio fueron cosechadas mediante tripsinizacion. Un total de 4 x 10° células
fueron resuspendidas en PBS 1X e incubadas con la sonda 2',7- diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (Sigma #35845) en una concentracion final de 2 uM durante 40 min a 37°C.
Las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X y la intensidad de fluorescencia fue analizada
mediante citometria de flujo a 530nm cuando la muestra es excitada a 485nm. Se utilizé como control

negativo una alicuota de células sin previa incubacién con la sonda fluorescente. Ademas las células
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fueron previamente incubadas con ioduro de propidio (50 pg/ml) a fin de discriminar la poblacidn de

células vivas. El andlisis de la intensidad de fluorescencia se realizé utilizando el software FlowJo.

2.11 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LiPIDOS Y SEPARACION DE FOSFOLIPIDOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

A partir de los homogenatos celulares cosechados a distintos horarios post-sincronizacién, se
realizé la extraccion de fosfolipidos se acuerdo al método de Bligh y Dyer [262]. Brevemente, los
homogenatos fueron lavados dos veces con PBS 1X y resuspendidos en 800 pl de PBS 1X frio. El
contenido total de fosfolipidos fue extraido con 3 ml de cloroformo: metanol (1:2 v/v) durante 20 min
a temperatura ambiente. Una parte de clorofomo fue adicionado a la mezcla y homogenizado.
Posteriormente, una parte de agua fue adicionada al homogenato dando una relacion final de 2:2:1.8
cloroformo: metanol: agua (v/v/v), se vortexed por algunos segundos y se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 min a fin de obtener un sistema de dos fases (fase superior acuosa y fase inferior organica).
Luego, se recuperd la fase orgdanica inferior y fue lavada dos veces con lo que se denomind “fase
superior tedrica”. Brevemente, varios tubos fueron preparados con una relacion final de 2:2:1.8
cloroformo: metanol: agua (v/v/v), se vortexed y la fase superior fue adicionada a la fase inferior
previamente recuperada. Finalmente, la fase orgdnica fue secada con N,, los lipidos resuspendidos en
800 ul de cloroformo:metanol (1:1) y conservados a -20°C.

Los lipidos individuales fueron separados en silica gel (Macherey-Nagel) previamente
sumergidos en 1.2% H3BOs; (en etanol:agua 1:1) mediante un sistema de solventes compuesto por
acetato de metilo: isopropanol: cloroformo: metanol: 0.025% KCl (25:25:25:10:9, v/v/v/v/v) como fue
descripto [263]. Los estandares y lipidos individuales fueron visualizados utilizando acetato cuprico
3% en acido fosfdrico 8% y posteriomente incubados a 170°C durante 10 min en estufa [264]. Las

bandas obtenidas para cada fosfolipido fueron cuantificadas mediante el programa Imagel.

2.12 DETERMINACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFOHIDROLASA DE ACIDO
FOSFATIDICO

Las células T98G fueron sincronizadas y mantenidas en arresto parcial o proliferacion
cosechandose muestras cada 6 h durante 36 h. Las muestras fueron resuspendidas en PBS 1X
conteniendo inhibidor de proteasas (Sigma), y posteriormente se cuantifico la cantidad de proteinas
mediante Bradford [259]. La cuantificacion de la actividad de la enzima fosfohidrolasa de acido
fosfatidico (PAP) fue medida en el laboratorio de la Dra. Susana Pasquaré (Laboratorio de
Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca, INIBIBB-CONICET) con quienes mantenemos
colaboracién. La cuantificacién fue determinada por el monitoreo de la liberacién de 1,2 diacil-[2-3H]-
glicerol (DAG) desde [2-3H]-acido fosfatidico (PA) como fue descripto previamente [265, 266]. La
mezcla de reaccion se conformaba de 50 mM Tris-maleato pH 6.5, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM
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EGTA, 0.2 mM Mg?*y 100 ug de proteinas provenientes del homogenato celular en un volumen final
de 0.2 ml. La reaccidn se inicié al adicionar 0.6 mM de [2-3H]-fosfatidato mas 0.4 mM de PCy se detuvo
a los 20 min por adiciones de cloroformo: metanol (2:1, v/v). El DAG fue separado por TLC en silica gel
60 [267] utilizando el siguiente sistema de corrida: hexano: dietil éter: acido acético (35:65:1, v/v/v).
En este sistema, el DAG migra % de la placa y tanto el PA como MAG quedan retenidos en el punto de
siembra. Para separar el MAG del PA, las placas fueron corridas nuevamente utilizando hexano:dietil
éter: acido acético (20:80:2.3, v/v/v) como solvente. La actividad de la enzima PAP fue expresada como

la suma de DAG marcado mas MAG por min y g de proteina.

2.13 TRATAMIENTO CON BORTEZOMIB Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Las células sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 1 x 10*fueron cultivadas
overnigth a 37 °C para permitir su adhesion a la placa. Las células T98G y A530 fueron sincronizadas y
tratadas con Bortezomib (BOR, 500nM) a los diferentes tiempos post-sincronizacién durante 36 y 24
h, respectivamente. Como control positivo de viabilidad se utilizaron células sin el tratamiento con la
droga. Posteriormente, 10 pl del reactivo MTT (5 mg/ml; Sigma #M2128) fueron adicionados a cada
pocillo e incubados durante 2 h a 37°C como fue descripto [268]. Luego, 100 pl de DMSO: isopropanol
(1:1. v/v) fueron adicionados a cada pocillo seguido de la incubacién por algunos min a temperatura
ambiente protegidos de la luz. Las muestras fueron analizadas a una longitud de onda de 570 nm en

el espectrofotdmetro Epoch.

Shock DEX DMEM + 5% SFB
20 min

>

>0 6 12 18 24 30 36 ™
[ T T T T I |

L 28 2R 2% 2% 2R AR
BOR 500 nM 36 h + MTT
(abs 570 nm)

llustracidon 11: Esquema representativo del protocolo de sincronizacidn y tratamiento de células
T98G con el quimioterapéutico BOR. Las células T98G cultivadas en placas de 96 pocillos fueron
sincronizadas mediante un shock de DEX (100 nM, 20 min) y mantenidas en DMEM+5% SFB. A cada
uno de los tiempos post-sincronizacién, se adiciond el BOR (500 nM) durante 36 h. Posteriormente,
se evalud la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT considerando el 100% de viabilidad aquellas
células incubadas con el vehiculo de la droga (DMSO).
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2.14  DISRUPCION DE LA EXPRESION DE BMAL1 MEDIANTE LA TECNOLOGIA CRISPR/CAS9

Con el objetivo de disminuir la expresién de Bmall en las células en estudio, se implementd
la tecnologia de edicién de genes CRISPR/Cas9 como fue reportado anteriormente [269]. Brevemente,
se disefiaron RNA guias (sgRNA) especificos utilizando el sitio web https://zlab.bio/quide-design-
resources a partir de la secuencia genémica de Bmall de humano o ratén para las células T98G y A530,
respectivamente (Tabla 7). Tales secuencias fueron subclonadas en el vector PX459 (Addgene #48139)
previamente digerido con la enzima de restriccion Bbs/ (NEB #R0539S) para obtener el pldsmido
PX459-Bmall. Las células fueron transfectadas con Lipofectamine 2000 (Invitrogen #11668-030) y
seleccionadas con puromicina (2 pg/ml). El pool de células transfectadas fue denominado T98G E1 o
A530 A5. La disminucion de la expresion de Bmall fue chequeada mediante RT-PCR y efectos
adicionales fueron encontrados en las fases del ciclo celular mediante citometria de flujo y en la

expresidn del gen target aguas abajo Perl mediante RT-PCR e inmunocitoquimica.

Tabla 7: Secuencias de sgRNA clonadas en el plasmido PX459

4 Secuencia sgRNA (5" 2> 3’ L.
Células Secuencia S§RNA f:omplerZ\entaria (5>3) Dirigido a
T98G CTGGCTAGAGTGTATACGTT Exdn 2 secuencia gendmica
GACCGATCTCACATATGCAA Bmall de homo sapiens.
A530 AGGTGCCTGTTTACCCGCGC Exdn 1 secuencia gendmica
GCGCGGGTAAACAGGCACCT Bmall de mus musculus.

2.15 TRATAMIENTO CON SR9009 EN CELULAS T98G Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD
CELULAR

Los efectos del compuesto SR9009 (Milipore #554726), el cual actia como agonista especifico
de los genes reloj REV-ERBs, fueron evaluados sobre la viabilidad de células T98G. Para ello, las mismas
fueron sembradas a una densidad de 1 x 10* por pocillo y mantenidas overnight a 37°C en estufa para
permitir su adhesion a la placa. Posteriormente, las células mantenidas en proliferacién fueron
tratadas con 10, 20 y 40 uM del compuesto SR9009 durante 24, 48 y 72 h, y finalmente se evalué la
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT como fue descripto anteriormente.

Luego de definir la concentracion del compuesto SR9009 (20 uM) que permite matar al menos
el 50% de la poblacién de células T98G, se analizd si existia una respuesta diferencial en el tiempo de
la susceptibilidad a dicho tratamiento. Nuevamente, se sembraron células T98G a una densidad de 1
x 10* en una placa de 96 pocillos y fueron mantenidas overnight a 37°C. Luego, las células T98G
sincronizadas mediante un shock de DEX (100 nM, 20 min), fueron tratadas con el compuesto SR9009
a cada uno de los tiempos post-sincronizacién durante 48 h (llustracion 12). La viabilidad celular se

determiné mediante el ensayo de MTT descripto anteriormente.
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vehiculo de la droga (DMSO).

2.16  ANALISIS DEL CICLO CELULAR EN CELULAS T98G TRATADAS CON SR9009

Para evaluar si el compuesto SR9009 afecta la progresion del ciclo celular realizamos el
siguiente protocolo de trabajo (/lustracion 13). Las células T98G fueron arrestadas durante 36 h en
DMEM libre de SFB conteniendo DMSO (vehiculo) o SR9009 (20 uM). Luego de 36 h, se realizé un
cambio de medio de cultivo y las células fueron estimuladas con 20% SFB durante 16 h en presencia
de DMSO o SR9009, segun corresponda. Por ultimo, las células fueron cosechadas mediante
tripsinizacién y se analizé el ciclo celular por citometria de flujo como fue descripto anteriormente. El
objetivo de este experimento es evaluar si las células una vez arrestadas son capaces de reingresar al

ciclo celular luego del estimulo.

Arre:sto 36 h Estimulo 16 h Anélisis del ciclo celular
(DMEN libre de SFB) I::> (DMEN + 20% SFB) |:> por citometria de flujo
+ DMSO/SR9009 + DMSO/SR9009

llustracion 13: Esquema representativo del protocolo para evaluar la progresiéon del ciclo celular en
células T98G tratadas con SR9009. Las células T98G fueron arrestadas durante 36 h en medio libre de
SFB conteniendo DMSO o SR9009 (20 uM). Posteriormente, las células son estimuladas con 20% SFB
durante 16 h en presencia de DMSO o SR9009. Por ultimo, se evalua el ciclo celular por citometria de
flujo en ambas poblaciones de células previamente fijadas con etanol 70% y marcadas con ioduro de
propidio.

2.17 DETERMINACION DE GOTAS LIPiDICAS MEDIANTE TINCION Y MICROSCOPIA CONFOCAL

A los efectos de evaluar que implicancias tiene el agonista SR9009 sobre distintas vias
metabdlicas en las células T98G, nos planteamos investigar la acumulacion de lipidos en las
denominadas gotas lipidicas (GLs) o LDs (Lipid Droplets, por sus siglas en inglés). Para ello, las células
T98G control (DMSO) y tratadas (SR9009, 20uM 48 h) fueron fijadas con paraformaldehido 4% durante

15 min a temperatura ambiente seguido de dos lavados con PBS 1X. Para la determinacién de GLs, se
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utilizé el compuesto Nile red (Sigma #N3013) el cual es un colorante utilizado para detectar Gls
intracelulares [270]. De esta manera, las células de ambas condiciones fueron incubadas con Nile red
en una concentracion final de 1 pg/ml en PBS 1X durante 15 min protegidas de la luz. Luego, se
realizaron tres lavados de 5 min con PBS 1X y un lavado final con agua miliQ. Los nucleos de las células
fueron tefiidos con DAPI. Por ultimo, los cubreobjetos fueron montados con Mowiol (Sigma #81381)
en los portaobjetos y visualizados mediante microscopia confocal (FV1200; Olympus) en el Centro de
Microscopia y Nanoscopia de Cérdoba (CEMINCO, UNC-CONICET). Las imdagenes obtenidas fueron
analizadas mediante el software ImageJ determinando el tamafio promedio de las GLs en las muestras

en estudio.

2.18 DETERMINACION DE GOTAS LIPIDICAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Otra forma de determinar los niveles de GLs en cultivos celulares es mediante citometria de
flujo. Para ello, las células T98G control (DMSO) y tratadas (SR9009, 20 uM 48 h) fueron cosechadas
mediante tripsinizacién y lavadas dos veces con PBS 1X. Luego, las células resuspendidas en PBS 1X
fueron incubadas con Nile Red (1 pg/ml) durante 15 min a temperatura ambiente protegidas de la luz.
Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X, resuspendidas en 150 ul de PBS y
analizadas mediante citometria de flujo (BD LSRFortessa™ cell analyzer) utilizando el filtro 575/26. Los
resultados obtenidos del citdmetro fueron analizados mediante el software FlowJo para determinar

la intensidad de fluorescencia de las muestras en estudio.

2.19  GENOTIPIFICACION DE LAS CELULAS A530

A fin de evaluar la pérdida de las copias WT de los genes Nfl y Trp53 en las células A530, se
extrajo ADN gendmico de las células en cultivo. Para ello, las células fueron incubadas a 56°C en buffer
TNES (Tris 10mM pH 7.5, NaCl 400mM, EDTA 100mM, 0.6% SDS) con la adicién de Proteinasa K
(Promega). Posteriormente, se adiciond NaCl 6M y se centrifugd a 13200 rpm a 4°C durante 5 min. El
sobrenadante obtenido fue precipitado con etanol 95% frio (v/v) y posteriormente, el pellet obtenido
fue lavado con etanol 70% (v/v). Por dltimo, el ADN recuperado fue resuspendido en agua libre de
nucleasas y conservado a -20°C para ensayos posteriores. Mediante la reaccion de la polimerasa en
cadena, se amplificaron secuencias especificas correspondientes a las copias WT o mutante de los

genes Nfly Trp53 (Tabla 9). Los reactivos utilizados se enumeran en la Tabla 8:
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Tabla 8: Reactivos utilizados para la
amplificacion de ADN genémico
Buffer (Promega #M791A)
dNTPs (Promega #U1240)

Nfl com
Primers para el gen Nfl1 | Nfl wt
Nfl mut
X7
Primers para el gen Trp53 | X6.5
XNeo 18

ADN
Polimerasa (Promega #M3001)
Agua libre de nucleasas

Tabla 9: Secuencia de primers de los genes Nfl y Trp53 y patron de bandas

Gen Nombre del primer Secuencia (5" 2 3") Patrén de bandas
Nfl WT TTCTGGCCTTATTGGACACC WT (Nfl COM- Nfl WT): 374
Nf1 Nfl COM GCACAAAAGAGGCACTGGAT pb
MUT (Nfl COM- Nfl MUT)
Nf1 MUT GGAGAGGTTTTTGCTTCCT 274 y una banda menor
Gen Nombre del primer Secuencia (5" 2 3") Patrén de bandas
X7 TATACTCAGAGCCGGCCT
Trp53 X6.5 ACAGCGTGGTGGTACCTTAT WT (X7-X6.5): 450 pb
P : MUT (X7- NEO18) 550 pb
NEO18 CTATCAGGACATAGCGTTGG

Los productos de amplificacidn fueron separados en un gel de agarosa mediante electroforesis

utilizando SYBER safe (Invitrogen) para visualizar las bandas en el transiluminador.

2.20 GENERACION DE TUMORES A PARTIR DE LA INYECCION DE CELULAS TUMORALES

Los estudios in vivo descriptos en la presente tesis se realizaron a partir de la generacién de
tumores provenientes de la inyeccion de células A530 o B16. En primer lugar, las células tumorales
A530 provenientes del sistema nervioso periférico fueron sincronizadas mediante un cambio de medio
de cultivo y lavadas en PBS 1X. Posteriormente, una cantidad de 1 x 10° células en 10 pl de PBS fueron
inyectadas en la zona del nervio ciatico de ratones C57BL/6. A los 15-17 dias post-inyeccion, los
tumores comenzaron a ser palpables y se realizé el monitoreo del crecimiento tumoral. En paralelo,
se realizé el seguimiento del peso de los animales los cuales fueron sacrificados alrededor del dia 30

post-inyeccion.
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En el caso de la inyeccion de las células B16 de melanoma murino, las mismas fueron
sincronizadas mediante un cambio de medio de cultivo y lavadas con PBS 1X. Posteriormente, una
cantidad de 5 x 10° células en 50 pL de PBS fueron inyectadas de manera subcutdnea en uno de los
flancos del ratén. Los tumores comenzaron a ser palpables alrededor del dia 7-10 luego de la
inyeccion. El crecimiento del tumor fue monitoreado peridédicamente al igual que el peso corporal de
los animales. Los mismos fueron sacrificados alrededor del dia 15 post-inyeccidn.

Cabe destacar que la inyeccidon de células de ambos modelos tumorales se realizé bajo

distintas condiciones experimentales como es detallado en el Capitulo IV.

2.21 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO TUMORAL

El crecimiento de los tumores generados a partir de células A530 o B16 fue monitoreado
mediante mediciones periddicas utilizando un calibre. Posteriormente, el volumen de los tumores
provenientes de la inyeccién de células A530, fue calculado de acuerdo a la siguiente férmula: ancho
x largo x alto. En el caso de los tumores generados a partir de la inyeccién de células B16, se utilizé la
férmula: (ancho?x largo)/2 para calcular el volumen tumoral.

Posteriormente, la velocidad de crecimiento tumoral se calculé como la pendiente de la
regresion lineal de la transformada logaritmica del volumen tumoral de cada animal, segun fue

reportado previamente [271] (/lustracion 14).
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llustracion 14: Determinacion de la velocidad de crecimiento tumoral. a) Seguimiento del volumen
tumoral (mm3) en funcidn de los dias post-inyeccién; b) Regresidn lineal de la logaritmica del volumen
tumoral en la cual la pendiente en rojo indica la velocidad de crecimiento.

2.22 TRATAMIENTO QUIMIOTERAPEUTICO DE TUMORES PROVENIENTES DE CELULAS A530

A fin de evaluar la implementacidn de un tratamiento quimioterapéutico desde el punto de
vista cronobioldgico, los tumores provenientes de las células A530 fueron tratados con el
guimioterapéutico BOR a distintos horarios. Una vez que los tumores fueron palpables, alrededor del
dia 15 post-inyeccién, los ratones fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos experimentales.

La administracién del BOR se realizd por via intraperitoneal al comienzo de la fase de descanso (ZT 1-
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2) o al comienzo de la fase activa (ZT12-13), cada grupo con sus respectivos animales controles a los
cuales se les inyectd el mismo volumen de DMSO (vehiculo de la droga). El protocolo consistié en 4
dosis de BOR (1.5 mg/kg en 30 puL de DMSO) [272] durante una semana en combinacidén con
mediciones periddicas del volumen tumoral y registro del peso de los animales. Una vez finalizado el
tratamiento, se calculd la velocidad de crecimiento tumoral de los grupos experimentales, como fue
descripto en los parrafos anteriores (/lustracion 14). Posteriormente, con el objetivo de evaluar la
eficiencia del tratamiento quimioterapéutico a los distintos horarios de administracidn, se calculd el

indice TGI (tumor growth inhibition, por sus siglas en inglés), de acuerdo a la siguiente férmula:

LT TI/CH/CH] | 100 donde:

1-(Ci/Cf) Tf: volumen final promedio de cada grupo tratado con BOR
Ti: volumen inicial promedio de cada grupo tratado con BOR
Cf: volumen final promedio de cada grupo control

Ci: volumen inicial promedio de cada grupo control

TGl (%)=

2.23  ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico se realizé utilizando el software Infostat (Versién 2017. Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina) o GraphPad Prism. Las pruebas de normalidad y
homogeneidad de la varianza se realizaron mediante los test de Shapiro—Wilks modificado y Levene,
respectivamente. Cuando los supuestos de distribucion normal se cumplian, las comparaciones entre
medias se realizaron mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) a una o dos vias para testear los
efectos del tiempo o tratamiento de las drogas, seguida de un test a posteriori cuando presentaban
diferencias entre medias. Cuando se infringia la normalidad de los residuos se utiliz6 estadistica no
paramétrica mediante el test de Kruskal-Wallis (K-W), empleando una comparacion de a pares. En el
caso de los experimentos que presentan dos grupos experimentales, se realizd la comparacion entre
pares mediante un t-test o test no paramétrico Mann Whitney (M-W) cuando se infringia la
normalidad de los residuos. Los datos se presentan como media * EE, el tamafio muestral (n) se indica
para cada experimento, y se considerd un valor significativo p<0.05.

Por otro lado, se realizé un analisis periddico a fin de corroborar si los perfiles obtenidos en
cada parametro evaluado se correlacionan con una curva periddica. Para tal fin, se aplico el analisis
COSINOR [273] o RAIN cuando se infringia los supuestos del modelo [274]. El analisis considerd
periodos de 8 a 32 h y un valor significativo p < 0.05. Los analisis periddicos fueron realizados con la

asistencia del Dr. Lucas Gorné (IMBIV, CONICET-UNC).
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CAPITULO Ill: OSCILACIONES METABOLICAS Y SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS
ANTITUMORALES EN CELULAS T98G

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o) Estudiar el metabolismo de células T98G sincronizadas y el estado redox en células silenciadas
para el activador molecular Bmall.

o) Evaluar la susceptibilidad a drogas antitumorales (Bortezomib y SR9009) en funcidn del estado

metabdlico y del reloj molecular.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Caracterizacion de las células T98G en cultivo

Las células T98G provenientes de glioblastoma multiforme de un hombre de 61 afios exhiben
caracteristicas tipicas de células cancerosas con una ronda de divisién del ciclo celular cercana a las
24-28 h 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
Figura 1, estas células expresan marcadores gliales como glutamina sintasa (GS), vimentina y proteina

fibrilar acidica glial (GFAP).

a GS DAPI b Vimentina DAPI c GFAP DAPI

Figura 1: Marcadores gliales en células T98G en cultivo. Imagenes representativas de microscopia
confocal evidenciando que las células T98G presentan marcadores tipicos de origen glial como la
glutamina sintasa (a), vimentina (b) y proteina fibrilar acidica glial (c). Los nucleos fueron visualizados
mediante tincidon con DAPI. Barra=10 pum.

3.2.1.1 Distribucién de las fases del ciclo celular

Para llevar a cabo los objetivos planteados en esta tesis, en primer lugar, caracterizamos las
condiciones experimentales en cultivo en relacién a la tasa de proliferacién. Para ello, las células
crecidas a un 50% de confluencia en DMEM suplementado con 10% SFB fueron sincronizadas con un
shock de DEX 100 nM durante 20 min a 37°C (to). Luego de la sincronizacidn, las células fueron

mantenidas en medio libre de suero (Arresto Parcial) para lograr la quiescencia durante 24 h o
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suplementado con 5% de SFB (Proliferacion). Independientemente del ciclo celular, un protocolo de
sincronizacién es esencial para ajustar las células individuales dentro del cultivo a una misma fase. Se
observé por citometria de flujo que la mayoria de las células cultivadas en medio libre de suero se
encontraban arrestadas en la fase Go/G; (aproximadamente 60-80%). Tal distribucion de la poblacion
celular se mantuvo aproximadamente constante en los tiempos examinados (Fig. 2a-b). En cambio,
las células mantenidas en medio de cultivo suplementado con 5% SFB luego de la sincronizacién se
mantuvieron constantes en los tiempos examinados hasta las 30 h, con un promedio mayor al 50% de

células en las fases Sy Go/M (Fig. 2c-d).
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Figura 2: Distribucion del ciclo celular dependiendo de la condicién de cultivo. Las células T98G
sincronizadas y mantenidas en ausencia de suero (Arresto Parcial) o suplementado con 5% SFB
(Proliferacion) fueron recolectadas a distintos tiempos, marcadas con ioduro de propidio y analizadas
por citometria de flujo. Histograma representativo de la distribucidn del ciclo celular en células en
arresto parcial (a) o proliferacion (c). Cuantificacién del porcentaje de células T98G en cada fase del
ciclo celular, mostrando que células arrestadas presentan aproximadamente 60-80% en fase Go/G1 (b),
mientras que las células en proliferacién presentan un porcentaje mayor al 50% en fase S+G»/M (d).

3.2.1.2 Caracterizacién de las células T98G E1

Con el objetivo de evaluar si existe relacién entre el reloj molecular y el oscilador
metabdlico/redox, se planted alterar la expresion del gen reloj Bmall en células T98G. Para ello, se

utilizé la tecnologia de edicién CRISPR/Cas9 y posterior seleccion de las células transfectadas con
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antibiotico. Mediante RT-PCR, se evidencio la disminucidn del ARNm de Bmall y de su gen target Perl

en el pool de células transfectadas denominado T98G E1 (Fig. 3).

a T98G WT T98G E1 b
t6 t24 T98GWT T98GE1
BRI N My -
~ e ———
v @
Q
g —— L

Figura 3: Expresion de los genes Bmall y Perl en células T98G y T98G E1. En el pool de células T98G
El, se evalud la expresion del ARNm de Bmall (a) y de su gen target Perl (b) mediante RT-PCR
evidenciando una disminucién en la expresion de ambos ARNm en relacién a las células T98G. Los
niveles de ARNm fueron normalizados por la expresion del gen Thp (TATA-binding protein, por sus
siglas en inglés).

Cabe destacar que los experimentos se realizaron con una poblacién de clones de células
seleccionadas con antibidtico, lo cual podria explicar la disminucién parcial del gen Bmall. Ademas,
las células T98G presentan un recuento de cromosomas hiperpentaploides, lo cual podria dificultar el
silenciamiento total del gen.

En segundo lugar, se evaluaron los niveles de la proteina PER1 mediante inmunocitoquimica
en muestras recolectadas de células T98G control y T98G E1 post-sincronizacion. Los resultados
evidenciaron una oscilacién significativa en los niveles de proteina PER1 en células T98G control
(ANOVA, p<0.005) con mayores niveles a las 18 y 24 h post-sincronizacion (Fig. 4a, 4c). Por el contrario,
las células T98G transfectadas con el plasmido PX459-Bmall mostraron niveles reducidos de la
proteina PER1 y no se evidenciaron diferencias temporales en la abundancia de la misma a lo largo de

las 24 h examinadas (Fig. 4b, 4c).
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T98G control

b

T98G E1

Intensidad de fluorescencia (UA)
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Figura 4: Variacion temporal de PER1.
Imagenes representativas de los niveles de
PER1 (rojo) analizados mediante ICC vy
microscopia confocal en células T98G
control (a) y T98G E1 (b) sincronizadas vy
mantenidas en proliferacién. Los nucleos se
visualizaron mediante tincion con DAPI. c)
Cuantificacidn de los niveles relativos de la
proteina PER1 en células T98G control (gris
oscuro) y T98G E1 (gris claro) a diferentes
tiempos post-sincronizacion. El andlisis
estadistico reveld un efecto significativo del
tiempo en la abundancia de PER1 en células
T98G control (ANOVA, p<0.005). Los niveles
de la proteina PER1 fueron expresados
como intensidad de fluorescencia (unidades
arbitrarias, UA). Barra=10 um.

En conjunto, estos resultados demuestran que el pool de células T98G E1 presenta menores

niveles de ARNm tanto de Bmall como de su gen target Perl. A su vez, la poblacién de células T98G

E1 presenta alteraciones en la funcién del activador molecular BMAL1 lo cual fue corroborado por la

ausencia de una variaciéon temporal significativa de la proteina PER1 en esta poblacidn respecto a las

células T98G control.

3.2.2

Oscilaciones metabdlicas en células T98G

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, evidenciaron variaciones temporales

significativas en la expresion del ARNm de genes reloj (Perl, Rev-erb) y genes controlados por el reloj

(Pcyt-2, ChoKa) en células T98G en arresto parcial, mientras que en la condicién de proliferacién tales

oscilaciones se perdian. Por el contrario, la marcacién metabdlica de 32P-GFLs evidencié oscilaciones
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circadianas en ambas condiciones de cultivo [275]. Es por ello que nos planteamos estudiar si podria
existir un reloj metabdlico que ayude a controlar los ritmos en células T98G en proliferacién aun
cuando el reloj molecular se encuentre alterado. A continuacién, se presentan los resultados

obtenidos para verificar la hipdtesis planteada.

3.2.2.1 Variaciones temporales en el contenido de lipidos

Como se nombrd anteriormente, la marcacién metabdlica de fosfolipidos totales con 32P-
ortofosfato en células T98G exhibié oscilaciones temporales tanto en arresto parcial como en
proliferacién [275]. Tales resultados sugieren un control temporal principalmente a nivel de sintesis
de glicerofosfolipidos (GFLs). Por tal motivo nos preguntamos si estos cambios temporales también
ocurren en los niveles de GFLs individuales enddgenos. Para ello, se extrajeron GFLs endégenos a
partir del cultivo de células T98G mantenidas en proliferacién a distintos horarios post-sincronizacion.
Los GFLs extraidos fueron separados mediante TLC, identificados por comparacién de la corrida con
estandares especificos y cuantificados individualmente por densitometria utilizando el software

ImageJ. A continuacidn, se presenta una placa ilustrativa de los experimentos realizados.

PE

PC

to te t2 tis taa tso t3e

Figura 5: Composicion temporal del contenido lipidico en células T98G sincronizadas. Los fosfolipidos
extraidos a distintos tiempos a partir de las células sincronizadas fueron separados mediante TLC y
cuantificados individualmente de acuerdo a su migracién en la placa (PE, fosfatidiletanolamina; PC,
fosfatidilcolina). La cuantificacién y el andlisis estadistico se muestran en la Figura 6.

A fin de establecer si existen cambios temporales en la abundancia de los fosfolipidos
individuales, las bandas correspondientes a cada uno de ellos fueron cuantificadas mediante
densitometria y relativizada a la cantidad de proteina total correspondiente a la muestra sembrada
para la corrida. Si bien los niveles de PC no varian significativamente en el tiempo, el contenido de PE
y la relacién PC/PE muestra una marcada oscilacién con un periodo de 24 h (COSINOR, p<0.03) (Fig.
6).

Las comparaciones por pares mediante el test de Duncan revelan que los niveles de PE a
tiempo 0y 12 h post-sincronizacién difieren del pico observado al tiempo 30, mientras que los niveles

de PC al tiempo 12 fueron significativamente menores que el pico evidenciado al tiempo 6.

Pagina | 49



Capitulo IlI: Oscilaciones metabdlicas y susceptibilidad a drogas antitumorales en células T98G

a Fosfatidiletanolamina (PE) b Fosfatidilcolina (PC)
p<0,03 ns
w 40000 -~ I8 80000
(-9 a I
w —_ 8 —_
2 8 30000 - 2 B 60000 -
® 2 ® 2
e 3 ER
» < 20000 - « < 40000 -
83 93
3 g
S 10000 - 2 20000 [
0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo (h) Tiempo (h)
C Fosfatidilcolina/Fosfatidiletanolamina (PC/PE) d
w p<0,03 Anidlisis periodico
& 3ol GFL -
o> > Periodo | p-valor
o
23 PC ns
> ‘5_2.5 B
L ow PE 24 0.03
T, S~
= 5 20F { PC/PE 24 0.03
()]
)
2
2 15+
O.OT 1 1 1 1 1 1 1

12 18 24 30 36
Tiempo (h)

Figura 6: Variacion temporal del contenido lipidico en células T98G sincronizadas. El andlisis
estadistico reveld una oscilacidn significativa para los niveles relativos de PE (a) y PC/PE (c) con un
periodo de 24 h (d; COSINOR, p < 0.03; n= 3 experimentos). Los niveles de cada GFL (eje y) se expresa
como unidades arbitrarias (UA) por ug de proteinas totales.

Considerando las oscilaciones temporales en la marcacidon metabdlica de GFLs en células T98G
previamente evidenciadas en el laboratorio y los resultados presentados en esta seccion, podemos

sugerir un control temporal por parte del reloj bioldgico sobre el metabolismo de GFLs con periodos

cercanos a las 24 h.

3.2.2.2 Determinacion de la actividad total de la enzima fosfohidrolasa de acido fosfatidico

El 4cido fosfatidico, precursor de todos los GFLs, es desfosforilado a DAG mediante la actividad
de la enzima fosfohidrolasa de acido fosfatidico (PAP) para sintetizar PC y PE [131] (/lustracion 9).
Considerando el rol clave de la enzima PAP en proveer DAG tanto para la biosintesis de GFLs como de
TAG, nos enfocamos en evaluar la actividad de esta enzima desde el punto de vista cronobioldgico.
Para ello, homogenatos cosechados a distintos horarios post-sincronizacion fueron incubados con

[3H]-PA y la actividad de la enzima PAP se determiné cuantificando la liberacién de [3H]-DAG
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producido. La Figura 7 muestra que el perfil de actividad in vitro de la enzima estudiada presenta una
ritmicidad significativa con un periodo de 30 h para la condicidn de arresto parcial y de 24 h parala
condicién de proliferacion (RAIN-COSINOR, p<0.03). Los mayores niveles de actividad para las células
arrestadas fueron observados a los tiempos 18, 24 y 30 h post-sincronizacién y sus menores niveles al
tiempo 12 h. La comparacidon de pares mediante el test de Duncan evidencid que los niveles
encontrados al tiempo 30 h difieren del tiempo 12 h en la condicién de arresto parcial. En el caso de
las células en proliferacién, los niveles de actividad fueron mayores principalmente 24 h post-

sincronizacién los cuales difieren de aquellos encontrados a las 12 h.
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Figura 7: Variaciéon temporal de la actividad in vitro de la enzima PAP en células T98G sincronizadas.
La actividad de la enzima PAP fue determinada en homogenatos de células T98G sincronizadas a
distintos tiempos post-sincronizacién. El analisis estadistico reveld una variacién temporal significativa
para la actividad in vitro de la enzima (3H-DAG DPM/min x g proteinas totales) con un periodo de 30
y 24 h para la condicion arresto parcial (a) y proliferacion (b), respectivamente (p<0.03 RAIN-
COSINOR; n= 2 experimentos).

Cabe destacar que, en la condicion proliferativa, la mayor actividad in vitro de la enzima PAP
registrada al t,4 post-sincronizacion se condice con los resultados obtenidos en el laboratorio durante
la beca post-doctoral del Dr. Lucas Sosa-Alderete, en los cuales se observé en tal horario mayores
valores de marcacion metabdlica. Resultados similares coincidieron en el ti; en los cuales se
evidenciaron menores niveles de actividad in vitro de la enzima PAP y bajos niveles de marcacion

metabdlica.

3.2.2.3 Determinacion de los niveles de las especies reactivas del oxigeno

Con el objetivo de investigar el reloj metabdlico/redox en la linea celular en estudio, se evalué
el estado redox en células T98G sincronizadas y mantenidas en arresto parcial o proliferacion. Luego
de la sincronizacidn, las células fueron cosechadas cada 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 min a 37°C.
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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 oxidacién produce altas cantidades del
producto fluorescente 2'-7'-dicloro-fluoresceina (DCF). De esta manera, el estado redox de la muestra
puede ser monitoreada mediante citometria de flujo a 530 nm cuando la muestra es excitada a 484
nm [261]. La intensidad de fluorescencia analizada reveld una variacion temporal significativa en el
estado redox en ambas condiciones de crecimiento (K-W, p<0.01) con un periodo de 12 h en cada

situacion (COSINOR, p<0.008) (Fig. 8).
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Figura 8: Variacion temporal del estado redox en células T98G. Luego de la sincronizacidn, las células
fueron mantenidas en ausencia (arresto parcial, a) o presencia de SFB (proliferacién, b) y cosechadas
cada 6 h durante 36 h. El estado redox utilizando la sonda (DCFH-DA) revelé una oscilacion temporal
significativa con un periodo de 12 h para ambas condiciones de cultivo (COSINOR, p<0.008; n= 3-4
experimentos). El estado redox se expresé como intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias,
UA).

Luego de corroborar que el estado redox en las células T98G en proliferacion muestra
variaciones temporales con periodo de 12 h, nos focalizamos en evaluar si el reloj molecular podria
estar vinculado en la regulacidon temporal del metabolismo redox en estas células. Para tal fin, se
analizo 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), que posee alterada la expresion
del gen reloj Bmall. Bajo esta condicion, la amplitud del ciclo de 12 h en el estado redox fue
sustancialmente disminuida y el ritmo de 12 h se extendié a 18 h (COSINOR, p<0.02) (Fig. 9),
evidenciando una importante interacciéon entre el reloj molecular y el estado redox de la célula

comandado por el oscilador metabdlico/redox.
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Figura 9: Variacion temporal del estado redox en la poblacién T98G E1l. El estado redox en la
poblacién de células T98G E1 se analizo utilizando la sonda (DCFH-DA) mediante citometria de flujo.
Los resultados revelaron una oscilacién temporal en la intensidad de fluorescencia con un periodo de
18 h (COSINOR, p<0.02; n= 3 experimentos). El estado redox se expresé como intensidad de
fluorescencia (unidades arbitrarias, UA).

3.2.2.4 Ciclo de reduccién y oxidacion de peroxirredoxinas

En distintos dominios filogenéticos se ha demostrado que los ciclos de oxidacién y reduccién
de las proteinas peroxirredoxinas (PRX) presentan oscilaciones temporales a fin de contrarrestar la
produccién téxica de ROS con un periodo cercano a las 24 h, aun en modelos de estudio que no
presentan mecanismos transcripcionales [116]. Tales evidencian sugieren que las PRX podrian
postularse como marcadores circadianos universales con amplia conservacion filogenética.

En nuestro modelo de estudio, los niveles de abundancia de las proteinas PRX en su forma
PRX-S0,/3fueron analizados mediante Western Blot. Para ello, se cosecharon homogenatos de células
T98G mantenidas en arresto parcial o proliferacion a distintos horarios post-sincronizacién y se analizo
la abundancia de las PRX utilizando un anticuerpo dirigido hacia el sitio activo de tales enzimas en su
estado oxidado (PRX-SOy3).

Los resultados indicaron que la abundancia de las proteinas PRX-SO,/3 muestran una variacién
temporal significativa en ambas condiciones de crecimiento (K-W, p<0.05) con un periodo aproximado
de 24 h en células arrestadas (RAIN, p=0.054) o 30 h en células proliferativas (RAIN, p<0.00002). En
células arrestadas, los niveles de PRX-SO; fueron mayores a 24-30 h mientras que, en células
proliferativas, los niveles de PRX exhibieron mayores niveles a 12 y 24-30 h. A continuacién, se muestra
un blot representativo de algunos horarios evaluados de cada condicidn y la cuantificacidon de los

experimentos realizados.
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Figura 10: Variacion temporal en la expresion de peroxirredoxinas. Las proteinas extraidas de células
T98G cultivadas en ausencia (arresto parcial, a) o presencia de SFB (proliferacidn, b) fueron analizadas
mediante Western Blot observandose una variacién temporal significativa en la abundancia de las
proteinas PRX-SO2/3 en ambas condiciones de crecimiento (K-W, p<0.05; n= 3-4 experimentos) con un
periodo de 24 y 30 h para la condiciéon arresto y proliferacion, respectivamente (RAIN, p<0.05). Los
niveles de PRX-SO,3 fueron expresados como densidad déptica (DO) normalizados por el control de
carga Tubulina (Tub).

Considerando el rol de detoxificacién de las proteinas PXR podriamos plantear la siguiente
relacion para células en proliferacidn: la mayor abundancia de las mismas coincide con altos niveles
de ROS (t12, t24). A su vez, los tiempos ts y t1s que presentan menores niveles de ROS coinciden con los
menores niveles de abundancia de las PRX. De todos modos, otros sistemas antioxidantes pueden

también estar actuando en las células a otros horarios.

3.2.3 Susceptibilidad de células T98G al tratamiento con drogas antitumorales

Luego de evidenciar oscilaciones temporales en distintos procesos metabdlicos en células
T98G sincronizadas y mantenidas en proliferacion, nos focalizamos en evaluar si existen estadios
diferenciales en las células tumorales en los cuales sean mas susceptibles a drogas antitumorales. En
primer lugar, evaluamos la susceptibilidad al quimioterapéutico Bortezomib (BOR), un potente
inhibidor de proteosoma utilizado en la clinica [276]; y posteriormente, utilizamos un agonista del gen

reloj REV-ERB (SR9009) para evaluar los efectos sobre la viabilidad y metabolismo de células T98G.

3.2.3.1 Susceptibilidad al tratamiento con Bortezomib

El objetivo de esta serie de experimentos es evaluar si las células T98G responden de manera

diferencial al tratamiento con BOR dependiendo del momento post-sincronizaciéon en el cual se

Pagina | 54



Capitulo IlI: Oscilaciones metabdlicas y susceptibilidad a drogas antitumorales en células T98G

administra el quimioterapéutico. Para tal fin, las células T98G sincronizadas y mantenidas en
proliferacién fueron tratadas con BOR (500 nM) a cada uno de los tiempos post-sincronizacion durante
36 h. Considerando un 100% de viabilidad aquellas células incubadas 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 desde las 12 a 24 h (Fig. 11). El andlisis
estadistico mostrd un efecto significativo del tiempo, tratamiento e interaccién (ANOVA, p<0.0001)
con mdxima viabilidad a los tiempos 6 y 30 h luego de la sincronizacién, los cuales difieren de todos
los demds tiempos examinados. El analisis periddico COSINOR reveld que la oscilacién observada
presenta un periodo de 30 h (p<0.01).

Posteriormente, se disefiaron una serie de experimentos para evaluar si el reloj molecular
posee algun efecto sobre la respuesta diferencial al tratamiento con BOR. Para ello, se realizé el mismo
protocolo de tratamiento en la poblacion de células T98G E1 transfectadas con el pldsmido PX459-
Bmal1. Si bien la variacidon temporal y su amplitud no fueron alteradas en las células T98G E1 (K-W,
p<0.0013), la oscilacidn exhibié un marcado adelanto de fase de 6 h con los menores niveles de

viabilidad celular a las 6 y 12 h luego de la sincronizacién (Fig. 11).
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Figura 11: Respuesta diferencial al tratamiento con BOR en células T98G. Las células T98G (linea
continua) o T98G E1 (linea punteada) fueron tratadas con BOR a cada uno de los tiempos post-
sincronizacién durante 36 h y posteriormente, se midid la viabilidad celular. Para ambas poblaciones,
el andlisis estadistico reveld variaciones temporales significativas evidenciando un adelante de fase de
6 h para la poblacién de células T98G E1 (K-W, p<0.0013; n= 2 experimentos) en relacién a las células
T98G (ANOVA, p<0.0001; n= 3 experimentos). La viabilidad celular fue expresada como porcentaje
considerando un 100% de viabilidad aquellas células incubadas con el vehiculo de la droga (DMSO).

Cabe destacar que en los tiempos ti1; y tos post-sincronizacion en los cuales se registraron altos
niveles de ROS (Fig. 8b) se correlacionan con mayor susceptibilidad al tratamiento con BOR,
evidenciando de esta manera un posible vinculo entre el estado redox de la célula al momento en el

cual se realiza la administracién del quimioterapéutico y la susceptibilidad a la droga.
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Teniendo en cuenta esta correlacion, nos preguntamos si los niveles de ROS podrian estar
vinculados en el proceso de muerte celular desencadenado por el tratamiento con BOR. Para ello,
células T98G fueron incubadas con BOR (500 nM) durante 24 h y posteriormente, se evalué el estado
redox mediante citometria de flujo como fue descripto anteriormente. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Niveles de ROS en células tratadas con BOR. Las células T98G fueron incubadas con BOR
(500 nM) durante 24 h, y posteriormente, se analizo el estado redox mediante citometria de flujo. Los
resultados mostraron una diferencia significativa con mayores niveles de ROS en las células tratadas
con BOR respecto a las células incubadas con el vehiculo de la droga (DMSO) (t-test, p<0.04; n = 2
experimentos). Los niveles de ROS fueron expresados como intensidad de fluorescencia (unidades
arbitrarias, UA).

Como puede observarse en la Figura 12, las células incubadas previamente con BOR presentan

mayores niveles de ROS en relacidn a las células control incubadas con DMSO (t-test, p<0.04).

3.2.3.2 Susceptibilidad al tratamiento con SR9009

Trabajos publicados por otros grupos de investigacion revelaron que, ligandos sintéticos que
actlan como agonistas del gen reloj Rev-erba/p poseen actividad antiproliferativa tanto en células en
cultivo como en modelos in vivo [240, 277], sugiriendo que la modulacién farmacolédgica de la
magquinaria circadiana podria ser una efectiva estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer.
Por tales evidencias, se propuso evaluar los efectos del agonista SR9009 sobre la viabilidad y
metabolismo de células T98G.

En primer lugar, las células T98G fueron tratadas con el agonista SR9009 a una concentracion
final de 10, 20 y 40 uM durante 24, 48 0 72 h, y finalmente se evalud la viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT como fue descripto en Materiales y Métodos. Se considerd 100% de viabilidad aquellas
células incubadas con el vehiculo de la droga (DMSO). Los resultados presentados en la Figura 13
demuestran un efecto significativo sobre la viabilidad celular luego de incubar las células T98G con

concentraciones del agonista de 20 uM y 40 uM durante 48 0 72 h.
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Figura 13: Viabilidad de células T98G tratadas con el agonista SR9009. Las células T98G fueron
tratadas con concentraciones crecientes del agonista SR9009 (10, 20 y 40 uM) durante 24,48 y 72 h.
Mediante el ensayo de MTT se determind la viabilidad celular evidenciando efectos significativos
sobre la viabilidad de células T98G a concentraciones de 20 y 40 uM durante 48 o0 72 h (ANOVA, p <
0.0001). Los niveles de viabilidad celular fueron expresados como porcentaje considerando un 100%
de viabilidad aquellas células incubadas con el vehiculo de la droga (DMSO).

Luego de evidenciar efectos antiproliferativos del agonista SR9009 en las células T98G, se
planted evaluar si estas células exhiben respuestas diferenciales en el tiempo al tratamiento con dicha
droga. Para ello, las células T98G sincronizadas y mantenidas en proliferacion fueron tratadas con el
agonista SR9009 (20 uM 48 h) a cada uno de los tiempos post-sincronizacion. Considerando un 100%
de viabilidad aquellas células incubadas sélo con DMSO, se evidencié una respuesta diferencial en el
tiempo en la susceptibilidad al tratamiento con la droga. El analisis estadistico revelé diferencias
significativas entre la viabilidad observada al tis (mayor susceptibilidad) y los te12 (menor

susceptibilidad) post-sincronizacion (K-W, p<0.0041).
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Figura 14: Respuesta diferencial al tratamiento con SR9009 en células T98G. Las células T98G fueron
tratadas con SR9009 (20 uM) a cada uno de los tiempos post- sincronizacion durante 48 h vy
posteriormente, se midié la viabilidad celular por MTT. El analisis estadistico revelé variaciones
temporales significativas en la viabilidad celular (K-W, p<0.0041; n = 3 experimentos). Los resultados
fueron expresados como porcentaje considerando el 100% de viabilidad aquellas células incubadas
con el vehiculo de la droga (DMSO).
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Con el objetivo de visualizar la morfologia de las células T98G luego del tratamiento con el
agonista, se evalud la expresion de la proteina reloj REV-ERB y GFAP en células T98G previamente
incubadas con SR9009 (20 uM 48 h) mediante inmunocitoquimica. En la Figura 15, es posible observar
los resultados obtenidos evidenciando cambios morfolégicos y nucleos fragmentados con

caracteristicas apoptodticas en las células previamente incubadas con el compuesto SR9009.

GFAP DAPI REV-ERB DAPI

DMSO

SR9009

Figura 15: Expresion de REV-ERB y GFAP en células T98G control y tratadas con el agonista SR9009.
Imagenes representativas de células T98G control (a-b DMSO) y tratadas con SR9009 (c-d, 20 uM 48
h), en las cuales se observa la expresién de GFAP (rojo) y REV-ERB (verde) mediante ICC y microscopia
confocal. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La columna de la derecha muestra una ampliacion de
las fotomicrografias b y d. Las flechas blancas en la ampliacidn de la microfotografia d indica nucleos
fragmentados con caracteristicas apoptéticas. Barra=10 um.

3.2.3.2.1 Distribucidn del ciclo celular

Las células T98G control (DMSO, vehiculo de la droga) y tratadas con SR9009 (20 uM) fueron
arrestadas durante 36 h en ausencia de SFB y posteriormente, estimuladas con 20% SFB durante 16
h. Las células cosechadas y fijadas como fue descripto en Materiales y Métodos, fueron analizadas
mediante citometria de flujo y tincidn con ioduro de propidio. Los resultados de la Figura 16 revelaron
una mayor proporcion de células T98G tratadas con el agonista en la fase Go-G; luego del estimulo
respecto a las células control (t-test, p<0.0053). Esto podria dar indicio que el agonista SR9009 altera
la progresioén del ciclo celular en células T98G, ya que luego del estimulo de SFB, aproximadamente

un 60% de las células permanecen arrestadas en la fase Go-G: (Fig. 16 b-c).
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Figura 16: Distribucion del
ciclo celular en células T98G
tratadas con el agonista
SR9009. Distribucion
representativa de células
T98G control (a, DMSO) y
tratadas con SR9009 (b, 20 uM
48 h) tefiidas con ioduro de
propidio y analizadas por
citometria de flujo. «¢)
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3.2.3.2.2 Determinacion de gotas lipidicas

% de células T98G

Los componentes REV-ERBs tienen un rol crucial en la regulacién del metabolismo como
componentes circadianos que vinculan el oscilador transcripcional a la regulacién de GCR involucrados
en distintas vias metabdlicas. Es por ello, que nos preguntamos si el tratamiento con estos agonistas
altera, por ejemplo, el almacenamiento de lipidos en gotas lipidicas (GLs). Las GLs son organelas
dinamicas de almacenamiento de lipidos presentes en la mayoria de las células eucariotas. Estas
estructuras estan constituidas de una monocapa de lipidos polares (fosfolipidos y colesterol) y
proteinas que rodean un centro de lipidos neutros, triacilglicéridos y ésteres de colesterol.

A fin de evaluar los niveles de GLs, las células T98G control (DMSOQ) y tratadas con SR9009 (20
UM 48 h) fueron fijadas e incubadas con el colorante Nile Red como fue descripto en Materiales y
Métodos. Posteriormente, las imagenes fueron adquiridas por microscopia confocal y se analizé el
tamafio de tales estructuras utilizando el software ImageJ. Como puede observarse en la Figura 17,
las células tratadas con el agonista SR9009 presentan GLs con un tamafio promedio mayor que las

células control evidenciando una diferencia significativa en el parametro evaluado (t-test, p< 0.003).
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Figura 17: Determinacion del tamaio de GLs en
células T98G tratadas con el agonista SR9009
mediante microscopia confocal. Imagenes
representativas de células T98G control (a, DMSO)
y tratadas con SR9009 (b, 20 uM 48 h) en las cuales
se visualizaron las GLs mediante tincidon con Nile
Red y microscopia confocal. La columna de la
derecha muestra una amplificacion de las
microfotografias a y b. c¢) Cuantificacion del
tamafio promedio (um?) de GLs observadas en
ambas muestras evidenciando un mayor valor del
pardmetro en células T98G tratadas con el
agonista SR9009 respecto al control (t-test
p<0.003; n= 3 experimentos).

SR9009

Ademads de los analisis por microscopia confocal, es posible determinar los niveles de GLs
mediante citometria de flujo cuantificando la intensidad de fluorescencia de GLs tefidas con Nile Red

(Fig. 18).
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Figura 18: Determinacion de la intensidad de fluorescencia de GLs en células T98G tratadas con el
agonista SR9009 mediante citometria de flujo. Las GLs presentes en células T98G control (DMSO) y
tratadas con SR9009 (20 uM 48 h) fueron tefiidas con Nile Red y se analizd la intensidad de
fluorescencia mediante citometria de flujo. Histograma representativo de uno de los experimentos,
en el cual se evidencié un corrimiento en el valor de intensidad de fluorescencia en la muestra tratada
(b) respecto al control (a). c) Cuantificacidon de la intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias,
UA) de GLs en ambas muestras de células evidenciando un mayor valor del parametro en células T98G
tratadas con el agonista SR9009 respecto al control (t-test p<0.002; n= 3 experimentos).
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Como puede observarse en la Figura 18, los resultados analizados con el software FlowJo (Fig.
18) revelaron un aumento significativo de intensidad de fluorescencia en las células tratadas con el
agonista SR9009 respecto a las células control (t-test, p<0.002).

En conjunto, estos resultados podrian sugerir que el tratamiento con el agonista SR9009 altera
el almacenamiento lipidico, lo cual fue evidenciado por un mayor tamafio promedio e intensidad de

fluorescencia de las GLs cuando las células T98G fueron previamente incubadas con SR9009.

3.2.3.2.3 Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas altamente reactivas que funcionan
como “mensajeros redox” en vias de sefalizacidn y regulacion intracelular cuando se encuentran en
concentraciones celulares apropiadas [278]. En niveles fisiolégicos en exceso, ROS pueden inducir
modificaciones oxidativas en otras especies de oxigeno, proteinas o lipidos resultando en dafio y
muerte celular [279]. Por tales motivos, nos planteamos estudiar si el tratamiento con el agonista
SR9009 podria estar induciendo estrés oxidativo que preceda a la muerte celular. De esta forma,
células T98G control (DMSO) y tratadas (SR9009 20 uM 48 h) fueron incubadas con una sonda

fluorescente para detectar ROS, como fue descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 19: Determinacion de ROS en células T98G tratadas con el agonista SR9009. En células T98G
control (DMSO) y tratadas (20 uM 48 h) se evalué el estado redox mediante citometria de flujo. Los
resultados mostraron una diferencia significativa entre las muestras estudiadas evidenciando
menores niveles de ROS en las células tratadas con el agonista (t-test, p<0.01; n=3 experimentos). Los
niveles de ROS fueron expresados como intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, UA).

Como puede observarse en la Figura 19, los resultados evidenciaron una reduccidn en ROS en
células tratadas con el agonista respecto al control, sugiriendo que el estrés oxidativo no estaria

involucrado en la muerte de la célula, al menos en las etapas investigadas.
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3.3  DISCUSION

El desequilibrio entre el sistema circadiano interno y el ambiente que nos rodea del mundo
industrializado (iluminacién artificial que prolonga la jornada de trabajo o estudio acortando las horas
necesarias de suefio, los turnos rotativos de trabajo, y los viajes transmeridianos, entre diversas
actividades caracteristicas de la sociedad moderna), resulta en un aumento significativo en el riesgo
de padecer enfermedades crdnicas. Esta disrupcidon del reloj biolégico enddgeno con el medio
ambiente externo repercute sobre distintos aspectos de la salud humana, incluyendo hipertension,
diabetes, enfermedades cardiacas, obesidad y mayor riesgo de cancer. Considerando estos
antecedentes y estudios previos de nuestro laboratorio, nos planteamos investigar si el reloj biolégico
es funcional en células T98G de glioblastoma humano, y de ser asi, evaluar si hay horarios del dia en
que estas células cambien en su metabolismo, y sean mads susceptibles a distintas drogas
antitumorales.

En primer lugar, optimizamos un protocolo para obtener células T98G quiescentes y en
proliferacién capaces de ser sincronizadas por una sefial extracelular, un shock de dexametasona
(DEX), la cual demostro fortalecer la funcion del reloj circadiano en células B16 de melanoma [280].
La DEX, un glucocorticoide sintético y potente agente sincronizante ha sido ampliamente utilizada en
modelos de cultivos celulares desde fibroblastos hasta astrocitos [281-283]. A su vez, la DEX es
comunmente usada en pacientes con GBM para reducir la inflamacién o como adyuvante
quimioterapéutico. Numerosos trabajos demuestran que células inmortalizadas pueden ser
sincronizadas por multiples sefiales (cambio de medio de cultivo, factores tréficos, suero, forskolina,
shock térmico y glucocorticoides) desencadenando ritmicidad en la expresién génica [20, 42]. Estos
protocolos de cultivo nos permiten investigar la funcidon del sistema circadiano en células arrestadas
o en proliferacion mantenidas en cultivo a fin de imitar dos condiciones de crecimiento presentes en
las células tumorales.

En nuestro modelo de estudio, observamos que, en la condicidn de arresto parcial la mayoria
de las células se encontraban en la fase Go/G; (aproximadamente 60-80%), mientras que un promedio
mayor al 50% de las células en proliferacion se encontraban en las fases S y Go/M (Fig. 2). Tales
distribuciones permanecieron aproximadamente constantes en los distintos horarios post-
sincronizacion evaluados. Previamente, en nuestro laboratorio, se evidencid en condiciones de
arresto parcial una expresion ritmica de ARNm evaluados con distintos periodos para los genes reloj
(24-28 h, Perl y Rev-erb) y GCR (32 h, ChoKa y 16 h, Pcyt-2), mientras que la marcacién metabdlica de
GFLs exhibié una ritmicidad con un periodo de 20 h en dicha condicién.

Por el contrario, como puede observarse en los histogramas a continuacion, células

sincronizadas en la condicidn de proliferacion perdieron la ritmicidad en la expresion de genes reloj y

Pagina | 62



Capitulo IlI: Oscilaciones metabdlicas y susceptibilidad a drogas antitumorales en células T98G

GCR o registraron oscilaciones mas cortas para el gen Perl. Resultados similares fueron evidenciados
para la expresion de los genes Perl y Per2 en gliomas [284]. No obstante, las células T98G en
proliferacién mantuvieron el perfil de oscilaciones diarias en la marcacion total de GFLs, como también

en la relacién PC/PE con un periodo cercano a las 24 h.

Oscilaciones transcripcionales Oscilaciones metabélicas
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Figura 20: Periodos de oscilaciones transcripcionales y metabdlicas en cultivos de células T98G. Las
células sincronizadas y mantenidas en la condicidn de arresto parcial (gris oscuro) o en proliferacion
(gris claro) fueron recolectadas a diferentes horarios post-sincronizacion. En la figura se observan los
periodos en horas para los ritmos en la expresion de ARNm de Perl, Rev-erba, ChoK, y Pcyt2
(oscilaciones transcripcionales, panel izquierdo) y oscilaciones metabdlicas en la marcacion de GFLs
totales (oscilaciones metabdlicas, panel derecho). Tomado de Wagner y colaboradores [275].

Considerando estos resultados, nos planteamos investigar si las células T98G en proliferacion
poseen un oscilador metabdlico que contribuya a la homeostasis de la célula aun cuando su circuito
transcripcional circadiano se encuentre alterado bajo esta condicidon de cultivo. Para resolver este
interrogatorio, estudiamos distintos parametros del metabolismo lipidico (contenido frio de lipidos y
actividad de enzima PAP) como también del estado redox de las células (niveles de ROS y ciclos de
reduccién/oxidacion de PRX) bajo distintas condiciones de proliferacion, los cuales discutiremos a

continuacion.

Oscilaciones metabdlicas en células T98G

Diferentes trabajos de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigacién evidenciaron un
vinculo estrecho entre el reloj circadiano molecular y el metabolismo de lipidos [22, 44, 139, 255, 285,
286]. En nuestro modelo de estudio, las células T98G en proliferacién exhibieron fluctuaciones en la
marcacién de GFLs (post-doctorado del Dr. Lucas Sosa-Alderete) acompafiadas en ambas condiciones
proliferativas por cambios en la actividad de la enzima PAP (Fig. 7 de esta tesis), la cual provee DAG
para la sintesis de GFLs mas complejos (PCy PE) y TAG teniendo su maxima actividad a las 24 h. Cabe

destacar la importancia de la funcién de la enzima PAP, dado que no sélo incluye la sintesis de GFLs,
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sino que también estd involucrada en transduccién de sefiales de lipidos, regulacion de la expresion
génica, crecimiento de la membrana del reticulo endoplasmico/nuclear, formacion de gotas lipidicas
y fusién y homeostasis de vacuolas [135, 265, 267, 287]. Al igual que los resultados obtenidos durante
esta tesis para las células T98G sincronizadas, se ha demostrado que fibroblastos NIH3T3 crecidos a
confluencia y sincronizados por un shock de suero exhiben oscilaciones temporales en los niveles de
proteina de PER1. Mas aun, estas variaciones se observaron en clara anti fase con las oscilaciones
registradas en la marcacion metabdlica de GFLs y se perdieron cuando se silencid la expresion de PER1
o se analizo en células mutantes para la proteina CLOCK [44]. Estos resultados en combinacién con los
hallazgos obtenidos en la presente tesis, sugieren un complejo control temporal que involucra
cambios en la expresidn y/o actividad de enzimas especificas involucradas en el metabolismo de GFLs
[44, 139, 255, 288]. Este control temporal con periodos cercanos a las 24 h podria estar reflejando
importantes cambios temporales en las propiedades de la membrana (integridad, fluidez, curvatura)
y biogénesis de nuevas membranas requeridas, por ejemplo, para la divisidn celular, exocitosis, trafico
vesicular, y otros eventos especificos de cada tipo celular.

Posteriormente, nos propusimos evaluar el estado redox de las células T98G en relacidn a los
niveles de ROS vy los ciclos de reduccidn/oxidacién de PRX. Se conoce que diferentes sistemas
antioxidantes exhiben oscilaciones circadianas, como por ejemplo la glutationilacion en el NSQ tiene
su maximo a la noche y menores niveles durante el dia, indicando un estado relativamente oxidado
durante la fase activa/alimentacion del periodo [289]. Por otro lado, diferentes estudios sugieren una
posible relacidon entre la produccidon de ROS vy la regulacion de genes reloj [290]. Por ejemplo,
macréfagos provenientes de ratones deficientes de BMAL1 presentan alteraciones en la produccion
de 6xido nitrico [291], sugiriendo que componentes del reloj circadiano regulan procesos redox. A su
vez, CLOCKy BMAL1 regulan directamente a NRF2 [292], un critico factor de transcripcion responsable
de la producciéon de varias defensas antioxidantes. Si bien el mecanismo exacto de regulacion es
desconocido, estos hallazgos permiten establecer un vinculo estrecho entre el oscilador redox y la
magquinaria transcripcional del reloj circadiano.

En nuestro modelo de estudio, hemos evidenciado oscilaciones significativas en el estado
redox (niveles de ROS) y en la abundancia de las proteinas PRX-SO/3 en ambas condiciones de cultivo,
principalmente mostrando una ritmicidad bimodal a lo largo de las 24 h con periodos de 12 h en los
niveles de ROS. Estos resultados coinciden con trabajos recientes apoyando la idea de un reloj de 12
h auténomo en mamiferos distinto al reloj transcripcional que coordina ritmos metabdlicos y estrés
[293].

Respecto a los ciclos de reduccién/oxidaciéon de PRX se sabe que constituyen un marcador

universal de los ritmos circadianos desde humanos, moscas, hongos, bacterias y arqueas, reflejando
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un estricto control temporal en respuesta a cambios oxidativos. Este mecanismo altamente
conservado a través de la evolucidn, pudo haber conferido la habilidad para sobrevivir a los ciclos de
estrés oxidativo y aparecer como respuesta al Gran Evento de Oxidacién [111, 121]. En las células
T98G, los ciclos de reduccién/oxidacion de PRX exhibieron un periodo de 24 h en la condicién de
arresto y 30 h en proliferacién. Dado que las PRX tienen actividad de peroxidasa encargadas de la
remocién de ROS, podriamos sugerir que cuando la célula posee altos niveles de ROS (t.4) es necesario
maximizar la actividad de sistemas antioxidantes, lo que cual se correlaciona con altos niveles de PRX
a las 24 h post-sincronizacién. Por otro lado, seria de esperar que otros sistemas antioxidantes
(glutatién, superéxido dismutasa, melatonina, etc.) puedan actuar en aquellos horarios en los cuales
la expresidn de las PRX se encuentre baja y los niveles de ROS sean altos [114].

Si bien los ciclos de PRX pueden persistir en ausencia de la maquinaria transcripcional
requerida para coordinar el reloj molecular [111, 121], estudios realizados con modelos mutantes para
los genes reloj evidencian una fase circadiana alterada en los ciclos de PRX respecto al control,
sugiriendo de esta manera un fuerte vinculo entre el oscilador redox y el reloj circadiano. En este
sentido, investigamos la interaccion entre ambos osciladores en nuestro modelo de estudio,
evaluando que efectos desencadena la disminucién de la expresién de Bmall en las células T98G en
proliferacion (T98G E1). Estas células expresan menores niveles de ARNm y proteina de su gen target
Perl y no se registré una variacion temporal significativa en los niveles de PER1. Bajo estas
condiciones, se observé que las oscilaciones del estado redox (ciclos de 12 h en células T98G control)
fueron sustancialmente disminuidas en su amplitud y el ritmo se extendié a un periodo de 18 h. Estos
resultados apoyan la idea de que una alteracién del circuito transcripcional circadiano de algin modo
afecta al oscilador metabdlico. Los resultados reportados sugieren la presencia de un oscilador
metabdlico funcional en células T98G involucrado en el metabolismo de GFLs, estado redox y ciclos

de PRX operando con periodos desde 12 a 30 h.

Respuesta de células T98G a drogas antiproliferativas

En una segunda instancia, nos planteamos investigar si las oscilaciones metabdlicas
observadas podrian permitir establecer que la célula tumoral sea selectivamente tratada con mayor
susceptibilidad a tiempos precisos luego de la sincronizacion usando, por ejemplo, el
guimioterapéutico BOR. Esta droga es un inhibidor de proteosoma de dipéptido boronato capaz de
inducir arresto en la fase G,/M del ciclo celular y apoptosis. Sus efectos sobre la viabilidad celular
también ha sido evidenciado en lineas celulares de origen glial [294] y estd aprobado para el

tratamiento de mieloma multiple y linfoma non-Hodgkin [295] y en etapas avanzadas de GBM. En
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células T98G en proliferacion se evidenciaron importantes efectos antitumorales con los menores
niveles de viabilidad celular entre los tiempos 12 y 24 h post-sincronizacién.

En conexidn con estos resultados, células humanas y murinas de GBM han mostrado ritmos
de bioluminiscencia en la expresion del Bmall-luciferasa y una respuesta diferencial dependiente del
tiempo al tratamiento con el quimioterapéutico Temozolomida (alquilante de ADN), comunmente
usando en pacientes con GBM. Este trabajo mostré que la inhibicién del crecimiento tumoral fue
mayor en el pico de expresién de Bmall-luc [296]. Otros estudios también correlacionan una mayor
sensibilidad a la irradiacidn en gliomas con una alta expresiéon de los genes Perl y Per2 [284].

Dado que las células T98G en proliferaciéon exhibieron un perfil oscilatorio aberrante en la
expresion del ARNm del gen Bmall (post-doctorado Dr. Lucas Sosa-Alderete), no seria posible plantear
una correlacion entre los niveles de este gen reloj y la susceptibilidad al BOR. No obstante, en base a
nuestros resultados, es posible sugerir un cierto grado de correlacién entre los niveles de ROS al
momento de tratar las células con BOR y una mayor respuesta al tratamiento. Es asi que, en los
tiempos t12 y tos post-sincronizaciéon donde se registraron altos niveles de ROS también se observé
mayor susceptibilidad al quimioterapéutico BOR. Si bien la secuencia de eventos que conllevan a la
apoptosis luego de la inhibicidn del proteosoma por BOR es desconocida, se postula que subproductos
de procesos oxidativos celulares como ROS podrian estar involucrados en la iniciacién de sefializacion
de apoptosis. Al igual que nuestros resultados, niveles incrementados de ROS en células tratadas con
BOR han sido evidenciados en células de cancer colorrectal [297] y cancer de pulmén de células no
pequefias H460 humanas [298] como también en células humanas de leucemia [299]. Estas
observaciones apoyan aun mas nuestros resultados mostrando que una mayor susceptibilidad al
tratamiento con BOR puede alcanzarse en los momentos de altos niveles de ROS. Mas auln, cuando se
altera la expresién de Bmall, la curva de susceptibilidad se ve afectada con un marcado cambio de
fase, indicando la participacion del activador transcripcional BMAL1 y otras proteinas reloj.

En los ultimos afios, se ha tratado de dilucidar la influencia de proteinas reloj en el crecimiento
de células tumorales actuando como factores de transcripcion en distintos puntos de control
(checkpoints) del ciclo celular. Si bien diferentes estudios demuestran que una alteracion del reloj
circadiano o mutaciones en los genes reloj promueve el crecimiento tumoral [300-302], otros
enfoques se centran en estudiar cdmo la modulacidn farmacoldgica de componentes del reloj afecta
la viabilidad de células tumorales al restringir vias activadas de forma aberrante en cdncer. Estos
ultimos enfoques hacen referencia al desarrollo de derivados de pirroles SR9009 y SR9011 [303]
gue actlan como agonistas especificos de los receptores REV-ERBs. Estos componentes del reloj
no sélo actian como represores del metabolismo lipidico sino que también en procesos

involucrados en tumorigenesis e inflamacién [160, 303—-306]. Al igual que varios grupos de
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investigacion mostraron efectos citotoxicos del agonista SR9009 en células tumorales derivadas en
cancer de cerebro, mama, colon, melanoma y leucemia [240, 277], nuestros resultados evidencian
efectos antiproliferativos del compuesto SR9009 en células T98G en proliferacién alterando
significativamente la progresion del ciclo celular.

La reprogramacion del metabolismo lipidico ha sido observada en varios modelos tumorales
[307], evidenciado por la sobreexpresion o activacion de enzimas involucradas en la sintesis de novo
de dacidos grasos, manteniendo de esta forma la lipogénesis activa [308]. En nuestro modelo de
estudio, las células tratadas con el compuesto SR9009, exhibieron un aumento en el tamafio promedio
e intensidad de fluorescencia de GLs tefiidas con Nile Red. Considerando que los componentes REV-
ERBs son represores del metabolismo lipidico, podriamos plantear que una alteracion en la lipogénesis
de novo estaria relacionada con esta situacion. Si bien no tenemos evidencias directas para corroborar
esta hipotesis, Bensaad y su grupo de investigacion evidenciaron una acumulacion de GLs debido a la
captacion de acidos grasos dependiente de las proteinas FABP3/7 cuando la sintesis de novo estd
reprimida en hipoxia [309]. A su vez, Sulli y colaboradores reportaron que el tratamiento con los
agonistas SR9009 y SR9011 reduce tanto el ARNm como los niveles de las enzimas dcido graso sintasa
y estearoil-CoA desaturasa 1 claves y limitantes en la lipogénesis de novo, lo cual conlleva a una
perturbacién en varios acidos grasos y fosfolipidos [240]. En este contexto, Guo y colaboradores
postulan que la relacién entre los GFLs de la monocapa y los lipidos neutros del centro podrian regular
la morfologia de las GLs; de este modo, cuando los GFLs son limitados (por ejemplo, en el knockdown
de la enzima CTP:fosfocolina citidiltransferasa), se induce la fusidon de GLs para disminuir la relacién
superficie/volumen aumentando el tamafo de las mismas [151]. Una disminucién del contenido de
PC incrementa la cantidad relativa de PE en la monocapa, lo cual podria promover la fusidon de GLs
[310]. Por lo tanto, estos autores sugieren que la disponibilidad de PC es un regulador crucial del
tamafio y numero de GLs. Considerando que la PC es regulada por el reloj circadiano a través del
circuito Bmall/Rev-erba/ChoKa [139, 288], la deficiencia de PC podria ser una posible causa del
aumento de tamafio de GLs que observamos en nuestro modelo. Resultados preliminares de nuestro
laboratorio apoyan esta hipdtesis al evidenciar una disminucidn en la expresién de la enzima ChoK en
células T98G tratadas con el agonista SR9009. Asimismo, el grupo del Dr. Lacal y otros laboratorios,
demostraron que esta enzima se encuentra sobre expresada en distintos tipos de cancer, lo cual se
correlaciona con los resultados encontrados en estos estudios [311].

A diferencia de los resultados obtenidos para el quimioterapéutico BOR, las células tratadas
con el agonista SR9009 no evidenciaron aumento en los niveles de ROS. Estos resultados se condicen
con experimentos realizados por Sulliy colaboradores quienes sugieren que la produccidn excesiva de

ROS no estaria involucrada en la susceptibilidad a esta droga en células tumorales [240].
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Considerando que los componentes REV-ERBs juegan un papel importante en varios procesos
fisioldgicos incluyendo la regulacién de glucosa y metabolismo lipidico como también la regulacién de
los ritmos circadianos [312—-314], podriamos proponer a estos agonistas como una prometedora
estrategia para el tratamiento de células tumorales. Nuestros resultados en combinacién con
hallazgos de otros laboratorios generan perspectivas para estudiar a futuro de qué manera

alteraciones en el metabolismo lipidico afectan la sobrevida de células tumorales.
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Figura 21: Esquema representativo de los resultados obtenidos en relacion a las oscilaciones
metabdlicas y susceptibilidad a drogas antitumorales en células T98G en cultivo. En células T98G, se
ha evidenciado una ritmicidad bimodal con periodos de 12 h en el estado redox de las células y una
respuesta diferencial al tratamiento con Bortezomib con mayor susceptibilidad a la droga en una
ventana de 12 a 24 h luego de la sincronizacidn (A). Por el contrario, el periodo del estado redox de
12 h se extendié a 18 h con menor amplitud y un cambio de fase de 6 h en la susceptibilidad al
tratamiento con Bortezomib en células T98G luego de alterar la expresion del gen reloj Bmall (B). A
su vez, las células T98G mostraron una respuesta diferencial al tratamiento con el compuesto SR9009

(agonistas de REV-ERBs) alterando la progresién del ciclo celular y el almacenamiento de lipidos en
gotas lipidicas (C).
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Capitulo IV: Caracterizacion de células A530 en cultivo y estudios in vivo

CAPITULO IV: CARACTERIZACION DE CELULAS A530 EN CULTIVO Y ESTUDIOS IN
VIvVO

4.1  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar las células A530 en cultivo en funcién de sus proteinas reloj, estado redox y
susceptibilidad al quimioterapéutico Bortezomib.

o Analizar la velocidad de crecimiento de tumores generados en ratones C57BL/6 mediante la
inyeccién de células tumorales A530 de sistema nervioso periférico y B16 de melanoma a distintos
horarios (dia vs noche).

0 Analizar la velocidad de crecimiento de tumores generados en ratones C57BL/6 mediante la
inyeccion de células A530 que poseen alterada la expresion de Bmall (A530 A5) en comparacidn con
su grupo control.

o Evaluar el efecto del quimioterapéutico Bortezomib a distintos horarios (dia vs noche) en

tumores generados a partir de la inyeccidn de células A530 en ratones C57BL/6.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Caracterizacion de las células A530 en cultivo

Las células A530 fueron aisladas a partir de tumores malignos de la vaina del nervio periférico
de ratones NPcis (Nf1* Trp53*/) en el laboratorio de la Dra. Beatriz Caputto (CIQUIBIC-CONICET). Los
ratones NPcis contienen una mutacion KO en los genes Trp53 (p53) y Nfl en la misma copia del
cromosoma 11 (en “cis”). La copia restante de estos genes en el cromosoma 11 opuesta es WT. Dado
gue todas las células de los ratones NPcis son mutantes para una copia de los genes Nfly Trp53, existe
una alta probabilidad de la pérdida espontanea de las copias WT de ambos genes y en consecuencia,
los ratones se vuelven muy propensos a desarrollar tumores dando lugar a astrocitomas malignos y
glioblastoma [257, 258]. Tales células tienen la capacidad de crecer en suspension sin inhibicién por
contacto y formar esferas y acimulos tipicos de células malignas.

En una primera instancia las células A530 fueron caracterizadas en cultivo, y posteriormente,
fueron inyectadas en ratones C57BL/6 a fin de evaluar su velocidad de crecimiento bajo distintas
condiciones experimentales. Para los experimentos en cultivo, las células fueron sincronizadas
mediante cambio de medio de cultivo (to) y recolectadas cada intervalo de 6 h durante 36 h para

posteriores ensayos.
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Como se observa a continuacion (Fig. 22), las células A530 en cultivo expresan tipicos

marcadores gliales como vimentina, proteina fibrilar acidica glial (GFAP) y glutamina sintasa (GS).

a VimentinaDAPI b GFAP DAPI C GSDAPI

Figura 22: Expresion de marcadores gliales en células A530. Imagenes representativas de microscopia
confocal de células A530 en cultivo expresando tipicos marcadores de origen glial como vimentina (a),
proteina fibrilar acidica glial (GFAP, b) y glutamina sintasa (GS, c). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.

Barra=10 pum.

Como se describié anteriormente, los ratones NPcis pierden progresivamente su copia WT de
los genes supresores Nfl y Trp53 y generan espontdaneamente tumores en sistema nervioso central y
periférico. A fin de evaluar la pérdida de la copia WT de tales genes, se extrajo ADN genémico a partir
de ratones C57BL/6 (homocigotas para Nfly Trp53) y células A530 en cultivo. Los primers, el patrén
de bandas y las condiciones de amplificacion utilizadas fueron detallados en Materiales y Métodos.
Como puede observarse en la Figura 23, la muestra amplificada a partir del ADN gendmico de células
A530 presentd el patron de bandas y peso molecular esperado para la copia mutante de los genes Nf1

y Trp53 y evidencié la pérdida de la copia WT de ambos genes.

Gen Nf1 Gen Trp53

Carril 1: Marcador de peso Ca"}“ 1 ADN
. molecular \ genoémico de

' i smi MU 2lulas A530

Carril 2: ADN gendémico de celu
500 pb —»| = WT as A

° - p— ratén C57BL/6 -— WT Carrlll 2 ADN
: Carril 3: ADN gendmico de . @S cenomico de

células A530 ratén C57BL/6

- L

Figura 23: Perfil genédmico de los genes supresores Nfl y Trp53 en células A530. El ADN gendmico de
las células A530 y ratones C57BL/6 fue extraido mediante hidrélisis basica. Las muestras amplificadas
con primers especificos fueron analizadas mediante un gel de agarosa evidenciando la pérdida de las
copias WT de los genes Nf1 (374 pb) y Trp53 (450 pb) en las células A530. A su vez, se observaron
amplicones correspondientes al patron de bandas esperado para las copias mutantes de los genes
Trp53 (850 pb) y Nfl (274 pb y una banda menor) en las células A530.
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4.2.1.1 Variaciones temporales en la expresién de BMAL1 y PER1

A fin de evaluar si las células A530 en cultivo presentan variaciones temporales en las
proteinas reloj, se evaluaron los niveles de la proteina BMAL1 y PER1 mediante inmunocitoquimica.
Para ello, células cultivadas en cubreobjetos fueron fijadas a distintos horarios post-sincronizacion e
incubadas con el anticuerpo primario especifico que reconoce a BMAL1 o PER1. Los resultados

obtenidos se observan en la Figura 24.

DAPI PER1 DAPI

Figura 24: Variacion temporal de proteinas reloj en células A530. Imagenes representativas de los
niveles de las proteinas reloj BMAL1 (a) y PER1 (b) analizados mediante inmunocitoquimica y
microscopia confocal en células A530 sincronizadas por cambio de medio de cultivo y fijadas a
distintos horarios a lo largo de 30 h. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La cuantificacidn y el analisis
estadistico se muestra en la Figura 25.

A partir de las imagenes de microscopia confocal, se cuantifico la intensidad de fluorescencia
de cada anticuerpo para cada uno de los tiempos post-sincronizacidn. Los resultados evidenciaron una
variacion temporal significativa en los niveles de PER1 con mayores niveles de expresion a los tiempos
12, 18 y 24 post-sincronizacién (Fig. 25b), mientras que no se observaron variaciones temporales en

la expresion de BMAL1 (Fig. 25a).
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Figura 25: Cuantificacidon de los niveles de expresion de las proteinas reloj en células A530. Los
niveles de expresidn de las proteinas reloj revelan una variacién temporal significativa para el caso de
PER1 (b; ANOVA p<0.0001) mientras que los niveles de BMAL1 no varian significativamente en el
tiempo, si bien hay tendencia de mayores niveles a t,, tis ¥ t24. Los niveles de proteinas fueron
expresados como intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, UA).

4.2.1.2 Determinacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno

El estado redox de las células A530 sincronizadas por cambio de medio de cultivo fue analizado
por citometria de flujo. Para ello, las células fueron recolectadas cada 6 h durante 36 h e incubadas
con la sonda 2'-7'-Diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (2 uM) como fue detallado en Materiales
y Métodos. Luego de analizar la intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo, los
resultados arrojaron una variacion temporal significativa en el estado redox de las células (K-W,
p<0.04) evidenciando mayores niveles de ROS a los tiempos 0-6 h, una disminucién a las 12 h y luego
una oscilacién amortiguada (Fig.26). Estas oscilaciones son tipicas de un oscilador débil o resultado de

una sincronizacién poco efectiva.

. o<0,04| Figura 26: Variacién temporal del estado redox
s 3000 en células A530. Luego de la sincronizacion, las
g 2500 - células fueron cosechadas cada 6 h durante 36 h,
S _ y su estado redox se analizo utilizando la sonda
"_é 52000 - DCFH-DA mediante citometria de flujo. El analisis
S { estadistico revelé mayores niveles de ROS luego
z 1500 de 6 h de la sincronizacion (K-W p<0.04; n= 3
§ < experimentos). Los niveles de ROS fueron
= 0 Lu L L L L L 1 | expresados como intensidad de fluorescencia
o 6 12 18 24 30 36 (ynidades arbitrarias, UA).

Tiempo (h)
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4.2.1.3 Respuesta diferencial al tratamiento con Bortezomib

Una vez evidenciada las diferencias temporales en la susceptibilidad al tratamiento
guimioterapéutico con Bortezomib (BOR) en células T98G sincronizadas, nos propusimos investigar si
estas observaciones también se reproducian en las células A530. Para ello, se adiciond BOR a las
células A530 en cada uno de los tiempos post-sincronizacion como fue descripto en Materiales y
Métodos. Luego de 24 h, se evalud la viabilidad celular tomando como 100% de viabilidad aquellas
células incubadas con DMSO (vehiculo de la droga). Los resultados arrojaron un efecto temporal del
tratamiento con la droga (K-W, p<0.006) con los menores niveles de viabilidad en células sin

sincronizar (to) y 36 h post-sincronizacién (Fig. 27).

35l p<0,006 Figura 27: Susceptibilidad de células A530 al
s tratamiento con Bortezomib. Las células A530
E 30+ fueron sincronizadas y tratadas con BOR (500
% nM 24 h) a los distintos tiempos post-
s By { sincronizacion. La viabilidad celular se analizé
é 20k mediante MTT evidenciando menores niveles
5 de viabilidad a los tiempos 0 y 36 (K-W,
> sl 1 p<0.006; n= 3 experimentos). La viabilidad
0 Lu . . . . . T celular se expres6 como porcentaje
(] 6 2 18 24 30 36 considerando el 100% de viabilidad aquellas
Tiempo (h) células incubadas con el vehiculo de la droga

(DMSO).

Los resultados obtenidos tanto para el estado redox como la susceptibilidad al BOR en las
células A530 presentan fluctuaciones que podrian reflejar un periodo corto de 12-18 h durante la
primera oscilacion que luego se ve amortiguada en tiempos mds largos. Por tales observaciones,
sugerimos que las células A530 presentan un oscilador débil en cultivo, evidenciando que quizas estas

células requieran un agente sincronizante mas fuerte que un cambio de medio de cultivo.

4.2.1.4 Caracterizacion de las células A530 A5

Con el objetivo de evaluar si existe algun vinculo entre el reloj molecular y la velocidad de
crecimiento de los tumores provenientes de las células A530, se planteé alterar la expresion del gen
reloj Bmall en tales células. Para ello, se utilizo la tecnologia de edicién CRISPR/Cas9 y posterior
seleccion de las células transfectadas con antibidtico. Posteriormente, se evaluaron distintos
parametros evidenciando una alteracidn en la expresidon de Bmall en el pool de células transfectadas
denominado A530 A5.

En primer lugar, se evalud la expresion del gen Bmall y su target Perl mediante RT-PCR. Como

se puede observar en la Figura 28 a-b, el pool de células A530 A5 evidencié una disminucién en la
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expresion del ARNm de ambos genes. Ademas, se evalud la expresién del ARNm del gen Bcl-2 el cual
codifica para una proteina anti apoptética, evidenciando un aumento en la expresidon de su ARNm.
Posteriormente, se analizé la distribucién del ciclo celular en células A530 y A530 A5 fijadas y
tefiidas con ioduro de propidio (Fig. 28 c). Los resultados evidenciaron un aumento en el porcentaje
de células A530 A5 en las fases S+G,-M respecto a las células A530. Estos resultados, en conjunto con
un aumento en la expresién del ARNm del gen Bcl-2, sugieren que el pool de células A530 A5 presentan

un mayor estado proliferativo que las células A530.

a A530 A530A5 A530 A530A5 c A530 d A530 A5
399 GG
o ‘ 400 301 S+GM
K] i 598
QL. E i
@ [ . S 300+ S20+
K )
- Q S ¥
S M D e e i :
< £ E104
ZlDD- =
3 —-— —
~ 0 0
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
ioduro de propidio ioduro de propidio
b
L [T As30 Figura 28: Caracterizacién de la poblacién de células
| = A530 A5 A530 AS5. En el pool de células A530 A5, se analizo la
e expresion de ARNm de Bmall, Perl y Bcl-2 mediante
| RT-PCR evidenciando una disminucidn en la expresion
S~ %
§ 08 L de Bmally Perly un aumento en Bcl-2 (a-b) en relacion
o« a las células A530. Los niveles de expresién de estos
T oal genes fueron normalizados por la expresidon del gen
I I Tbp. El analisis del porcentaje de células en las fases del
ciclo celular evidencié un mayor porcentaje de células

Bmal1 Per1 Bel-2 A530 A5 en las fases S+G,-M (d) respecto a las células

A530 (c).
4.2.2 Determinacion de la velocidad de crecimiento de células A530 inyectadas en ratones
C57BL/6 mantenidos en ciclos regulares de Luz: Oscuridad (LO)

Los resultados presentados a continuacion forman parte de antecedentes sobre los cuales se
planted la presente tesis y se realizaron en el laboratorio del Dr. Mario Guido en colaboraciéon con los
Dres. Fabiola Veldzquez, César Prucca y Beatriz Caputto. Con el objetivo de estudiar el rol del sistema
circadiano en el crecimiento tumoral, se planted inyectar células A530 previamente sincronizadas por
cambio de medio de cultivo a distintos horarios (ZT3, 3 h luego de prenderse la luz del bioterio y ZT15,
3 h luego de apagarse la luz del bioterio) en la zona del nervio ciatico de ratones C57BL/6 mantenidos
bajo ciclos regulares de LO. El seguimiento del crecimiento tumoral se realizd6 mediante mediciones

periddicas, y posteriormente, se calculd la velocidad de crecimiento tumoral para cada uno de los
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animales. A continuacidon (Fig. 29), se muestran los resultados obtenidos para cada grupo

experimental.
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Figura 29: Crecimiento tumoral en ratones inyectados con células A530. La velocidad de crecimiento
se calculé como la pendiente de la regresién lineal de la transformada logaritmica del volumen
tumoral. Los resultados evidenciaron mayores tasas de crecimiento tumoral para el grupo de ratones
inyectados en ZT15 respecto al grupo ZT3 (p < 0.0017, t-test; n= 2 experimentos). La barra en la parte
superior representa el momento de inyeccién de células tumorales durante el dia (blanco) y la noche
(gris) en ratones mantenidos bajo un ciclo regular de LO.

El andlisis estadistico reveld una diferencia significativa entre los grupos experimentales,
evidenciando una mayor tasa de crecimiento de tumores provenientes de ratones inyectados al
comienzo de la fase activa (ZT15) respecto a aquellos animales inyectados al comienzo de la fase de
descanso (ZT3) (t-test, p < 0.0017).

En una segunda instancia, las células A530 fueron sincronizadas mediante un cambio de medio
de cultivo en distintos horarios (dia vs noche subjetiva) e inyectadas en un Unico horario en ratones
mantenidos bajo ciclos regulares de LO. El volumen tumoral y velocidad de crecimiento se calculd

como fue descrito en Materiales y Métodos, y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 30.

T Figura 30: Crecimiento tumoral en ratones
E 009 inyectados con células A530 sincronizadas
- . . . .

g en distintos horarios. La velocidad de
2 = - crecimiento se calculé como la pendiente de
E S006 ——aF—— = o

g " — = la regresion lineal de la transformada
§ E m® logaritmica del volumen tumoral. Los
2 oo3f resultados estadisticos no evidenciaron
g diferencias significativas en la velocidad de
= - — - — crecimiento tumoral entre los grupos

Sincronizacién Sincronizacién

dia subjetivo noche subjetiva experimentales (p=0.12, t-test; n= 2
experimentos).
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Como se muestra en la Figura 30, no se observan diferencias significativas en el crecimiento
tumoral cuando los animales fueron inyectados en un mismo horario con células sincronizadas a
distintos horarios. Los resultados de ambos experimentos reflejan la importancia del estado de
actividad y metabolismo del huésped.

A partir de estos resultados, se propuso estudiar en mayor profundidad la implicancia del
sistema circadiano en la regulacidon del crecimiento tumoral. A continuacién, se muestran los

experimentos y resultados obtenidos en el transcurso de esta tesis.

4.2.3 Determinacion de la velocidad de crecimiento de células A530 inyectadas en ratones
C57BL/6 mantenidos en oscuridad constante

A fin de corroborar que las diferencias observadas en el crecimiento tumoral dependientes
del horario de inyeccién de células tumorales A530 sea debido a una regulacion circadiana enddgena
genuina, se propuso realizar el experimento en condiciones constantes de iluminacidn (corrida libre),
sin recibir ninguna sefal del medio externo.

Para ello, los animales previamente sincronizados a ciclos regulares de LO fueron trasladados
a oscuridad constante (O0) durante 72 h previas al experimento. Como fue descripto en Materiales y
Métodos, las células A530 fueron inyectadas al comienzo del dia subjetivo (CT1-2) o al comienzo de la
noche subjetiva (CT12-13), y los ratones se mantuvieron en OO hasta el dia 15 post-inyeccidn,
momento en el cual los tumores comenzaron a ser palpables. Mediante mediciones peridédicas del
volumen tumoral, se calculé la velocidad de crecimiento de cada grupo experimental. En la Figura 31,

se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 31: Crecimiento tumoral de células A530 inyectadas en ratones C57BL/6 mantenidos en 0O.
Los ratones mantenidos en OO fueron inyectados al comienzo del dia (CT1-2) o noche subjetiva (CT12-
13). La velocidad de crecimiento tumoral se calculé como la pendiente de la regresion lineal de la
transformada logaritmica del volumen tumoral. El analisis estadistico revelé una mayor tasa de
crecimiento tumoral en los ratones pertenecientes al grupo CT12-13 respecto al grupo CT12-13
(p<0.021, M-W; n= 3 experimentos). La barra gris en la parte superior representa el momento de
inyeccion de células tumorales durante el dia subjetivo (tramado) y la noche subjetiva (relleno) en
ratones mantenidos en OO.
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El analisis estadistico reveld diferencias significativas entre los grupos experimentales
evidenciando una mayor tasa de crecimiento tumoral para el grupo de ratones inyectados al comienzo
de la noche subjetiva (CT12-13) respecto a los animales inyectados al comienzo del dia subjetivo (CT1-
2) (M-W, p<0.021). Estos resultados indican fuertemente el funcionamiento y participacién del reloj

biolégico enddgeno en el crecimiento tumoral.

4.24 Determinacion de la velocidad de crecimiento de células A530 y A530 A5 inyectadas en
ratones C57BL/6

Considerando que los resultados anteriormente presentados sugieren una regulacidn
temporal en el crecimiento del tumor, se propuso estudiar el rol del activador molecular Bmall en la
tasa de crecimiento tumoral. Para ello, ratones C57BL/6 fueron inyectados en un Unico horario con
células A530 A5 que presentan una disminucidn en la expresién de Bmall y células A530. Una vez
inyectados ambos grupos de células, se realizd el seguimiento del tumor mediante mediciones
periédicas con calibre y posteriormente, se calculé la velocidad de crecimiento de ambos grupos

experimentales, lo cual puede observarse en la Figura 32.
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Figura 32: Crecimiento tumoral de células A530 y A530 A5 en ratones C57BL/6. Luego de ser
sincronizadas, ambos grupos de células fueron inyectados en la zona del nervio cidtico en ratones
C57BL/6 en un Unico horario. Mediante registros periddicos del volumen tumoral, se calculd la
velocidad de crecimiento como la pendiente de la regresion lineal de la transformada logaritmica del
dicho parametro. El andlisis estadistico reveld mayores tasas de crecimiento para los ratones
inyectados con el pool de células A530 A5 respecto al control (p<0.01, M-W; n= 2 experimentos).

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas evidenciando una mayor
velocidad de crecimiento en aquellos tumores provenientes de células que tenian menor expresiéon

de Bmall (M-W, p<0.01). Estos hallazgos sugieren que el activador molecular Bmall podria jugar un

rol importante en el control del crecimiento tumoral.

4.2.5 Determinacion de la velocidad de crecimiento de células B16 inyectadas en ratones C57BL/6
mantenidos en ciclos regulares de LO
Con el objetivo de investigar si estas diferencias temporales en el crecimiento del tumor

también se reproducian en otro modelo celular, se propuso estudiar este fendmeno en la linea celular
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B16 de melanoma murino. Estas células fueron inyectadas en ratones C57BL/6 mantenidos en ciclos

regulares de LO de manera subcutanea al comienzo de la fase de descanso (ZT1-2) o al comienzo de

la fase activa (ZT12-13). Luego de 7-10 dias post-inyeccidn, los tumores fueron palpables y mediante

mediciones periddicas con calibre se realizd el seguimiento del tumor. A continuacidn (Fig. 33), se

muestra el volumen tumoral y el calculo de velocidad de crecimiento para un ratdn representativo de

cada grupo experimental.
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Figura 33: Seguimiento del volumen tumoral
de células B1l6 inyectadas en ratones
mantenidos en ciclos regulares de LO.Luego de
ser sincronizadas, las células B16 fueron
inyectadas de manera subcutanea en ratones
en dos horarios: ZT1-2 o ZT 12-13. a) Volumen
tumoral de un ratdn representativo de cada
grupo. b-c) Regresidn lineal de la transformada
logaritmica del volumen tumoral, en la cual se
indica la pendiente en rojo que corresponde a
la velocidad de crecimiento del tumor.

Luego de calcular la velocidad de crecimiento tumoral para cada uno de los animales en

estudio, los resultados revelaron diferencias significativas evidenciando mayores tasas de crecimiento

tumoral en el grupo de ratones inyectados al comienzo de la fase activa (ZT12-13) en relacién con los

que fueron inyectados al comienzo de la fase de descanso (ZT1-2) (M-W, p<0.01) (Fig. 34).
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Figura 34: Crecimiento tumoral en ratones
inyectados con células B16. Las velocidades de
crecimiento se calcularon como la pendiente de la
regresion lineal de la transformada logaritmica del
g m volumen tumoral. Los resultados evidenciaron
"ozl % mayores tasas de crecimiento tumoral para el
£ grupo de ratones inyectados en ZT12-13 respecto
01lh j__L " al grupo ZT1-2 (p<0.01, M-W; n= 2 experimentos).
La barra en la parte superior representa el
momento de inyeccion de células tumorales
durante el dia (blanco) y la noche (gris) en ratones
mantenidos bajo un ciclo regular de LO.

Velocidad de crecimiento tumoral

Inyeccion ZT1-2 Inyeccion ZT12-13

4.2.4 Tratamiento quimioterapéutico de tumores provenientes de células A530

Considerando que los resultados obtenidos sugieren un control temporal en el crecimiento
del tumor, se planteé estudiar si esta regulacion también estd implicada en la respuesta a tratamientos
guimioterapéuticos. Para ello, los tumores provenientes de células A530 fueron tratados con el
inhibidor de proteosoma Bortezomib (BOR) en dos horarios (dia vs noche) y se calculd la velocidad de

crecimiento tumoral. En la Figura 35, se muestran los resultados obtenidos.
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000 | T

Crecimiento tumoral
(mm*/dia)
o
o
(V2]

T
Crecimiento tumoral
(mm3/ dia)

o
o
(V2]

T

oo —a

DMSO ZT 1-2 BOR ZT 1-2 DMSO ZT 12-13 BORZT 12-13

Figura 35: Crecimiento de tumores provenientes de células A530 tratados con BOR. Alrededor del
dia 15 post-inyeccién, los tumores fueron tratados con 4 administraciones intraperitoneales del
vehiculo de la droga (DMSO) o BOR durante una semana. En paralelo, se realizd el seguimiento
tumoral y peso de los animales. A partir de mediciones periddicas del volumen tumoral, se calculé la
velocidad de crecimiento para cada grupo experimental. Los tumores tratados con BOR presentaron
velocidades significativamente menores en relacidn a su respectivo grupo control (p<0.03, M-W; n= 2
experimentos). La barra en la parte superior representa el momento de inyeccidn del vehiculo (DMSO)
o BOR durante el dia (blanco) y la noche (gris) en ratones mantenidos bajo un ciclo regular de LO.

Como puede observarse en la Figura 35, las velocidades de crecimiento de los animales
tratados con BOR difieren significativamente de sus respectivos controles inyectados con el vehiculo
de la droga (M-W, p<0.03). No obstante, no se encontraron diferencias significativas en la tasa de

crecimiento tumoral entre los ratones tratados con BOR al comienzo del dia o al comienzo de la noche.
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En segundo lugar, se calculd el indice TGl el cual compara los volimenes iniciales y finales de
cada grupo tratado respecto a su grupo control. Para los animales tratados con BOR al comienzo del
dia obtuvimos un 98% de inhibicién tumoral, mientras que los animales tratados al comienzo de la
noche arrojaron un valor de 102% de inhibicidn, lo cual estaria reflejando una regresién sumamente

potente del volumen tumoral en ambos horarios.

4.3  DISCUSION

Como segunda instancia de esta tesis, nos planteamos estudiar si existe una regulacién
temporal del crecimiento tumoral en un modelo in vivo, utilizando células tumorales A530 derivadas
del sistema nervioso periférico y células B16 de melanoma capaces de formar tumores una vez
inyectadas en ratones C57BL/6. En primer lugar, los estudios en cultivo evidenciaron una variaciéon
temporal en la expresion de la proteina reloj PER1 y en el estado redox de células A530 sincronizadas,
como asi también menores niveles de viabilidad al tiempo 36 h post-sincronizacion luego del
tratamiento con el quimioterapéutico BOR. Al comparar estos resultados con los obtenidos para la
linea celular T98G, podemos sugerir que las células A530 en cultivo presentan un oscilador débil con
una oscilacién marcada de 12-18 h y luego la periodicidad se amortigua. Podriamos considerar que
estas células requieren un agente sincronizante mas fuerte que un cambio de medio de cultivo, por
ejemplo, un shock de DEX o de suero al 20% durante 2 h que permita fortalecer la funcidn del reloj
circadiano. Cabe destacar que las células T98G no son capaces de generar tumores en ratones C57BL/6

por lo que los experimentos in vivo se realizaron con las células tumorales A530y B16.

Regulacion del sistema circadiano en el crecimiento tumoral

El equilibrio entre el organismo y los ciclos de LO del ambiente mantienen la homeostasis del
organismo. Estudios en modelos animales muestran que una disrupcién por cambios en los ciclos de
LO o alimentacidn/ayuno, o mutaciones genéticas de los genes circadianos, inducen cambios
patoldgicos que afectan notablemente la salud humana y animal [315]. Si bien las respuestas diurnas
del huésped a infecciones letales y endotoxinas se demostraron por primera vez hace casi 60 afios
[316], estudios recientes esclarecen los multiples aspectos de las funciones inmunes que se
encuentran bajo el control del reloj circadiano. Estos incluyen el trafico de células inmunes,
interacciones huésped-patdgeno y activacion de la inmunidad innata y adaptativa [304, 317-319]. De
este modo, se sugiere que sefiales circadianas estdn involucradas en el control de la magnitud de la
respuesta inmune de manera tiempo-dependiente. En este contexto, nuestros hallazgos resultan
novedosos y fortalecen el vinculo entre el momento del desafio y la respuesta desencadenada.

Durante el transcurso de esta tesis, hemos evidenciado que la inyeccién de células tumorales con la
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consecuente formacién de tumores estd sujeta a un preciso control temporal. Es asi, que tumores
provenientes de animales inyectados al comienzo de la noche presentan una mayor velocidad de
crecimiento que aquellos inyectados al comienzo del dia. Estos resultados fueron observados con dos
modelos celulares, células tumorales A530 del sistema nervioso periférico y células B16 de melanoma,
sugiriendo que podria ser un fendmeno universal en la formaciéon y desarrollo de tumores. Mas aun,
los experimentos realizados en oscuridad constante nos permiten inferir sobre la existencia de un
verdadero ritmo enddgeno sobre la regulacion del crecimiento tumoral, dado que las diferencias
dia/noche observadas previamente también se encontraron entre el dia y la noche subjetiva, en
ausencia de sefiales luminicas. Nuestros resultados sugieren una regulacién temporal principalmente
por parte del huésped, ya que no se encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento
tumoral cuando las células A530 fueron sincronizadas a distintos horarios e inyectadas a un mismo
horario en los ratones.

A fin de explicar las diferencias dia/noche observadas en el crecimiento tumoral, planteamos
evaluar las distintas poblaciones de células inmunes en los horarios de inyeccion de células tumorales.
Estudios preliminares realizados en colaboracidn con las Dras. Mariana Maccioni y Silvia Correa (CIBICI
— CONICET) evidencian un mayor porcentaje de células inmunes NK y NKT en ganglio inguinal de
ratones extraido al comienzo del dia en relacién a muestras del 6rgano extraidas al comienzo de la

noche. Considerando que la poblacién de células NK constituyen elementos claves en la inmunidad

innata y su funcién citolitica es la primera linea de defensa contra células tumorales [320, 321],
podriamos especular que al comienzo de la noche, el huésped se encuentra mas desprotegido a nivel
inmunoldgico en relacién a su estado al comienzo del dia, lo cual podria explicar en parte las mayores
tasas de crecimiento tumoral registradas cuando los animales son inyectados durante la noche.

En este sentido, diversos estudios sugieren que las horas iniciales en la generacién de la
respuesta adaptativa y el nimero de células presentes en nddulos linfaticos podrian ser criticas en la
regulaciéon de la respuesta desencadenada (Moon et al.,, 2007). Por ejemplo, Matveeva y
colaboradores demostraron que ratones inmunizados durante la fase de luz (ZT8, 8 h luego de
prenderse la luz) mostraron una progresién de la enfermedad EAE (encefalomielitis experimental
autoinmune) dramaticamente acelerada dos semanas después, con puntuaciones clinicas mas altas
en comparacién con los animales inmunizados en la noche tardia (ZT20, 8 h luego de apagarse la luz).
Los ratones inmunizados a ZT8 presentaron elevadas cantidades de ARNm de IL-2 y mayor numero de
CD4" productoras de IL-17 en nddulos linfaticos, subtipos criticos en la induccién de EAE. Luego de dos
dias de la induccion de EAE, se detectd un incremento tanto de células CD4* y CD8* naive y activadas

en nodulo linfatico drenante de animales inmunizados a ZT8, mientras que en animales a ZT20 el

numero de células T se mantuvo relativamente bajo [322]. En otra serie de experimentos se ha

Pagina | 82


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matveeva%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28087238

Capitulo IV: Caracterizacion de células A530 en cultivo y estudios in vivo

evidenciado que la susceptibilidad al shock endotéxico inducido por lipopolisacdrido en ratones es
dependiente del tiempo de administracién en un ciclo regular de LO y vinculado a patrones
dependientes del tiempo en la secrecién de citoquinas [323]. Una administracion letal de
lipopolisacdarido reduce la sobrevida cuando se administra durante la noche respecto a los animales
desafiados a la manana [324]. Estos resultados en combinacién con nuestros hallazgos fortalecen la
importancia del estado del huésped y el momento del desafio en relacién a la respuesta
desencadenada.

Por otro lado, algunos estudios indican que los genes reloj podrian actuar como supresores
tumorales [300] mientras que otros hallazgos sugieren una relacién mas compleja entre los ritmos
circadianos y cancer [325]. Por ejemplo, Puram y colaboradores reportaron que una disrupcién del
circuito circadiano altera el crecimiento de células de leucemia murina in vivo y en lineas celulares
humanas en cultivo, induciendo diferenciacidn mieloide que reduce la expresidon del marcador de
superficie c-kit, tipico marcador de células madres de leucemia [326]. También evidencian que CLOCK
y BMAL1 regulan la proliferacion celular y progresidn del ciclo celular en células de leucemia mieloide
aguda, consistente con fenotipos reportados en otros modelos [63, 288, 327].

Por el contrario, Jiang y su grupo de investigacién han propuesto a BMAL1 como posible anti-
oncogen en cancer de pancreas regulando positivamente a la via p53 de supresién tumoral, lo que
inhibe la formacién e invasidn del cancer de pancreas [302]. En carcinoma escamoso de células de la
lengua se evidencié que la expresién ectépica de BMALI inhibe la proliferacidn celular, migracion e
invasioén in vitro, y el crecimiento tumoral en modelos de ratones. A su vez, células que sobre expresan
BMAL1 mostraron un incremento relativo en la apoptosis luego de la exposicién a paclitaxel y mayor
susceptibilidad a la droga en modelos in vivo [328]. Nuestros resultados podrian sumar evidencias a
estos Ultimos dado que observamos una mayor velocidad de crecimiento en los tumores inyectados
con células A530 A5 que expresaban menores niveles de Bmall teniendo deteriorado el reloj
molecular. A su vez, las células A530 A5 en cultivo presentaron un mayor estado proliferativo
evidenciado por una mayor proporcion de células en la fase S-G,/M del ciclo celular. Considerando el
rol clave que juega BMALL en la transduccion de sefiales intracelulares y regulacion de diferentes
procesos celulares, como la progresion del ciclo celular, metabolismo de lipidos y glucosa, reacciones
redox y respuesta a estrés [67, 157, 329], podriamos sugerir que una disminucidn en la expresién de
BMAL1 favorece el crecimiento tumoral.

En relacién al tratamiento quimioterapéutico con BOR, no se observaron diferencias
significativas en la velocidad de crecimiento de los ratones tratados al comienzo del dia o de la noche.
No obstante, los indices TGl fueron cercanos al 100% para ambos grupos, por lo que podriamos

especular que la dosis utilizada fue muy elevada, sumamente efectiva y toxica para los animales. Esto
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también se vio reflejado en la disminucion del peso de los animales (informacidon no mostrada) y en
los valores de velocidades de crecimiento cercanos a 0. Por estos resultados, proponemos en
experimentos futuros administrar aproximadamente un 30% de la dosis reportada a fin de evaluar la

capacidad del reloj circadiano de modular la respuesta al tratamiento.
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RESUMEN GRAFICO
REGULACION TEMPORAL DEL CRECIMIENTO TUMORAL
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Figura 36: Esquema representativo de los resultados obtenidos en relacion a la regulacion del
crecimiento tumoral por el reloj circadiano. Los ratones mantenidos en ciclos regulares de Luz:
Oscuridad (LO) e inyectados con células tumorales (A530 y B16) al comienzo la fase activa (oscuridad)
evidenciaron mayores tasas de crecimiento tumoral en relacién a los animales inyectados al comienzo
de la fase de descanso (luz) (A). Resultados similares fueron observados en condiciones de corrida
libre, en ausencia de sefales externas (oscuridad constante, OO0), sugiriendo un verdadero ritmo
enddgeno en el crecimiento tumoral (B). A su vez, se evidenciaron mayores tasas de crecimiento
tumoral en aquellos ratones inyectados con células A530 A5 (menor expresion de Bmall) respecto a
las células A530, fortaleciendo aun mas el vinculo entre el reloj molecular y el crecimiento tumoral

(C).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES GENERALES

Los hallazgos pioneros obtenidos en el transcurso de esta tesis sugieren la presencia de un
oscilador metabdlico/redox funcional en células T98G provenientes de glioblastoma humano,
evidenciado por oscilaciones en el contenido enddgeno de lipidos, actividad de la enzima PAP
involucrada en la sintesis de novo de GFLs como asi también en el estado redox celular. A su vez, estas
células exhibieron una respuesta temporal significativa en la susceptibilidad al tratamiento con el
quimioterapéutico BOR, con menores niveles de viabilidad celular en una ventana de tiempo de 12 a
24 h, lo cual se correlaciond con altos niveles de ROS en estos tiempos post-sincronizacién. Mds aun,
las células previamente tratadas con BOR evidenciaron mayores niveles de ROS en relacién a las
células control, fortaleciendo el vinculo entre el estado redox de las células al momento de administrar
el quimioterapéutico y la susceptibilidad a la droga. En conclusidn, estos resultados plantean un
oscilador metabdlico/redox funcional en células tumorales T98G en cultivo y su vinculo con la
magquinaria transcripcional circadiana, dado que el periodo de 12 h en los niveles de ROS se extendio
a 18 h cuando se alteré la expresion del activador molecular Bmall, como asi también se alterd la
susceptibilidad al tratamiento con BOR.

Por otro lado, la modulacion farmacolégica a través de agonistas sintéticos de los
componentes REV-ERBs evidencid efectos citotdxicos en las células T98G alterando vias metabdlicas
como, por ejemplo, la acumulacién de lipidos en gotas lipidicas. Considerando la importancia del
metabolismo en el crecimiento tumoral y que las proteinas reloj REV-ERBs actian como represores
del metabolismo lipidico, planteamos estudiar en experimentos futuros cdmo estos agonistas alteran
otras vias metabdlicas, por ejemplo, a nivel de sintesis de novo de lipidos, desencadenando efectos
adversos en la sobrevida de células tumorales. Estudios con mayor profundidad son necesarios para
determinar cdmo se desregula el metabolismo en un contexto tumoral desde un punto de vista
cronobioldgico, y cdmo esta informacién pueda ser de utilidad para el disefio de terapias efectivas.

Por ultimo, los resultados de los experimentos realizados con un modelo in vivo, proponen un
estrecho vinculo entre el reloj circadiano y el crecimiento de tumores generados a partir de la
inyeccion de células tumorales A530 y B16. Este control temporal evidencié mayores tasas de
crecimiento tumoral en ratones mantenidos bajo ciclos regulares de LO e inyectados durante la noche
respecto al grupo de inyeccién durante el dia con ambos modelos tumorales. Mds aun, estas
diferencias también fueron observadas cuando los animales se mantuvieron en oscuridad constante,
es decir, en ausencia de sefiales luminicas, indicando un verdadero ritmo endégeno en el crecimiento
tumoral. Luego de alterar la expresion de Bmall en células A530, se observaron mayores velocidades

de crecimiento respecto a los tumores provenientes de células A530 control, fortaleciendo la relacién
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entre la maquinaria transcripcional del reloj circadiano y el desarrollo del tumor. Comprender y
ahondar en la regulacién tumoral desde un punto de vista cronobioldgico ayudard a disefiar nuevos
tratamientos que permitan maximizar los beneficios terapéuticos en momentos determinados del dia

minimizando a su vez los efectos adversos de la terapia.
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