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Resumen

RESUMEN

El cancer hematoldgico es un grupo de enfermedades que afectan el
normal funcionamiento de las células sanguineas. Al igual que otros tipos de
cancer, sus células presentan inmortalidad replicativa, inestabilidad gendmica,
alteraciones en el metabolismo, capacidad de invadir otros tejidos y de evadir la
respuesta inmune. La susceptibilidad al cancer, su desarrollo y progresion
dependen tanto de factores genéticos como ambientales.

Los procesos de metabolizaciéon y detoxificacion de sustancias endégenas
y exogenas son llevados a cabo por un conjunto de familias de enzimas
metabolizantes de xenobidticos (EMX). Tanto las variantes alélicas en los
genes metabolizantes de xenobidticos (GMX), como los niveles de exposicion a
los sustratos de estas enzimas, pueden impactar en la susceptibilidad al
cancer. De hecho, polimorfismos en los GMX se encontraron asociados a
diversos tumores.

La fisiologia ritmica con una periodicidad cercana a las 24 horas esta
coordinada, en los mamiferos, por un reloj central localizado en los nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) del hipotdlamo, cuya funcion es mantener una
homeostasis diaria en los procesos vitales. También existen relojes circadianos
en muchos o6rganos periféricos. Los genes reloj (aquellos implicados en el
funcionamiento del reloj circadiano) actuarian como supresores de tumores a
través de su participacion en la proliferacion celular, la apoptosis, el control del
ciclo celular y la respuesta al dafio al ADN; variantes alélicas en estos genes se
asociaron a distintos tipos de cancer. Ademas, la Organizacion Mundial de la
Salud clasificé al trabajo en turno rotativo con disrupcién del ritmo circadiano
como factor de riesgo para el cancer. En relacion al sistema de metabolizacién,
la manera en que funciona el reloj circadiano es fundamental para definir la
respuesta individual frente a la exposicidon a xenobiodticos, en tanto las EMX se
encuentran bajo el control del marcapasos circadiano.

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la relacion entre el sistema
circadiano, el sistema de metabolizacion de xenobidticos, los habitos de
consumo Y la funcionalidad del paciente, en el riesgo de cancer y el desarrollo
tumoral. Para ello, se analizaron los patrones de expresion de genes reloj y

GMX en un modelo animal de tumorigénesis, bajo condiciones normales o de
-12-



Resumen

desincronizacion circadiana. Por otro lado, se evalud la asociacion entre las
enfermedades onco-hematoldgicas (EOH) y variantes alélicas de estos mismos
genes, habitos dietarios, tabaquismo y funcionalidad del paciente, a través de
un disefo caso-control.

Para el modelo animal, se utilizaron ratones C57BL/6, inoculados con una
linea celular tumoral de melanoma y sus respectivos controles, sometidos a
condiciones normales de luz-oscuridad (LD, light-dark, 12h:12h) o a un
protocolo de desincronizacién forzada por jet lag cronico (JL, consistente en un
avance de 6 h en el ciclo LD, cada dos dias). Utilizando RT-gPCR, se midi6
expresion relativa de ARNm de los genes reloj Bmal1, Per1 'y Per2, y de los
GMX Gstt1, Nat1y Cyp1a1l, en tejido proveniente de los NSQ, higado y tumor.
Respecto de Bmal1, los resultados obtenidos bajo condiciones de iluminacion
normales, tanto en animales sanos como con tumores, fueron los esperados
segun la bibliografia, ya sea en NSQ como en higado; sin embargo este patrén
de expresion se perdid en los animales bajo JL. Cyp7al presentdé menor
expresion en tejido hepatico de animales con tumor bajo LD, respecto de los
animales sanos en igual condicion de luz. Este mismo gen mostré un patrén de
expresion diferencial en tejido hepatico de animales con tumor bajo JL. Per1y
Per2 mostraron marcadas reducciones en sus niveles de expresion diurna al
evaluar el tejido tumoral bajo JL, respecto del mismo tejido en animales bajo
LD. Podria inferirse que: 1) el solo desarrollo de un tumor no es capaz de
afectar el reloj central y hepatico, al menos bajo las condiciones evaluadas; 2)
niveles disminuidos de Per en el tumor se relacionan a su posible rol supresor
de tumores, y 3) el tumor extra-hepatico en condiciones desincronizadas podria
modificar la expresion de GMX en el higado, a través de la desincronizacion del
sistema inmune, favoreciendo el desarrollo tumoral.

El disefio caso-control incluyé 125 casos (pacientes con leucemia, linfoma
y mieloma) y 310 controles, concurrentes al Hospital Interzonal General de
Agudos Prof. Dr. Rossi (La Plata, Buenos Aires). Se tomaron muestras de
sangre y se les realizd una encuesta a los participantes, previo consentimiento
informado. A partir del cuestionario, se obtuvieron datos socio-demograficos e
informacion sobre habitos de vida (tabaquismo, consumo de alcohol y café,
ingesta de carnes asadas y alimentos enlatados), funcionalidad del paciente

(cambios en el peso, en el apetito y en el humor, cansancio fisico o mental,
- 13-



Resumen

cansancio al despertar, y calidad del suefio, entre otros) e historia de la
enfermedad. Se evaluaron el polimorfismo de longitud del gen reloj PER3 (405
repeticiones de 54 pb) mediante PCR, las deleciones de los GMX GSTT1 y
GSTM1 mediante PCR multiplex, y los alelos T/C de CYP1A1*2A (polimorfismo
Mspl) mediante PCR-RFLP, con posterior visualizacion en geles de agarosa.
Los analisis estadisticos se realizaron con STATA 11.1. Los genotipos de
PER3 4/5 + 5/5 se asociaron a un aumento en el riesgo de leucemia (OR=1.99,
p=0.032). Ademas, los pacientes oncolégicos con estos genotipos expresaron
roncar mas y sentir mayor fatiga al despertar. La variable “cambios en el
humor” también se asocié significativamente al cancer hematolégico. Las
variantes en los GMX no mostraron asociacion alguna con las EOH evaluadas.
El consumo de carnes asadas 3 o mas veces/mes y el consumo diario de café
se asociaron significativamente a un aumento en el riesgo de enfermedad
(OR=1.72, p=0.02 y OR=1.77, p=0.03, respectivamente). El polimorfismo de
PERS3 podria tener un rol en el riesgo de leucemia, y podria ser un marcador de
las diferencias individuales en el suefio y la vulnerabilidad a su disrupcion.
Respecto a los habitos dietarios de consumo de carnes asadas y café, nuestro
estudio proporciona datos novedosos relacionados a la etiologia de las EOH

para nuestra poblacion.
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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico
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ARNmM: acido ribonucleico mensajero
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Introduccién

CANCER

Generalidades del desarrollo tumoral

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, “cancer” es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo; “tumores malignos” o “neoplasias malignas” son
sinénimos de cancer!’l. Bajo estos términos estan comprendidas mas de 100
enfermedades distintas, con diversos factores de riesgo y epidemiologia. Una
de las caracteristicas principales del cancer es la multiplicaciéon rapida de
células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y
pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros érganos,
proceso conocido como metastasis'?. Las metastasis son la principal causa de

muerte por cancer.

Los tumores son tejidos complejos formados por multiples tipos celulares
que interaccionan entre si. El estroma asociado al tumor es un participante
activo en la tumorigénesis y no un espectador pasivo, y por ello las células del
estroma contribuyen al desarrollo y la expresion de ciertas facultades distintivas
de los tumores. En forma breve, podemos reconocer 10 capacidades o
caracteristicas que describen a las células y los tejidos tumorales!:

1) inmortalidad replicativa

N

evasion de la respuesta inmune

w

evasion de la accion de supresores del crecimiento

N

mantenimiento de la sefalizacion proliferativa

()]

desregulacion del metabolismo energético celular

~N O

mutacion e inestabilidad gendmica

0o

induccién de la angiogénesis
9
1

)

)

)

)

) resistencia a la muerte celular
)

)

) activacion de la invasion y la metastasis
0

) promocion de la inflamacion

Aspectos genéticos del cancer
A pesar de la diversidad, todos los canceres comparten una patogénesis

comun. De manera similar a como ocurre en la evolucidbn darwiniana, el
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Introduccién

desarrollo tumoral se basa en dos procesos: 1) la adquisicidon continua de
variacion genética en las células individuales a través de mutaciones al azar, y
2) la seleccién natural actuando sobre la diversidad fenotipica resultante?.
Cabe destacar que el genoma tumoral es diferente del genoma del zigoto que
le dio origen al organismo, y por ello las mutaciones acumuladas en las células
tumorales se denominan “somaticas”, a fin de distinguirlas de las mutaciones
presentes en la linea germinal que se transmiten a la descendencia.

Las mutaciones somaticas presentes en el genoma tumoral pueden ser
sustituciones de una base por otra, inserciones o deleciones de fragmentos de
ADN cortos o largos, rearreglos de segmentos del ADN o variaciones en el
numero de copias de los genes (amplificaciones o reducciones). Ademas, las
células tumorales pueden adquirir secuencias de ADN completamente nuevas,
provenientes de fuentes exdgenas como los virus. EI genoma tumoral también
adquiere cambios epigenéticos que alteran la estructura de la cromatina y la
expresion génica.

Si bien el cancer es producto de las alteraciones recién mencionadas, no
todas las mutaciones somaticas presentes en el genoma estan involucradas en
el desarrollo de la enfermedad. Para diferenciarlas, se crearon los términos
‘passenger mutation” y “driver mutation”. Una mutacion driver es aquella
implicada en la oncogénesis: confiere ventajas en el crecimiento de las células
tumorales y ha sido seleccionada positivamente en el microambiente tisular
donde el cancer aparece. Una mutacion passenger no ha sido seleccionada, no
confiere ventaja alguna y por lo tanto no ha contribuido al desarrollo del cancer;
sin embargo se encuentran alli porque durante las divisiones celulares suelen
ocurrir mutaciones sin consecuencias funcionales®¥. Las mutaciones
passenger seran trasmitidas a lo largo de la expansion clonal y estaran
presentes en todas las células que forman el tumor. Una importante sub-clase
de mutaciones driver es aquella que confiere resistencia a la terapia. Se
encuentran tipicamente en canceres recurrentes que inicialmente respondieron
al tratamiento, pero luego manifiestan resistencia. Algunas mutaciones de
resistencia existen como passengers desde antes de iniciado el tratamiento,
formando parte de sub-clones minoritarios dentro de la poblacion celular

tumoral. Cuando el ambiente selectivo cambia por el inicio de la terapia, las
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mutaciones passengers se convierten a drivers, y el sub-clon resistente se

expande de forma preferencial®®!.

Inestabilidad genémica

La gran mayoria de los canceres humanos presentan tasas de mutacion
sumamente elevadas: se dice que las células son genéticamente inestables.
Esta inestabilidad puede asumir distintas formas; algunas células tumorales
presentan deficiencias en el sistema de reparacion local del ADN dafado o en
el sistema de correccion de los errores de replicacion. Otras células tumorales
tienen problemas en mantener la integridad de sus cromosomas, lo cual
comporta anomalias en su cariotipo. Frecuentemente, las mutaciones
desestabilizadoras no son hereditarias sino que aparecen de novo, antes y
mientras el tumor se desarrolla. Aunque las mutaciones en los genes
reguladores del crecimiento, tales como los genes supresores de tumores y los
oncogenes, se encuentran comunmente asociados al cancer y son
considerados la causa general de esta enfermedad, mutaciones en otra gran
cantidad de genes tienen relacion con la inestabilidad gendmica observada en

procesos cancerosos!’.

El rol de los polimorfismos

Las variaciones genéticas comunes son consideradas importantes
determinantes de la susceptibilidad a la enfermedad. Actualmente, los SNPs
(single nucleotide polymorphism, polimorfismos de nucleétido unico) son las
variaciones geneéticas mas estudiadas. A pesar de haberse encontrado poca
evidencia que soporte una asociacion fuerte entre los SNPs y el riesgo de
cancer, se cree que, aun con un efecto pequefo, éstos podrian suponer un
riesgo significativo a nivel poblacional®®. Es importante también, evaluar el
impacto de los SNPs en el desarrollo del cancer, bajo el contexto de las
interacciones gen-gen y gen-ambiente.

En la actualidad, se considera que los polimorfismos metabdlicos
(diferencias en la forma en que las personas metabolizan los carcinégenos
quimicos), pueden explicar las diferencias en la sensibilidad de los individuos al
cancer™. Aunque los polimorfismos se presentan en genes de baja

penetrancia, parece probable que en conjunto, expliquen gran parte de la
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sensibilidad innata al cancer y que por consiguiente, sea sustantiva su

contribucion potencial a la aparicion de neoplasias malignas.

La genética como herramienta

Los avances logrados en el area de la genética la convirtieron en una
disciplina con importantes aportes para el control del cancer. Basicamente, la
genética constituye una herramienta para: 1) la identificacion de los individuos
en riesgo de un cancer especifico, que conduzca a estrategias preventivas o de
tamizaje para un individuo o miembros de una familia, y 2) la identificacion del
subtipo de cancer, de modo que se pueda adaptar el tratamiento con el fin de
combatir esa enfermedad especifica.

Sin embargo, no se debe exagerar la funcién potencial de la genética.
Numerosos estudios revelaron que los determinantes primarios de la mayoria
de los canceres son factores del modo de vida, como los habitos de consumo
de tabaco, alimentarios y la falta de ejercicio, ademas de agentes infecciosos,
mas que factores genéticos hereditarios!®. La identificacion de los individuos
con alto riesgo de sufrir la enfermedad permite tomar decisiones
fundamentadas con respecto a la reproduccién, el modo de vida y las
estrategias de reduccion del riesgo clinico. Cuando la informacidon genética
indica un mayor riesgo de cancer, las personas afectadas pueden ser
sometidas a intervenciones de deteccion temprana mas intensivas o mas
frecuentes de lo habitual, en un intento de detectar el cancer en un estadio
inicial®.

Resultan de especial importancia los estudios dirigidos a la identificacion
de marcadores moleculares de cancer de mama/ovario hereditarios, y cancer
colorrectal/poliposis colénicas hereditarias. En nuestro pais, segun el reporte
de 2015 de la Red Argentina de Céancer Familiar, el 84% de las casi 1300
consultas realizadas dentro de esta Red, correspondieron a los tipos de cancer
hereditarios arriba mencionados. Durante ese afo, se realizaron
aproximadamente 1100 pedidos de estudios moleculares por sospecha clinica
de sindromes hereditarios, donde el 66% de dichos estudios involucraron a los
genes BRCA1 y BRCAZ2, genes asociados al sindrome de Lynch y poliposis
colonica familiar. Actualmente, resulta indispensable la evaluacion del riesgo

genético en oncologia, donde confluyen distintas areas clinicas y técnico-
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biolégicas de variada complejidad, siendo este abordaje integral, un desafio

para el sistema de salud!'?,

Diagnéstico y tratamiento del cancer

El primer paso para el tratamiento del cancer es un diagndstico certero.
Requiere combinar una cuidadosa evaluacion clinica con métodos de
diagnostico de varias disciplinas (citologia, histopatologia, imaginologia,
laboratorio bioquimico y molecular, etc.). Una vez que se confirma un
diagndstico, es necesario evaluar la etapa de la enfermedad, con el propdsito
de elegir una terapia y generar un prondstico. El objetivo principal del
tratamiento radica en curar el cancer o prolongar la vida de forma considerable,
pudiendo incluir cirugia, radioterapia, quimioterapia, uso de farmacos contra
dianas especificas, o alguna combinacion de estos procedimientos. Otro
objetivo importante consiste en mejorar la calidad de vida del paciente, lo cual
se puede lograr con atencion paliativa y apoyo psicoldgico. Tanto los pacientes
como sus familias, afrontan los problemas asociados a una enfermedad en
potencia letal, por lo que es fundamental mejorar la calidad de vida del paciente
mediante la prevencién y el alivio del sufrimiento, la deteccién temprana,
evaluacion y tratamiento del dolor, y otros problemas fisicos, psicosociales y

espirituales®.

Factores de riesgo

Mas del 30% de las defunciones por cancer podrian evitarse modificando
o evitando los principales factores de riesgo para el cancer: el consumo de
tabaco, el exceso de peso o la obesidad, las dietas malsanas con un consumo
insuficiente de frutas y hortalizas, la inactividad fisica, el consumo de bebidas
alcohdlicas, las infecciones por virus del papiloma humano o virus de la
hepatitis B (entre otros), radiaciones ionizantes y no ionizantes, la
contaminacion del aire de las ciudades y el humo generado en la vivienda por
la quema de combustibles sélidos!".

Segun el informe “Datos y Estadisticas sobre el Cancer entre los
Hispanos/Latinos 2012-2014"""1 de la American Cancer Society, los canceres
de estomago, higado y cuello uterino, relacionados todos ellos con agentes

infecciosos, son mas comunes en paises en vias de desarrollo econdémico,
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especialmente los de América Central y América del Sur. Los factores
econdmicos, sociales y culturales influyen en la incidencia y supervivencia del
cancer. De esta manera, los ingresos y el nivel educativo de la persona son
factores relevantes que afectan la salud y la longevidad, influyen en el
predominio de los factores de riesgo subyacentes del cancer, e inciden
directamente en la posibilidad de acceder al seguro médico, a la atencién
preventiva, a la deteccion temprana y al tratamiento. Factores culturales como
el idioma, creencias, valores y tradiciones también pueden influir en las
conductas frente a la enfermedad y en los enfoques de la atencion médica.

En conjunto, los factores de riesgo relacionados a los habitos de vida, los
factores econdmicos, sociales y culturales, los provenientes del medio
ambiente, los genéticos, el estado de salud pasado y presente, y los factores
psicoldgicos, influyen considerablemente en la carga que el cancer impone en

la poblacion latina.

Aspectos relativos a la psico-oncologia del cancer
(conceptos extraidos de ['#714)

En lo que respecta al bienestar emocional del paciente oncolégico, hay
que considerar una serie de variables socio-demograficas y médicas que
influyen en la respuesta adaptativa al cancer. La edad, el género, el nivel
educativo, el estado marital, el tiempo transcurrido desde el diagnéstico, la
localizacion del tumor y el tipo de tratamiento son algunos de los factores que
intervendran en la calidad de vida del paciente.

Ante el diagnoéstico de cancer, la enfermedad por si misma puede ser
considerada por un individuo como un agente de estrés altamente amenazante.
El diagnéstico de una enfermedad severa induce en la mayoria de los casos
una respuesta de estrés extremadamente alta. El distress (estrés patoldgico,
experiencia emocional desagradable de naturaleza psicoloégica, social vy
espiritual) se observa frecuentemente antes, durante y después del tratamiento
aplicado frente a las enfermedades oncolégicas -en general-, y onco-
hematolégicas (EOH) -en particular-; se presenta en un espectro continuo de
severidad, que alcanza niveles mayores a los observados en la poblacién
general. Los desérdenes de ansiedad, humor y adaptacion son particularmente

comunes; ademas, los pacientes experimentan trastornos en los ambitos
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social, familiar y laboral, siendo separados durante la quimioterapia, el
trasplante y la internacién, de aquellas personas que los apoyan y contienen.

Los pacientes son mas vulnerables al distress en los momentos en los
que cambia el curso del prondstico o el tratamiento, cuando aparecen efectos
adversos severos, cuando deben re-internarse o cuando hay cambios en el
seguimiento médico. Los periodos en los que hay compromiso inmunolégico
limitan radicalmente el contacto social. También existen la posibilidad de perder
el trabajo y la estigmatizacion asociada a la enfermedad. Aquellos pacientes
que experimentan problemas psiquiatricos, como ansiedad o depresion, estan
en riesgo de tener respuestas pobres al tratamiento, estadias mas largas en el
hospital y mayor mortalidad.

La depresion durante el tratamiento frente al cancer esta asociada a
respuestas adversas, menor calidad de vida, aumento en sintomas tales como
el dolor, y menor adherencia al cuidado médico. En pacientes con cancer
hematoldgico, la ansiedad se presenta en el 10-30% de los casos; estos
niveles disminuyen con el tiempo a medida que el paciente se adapta en el
curso del tratamiento.

El insomnio moderado a severo es muy frecuente, y generalmente
acompanfa a la fatiga y a cambios en el funcionamiento de los intestinos. El
insomnio puede ser causado o0 exacerbado por la ansiedad, la depresion, el
dolor, el delirio o las medicaciones como los corticosteroides y los diuréticos. El
funcionamiento del paciente durante el dia puede verse significativamente
perjudicado por el insomnio, asi como también se agudizan la fatiga, la
depresion, el deterioro cognitivo y la propension a tener accidentes.

Respecto a la sexualidad y la fertilidad, los pacientes son sometidos a
regimenes que afectan su imagen corporal, su funcién sexual y sus status
reproductivo y hormonal.

Las EOH estan asociadas a distress psicosocial en muchos pacientes.
Sus familiares y sus auxiliares o cuidadores también estan en riesgo de sufrir
estos trastornos. Las futuras investigaciones en este campo deberan
focalizarse en la identificacién de predictores -incluyendo los genéticos y otros
biomarcadores-, en la etiologia de estas condiciones y en el manejo

personalizado de los casos neuropsiquiatricos.
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Cancer hematolégico

Las hemopatias malignas son un grupo heterogéneo de enfermedades
que afectan el normal funcionamiento de las células sanguineas. De acuerdo al
Atlas de Mortalidad por Cancer publicado por el Ministerio de Salud de
Argentina!’™®, las EOH fueron la causa de mas de 18500 muertes de 2007 a
2011. Estos desérdenes muestran una incidencia de aproximadamente 850000
casos/afo a nivel mundial, segun lo reportado por la International Agency for
Research on Cancer (IARC) en su Ultimo reporte GLOBOCAN 2012!"®!. Para
una mejor descripcion de las enfermedades estudiadas en esta tesis, las

clasificaremos en los siguientes grupos®:

Neoplasias mieloproliferativas crénicas

Bajo esta denominacién, se agrupan la leucemia mieloide crénica (LMC),
la policitemia vera, la trombocitemia esencial y la mielofibrosis primaria. Se
caracterizan por la alteracién clonal de la célula stem, manifestando neoplasia
que afecta la serie mieloide y con curso inicialmente cronico. Para este trabajo,
resulta de mayor interés la LMC, donde la serie granulocitica es la
predominantemente afectada, y el trastorno ocurre en la proliferacion y no en la
maduracién de las células. En esta patologia tiene especial importancia la
presencia del cromosoma Filadelfia, con la traslocacion t(9;22) y su producto de
fusién, el gen BCR-ABL, el cual es blanco terapéutico de los inhibidores de
tirosina cinasa que revolucionaron el tratamiento de esta enfermedad. La edad
de presentacion suele ser entre los 30 y los 60 afos, donde la mayoria de los
casos se diagnostican en la fase asintomatica. La LMC puede transformarse en
leucemia aguda, tanto mieloblastica (la mayoria de las veces) como

linfoblastica.

Leucemias agudas

Se caracterizan por la proliferaciéon incontrolada de células muy
inmaduras -blastos- que infiltran la médula &sea, desplazando Ila
hematopoyesis normal. Hay trastornos de proliferacion y de maduracién de las

células. Como consecuencia, se presentan sindromes anémico, infeccioso y

® Las descripciones de las patologias fueron elaboradas segun la referencia %1,
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hemorragico. Las leucemias agudas se dividen en mieloblasticas vy
linfoblasticas (LMA y LLA, respectivamente), y para su diagndstico se requieren
técnicas morfologicas, citoquimicas, inmunoldgicas, citogenéticas vy
moleculares; los ultimos dos tipos de estudios tienen importantes implicaciones
patogénicas y pronosticas. En general, se considera leucemia aguda cuando
en la médula 6sea existe un porcentaje de blastos mayor al 20% de la
celularidad medular. Las LMA suelen aparecer a partir de los 50 afos, mientras

que las LLA son mas frecuentes en nifos.

Sindromes linfoproliferativos

En la practica, se denomina de esta forma a un grupo heterogéneo de
neoplasias linfoides, caracterizadas por un cumulo de linfocitos B o T de
apariencia morfoléogica madura y funcion anormal, que al momento del
diagnostico se encuentran leucemizados infiltrando la médula ésea y afectando
otros tejidos linfoides. La mayoria de los sindromes linfoproliferativos cronicos
son de linea B, y se dan en personas >50 ainos de edad, siendo el ejemplo mas
caracteristico y frecuente la leucemia linfatica crénica (LLC). Esta se
caracteriza por la acumulacibn y  proliferacion de linfocitos
inmunoincompetentes de pequeno tamafo, aspecto maduro y fenotipo linfoide
B caracteristico. En la LLC no existe un marcador citogenético y/o molecular
especifico. Alrededor del 50% de los casos tienen mutaciones somaticas en los
genes de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, y en el 80% de los
pacientes se detectan alteraciones citogenéticas varias. Al diagnéstico, la

mayoria de los pacientes no requieren tratamiento.

Linfoma no-Hodgkin

Es una enfermedad clonal de células B, T o NK (Natural Killer) en varios
estadios de diferenciaciéon. Estas células proliferan en los ganglios linfaticos y
otros 6rganos linfoides, e infiltran la médula ésea y otros tejidos. Las variantes
mas importantes son el linfoma folicular, difuso de células B grandes, del
manto, marginales y Burkitt. Entre los factores que se han relacionado con el
desarrollo de determinados subtipos de LNH podemos mencionar: agentes
infecciosos (como virus y bacterias), alteraciones inmunitarias y exposicion a

agentes toxicos (radiaciones ionizantes, herbicidas, pesticidas, etc.).
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Linfoma de Hodgkin

Es una neoplasia ganglionar donde la célula proliferante caracteristica es
la célula de Reed-Sternberg, de origen linfoide B. Tiene un pico de incidencia
entre los 15-30 afos de edad, y otro mas adelante, a partir de los 50 afos. En
los infiltrados del linfoma de Hodgkin se pueden encontrar células neoplasicas
(células de Reed-Sternberg y sus variantes) y células reactivas presentes en la

zona (linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos e histiocitos).

Gammapatias monoclonales

Se incluyen las proliferaciones clonales de las células B en los ultimos
estadios madurativos (linfoplasmocitos y células plasmaticas). Se evidencia
presencia en suero y/u orina de una inmunoglobulina (Ig) monoclonal. El
mieloma multiple (MM) es una gammapatia monoclonal maligna, que aparece
en personas mayores de 50 afios. En el MM, la célula plasmatica sufre una
serie de eventos oncogénicos (traslocaciones en los genes de |Ig,
inestabilidades cariotipicas, mutaciones somaticas) que conducen a su
transformacién en célula tumoral. Ademas, en esta patologia es clave la
interaccién entre las células plasmaticas y el estroma medular al que se

adhieren.
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ENZIMAS METABOLIZANTES DE XENOBIOTICOS

Generalidades del sistema de metabolizaciéon de xenobiéticos®

La habilidad de las personas para metabolizar las drogas es un proceso
natural, que involucra las mismas vias enzimaticas y sistemas de transporte
usados para el normal metabolismo de los constituyentes de la dieta. Un amplio
numero de diversas enzimas ha evolucionado en los animales, con la funcion
de metabolizar compuestos extrainos -xenobioticos-. Hoy en dia, la mayoria de
los xenobidticos a los que los humanos estamos expuestos, provienen de
fuentes como la contaminacion ambiental, aditivos en las comidas, productos
cosméticos, agroquimicos, alimentos procesados y drogas. Con muy pocas
excepciones, todos los xenobidticos son objeto de uno o multiples pasos, que
constituyen los sistemas enzimaticos de fase I, Il o Ill (descriptos mas
adelante). Como un paradigma general, el metabolismo sirve para convertir
estos quimicos hidrofébicos en derivados hidrofilicos, que pueden ser
facilmente eliminados a través de la orina o la bilis. Este proceso se denomina
biotransformacién.

Las enzimas metabolizantes de xenobidticos (EMX), codificadas por la
familia de genes metabolizantes de xenobidticos (GMX), convierten las drogas
y demas compuestos exdgenos en derivados hidrofilicos, que pueden
eliminarse con mayor facilidad por excrecidén hacia los compartimientos
acuosos de los tejidos. El sistema de EMX también metaboliza compuestos
enddégenos propios, y son ademas, las responsables de la finalizacion de la
actividad biolégica de las drogas.

Mientras que las EMX son responsables de facilitar la eliminacion de
quimicos del cuerpo, paraddjicamente, la mismas enzimas también pueden
convertir ciertos compuestos en metabolitos carcinogénicos, altamente téxicos
y reactivos. Dependiendo de la estructura del sustrato quimico, las EMX
producen metabolitos electrofilicos que pueden reaccionar con macromoléculas
celulares nucleofilicas como el ADN, ARN vy las proteinas, pudiendo causar

muerte celular y toxicidad al 6rgano.

¢ Conceptos extraidos de la referencia "),
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Enzimas Metabolizantes de Xenobiéticos

Las EMX han sido agrupadas en reacciones de fase I, Il y Ill, segun su
funcién. Pueden actuar como “detoxificantes” (reduciendo la reactividad de los
compuestos genotdxicos y favoreciendo su excrecion), o “activadoras”
(metabolizando los sustratos hacia especies mas reactivas). Algunas enzimas
tienen ambos roles, tanto de activacion como de detoxificacién, dependiendo
del sustrato!'”.

Las reacciones de la fase | (“funcionalizacion”) consisten en realizar
modificaciones estructurales relativamente menores sobre la sustancia original
mediante oxidacion, reduccion o hidrdlisis, para obtener un metabolito mas
hidrosoluble!'®: en esta fase se introducen grupos funcionales -OH, -COOH, -
SH, -O-, o NH2, que alteran dramaticamente las propiedades biologicas del
compuesto. Es frecuente que las reacciones de la fase | den lugar a que el
compuesto se vuelva a modificar después, en las reacciones de la fase Il. Las
reacciones de esta primera fase estan mediadas, basicamente, por una
superfamilia de enzimas de gran versatilidad, conocidas con el término
colectivo de citocromo P450 (CYP450), aunque también pueden intervenir otras
superfamilias, como las flavin monooxigenasas y epoxido hidrolasas.

Las reacciones de la fase Il producen el acoplamiento de una molécula
endégena hidrosoluble a la sustancia quimica -original o metabolito de fase |-,
buscando asi facilitar la excrecion. Las reacciones de la fase Il suelen

"['8] En esta fase estan involucradas

calificarse de “conjugacion” o “derivacion
muchas superfamilias de enzimas conjugantes; entre las mas importantes
estan las glutation-S-transferasas (GSTs), = UDP-glucuronosiltransferasas,
sulfotransferasas, N-acetiltransferasas y metiltransferasas. En la figura 1 se
muestran las contribuciones aproximadas de las EMX de fase | y Il al
metabolismo de xenobidticos.

Las enzimas de fase lll son transportadores que facilitan la eliminacién de
los compuestos metabolizados previamente, y funcionan ademas como
barreras que limitan la penetracion de los xenobidticos en el organismo.
Enzimas de fase lll son, por ejemplo, la glicoproteina P y las proteinas de
resistencia multiple a drogas!'®.

El higado es considerado el mayor sitio de clearing metabdlico, tanto para

los quimicos enddgenos (colesterol, hormonas esteroides, acidos grasos,
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Figura 1: Contribuciones de cada EMX al metabolismo de fase | y Il. ADH, alcohol
deshidrogenasa; ALDH, aldehido deshidrogenasa; CYP, citocromo P450; EH, epdxido
hidrolasas; DPD, dihidropirimidina deshidrogenasa; NQO1, NADPH:quinona oxidoreductasa;
COMT, catecol O-metiltransferasa; GST, glutation S-transferasa; HMT, histamina
metiltransferasa; NAT, N-acetiltransferasa; STs, sulfotransferasas; TPMT, tiopurina
metiltransferasa; UGTs, uridina 5'-trifosfato glucuronosiltransferasas. (Modificado de )
proteinas) como para los exdégenos. Sin embargo, algunas enzimas
metabolizantes se encuentran con niveles bastante altos en el tracto
gastrointestinal, las gbnadas, el pulmodn, el cerebro y el riidn, y estan presentes
de cierto modo en todas las células vivas!'®. A nivel celular, se localizan en la
fraccion citoplasmatica, en el reticulo endoplasmatico, y en las mitocondrias??,

asi como en el nticleo!'”! aunque en menor proporcién.

Polimorfismos de GMX. Correlacion genotipo-capacidad metabdlica

Hace décadas que se conocen las diferencias genéticas en el
metabolismo de diversos farmacos y sustancias quimicas ambientales?'?2.
Esas diferencias suelen denominarse polimorfismos farmacogenéticos, los
cuales consisten en variantes alélicas que se dan con una frecuencia
relativamente alta en la poblacion, y estan generalmente asociadas a
aberraciones en la expresion o funcién enzimatica. Todos los polimorfismos
farmacogenéticos estudiados hasta el momento difieren en sus frecuencias
entre las diferentes etnias!?.

Desde un punto de vista general, en cuanto a la capacidad metabdlica
(fenotipo) para las diferentes clases de compuestos quimicos, los individuos

pueden ser clasificados segun la variante genotipica que posean, y la tasa
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metabdlica que ésta determine, en: a) metabolizadores rapidos, b)
metabolizadores intermedios, y c¢) metabolizadores lentos. La determinacién de
estos fenotipos de metabolizacion para un individuo, en cada una de las vias
metabdlicas, y para cada una de las EMX, se efectua mediante el empleo de
farmacos que son biotransformados a través de la via y/o enzima en estudio.
Estos farmacos se denominan “farmaco sonda” o “compuesto testigo”;
mediante la administracion oral del mismo, con la posterior determinacion de la
razon metabdlica (medicién del metabolito derivado del compuesto inicial, ya
sea a nivel plasmatico o en la orina del individuo), se logra establecer la
velocidad de metabolizacibn que posee el individuo, determinando
consecuentemente su fenotipo. El desarrollo, durante las ultimas décadas, de
un gran numero de técnicas para la deteccion de una amplia variedad de
polimorfismos, permite identificar el genotipo, mediante el estudio de la
secuencia genomica, para cada una de las EMX. A través de la constante
correlacion entre velocidad de metabolizacion del compuesto testigo y un
genotipo determinado, estudiados de modo paralelo en un mismo individuo,
actualmente es posible categorizar y definir la capacidad metabdlica, mediante
el estudio a nivel gendmico de los polimorfismos que presenta el individuo para
la EMX, sin necesidad de efectuar los test quimicos de metabolizacion.

Los mecanismos moleculares de inactivacion o modificacién funcional de
las EMX incluyen mutaciones en el sitio de empalme -resultando en la falta de
un exon-, repeticion de microsatélites, duplicacién génica, mutaciones
puntuales que resultan en codones de terminacion, sustituciones aminoacidicas
que alteran la estabilidad o la actividad catalitica, o deleciones completas del
gen®!. Para los GMX, los SNPs y otros polimorfismos se presentan en
frecuencias mayores a 1 cada 1000 pares de bases; es posible que estas
variantes se presenten en forma usual debido a la redundancia entre las
enzimas del sistema.

Los polimorfismos farmacogenéticos se asociaron a un aumento en el
riesgo de algunos tipos de canceres, debido al deterioro de la capacidad para
inactivar moléculas mutagenas enddgenas o exdégenas. Algunos ejemplos se

veran en las secciones referentes a GSTs y CYPs.
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En resumen, es la compleja
interaccion de las diversas
superfamilias de EMX en el
individuo, lo que en ultima instancia
determinara su respuesta particular
a una determinada sustancia
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criticos que se desarrollan en la
célula, provocando  con ello Figura 2: Factores end6genos y exégenos que,

en interaccion con la constitucion genética,
importantes diferencias en la contribuyen a la variacion en la respuesta a

xenobiéticos. (Modificado de "%
respuesta toxical’®. De todas
formas, no debe olvidarse que la respuesta a los xenobidticos es un fenotipo
producto de los genes y el ambiente: la variacion en la respuesta puede ser
explicada por variaciones en factores ambientales y genéticos, en forma
individual o combinados (Fig. 2)%"1.

A continuacion se detallan las caracteristicas principales de las familias de
enzimas estudiadas en esta tesis, CYPs y GSTs. Una revision de las
propiedades relevantes del resto de las enzimas presentadas en la figura 1
puede encontrarse en los trabajos 1'82*2"% de |a bibliografia citada, los cuales

han sido la base de los conceptos presentados a continuacion.

Citocromo P450

La superfamilia de enzimas CYP450 participan en la fase | del
metabolismo de compuestos endoégenos y exdgenos, oxidandolos hacia
sustancias mas hidrofilicas. Tres familias -CYP1, CYP2 y CYP3- contribuyen de
manera mayoritaria al metabolismo oxidativo de mas del 90% de drogas de uso
clinico, mientras que otras familias participan en el metabolismo housekeeping
de moléculas endogenast®”.
Ademas de su expresidn en tejido hepatico, las enzimas CYPs estan

presentes de manera apreciable en tejidos extra-hepaticos como la mucosa
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intestinal, pulmon, rifidn, cerebro, placenta, mucosa olfatoria y piel, siendo la
mucosa intestinal el sitio mas importante de biotransformacién de drogas!®'*?.
La actividad enzimatica de CYPs varia entre los individuos de cada
poblacion. Este hecho tiene profundas influencias en la respuesta in vivo a las
drogas[33]. Las enzimas CYPs pueden ser inducidas e inhibidas, por lo que las
mutaciones genéticas tienen un rol dominante en la variacion de la actividad

enzimatica.

Polimorfismos

Los polimorfismos genéticos en las enzimas CYPs afectan principalmente
el metabolismo de los compuestos que son sustratos de cada enzima en
particular, originando diferencias en la respuesta a drogas y en el riesgo de
reacciones adversas . Los SNPs constituyen las mutaciones mas comunes
que se encuentran en los genes CYPs; fenotipicamente, se pueden distinguir
metabolizadores ultrarrapidos, extensivos, intermedios y pobres.

CYP1A1 es una aril hidrocarburo hidroxilasa, expresada principalmente
en tejidos extra-hepaticos. En humanos, CYP1A1 comparte el 80% de la
secuencia aminoacidica con CYP1A2, y el 40% con CYP1B1, por lo que sus
especificidades de sustrato se superponen. Se observé una amplia variabilidad
inter-individual en la eliminacion de drogas metabolizadas principalmente por
CYP1A1/2P% Ademas, estas variantes junto a CYP1B1 juegan un papel
importante en la bioactivacién de una variedad de hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPA), aminas/amidas heterociclicas aromaticas y micotoxinas,
catalizando la formacién de intermediarios mutagénicos!®®.

Se ha sugerido que varios SNPs en CYP1A1 influyen su induccion. El
primer polimorfismo descripto consiste en una transicion T - C en la posicién
3801 del ADN, creando un sitio de restriccién para la enzima Msp/’. Esta
sustitucion se encuentra en la regién 3’ no codificante, y la variante que define
(CYP1A1*2A, Mspl o m1) se asocié a un fenotipo altamente inducible, lo que
provocaria actividad enzimatica aumentada con la consiguiente modificacion en

la susceptibilidad al cancer®®.

-33-



Introduccién

Glutation S-transferasas

Las enzimas GSTs catalizan la transferencia de glutation a reactivos
electrofilicos, protegiendo a las macromoléculas celulares de la interaccion con
electrofilos con -O, -N o -S, y a su vez evitando el dafio en el ambiente
celular?”. El co-sustrato en la reaccion es el tripéptido glutation, sintetizado a
partir de acido y-glutamico, cisteina y glicina. El glutation existe en la célula en
su forma reducida (GSH) u oxidada (GSSG), siendo la razon GSH:GSSG
critica para el mantenimiento del ambiente celular en un estado reducido. Las
GSTs juegan, de esta manera, un rol importante en la detoxificacion de drogas,
toxinas, carcindgenos y especies reactivas de oxigeno.,

Se identificaron mas de 20 GSTs humanas, las cuales se dividen en tres
subfamilias: las formas citosélicas, las microsomales y las mitocondriales. Las
primeras resultan mas importantes para el metabolismo de drogas vy
xenobidticos, mientras que las segundas lo son para el metabolismo endégeno
de leucotrienos y prostaglandinas. En los mamiferos, las GSTs citosdlicas se
dividen en siete clases, denominadas alfa (GSTA1-2), mu (GSTM1-5), omega
(GSTO1), pi (GSTP1), sigma (GSTS1), dseta -theta- (GSTT1-2) y zeta
(GSTZ1); presentan, entre ellas, un solapamiento en la especificidad de
sustratos!?’*. GST kappa es la unica enzima mitocondrial hasta el momento
también presente en los peroxisomas.

Por otra parte, las GSTs presentan funciones no cataliticas, involucradas
en muchos procesos celulares importantes, tales como la respuesta al estrés,
la proliferacién celular, la apoptosis, la oncogénesis, la progresion tumoral y la

28] Las funciones no enzimaticas de las GSTs

resistencia a las drogas
involucran su interaccién con proteinas celulares tales como JNK (jun N-
terminal kinase), MAPK8 (mitogen-activated protein kinase 8), TRAF (tumor
necrosis factor receptor-associated factor), ASK (apoptosis-signal-regulating
kinase), PKA/PKC (serine/threonine kinases) y TGM2 (tissue transglutaminase
2), durante la cual, o la proteina interactuante sufre alteraciones funcionales, o
la proteina GST es modificada postraduccionalmente y/o su funcién es

alterada.

- 34 -



Introduccién

Polimorfismos

Al igual que muchas otras enzimas involucradas en el metabolismo de
drogas y xenobidticos, todas las GST son polimérficas. Los genotipos
GSTM1*0 y GSTT1*0 expresan un fenotipo nulo debido a la delecion del gen;
asi, los individuos que son polimorficos en estos loci estan predispuestos a
sufrir toxicidad por agentes que son sustratos de estas GSTs. Por ejemplo, el
alelo GSTM1*0 se observa en el 50% de la poblacion caucasica y fue asociado
a neoplasias malignas en pulmén, colon y vejiga. Sin embargo, el efecto de los
polimorfismos de GSTM en la susceptibilidad al cancer y la respuesta al
tratamiento, pareciera ser especifico del tipo de tumor y de la droga
suministradal®®. La actividad nula del gen GSTT1 se ha asociado a efectos
secundarios adversos y toxicidad en tratamientos quimioterapicos para el
cancer con drogas citostaticas; la toxicidad resulta del clearance insuficiente de
la droga mediante la conjugacion con GSH.

Si bien las enzimas GSTs juegan un rol importante en la detoxificacién
celular, su actividad en tejidos cancerosos se ha asociado al desarrollo de
resistencia a agentes quimioterapicos que son sustratos de las GSTs. Muchas
drogas anticancerigenas son efectivas porque inician la apoptosis o la muerte
celular, lo que se halla vinculado a la activacion de las MAP quinasas, tales
como MAPKS8 y p38. Varios estudios han demostrado que la sobreexpresion de
GSTs esta asociada a la resistencia a la apoptosis y la inhibicién de la actividad
de las MAP quinasas. En una variedad de tumores, los niveles de GSTs estan
sobreexpresados, llevando a una reduccion en la actividad de MAP vy

reduciendo asi la eficacia de la quimioterapial®”.
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RITMOS CIRCADIANOS

Generalidades

La vida es un fendmeno ritmico. La actividad y las funciones de los seres
vivos se manifiestan como variaciones peridédicas o ritmicas; a estas
variaciones se las conoce como ritmos bioldgicos!*?. En la naturaleza se
observan diversos ritmos bioldgicos, aquellos con una periodicidad menor a 24
horas se denominan ultradianos, como son la ingesta de alimentos y el ritmo
cardiaco. Los ritmos bioldgicos con una periodicidad mayor a un dia se
denominan infradianos, como es el caso del ciclo menstrual en los primates, el
ciclo estral en roedores, y la hibernacién. Por otra parte, los ritmos biolégicos
con una periodicidad cercana a las 24 horas (similar al ritmo de la rotacién de la
Tierra sobre su eje), son denominados circadianos (del latin circa, “cercano,
alrededor de” y diem, “dia”), por ejemplo, el ciclo de actividad/reposo, y la
liberacion de ciertas hormonas. Estos ritmos son generados de manera
enddgena por un reloj circadiano, el cual es sincronizado por ciclos
ambientales, principalmente el ciclo diario de luz:oscuridad.

El reloj circadiano esta determinado genéticamente y esta presente en
todo el arbol de la vida, desde organismos unicelulares procariotas hasta
mamiferos y plantas superiores. Tiene gran importancia adaptativa, ya que
modela en el organismo una representacion del tiempo externo, estableciendo
una concordancia entre los sucesos del ambiente y la organizacion de las
funciones bioldgicas, preparando al organismo para responder a condiciones
ambientales predecibles!?.

Varias propiedades del reloj circadiano son comunes a todas las
especies: 1) es endogeno, ya que persiste en ausencia de sefales
ambientales, una condicion denominada “free-running” o libre curso,; 2) oscila
con un periodo cercano a las 24 horas, aunque se encuentra variabilidad entre
las especies; 3) puede ser sincronizado por sefales del ambiente; 4)
compensa variaciones de temperatura, es decir, es capaz de mantener un
periodo constante a través de un rango definido de temperaturas.

A pesar que estas caracteristicas enfatizan la estabilidad del reloj, éste
debe responder a los cambios diarios en el ambiente para ser de utilidad. La

sincronizacion del reloj, para que el tiempo interno coincida con el tiempo local -
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del ambiente-, se logra a través de sefales (llamadas zeitgebers o “dadores de
tiempo”) tales como cambios ciclicos en la intensidad de la luz, temperatura, y
disponibilidad de nutrientes*). La sefial ambiental que afecta
predominantemente al reloj es la luz, por lo que la mayoria de los ritmos se
sincronizan al ciclo diario de luz-oscuridad, aun cuando la periodicidad del reloj
endogeno no es igual a 24 horas. Esto significa que los organismos deben
reajustarse todos los dias, de manera de permanecer sincronizados!?.

La principal tarea del sistema circadiano es la optimizacion tanto del
metabolismo como del uso de la energia, para mantener una homeostasis
diaria en los procesos vitales del organismo. Por ello, gran parte de la fisiologia
ritmica de los mamiferos esta coordinada por un marcapasos circadiano central
localizado en los nucleos supraquiasmaticos (NSQ) del hipotalamo!®®. Por
ejemplo, la actividad y el reposo, el ritmo cardiaco, la presion sanguinea, los
flujos plasmaticos en rifidon e higado, la produccién de bilis y orina, la peristalsis
intestinal, la secrecién de enzimas digestivas hacia el tracto gastrointestinal y
las principales funciones endocrinas son todas objeto de oscilaciones diarias
controladas por este relojt*¥.

El reloj circadiano se presenta, en cultivos disgregados de neuronas de
los NSQ, como una caracteristica independiente y autosostenida en cada
célula (“cell-autonomous”). Como corolario, puede decirse que los organismos
multicelulares tienen relojes funcionales en varios tipos celulares*". De hecho,
como se vera mas adelante, el sistema circadiano tiene una estructura
jerarquica: un oscilador central regula innumerables osciladores en los tejidos

periféricos!*”.

Componentes del reloj circadiano

Los estudios realizados hasta el momento han establecido tres
componentes en el sistema circadiano: el oscilador o reloj central que genera
los ritmos ubicado en los NSQ del hipotalamo, vias de entrada (input) que
reciben y retransmiten las sefiales ambientales sincronizando el oscilador, y
componentes de salida (output) que llevan las sefales del reloj central al resto
del organismo (Fig. 3). Existen, por otra parte, osciladores periféricos
localizados en numerosos tejidos. Esta organizacién implica que los ritmos

circadianos en el comportamiento y la fisiologia del organismo pueden resultar
-37-



Introduccién

de sefales humorales o) -

- @ pn7
neuronales, que  provienen o -<d)
directa o indirectamente del |:'| 0 y’ )
oscilador central, interactuando § (";Q
con ritmos en la expresion Oscilador : q‘;’o
génica o en la actividad central (7
enzimatica gobernados  por Output

relojes locales en tejidos Figura 3: Componentes del sistema circadiano.
(Extraido de “%)

periféricos!**.

Los NSQ regulan en forma circadiana funciones neurovegetativas a través
de conexiones sinapticas hacia varios nucleos hipotalamicos 'y
extrahipotalamicos, tanto mediante salidas neuroenddcrinas hacia la hipéfisis
como mediante el sistema nervioso auténomo®®. Cada neurona del NSQ
contiene su propio oscilador, por lo que éstas estan acopladas por senales
sinapticas y paracrinas para permanecer sincronizadas con una periodicidad
emergente. Los ciclos de luz-oscuridad son el zeitgeber principal para los NSQ:
las sefales luminicas son detectadas por la retinal*”, y son transmitidas por
sinapsis glutamatérgicas a las neuronas del NSQ via el tracto retino-
hipotalamico!*®l. Otras regiones como el talamo, también transmiten estimulos
no luminicos, tales como la presencia o ausencia de alimentos, o la presencia
de estimulos novedosos.

Los ciclos de alimentacidn-ayuno parecen ser los principales zeitgebers
para algunos osciladores periféricos del sistema gastro-entero-hepatico*®. Bajo
condiciones de ciclos de alimentacion restringida, éstos ultimos son capaces de
experimentar grandes desplazamientos de fase? respecto al oscilador central,
sin afectarlo. Los ritmos de temperatura corporal también contribuyen a la

sincronizacion de los relojes periféricos!®™

. La figura 4 integra los conceptos
presentados acerca del sistema circadiano, y agrega otros que se veran a

continuacion.

4 La fase corresponde al momento en que la variable adquiere un valor determinado, pudiendo
utilizarse como marcador de fase cualquier punto del ritmo.
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Figura 4: Representacion esquematica del sistema circadiano. Este se compone de: a) el
marcapasos hipotalamico (NSQ), b) outputs fisiolégicos generados por los NSQ, c) factores ambientales
que sincronizan el reloj, y d) relojes en las células de los tejidos periféricos. En periodos de 24 horas, los
relojes moleculares controlan ritmicamente el metabolismo xenobidtico 3/ la detoxificacion, el ciclo celular,
la apoptosis, la reparacion del ADN y la angiogénesis. (Modificado de!

El mecanismo molecular del reloj

Las oscilaciones diarias en los procesos fisiolégicos y conductuales, tanto
en plantas como animales, han sido observadas durante miles de afios. Sin
embargo, en 1960 se descubri6 que estos ritmos estan regulados
genéticamente®". En la actualidad, se reconocen nueve genes reloj: CLOCK,
BMAL1, NPAS2, PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2 y CSNK1E/D"*3. Los genes
CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput/clock circadian regulator) y
BMAL1 (brain-muscle ARNT-like protein 1/ ARNTL, aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator like) codifican factores de transcripcion con dominios
bHLH-PAS (basic—helix—loop—helix/PER-ARNT-SIM), que son capaces de
unirse a secuencias de cajas E (E-box). NPAS2 (neuronal PAS domain protein
2) es un paralogo de CLOCK que no se expresa en los NSQ, pero si en tejidos
periféricos. Los tres genes PER (period circadian clock) codifican proteinas con
dominios PAS, que funcionan como superficies de heterodimerizacion para

otras proteinas reloj. CRY17-2 (cryptochrome circadian clock/cryptochrome
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photolyase-like) codifican proteinas similares a los receptores de luz azul en
plantas (fotoliasas de clase I), y forman heterodimeros con las proteinas PER,
estabilizandolas; los criptocromos podrian tener también alguna funcién en la
fotorecepcion, como ocurre en las plantas y las moscas. CSNK1E/D (casein
kinase | €/0) fosforila las proteinas PER, afectando su estabilidad y localizacion
celular; también fosforila a CRY y BMAL1. Una caracteristica comun de los
genes circadianos es que sus niveles de ARNm y proteina oscilan a lo largo de
un periodo de 24 horas, a excepcion de CLOCK y CSNK1.

En general, los procesos oscilatorios tienen como base bucles de
retroalimentacion negativa, con demoras durante el ciclo. En todos los relojes
ocurre una importante retroalimentacién negativa a nivel transcripcional:
factores de transcripcion inducen la expresion de otros genes reloj que luego
actuan regulando negativamente su propia transcripcion, creando asi patrones
oscilantes de expresion génica*l. Aunque en principio sélo es necesario que
un componente del bucle oscile, en todos los relojes descriptos hasta el
momento, todos los elementos negativos y algunos elementos positivos oscilan
a nivel de ARNm y/o proteina. Ademas, al menos un componente negativo
exhibe una demora significativa entre los niveles maximos de ARNm y de
proteina. Esto sugiere que la regulacion post-transcripcional es fundamental
para un adecuado control del relo;j.

El bucle de retroalimentacién implicado en el reloj consta de una rama
positiva y una rama negativa (Fig. 5)°?. El asa de sefiales positiva involucra a
los factores de transcripcion BMAL1, CLOCK y NPAS2, mientras que la
negativa a PER y CRY. Al inicio del dia, la transcripcion de los genes PER y
CRY es activada por los heterodimeros BMAL1:CLOCK o BMAL1:NPAS2, los
cuales se unen a secuencias reguladoras E-box (secuencia CACGTG)
localizadas en los promotores de los genes PER y CRY. Los mensajeros de
estos genes son traducidos en el citosol. Hacia la mitad del dia circadiano
(comienzo de la noche subjetiva tanto en organismos diurnos como nocturnos),
las proteinas PER y CRY se asocian y forman heterodimeros PER:CRY, los
cuales son fosforilados por la enzima CSNK1 para después ser traslocados al
nucleo, donde se acumulan. Los heterodimeros PER:CRY secuestran
BMAL1:CLOCK/NPAS2, interfiriendo con su union al sitio promotor de PER y

CRY, inhibiendo asi su transcripcion. PER y CRY eventualmente sufren
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Procesos bioldgicos
ritmicos

Figura 5: Principales bucles de retroalimentacion a nivel transcripcional/traduccional en el reloj
circadiano de los mamiferos. (Modificado de [52])

degradacion mediada por CSNK1, con lo que los niveles de PER y CRY
disminuyen su concentracidn hasta valores por debajo de los requeridos para
su autorrepresion, y un nuevo ciclo comienza. Los heterodimeros
BMAL1:CLOCK/NPAS2 también activan la transcripcién del gen que codifica
para el receptor huérfano nuclear REV-ERBa/8 (NR1D1, nuclear receptor
subfamily 1 group D member 1). Una vez en el nucleo, la proteina REV-ERBa/f3
se une al promotor de BMAL1 y reprime su transcripcion, provocando la caida
de los niveles de ARNm de BMAL1. Por otro lado, cuando los dimeros
PER:CRY entran al nucleo e inhiben la transcripcién de sus propios genes,
también inhiben la transcripcion de REV-ERB, e indirectamente estimulan la
transcripcion de BMAL1. En ausencia de REV-ERBa/B, la proteina ROR (RAR
related orphan receptor) se une al promotor de BMAL71 y activa su

transcripcion. En consecuencia, los niveles de BMAL1 aumentan al final de la
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noche, favoreciendo la formacién de BMAL1:CLOCK/NPAS2, con lo que se
reinicia el ciclo!?.

Ademas de participar en el control positivo de la transcripciéon de PER y
CRY, BMAL1:CLOCK/NPAS2 actua como factor de transcripcion de otros
genes que contienen E-boxes en sus promotores. A éstos se los denomina
genes controlados por el reloj (CCG, clock-controlled genes), y constituyen el 2-
10% del genoma mamifero. La mayoria de ellos muestran patrones de
expresion especificos del tejido u 6rgano donde se expresan, y estan
involucrados directamente en la funcion del érgano. Sin embargo, un pequefno
grupo de genes se expresan en multiples érganos; algunos de ellos codifican

reguladores claves de la progresion del ciclo celular®®?.

El control post-transcripcional

Multiples niveles de control post-transcripcional estan presentes en el
mecanismo del reloj, con los siguientes objetivos: 1) generar ajustes en el ciclo
y que éste tome 24 horas completas, 2) mantener una amplitud® marcada
durante el ciclo, desde la transcripcion de los componentes del reloj hasta las
vias de salida fisiologicas, y 3) amortiguar los mecanismos del reloj ante los

11 Ademas, el control post-transcripcional

cambios abruptos del ambiente
provee mecanismos mediante los cuales el reloj puede reajustarse frente a los
inputs del ambiente.

Entre los principales mecanismos de control, se hallan: a) el empalme
alternativo del ARNm y la estabilizacién del mismo; b) la poliadenilacion; c) la
regulacion por miARNs; d) el control traduccional, que genera retrasos de
varias horas entre el pico de ARN y el de proteina; e) la traduccion
independiente del Cap; e) el transporte hacia el nucleo de algunos
componentes del reloj, especialmente de los elementos negativos, y f) la

estabilidad de las proteinas reloj y su dinamica de degradacion!*'>%.

La disrupcién del sistema circadiano y el cancer

La alteracion del sistema circadiano tiene profundas influencias en la

¢ La amplitud es la diferencia entre el valor maximo de la variable y el mesor (valor medio que
toma la variable a lo largo del ritmo).
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salud humana. Estudios epidemiologicos revelan que aquellos individuos cuyas
profesiones tienen patrones de actividad que alteran la sincronizacion
circadiana normal, tienen mayor riesgo de padecer algunos desérdenes!®. De
hecho, la IARC ha clasificado al “trabajo en turnos rotativos con disrupcién del
ritmo circadiano” como probablemente carcinogénico para los humanos (grupo
2A)™® En el otro sentido, ciertas patologias cronicas como el insomnio,
trastornos estomacales, problemas cardiacos y depresién, u oncologicos,

generan alteraciones circadianas!®?.

Cabe destacar en los pacientes con
cancer, la presencia de desordenes de sueno, fatiga, depresion, pérdida del
apetito y alteraciones cognitivas, cambios denominados en conjunto como
sickness behavior®”!.

En estudios experimentales con ratones, la disrupciéon del sistema
circadiano se asocid a un crecimiento acelerado de tumores malignos,
sugiriendo que el reloj del hospedador juega un rol importante en el control

enddgeno de la progresion tumorall®®

. Estudios epidemioldgicos muestran que
alteraciones exdgenas de los ritmos por cambios en las condiciones
ambientales de sincronizacién (ya sea por trabajo nocturno o por jet lag cronico

-JLC-), aumentan el riesgo de contraer cancer®® 4.

Reciprocamente, las
manipulaciones ambientales o conductuales destinadas a incrementar la
amplitud de los ritmos circadianos, podrian mejorar la calidad de vida de los

pacientes.

Protocolo de desincronizaciéon forzada por jet lag créonico en un
modelo animal

El grupo colaborador de la Universidad Nacional de Quilmes ha
caracterizado un modelo murino de desincronizacién forzada por JLC'®¥, el cual

ha sido utilizado en esta tesis junto a un protocolo de desarrollo tumoral. Una

f Grupo 2A: esta categoria indica que existe limitada evidencia de carcinogenicidad en

humanos, y suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales experimentales. En algunos
casos, un agente se clasifica dentro de este grupo cuando existe inadecuada evidencia de
carcinogenicidad en humanos y suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales
experimentales, junto a una fuerte evidencia de que la carcinogénesis se produce por un
mecanismo que también opera en humanos. Excepcionalmente, un agente se clasificara en
este grupo solo con limitada evidencia de carcinogenicidad en humanos.
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descripcion detallada del modelo se encontrara en la seccion “Materiales y
Métodos” de la Parte |I. Brevemente, el protocolo consiste en adelantos de 6
horas del ciclo LD, cada 2 dias (alternando una noche de 6 horas seguida de
otra de 12 horas). Como resultado, los ratones presentan simultaneamente dos
componentes ritmicos de actividad locomotora (de aproximadamente 21 y 25
horas). Ademas, se ha demostrado en el laboratorio de Cronobiologia de la
UNQ, que los ratones bajo JLC incrementan anormalmente su peso y
presentan alteraciones en el metabolismo lipidico, aunque mantienen una

ingesta diaria normal de alimento!®%4

. Resulta relevante mencionar aqui que la
implantacion de células B16-FO (linea celular de melanoma murino) en los
flancos de los animales, gener6 un mayor desarrollo tumoral en aquellos
ratones bajo JLC respecto de los mantenidos en condiciones estandar de luz-
oscuridad. Esto fue observado tanto en la latencia y porcentaje de toma del
tumor, como en el tamafio alcanzado y la sobrevida de los animales en el punto
final experimental (datos no publicados, tesis de licenciatura de Fernanda

Roman, Laboratorio de Cronobiologia, UNQ, 2016). La figura 6 muestra los
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Figura 6: Caracterizacion del crecimiento tumoral en condiciones de LO (luz-oscuridad) y JLC.
A) Media + error estandar de la media (EEM) del tamafio tumoral (mm3), B) porcentaje y C) media +
EEM de la latencia tumoral (dias), D) porcentaje de animales con tumor, E) porcentaje de sobrevida,
en ratones macho C57BL/6 inyectados subcutaneamente con 30000 células B16-F0. A) ANOVA
medidas repetidas **** p<0.0001, test a posteriori LO vs. JLC, **p<0.01; B) test de latencia p=0.006;
C) test t-Student, p=0.037; E) test de sobrevida p=0.02. n=8 por condicion. Se muestra un

experimento representativo. Extraido de la tesis de licenciatura de Fernanda Roman, Laboratorio de
Cronobiologia, UNQ, 2016.
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resultados obtenidos con este modelo, que refuerzan la hipétesis sobre el rol

del sistema circadiano y su disrupcion en la progresion tumoral.

El reloj circadiano, el control del ciclo celular y la respuesta frente al dafo
al ADN

Varias lineas de investigacion indican que el reloj circadiano juega un rol
importante en el control del crecimiento celular. En primer lugar, la proliferacion
celular y la apoptosis en tejidos de rapida renovacion estan sincronizados en
forma circadiana®!. Se cree que el timing evolutivamente conservado de la
fase S del ciclo celular (antes de la salida del sol), protege al ADN en
replicacion de los altos niveles de dafio por radiacién que tiene lugar durante el
dial®®. Segundo, la proliferaciéon de células tumorales sigue un patrén
circadiano auténomo, desfasado del que llevan las células no tumorales. Por
otra parte, los genes reloj pueden responder directamente el estrés genotoxico,
observable en los pacientes bajo tratamiento radio y quimioterapico.

La exposicion inoportuna a luz artificial podria alterar la funcién del reloj
en los NSQ, que luego alterarian la regulacién del ciclo celular en los tejidos
periféricos. Este impacto de la luz artificial sobre el oscilador central puede ser
modificado, ya sea por variantes genéticas en aspectos de la fototransduccion
en la retina, o por polimorfismos en uno 0 mas genes reloj. De hecho, variantes
de los genes CRY2, PER1, PER3, NPAS2 y CSNK1E fueron asociadas a
diversos tipos de cancer, como linfomas No-Hodgkin, cancer de prostata y
cancer de mama®"".

Fu & Leel sugieren, en base a la evidencia existente, que el reloj
circadiano funciona como supresor de tumores in vivo a nivel sistémico, celular

y molecular.

A nivel sistémico (Fig. 7):

Los NSQ regulan la proliferacion celular y la apoptosis en los tejidos
periféricos a través del sistema nervioso autonomo (SNA) y los sistemas
neuroendocrinos (ejes hipotalamo-pituitario-adrenal y hipotalamo-pituitario-
gonadal). EI SNA controla la proliferacion y muerte celular de los tejidos que
inerva a través de receptores transmembrana acoplados a proteina G (para

acetilcolina, norepinefrina). Las hormonas producidas por los ejes antes
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mencionados, como los estrogenos y los glucocorticoides, también controlan
dichos procesos celulares en los tejidos periféricos. La actividad del SNA y el
sistema neuroendocrino esta regulada por el reloj, ya que muestra actividad
ritmica durante 24 horas in vivo, indicando asi que la proliferacion celular se
halla coordinada temporalmente por el reloj circadiano.

La respuesta inmune también esta regulada por el reloj circadiano central.
A través del SNA y el sistema neuroenddcrino, el reloj regula el desarrollo
tumoral, ejerciendo funciones inmunomodulatorias, es decir, controlando la
produccion de citoquinas y la distribucidn, proliferacion y apoptosis de los
leucocitos. La disrupcion del sistema circadiano podria entonces llevar a la
inmunosupresion, alterando la vigilancia del sistema inmune y promoviendo el

desarrollo tumoral.

Figura 7: Control de |Ia
proliferacion celular y la apoptosis
a nivel sistémico, por parte del
reloj circadiano. La luz y otros
factores ambientales alcanzan los
NSQ a través de varias vias de
entrada. El reloj se sincroniza con el
ambiente y genera ritmos
endogenos, que se transmiten por
vias de salida hacia los tejidos
periféricos. En la figura se muestran
algunas rutas de salida
representativas, como el sistema
nervioso auténomo, y los ejes
hipotalamo-pituitario-adrenal y
hipotalamo-pituitario-gonadal. La
glandula pineal y los tejidos
periféricos retroalimentan los NSQ,
regulando la homeostasis. La
melatonina, producida por la
glandula pineal, se une a receptores
en las neuronas de los NSQ e induce
corrimientos de fase. Las glandulas
adrenales producen glucocorticoides,
que tienen un efecto negativo sobre
el hipotalamo, deteniendo Ia
liberacion de hormona liberadora de
corticotropina. Los productos de la
actividad inmune, como interferén e
interleuquinas, también  pueden
modular la actividad de los NSQ vy
del eje hipotalamo-pituitario-adrenal.
Las lineas punteadas indican rutas
de retroalimentacion.

(Modificado de *)
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A nivel celular y molecular (Fig. 8)

Los NSQ controlan la proliferacién celular y la apoptosis en las células de
los tejidos periféricos, a través de la regulacion de la expresion de los genes
controlados por el reloj. Estudios recientes muestran que cerca del 7% de los
CCG que fueron identificados en roedores regulan la proliferacion celular o la
apoptosis. Este grupo de genes incluye a MYC (v-myc avian myelocytomatosis
viral oncogene homolog), CDKN1A (cyclin dependent kinase inhibitor 1A),
WEE1 (WEE1 G2 checkpoint kinase), MDM2 (transformed mouse 3T3 cell
double minute 2/MDM2 proto-oncogene), TP53 (tumor protein p53) y GADD45A
(growth arrest and DNA damage inducible alpha), asi como a genes que
codifican caspasas, ciclinas, factores de transcripcion y factores asociados a
ubiquitina, involucrados en el control del ciclo celular y la apoptosis. La mayoria

de los puntos de interseccion entre el sistema circadiano y el ciclo celular

Figura 8: Rutas de senalizacion entre el

_ Fachores de Ghml reloj circadiano y la regulacion del ciclo

R celular en tejidos periféricos. El reloj
central regula la produccion de sefiales
extracelulares, y éstas, en los tejidos
periféricos, pueden afectar la progresion del
Rash ) ciclo cellqlar o la apoptosis. Por ejemplo, la
n:ﬁ.*.-'@ Ly "\__,,»' produccion de factores de crecimiento,

; regulada por el reloj circadiano, activa las
vias de las MAPK (mitogen activated protein
kinase), y los neurotransmisores y las
hormonas peptidicas activan las vias del
cAMP/PKA  (protein  kinase A). La
Akt “—_" — sefializacion a través de estas rutas activa
l l ! las proteinas CREB (c-AMP response-

|,_ element binding protein), que a su vez
Gsk3p —-l activan la transcripcién de los principales

genes reloj en las células de los tejidos
J_ @ periféricos. Ademas, ERK (extracellular

signal-regulated kinase) activa al factor de

B-Catenin L9, .
l_ MAPK], 2|+ transcripcion AP1, que regula la produccion

'I . ! de MYC, ciclina D1 y p53, y con ello la
: proliferaciéon celular y la apoptosis. La ruta

@ del cAMP promueve indirectamente la
estabilizacion de [-catenina; el gen reloj

J CSNK1 también estabiliza B-catenina,
activando a TCF/LEF1 (T-cell-specific

. transcription  factor/lymphoid enhancer

Genes reloj factor-1). Esto también lleva a la activacion
de MYC vy ciclina D1. Los glucocorticoides

| pueden inhibir la actividad de AP1 en forma
BI@. directa a través de los GRs (glucocorticoid

i

receptors), o indirectamente al inhibir la ruta
de sefalizacion de JNK. En sintesis, los

e-Myc, ciclina D1, relojes periféricos y el ciclo celular estan
p53 intimamente ligados a través de varias vias
de transduccion de sefiales.
l (Modificado de ®%)
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involucran rutas de respuesta al dafo al ADN, inducidas por los puntos de
control de dafio al ADN, asi como también por el punto de control de la
replicacion (transicion G1/S) y el punto de control de metafase (fase M). En
conjunto, estos datos sugieren que varios reguladores del ciclo celular son
blancos del mecanismo del reloj corriente abajol®!.

La evidencia indica que el mecanismo molecular del reloj y del ciclo
celular en los tejidos periféricos estan regulados por una compleja interaccion
de vias de sefalizacion que incluye glucocorticoides, retinoides, cAMP, PRKCA
(protein kinase C alpha), WNT, Ca+2 y MAPK. In vivo, la produccién de sefiales
extracelulares -como factores de crecimiento, citoquinas, neurotransmisores y
hormonas- esta regulada por el reloj central en los NSQ. De esta manera, éste
controla las actividades en los tejidos periféricos, de forma ritmica dentro del
ciclo de 24 horas. Los relojes periféricos, sincronizados por el oscilador central
y operando en sus propios contextos, responden a estas sefiales para regular

los genes que dirigen la progresion del ciclo celular. Sin embargo, bajo ciertas
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Figura 9: Uniones identificadas entre el reloj circadiano mamifero y las rutas del ciclo celular.
La parte superior del diagrama muestra los agentes que normalmente causan dafio al ADN. Los
bloques negros representan los dafios que disparan los puntos de control del ciclo celular. La parte
media del diagrama muestra varias rutas de respuesta al dafio al ADN, y los principales reguladores
de estos procesos. La parte inferior muestra los principales puntos de control del ciclo celular y sus
reguladores. Los circulos I‘OjOS marcan aquellos genes cuya expresion se encuentra bajo control del
reloj circadiano. (Modificado de 5])
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condiciones, como en el caso de dafo al ADN, los relojes periféricos responden
inmediatamente y pueden, por lo tanto, operar independientemente del
marcapasos central, a fin de examinar localmente los puntos de control del
ciclo celular, activar la apoptosis y suprimir el crecimiento tumoral. Las figuras 9
y 10 ponen de manifiesto las interacciones entre el reloj circadiano y el control

del ciclo celular, con énfasis en la respuesta frente al dafio al ADN.

Dafio al ADN

Figura 10: Interacciones entre las proteinas reloj, y los reguladores del ciclo celular y la
respuesta al dano al ADN. ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATR, ataxia telangiectasia and Rad3-
related; ATRIP, ATR-interacting protein; CDC2, cell division cycle 2; TIM, timeless; P, phosphorylation.

(Extraido de "%

Chen & Mcknight!’ sostienen que la sefial de dafio al ADN es la fuerza
definitiva que coordina los tres ciclos fundamentales de la vida: el ciclo
circadiano, el ciclo celular y el ciclo metabdlico.

A pesar de las conexiones observadas entre el sistema circadiano y el
ciclo celular, cabe tener en cuenta otras evidencias que sugieren que la
relacion entre estos dos sistemas no es absoluta. Por ello, Sahar & Sassone-

Corsil”

proponen que el control del ciclo celular por parte del reloj circadiano
es, mas bien, “oportunista”, dependiendo del estado fisioldgico de la célula, y

debe por ello considerarse como un mecanismo de puesta a punto.

- El ordenamiento temporal del organismo humano debe ser entendido
para apreciar el impacto del trabajo nocturno sobre la salud y el bienestar. El

cuerpo humano no solo tiene una estructura en el espacio, visible por su
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anatomia macro y microscopica, sino que también tiene una estructura en el
tiempo, tal como se expresa en ritmos de diferente frecuencia, superpuestos a

las tendencias lineales del desarrollo y el envejecimiento!®.
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RELACION ENTRE EL SISTEMA DE METABOLIZACION DE
XENOBIOTICOS Y EL RELOJ CIRCADIANO EN EL DESARROLLO
TUMORAL

El efecto terapéutico y/o la toxicidad de los xenobidticos estan
influenciados por su absorcion, distribucion, metabolismo intracelular y

43 Los

eliminacién. Todos estos procesos muestran variaciones circadianas
pasos limitantes de la velocidad, en estas vias metabdlicas, son importantes
puntos de control efectuados por el reloj circadiano!®. EI mecanismo que une
la maquinaria celular del reloj y las variaciones ritmicas en la expresién de
genes asociados al metabolismo xenobidtico estan comenzando a dilucidarse.
En forma general, se acepta que: 1) la sensibilidad de las células a los agentes
xenobidticos, cambia en paralelo con las variaciones ritmicas de las vias del
reloj circadiano que regulan el metabolismo xenobidtico, y 2) la exposicion a
xenobidticos puede interferir con las senales de entrada habituales que
sincronizan el reloj, y con ello alterar su regulacion sobre las funciones

celulares normales!™.

Rutas moleculares

Estudios realizados sobre el perfil de transcriptos en tejido hepatico de
ratdn y rata, revelan que aproximadamente el 10% de los genes con expresion
ritmica, codifican enzimas involucradas en las fases de detoxificacion
xenobistical’®"®. De hecho, la mayor parte de los genes que codifican enzimas
metabolizantes muestran variaciones circadianas en su expresionl’” ",
Ademas, estas oscilaciones se pierden al interrumpir los genes principales
reguladores del ritmo, tales como CLOCK y CRY!®?.

Dentro de los GMX que siguen patrones de expresion circadianos, se
incluyen las subfamilias del citocromo P450, UDP-glucoronosiltransferasas,
glutation S-transferasas, y glicoproteina P, entre otros. El mecanismo
propuesto para este patrén de expresion involucra factores de transcripcion
controlados por el reloj. Tal es el caso de los receptores nucleares que
detectan xenobiéticos!™. CAR (constitutive androstane receptor), PPARA

(peroxisome proliferator-activated receptor alpha) y AHR/ARNT (aryl
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hydrocarbon receptor/aryl

Reloj Circadiano

hydrocarbon receptor nuclear
translocator) son  factores de
transcripcion activados por ligando,
que regulan la expresion de
numerosas EMX de fase | y Il, asi

como genes transportadores de fase

lll, involucrados en el metabolismo y

D ,.
Respuesta ‘J ~| % | Enzimasque

el clearance de xenobidticos Y |inducida por contoan
hormonas esteroideas. o BiAs:
Ademas de CAR, PPARA y (CAR) | |Petoxiicacion) | POR)
| |
AHR/ARNT, los factores PARbZip F B> &=
¥ | {CYPs, CES
(proline and acidic amino acid-rich REETEE ]
basic leucine zipper) parecen jugar J:L
un rol fundamental®". La familia de pm.::s/\

factores de transcripcion PARDbZip I'I'nempn

esta CompueSta por 3 miembros: Figura 11: El reloj circadiano regula una

cascada de expresion génica coordinada
temporalmente, que es necesaria para la

HLF (hepatic leukemia factor) y TEF ~ 2decuada respuesta = frente a los
xenobioticos. Como resultado, se producen en

(thyrotrophic embryonic factor). Estos € momento apropiado aquellas proteinas
requeridas para el metabolismo xenobidtico.
(Modificado de ")

DBP (albumin D box-binding protein),

estan entre las proteinas mas
conservadas dentro de los mamiferos; se unen al ADN en secuencias
consenso 5-RTTAYGTAAY-3’ (donde Resuna Ao G,eYesunaCoT)en
forma de homo- o heterodimeros, y se expresan en forma circadiana en
higado, rifidn e intestino delgado, tres tejidos particularmente relevantes para la
detoxificacion de xenobidticos. También se acumulan en varias zonas del
cerebro, aunque con amplitudes circadianas menores. Los factores de
transcripcion PARbZip regulan la expresién de muchos genes involucrados en
la detoxificacion, incluyendo a las EMX (Fig. 11). Son, por lo tanto,
componentes de salida del sistema circadiano!*¥.

Otro nivel de regulacion por parte de la maquinaria circadiana se logra a
través de la remodelacion de la cromatina’®?. CLOCK posee actividad histona-
acetiltransferasa (HAT), esencial para la expresion circadiana de los CCG. La

actividad enzimatica de CLOCK también le permite acetilar sustratos no-
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histonas. Recientemente se identificd a la histona deacetilasa SIRT1 (sirtuin1),
como un modulador crucial de la maquinaria circadiana. SIRT1 regula los
ritmos al contrarrestar la actividad HAT de CLOCK, operando como un redstato
que modula la amplitud y la “estrechez” de la acetilacion mediada por CLOCK,
y en consecuencia, los ciclos de transcripcion en los tejidos metabdlicos®?. La
actividad acetiltransferasa de CLOCK junto a la actividad deacetilasa de SIRT1,
parecen regular e integrar el reloj circadiano al metabolismo. Perturbaciones en
la expresion o la actividad de estos reguladores podrian contribuir al desarrollo
del cancer al causar una proliferacion descontrolada y defectos en vias

metabdlicas.

Perturbacion del reloj por compuestos xenobiéticos

Actualmente se cuenta con evidencia que sostiene que los xenobidticos
pueden perturbar al sistema circadiano. A nivel molecular, la exposicion a estos
compuestos puede alterar significativamente la expresion de los genes reloj a
través de varias vias, principalmente AHR y PPARA!". Al generar disturbios en
el reloj, y con ello en la expresion circadiana de los GMX, algunos xenobidticos

pueden modificar su propio ritmo diario de metabolizacién y asi, su toxicidad!'®!

(Fig. 12).
Luz (reloj central)
Sefiales enddcrinas ﬁ Perturbacion por xenobicdticos I
Receptores nucleares
Comportamiento/alimentacion/actividad

Reloj molecular
CRY

PER Metabolismo xenobidtico
Reparacién del ADN

= Puntos de control del ciclo celular
== Activacion CKie Degradacién

_— Sensibilidad alterada a
=& Inhibicién los xenobidticos

Figura 12: Maquinaria molecular del reloj y su interrelacién con la exposicion a xenobioticos. Un
grupo de genes que forman parte de las vias de salida del reloj estan involucrados en el metabolismo
xenobidtico, y pueden por ello alterar la sensibilidad a estos compuestos. Por otra parte, varios inputs
diferentes (incluyendo las rutas de sefalizacion mediadas por receptores nucleares) pueden modular los
componentes del reloj principal. Las perturbaciones en estas vias, producidas por xenobiéticos, pueden
alterar el funcionamiento del reloj y asi, desregular un numero de funciones celulares, incluyendo los
puntos de control del ciclo celular. (Modificado de [75])
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La alteracion de la expresion génica del reloj por agentes xenobidticos, podria
representar parte del mecanismo general que regula el timing de la progresion

del ciclo celulart™!.

Sistema de EMX + tiempo = heterogeneidad en la respuesta a los
xenobidticos

La forma en que los individuos responden a los medicamentos, en
términos de toxicidad y eficacia del tratamiento, y a los xenobiéticos en general,
es muy diversa. Actualmente se reconoce que las diferencias heredadas en el
metabolismo y la disponibilidad de drogas, asi como en los polimorfismos
genéticos para las EMX, pueden tener una influencia aun mayor en la eficacia y
la toxicidad de estos compuestos!?®. Sin embargo, estas diferencias genéticas
en el sistema de metabolizacion no son la Unica causa de variacion en el efecto
de los xenobidticos. Se han demostrado cambios a lo largo de las 24 horas en
todos los procesos farmacocinéticos determinantes de la biodisponibilidad de

cientos de drogas, tanto en roedores como en humanos!®

. Se registraron
ademas, cambios entre 2 a 10 veces en la tolerancia a 35 drogas
anticancerigenas como funcién del tiempo de administracién de las mismas!**.
Puede decirse, por lo tanto, que la manera en que funciona el reloj circadiano
es fundamental para definir la respuesta individual frente a la exposicién a
xenobidticos.

La conexion observada entre la disrupcion circadiana y el riesgo de
cancer en los estudios epidemiolégicos, derivd en la hipétesis de los genes
circadianos®®, la cual sugiere que las variantes genéticas de los genes
componentes del reloj circadiano, pueden afectar la susceptibilidad individual al
cancer. Esta hipotesis estd apoyada por los resultados de estudios de
asociacion genética, en cancer de mama, prostata y linfoma no-Hodgkin. Como
se menciond anteriormente, el riesgo de algunos canceres también se asocio a
polimorfismos en EMX, resultantes en un deterioro de la capacidad para
inactivar moléculas mutagenas enddgenas o exdgenas. Dada la estrecha
relacion entre el reloj circadiano y los procesos metabdlicos, es posible que los
polimorfismos en los genes clave de ambos sistemas, tengan un impacto en la
manera en que son metabolizados los compuestos carcinogénicos, y en

consecuencia, en el riesgo de desarrollo tumoral. Debe tenerse en cuenta que,
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en contraste con los cambios ritmicos y consistentes que ocurren en los tejidos
normales, los tumores presentan heterogeneidad en lo que respecta a
expresion génica del reloj y al ritmo que siguen los determinantes
farmacoldgicos, segun el tipo de tumor y su estado!*¥.

Futuras investigaciones en el campo de Ila cronobiologia y Ila
farmacogenética, acerca de las posibles interacciones entre las variantes de los
genes circadianos y la exposicién ambiental (xenobidticos, light at night, trabajo
en turnos nocturnos, etc.), seran de utilidad para desarrollar estrategias de

prevencion del cancer en estas poblaciones de riesgo.
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HIPOTESIS

Considerando que:

Existen antecedentes que muestran asociaciones significativas entre
determinadas variantes alélicas de GMX y genes reloj, y un aumento en
el riesgo de desarrollo tumoral,

Existen evidencias que respaldan una estrecha relacion entre el sistema
circadiano, el metabolismo xenobidtico y el cancer,

El estio de vida y otros factores ambientales contribuyen
significativamente al desarrollo del cancer,

Los pacientes oncolégicos atraviesan fuertes demandas fisicas y
emocionales, con alteraciones en el sistema circadiano y en otros

aspectos de su funcionalidad,

se postulan las siguientes hipotesis:

a)

Los genes reloj y los GMX presentaran alteraciones en el patron diario
normal de expresion, en ratones bajo desincronizacion circadiana. Estas
alteraciones podrian explicar el mayor desarrollo tumoral en los animales
del modelo de estudio.

Los genes reloj y los GMX presentaran alteraciones en el patron diario
normal de expresion en ratones portadores de tumores, bajo condiciones
normales de sincronizacion.

Determinadas variantes alélicas de genes reloj se asociardn a un
aumento en el riesgo de cancer, e influiran en la funcionalidad del
individuo que porta la variante.

Determinadas variantes alélicas de GMX, algunos habitos dietarios y el

tabaquismo se asociaran a un aumento en el riesgo de cancer.
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OBJETIVOS

El objetivo general busca analizar los patrones de expresion de genes
reloj y GMX en un modelo animal de desarrollo tumoral, bajo condiciones
normales o de desincronizacion circadiana, asi como también evaluar la
asociacion entre el cancer y variantes alélicas de estos mismos genes, habitos
dietarios, tabaquismo y funcionalidad del paciente, a través de un disefio caso-
control. Se pretende dilucidar aspectos del rol del reloj circadiano en el
desarrollo tumoral, la participacion de los GMX y los genes reloj en el riesgo de
enfermedad oncologica, y la relacion de estas variables con factores
ambientales, aumentando asi el conocimiento disponible para mejorar los
tratamientos e identificar poblaciones con mayor riesgo. Ademas, se busca
aumentar la informacién disponible sobre estos factores genéticos y
ambientales, para el cancer hematolégico -en particular-, y para nuestra

poblacion argentina.

Objetivos particulares:

1) Determinar las variaciones diarias en los niveles de expresion de los
genes reloj Bmal1, Per1y Per2, y de los GMX Cyp1at1, Gstt1 y Nat1, en un
modelo murino de desarrollo tumoral, bajo condiciones normales o de
desincronizacion forzada por JLC.

2) a. Analizar el polimorfismo de longitud del gen PER3 en muestras de
tumores humanos (hematolégicos) y en muestras control, y evaluar su
asociacion con el cancer.

b. Analizar distintas variables de funcionalidad en pacientes con cancer
hematoldgico y en pacientes control, e indagar sobre posibles interacciones
entre estas variables y el gen reloj PERS.

3) a. Determinar los genotipos de los GMX CYP1A1 (variante *2A),
GSTT1 y GSTM1 (deleciones) en muestras de tumores humanos
(hematoldgicos) y en muestras control, y analizar su asociacion con el cancer.

b. Analizar la posible asociacion entre el cancer hematoldgico, el
tabaquismo y algunos habitos dietarios, e investigar las potenciales
interacciones entre estos factores y los genotipos de GMX en el riesgo de

enfermedad.
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* A fin de facilitar la lectura y organizacion de esta tesis, el objetivo particular
n°1 se aborda en la Parte |, mientras que los objetivos particulares restantes
(2a, 2b, 3a, 3b) se tratan en la Parte Il. Cada parte cuenta con las secciones

“Materiales y métodos”, “Resultados”, “Discusién” y “Conclusiones parciales”.
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PARTE 1

INTERACCION BIDIRECCIONAL ENTRE EL SISTEMA
CIRCADIANO Y EL PROCESO TUMORAL

Andlisis de los niveles de expresién de ARNm de genes reloj y GMX en NSQ, higado y

tumor en un modelo murino de desincronizacién circadiana y desarrollo tumoral



Parte I - Materiales y métodos

MATERIALES Y METODOS

Modelo animal
Se utilizaron ratones machos C57BL/6 (Mus musculus) de 8 a 14
semanas de edad, adquiridos en el bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires. Los ratones fueron mantenidos
en el bioterio de la Universidad Nacional de Quilmes (UNQ) bajo un ciclo LD
(Light:Dark 12 h:12 h), con temperatura (20 £ 2°C) y ventilacion controladas, y
bebida y alimento balanceado ad-libitum. Los animales se distribuyeron en los
siguientes grupos experimentales:
1) animales sanos, bajo condiciones de:
a)LD 12:12
b) jet lag crénico
2) animales inoculados subcutaneamente con linea celular tumoral B16-FO,
bajo condiciones de:
a) LD 12:12

b) jetlag crénico

La desincronizaciéon forzada del ritmo de actividad general puede
inducirse con protocolos de jet lag cronico (JLC) experimental, obligando a una
resincronizacion permanente del reloj circadiano. En este trabajo, el protocolo
de JLC consisti6 en avances de 6 horas cada 2 dias del ciclo LD,
comenzando 3 semanas antes de inocular los animales, y continuandolo hasta
el momento del sacrificio. La exposicion a JLC induce la presencia de dos
componentes ritmicos de actividad locomotora, uno con la misma periodicidad
emergente del protocolo de JLC, 21 horas, y otro aproximado al periodo
circadiano en condiciones constantes de los ratones, 25 horas. Los protocolos
LD y JLC se describen graficamente en la figura 13.

Al alcanzar el punto final experimental (ver abajo), para ambos protocolos
los animales fueron expuestos durante un dia en oscuridad constante (DD,
Dark:Dark). Utilizando datos previos del laboratorio®® se extrapolé el inicio
esperado de la actividad locomotora en condiciones constantes (CT 12; CT, del

inglés circadian time) respecto al ultimo apagado de la luz.
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Figura 13: Esquemas de iluminacioén utilizados. A) LD: 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad, B) Jet Lag
Croénico experimental, adelantos de 6 hs del encendido de las luces, cada 2 dias a partir de LD 12:12.
Barras blancas: horarios con la luz encendida, barras grises: horarios con la luz apagada.

Linea celular para la tumorigénesis

La linea celular tumoral B16-FO (modelo de melanoma murino; provista
por el Laboratorio de Oncologia Molecular de la UNQ) se mantuvo en cultivo in
vitro en medio D-MEM (Gibco), 5% de suero fetal bovino (Bioser) y 1% de
glutamina (Gibco), en estufa gaseada a 37°C. El mantenimiento, repiques,
congelado/descongelado y recuento celular fueron realizados por integrantes
del Laboratorio de Cronobiologia, en las instalaciones que disponen dentro de
la UNQ. Los animales fueron inoculados con 3x10* células, de forma
subcutanea en el flanco derecho. Los animales inoculados y los controles
sanos (inoculados con D-MEM) se mantuvieron en condiciones estandar de
bioterio, bajo las condiciones de iluminacion correspondientes, y en grupo. El
desarrollo tumoral se determind por palpacion, definiendo el tamafio del tumor
mediante 3 medidas/semana con calibre Vernier. Para cada animal, el punto
final experimental se alcanzé cuando el volumen tumoral llegé a un valor de

2000 mm?, aproximadamente 30-40 dias después de la inoculacion.

Muestras biolégicas

El sacrificio se realiz6 en dos puntos horarios bajo condiciones DD:
durante el dia subjetivo en CT8, y durante la noche subjetiva en CT20. Los
animales se anestesiaron mediante la administracion, por via inhalatoria, de
una mezcla de isoflurano con oxigeno, utilizando un equipo de anestesia
gaseosa. El sacrificio se realizdé por dislocacidon cervical bajo anestesia. Se
tomaron muestras de los NSQ, higado y tumor, colocando los tejidos

inmediatamente en TRIzol. El tejido de los NSQ se obtuvo extirpando el
-61 -



Parte I - Materiales y métodos

cerebro y congelandolo inmediatamente a -20°C durante 15 minutos. Se tomé
una seccion coronal de 1 mm de espesor a la altura del quiasma optico y se
disecciond la region correspondiente a los NSQ por encima del quiasma 6ptico,
mediante cortes con bisturi bajo lupa. Para las extracciones de tejido hepatico y
tumoral, los animales se colocaron con el vientre hacia arriba, las extremidades
fijas al soporte y se rociaron con etanol 70% para facilitar la diseccion. Las
muestras se almacenaron en freezer a -80°C hasta su uso. Las extracciones de
ARN se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher
Scientific), con pequefas modificaciones. El protocolo utilizado se describe a

continuacion.

Protocolo de extraccion de ARN a partir de 1 ml de TRIzol

1) Tomar el tubo con la muestra en TRIzol; descongelar en un bafio con
hielo.

2) Homogeneizar el tejido en la solucion mediante el uso de varillas de
teflon. Agitar brevemente con vortex.

3) Incubar 5’ a temperatura ambiente.

4) Agregar 0,2 ml de cloroformo, agitar por 15” e incubar 2-3’ a temperatura
ambiente.

5) Centrifugar a 12000g por 15’ a 4°C.

6) Transferir la fase acuosa a otro tubo.

7) Agregar 0,5 ml de isopropanol. Mezclar e incubar 10’ a temperatura

ambiente (puede realizarse over night si hay poco ARN en la muestra).

8) Centrifugar a 12000g por 10’ a 4°C. Precipita el ARN.

9) Remover el sobrenadante.

10) Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75%. Mezclar.

11) Centrifugar a 75009 por 5’ a 4°C.

12) Secar a temperatura ambiente por 10-15’.

13) Redisolver en 15 pl de agua destilada y congelar a -80°C.
Cuantificacion

La concentracion y la calidad del ARN extraido se midieron en un
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Se realizaron alicuotas de trabajo

de 500 ng/ul de ARN.
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Sintesis de ADNc
Para la sintesis del ADNc se utilizé la enzima Revert Aid Reverse
Transcriptase, siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante (Thermo

Fisher Scientific):

1) Colocar en el siguiente orden: 1 ul de ARN total (500 ng), 1 ul de random
primers (Invitrogen) (200 ng) y agua libre de DNAsas/RNAsas hasta los
13 pl.

2) Incubar a 65°C por 5 minutos; luego poner en hielo y centrifugar.

3) Colocar en el siguiente orden: 4 pl de buffer, 2 yl de dNTP mix (10 mM
cada uno) y 1 ul de transcriptasa reversa, completando un volumen final
de 20 pl.

4) Incubar a 25°C por 10 minutos, y luego a 42°C por 60 minutos.

5) Inactivar la enzima a 70°C por 10 minutos.

Reacciones de qPCR

Todas las reacciones de gPCR se realizaron utilizando HOT
FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis Biodyne), siguiendo el protocolo
propuesto por el fabricante. Cada reaccion requirio: 4 ul de mix, primers
especificos, ADNc y agua libre de DNAsas/RNAsas, hasta un volumen final de
20 pl. Las amplificaciones se realizaron por duplicado. Para corroborar el
producto de PCR, se corrieron curvas de melting en todos los casos. El gen
housekeeping Hprt (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) se
utilizé para relativizar los resultados de los genes de interés.

Los primers utilizados fueron los siguientes:

Hprt: Forward 5'- TgT Tgg ATA CAg gCC AgA C -3
Reverse 5’- Tgg CAA CAT CAA CAggAC TC -3
Bmal1:  Forward 5’- ggA CCC AAC CTT CCC gCA gC -3’
Reverse 5’- CTg CTC Cgg CTC Tgg TTC CC -3’
Per1: Forward 5’- gTT gTg CAC CCg Tgg Tgg CT -3
Reverse 5’- gTT CTC Cgg gCC Tgg ggT CT -3
Per2: Forward 5’- AAg TgA Cgg gCC gAg CAA ggg -3’

Reverse 5’- Tgg Tgg gAC Tgg Tgg gAC TTg g -3’
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Natt: Forward 5'- TCg CCAgCA TCT gTg TTT gTA AgC -3’
Reverse 5’- Tgg AQC CCA CTA AAC AgT gAA CCC -3

Gstt1: Forward 5’- gCC TCT gCC ATg gTT CTg gAg CTg -3’
Reverse 5’- ggC AAA CgC ATC gCT gAg gTg -3’

Cyplat. Forward 5'- AgC ggC ACT CTg gAC AAg Cg -3’
Reverse 5’- gCT gCA gCA AgA Tgg CCA gg -3’

Se utilizé una concentracién de primers de 250 nM y 1 ul de ADNc por
reaccion. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo MiniOpticon real-time
PCR detection system (Bio-Rad), y el procesamiento de los datos se realizd

con CFX Manager software (Bio-Rad).

Anidlisis estadistico

A partir de los valores de Ct (cycle threshold) entregados por el software,
se calcularon los niveles de expresion relativos de ARNm siguiendo el método
2788CI89] e utilizd el software GraphPad Prism para graficar los resultados y
realizar los tests estadisticos necesarios (t test, no paramétricos, ANOVA de

dos vias, test de Bonferroni).
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RESULTADOS

En las siguientes secciones, se describen los resultados obtenidos a partir
del modelo animal. En todos los casos, se analiza expresion de ARNm de
genes reloj y GMX, utilizando Hprt como gen housekeeping para relativizar los
resultados. Los graficos representan la media £ desvio estandar. Los grupos de

animales bajo analisis se identifican de la siguiente manera:

LD: animales bajo protocolo estandar de luz-oscuridad (LD 12:12); JL: animales
bajo protocolo de desincronizacion circadiana por jet lag cronico experimental;
ST: animales sin tumor, sanos; CT: animales con tumor, desarrollado a partir
de células tumorales inoculadas; CT8: circadian time 8, punto horario de dia;

CT20: circadian time 20, punto horario de noche.

Desincronizacion circadiana en genes reloj y GMX por jet lag crénico

Al evaluar la expresion de ARNm del gen reloj Bmal1, en los NSQ, bajo
condiciones estandar de luz-oscuridad (LD 12:12), se observd que en los
animales sin tumor los niveles en CT20 fueron significativamente mayores
respecto de los obtenidos en CT8 (p=0.032), lo que se corresponde con el
patrén de expresion esperado para este gen!®®.

A fin de analizar los efectos del JLC sobre los tejidos periféricos, se
procedié a medir la expresion relativa de ARNm en tejido hepatico de animales
sanos bajo LD y JL. Respecto de Bmal1, se observé que la expresion en CT8 y
CT20 en los animales LD ST fue significativamente diferente, siendo mayor por
la noche (p=0.04 por t test, no mostrado en el grafico). Ademas, se observd
expresion diferencial de este gen como resultado del protocolo de JL (ANOVA
de dos vias, p=0.006). Para el gen reloj Per1, se observd mayor expresion en
CT8 frente a CT20 para el grupo LD ST, lo cual se corresponde al patrén
esperado, y una disminucién de la expresion en ambos puntos horarios para el
grupo JL ST, sin significancia estadistica. Al analizar los GMX Gstt1, Nat1 'y
Cyp1al1, no se encontraron patrones de expresion claros ni diferencias
significativas entre los grupos bajo estudio. Estos resultados se grafican en la

Figura 14.
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Alteraciones circadianas inducidas por el tumor

A fin de evaluar el impacto de la presencia del tumor sobre el sistema
circadiano a nivel de los NSQ y en tejido hepatico, se comparo la expresion de
ARNm de los genes de interés entre los grupos LD ST y LD CT (Fig. 15).
Respecto de Bmal1 en los NSQ, no fue posible evidenciar diferencias entre los
grupos, aunque se registr6 mayor expresiéon en el punto horario de noche
(resultado para LD ST descripto en la seccién anterior). En tejido hepatico, se
observé expresion diferencial de Bmal1 entre los dos puntos horarios, siendo

mayor en CT20 (ANOVA de dos vias, p=0.021), independientemente de la
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presencia o ausencia del tumor. Ademas, la expresiéon de Bmal1 en CT8 fue
significativamente diferente de CT20 en el grupo LD ST (test de Bonferroni,
p<0.05). Al evaluar la expresiéon de Gstt1, se observé una disminucién en los
niveles de ARNm en el grupo LD CT, en ambos puntos horarios, no
significativa. Cyp7a1 presentd expresion diferencial segun la presencia o
ausencia del tumor, siendo menores los niveles de ARNm en el grupo LD CT

(ANOVA de dos vias, p=0.007). Nat1 no mostré diferencias entre los grupos.
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Desincronizacion circadiana y desarrollo tumoral

En esta seccion se evaluan los niveles de expresion de ARNm de los
genes de interés, en tejido hepatico (Fig. 16) y tumoral (Fig. 17) de animales
inoculados con la linea celular, y mantenidos bajo LD o JL. Para Bmal1 en
higado, el grupo LD CT present6 un patron similar al patrén normal esperado,
aunque no se evidenciaron diferencias significativas entre los grupos. Cyp7at
presento diferencias significativas en la expresion de ARNm entre los puntos
horarios (p=0.011), y dentro del grupo JL (CT8 vs. CT20, p=0.001), ademas de
interaccion significativa entre el factor LD/JL y el punto horario CT8/CT20
(p=0.003), mediante ANOVA de dos vias. Gstt1 y Nat?1 no mostraron
diferencias entre los grupos en tejido hepatico.

Los analisis de expresion de ARNm en tejido proveniente del tumor no
arrojaron diferencias entre los grupos en estudio, excepto para Per1, donde los
niveles fueron significativamente menores bajo JL en CT8 respecto del mismo
punto horario bajo LD (Mann Whitney test, p<0.01). Para los demas casos, si
bien se observaron niveles de expresion mas altos/bajos en algunos grupos,

los datos presentaron mucha dispersion.
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Figura 16: Expresion relativa de ARNm de Bmal1, Gstt1, Nat1 y Cyp1a1 en tejido hepatico de
animales con tumores bajo LD y JL. Media * desvio estandar. Analisis por ANOVA de dos vias y test
de Bonferroni; ep<0.05 entre puntos horarios; **p<0.01 para la interaccion, y en JL CT8 vs. JL CT20.
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Figura 17: Expresion relativa de ARNm de Bmal1, Per1, Per2, Gstt1, Nat1 y Cyp1a1 en tejido
tumoral de animales bajo condicién LD o JL. Media + desvio estandar. Analisis por ANOVA de dos
vias en todos los casos, excepto para Per1y Per2, donde se aplicé Mann Whitney test, ** p<0.01. Los
resultados obtenidos en CT8 para los genes Per provienen de un protocolo en donde solo se tomaron
muestras en un punto horario. Por dificultades técnicas, no fue posible amplificar esos genes en el
protocolo con dos puntos horarios.
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DISCUSION

Uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar los niveles de expresién de
ARNm de genes reloj y GMX, en diversos tejidos provenientes de animales
bajo dos esquemas de iluminacion distintos (LD y JLC), e inoculados con
células tumorales. Para ello se utiliz6 un modelo murino de desincronizacion
forzada previamente caracterizado, junto a un modelo de tumorigénesis
experimental, a fin de analizar cdmo el sistema circadiano, el sistema de
metabolizacién de xenobidticos y el desarrollo tumoral funcionan bajo esas
condiciones, y si interaccionan entre ellos.

Siguiendo el protocolo descripto, la expresion de ARNm de Bmal1 a nivel
de los NSQ, en animales sanos, fue menor en CT8 (dia) y mayor en CT20
(noche). Este patron se corresponde a lo reportado en la bibliografia para este
gen reloj bajo condiciones LD 12:1217%8¢87] | og niveles de expresién descriptos
para Bmal1, en tejido hepatico de animales sanos bajo LD, también se
corresponden a lo reportado en la bibliografia, y guardan relacién con los
resultados descriptos para los NSQ. También se observé una alteracion en el
patron de expresion hepatica de Bmal1 cuando los animales son sometidos a
desincronizacién circadiana por JLC. Yamamoto et al.®® realizaron un analisis
sistematico de los niveles de expresion de ARNm de genes reloj en numerosos
tejidos periféricos, utilizando ratones macho Balb/c. Como resultados,
encontraron patrones de expresion circadianos robustos en corazoén, pulmon,
higado, estomago, bazo, y rifidn. El pico en el nivel de transcriptos para Bmal1
en tejido hepatico lo registraron en CT20-CTO0, con el minimo de expresiéon en
CT8-CT12, por lo que nuestros resultados bajo condiciones de LD se
encuentran en concordancia con este reporte. Por otra parte, Zhang et al.l’®
evaluaron la expresion de Bmal1 a nivel de ARNm en tejido hepatico de
ratones macho C57BL/6 bajo condiciones LD, informando niveles de expresion
minimos entre ZT9-ZT13, y maximos entre ZT21-ZT5 (ZT: zeitgeber time). Al
igual que en el caso anterior, nuestros resultados estan en concordancia con lo
descripto por otros grupos de investigacion.

Respecto a los niveles de expresion de ARNm de GMX, nuestros
resultados no mostraron patrones claros en los dos puntos horarios analizados,

ni diferencias significativas entre los grupos LD y JL. Esta reportado que los
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picos de expresion de ARNm de las enzimas GSTs suelen observarse durante

el dia'®®

. Sin embargo, para la familia de GSTs theta (Gstt), los niveles
maximos de ARNm se encontraron durante la noche!”®, por lo que nuestros
resultados para Gstt1 se acercan a lo reportado en la bibliografia. Para las
enzimas CYP450 los niveles de maxima acumulacion de ARNm se observan
durante la nochel’™®. En general, la expresion circadiana de enzimas
metabolizantes en el higado puede clasificarse en aquellas cuyo pico se
encuentra durante el dia, y aquellas donde se lo encuentra durante la noche:
los genes que exhiben picos en la fase nocturna son en su mayoria los
involucrados en la fase | del metabolismo, mientras que la mayoria de las
enzimas de fase Il y los transportadores tienen sus picos de expresién de
ARNm en la fase diurnal’®°!l. Dado que el higado constituye el principal sitio de
metabolizacién de drogas y detoxificacion, los ritmos circadianos existentes en
su maquinaria celular pueden afectar la sensibilidad a los agentes ambientales,
las respuestas terapéuticas y su toxicidad®.

Es posible que los puntos horarios donde se tomaron las muestras
hepaticas de nuestro modelo murino, no permitan evidenciar con claridad los
niveles minimos y maximos de expresién de ARNm de los genes estudiados.
Cabe recordar que los estudios realizados por distintos grupos de investigacion
utilizaron modelos con backgrounds genéticos diversos vy diferentes
condiciones experimentales. Debe tenerse en cuenta también, que el
funcionamiento del reloj hepatico puede verse afectado por varios factores,
como la sefalizacion hormonal o los comportamientos alimentarios. Estos
ultimos no fueron controlados en nuestro protocolo, y podrian explicar -al
menos en parte- la falta de patrones de expresion circadianos de los GMX en el
higado.

Varios estudios en modelos animales han aplicado protocolos de JLC
similares al descripto en esta tesis, reportando alteraciones en la expresion
génica de los genes reloj, tanto a nivel central como en tejidos periféricos!®” %%
% lwamoto et al.’®”! aplicaron un protocolo de jet lag consistente en avances de
8 horas en el ciclo luz-oscuridad, cada dos dias, durante 10 dias, en ratones
macho CBA/N. Tanto los animales control como los que estaban bajo jet lag,
presentaron variaciones circadianas significativas al evaluar niveles de ARNm

de Bmal1 en tejido hepatico. Sin embargo, en estos ultimos, el patron temporal
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presentd corrimiento de fase (entre 7 y 11.2 horas de atraso), un resultado que
también reportaron para otros genes reloj. Dado que para nuestro protocolo
s6lo se cuenta con informacion de dos puntos horarios, no es posible describir
con exactitud de qué manera se vio afectado el patrén de expresion circadiano.

En relacién a los niveles de ARNm de GMX, evaluados en tejido hepatico
de animales bajo JL, resulta de especial interés el trabajo de Kettner et al.®,
publicado recientemente. Mediante estudios a gran escala, con ratones
C56BL/6J (tanto wild type como mutantes para los genes reloj) sometidos a
protocolos de LD o JLC, los autores concluyeron que el JLC experimental
induce la desregulacion persistente de la expresion génica y del metabolismo
hepaticos, culminando en el desarrollo de carcinoma hepatocelular en estos
animales. El metabolismo de xenobidticos, junto al metabolismo de acidos
biliares y colesterol, aparecieron como las principales rutas metabdlicas
desreguladas, en los higados de ratones wild type bajo JLC. En particular,
numerosos representantes de las familias enzimaticas glutation S-transferasas,
citocromos P450, sulfotransferasas, N-acetil transferasas, uridina 5'-trifosfato
glucuronosiltransferasas, epodxido hidrolasas, y factores de transcripcion tales
como DBP, PPAR y CAR, entre otros, mostraron niveles de ARNm alterados en
el tejido hepatico de estos animales, al compararlos con ratones bajo LD. Los
autores también remarcan el rol de CAR, receptor nuclear que se vio activado
por la disrupcion circadiana experimental, y propuesto como responsable de la
progresion hacia el carcinoma hepatocelular. Tal como se describe en la
Introduccion de esta tesis, los receptores nucleares que detectan xenobibticos
(CAR, PPARA y AHR/ARNT) y los factores de transcripcion PARDbZip
constituyen clock-controlled genes, y son los encargados de enlazar el sistema
circadiano con el de metabolizacion de xenobidticos. Gachon et al.*®
reportaron que el knockout de estos factores de transcripcidon genera cambios
en la expresidon de numerosas enzimas de fase |, Il y transportadores. Puede
esperarse, por lo tanto, que protocolos de desincronizacion circadiana alteren
los niveles de estos factores de transcripcién, con la consiguiente
desregulacion del metabolismo hepatico, tal como se demuestra en el trabajo

de Kettner et al. citado previamente en este parrafo.
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Con el fin de evaluar el impacto del desarrollo tumoral sobre el sistema
circadiano, se compararon los niveles de ARNm de los genes de interés en
animales sanos y con tumores, bajo condiciones de iluminacion estandar (LD).
En los NSQ, se observd una mayor expresiéon de Bmal1 durante la noche,
aunque no fue posible detectar diferencias estadisticamente significativas entre
los puntos horarios. Al comparar los niveles de expresion en tejido hepatico,
encontramos que, respecto al mismo gen, tanto los animales LD ST como los
LD CT, presentan el patron de expresion esperado, con valores
significativamente mas altos en CT20. Un resultado similar fue reportado por
Filipski et al.®®!, donde tanto Bmal1, como Per2 y Rev-erba -medidos a nivel de
ARNm en tejido hepatico de ratones con osteosarcomas-, mostraron
variaciones circadianas similares a las que observaron en los higados de
animales sanos. En un trabajo realizado por You et al.®"}, se utilizaron ratones
hembra C3H inoculadas con células tumorales mamarias con el objetivo de
determinar en qué medida el sistema circadiano -bajo condiciones LD-
permanece inalterado en estos animales con tumores. El pico de Bmal1 en
tejido hepatico se presentd 9 horas luego de apagarse las luces, un resultado
similar al obtenido en nuestro protocolo. Teniendo en cuenta los resultados de
Bmal1, junto a Per1y Per2, los autores de dicho trabajo concluyeron que los
patrones de expresion de genes circadianos en el higado de animales con
tumores fueron muy similares -en amplitud y fase- a los reportados para tejido
hepatico de animales sanos. A partir de los resultados mencionados, puede
inferirse que la presencia del tumor en el organismo no estaria afectando la
expresion de los genes reloj en este tejido periférico.

Respecto a los niveles de expresidon hepatica de los GMX, encontramos
una disminucién en los niveles de ARNm de Gstt1 y Cyp1a1 en el grupo LD
CT. Una posible explicacién radica en la conexion existente entre las citoquinas
derivadas del tumor y la disminucion en el metabolismo xenobidtico del higado
8y revisado en Morgan et al.®®). En lo que respecta a las enzimas de fase |
CYP450, se han reportado reducciones significativas en sus niveles de ARNm
(Cyp2b10, Cyp27at), y también a nivel proteico (Cyp1a2, Cyp2d9). Al evaluar
las enzimas de fase |l, se identificaron 6 GSTs con reduccion en su expresion y
2 sin modificaciones, mientras que las sulfotransferasas mostraron reducciones

(Sult2zat1) e incrementos (Sultia1) en su expresion. También se reportaron
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reducciones en los niveles de expresion de enzimas transportadoras en
estados inflamatorios (Mdr2, Mrp3, y Oatp2, del inglés multidrug resistance
protein 2, multidrug resistance-associated protein 3 y organic anion transporting
polypeptide 2, respectivamente, entre otras). Tal como se menciond antes,
numerosas enzimas metabolizantes estan reguladas por los receptores
nucleares PXR (pregnane X receptor) y CAR. Al inducir la expresion de las
enzimas CYP450 a través de los ligandos especificos de PXR y CAR, se
encontré que la respuesta fue reducida en el higado de los animales con
tumores, indicando una alteracion en la accion de estos receptores
involucrados en el metabolismo y clearance de numerosos compuestos®. Se
propuso que las citoquinas pro-inflamatorias (interleuquina 1, interleuquina 6,
interferon, TNF -tumor necrosis factor-) modularian la actividad de los factores
de transcripcion en el higado, llevando a una disminucion en la expresion de
las enzimas CYP450, particularmente. Por otro lado, estas citoquinas
inflamatorias son capaces de interrumpir o desregular el sistema circadiano,
tanto en modelos animales como en pacientes oncoldgicos!'®®. Considerando
que nuestros resultados no muestran alteraciones en los patrones de expresion
de Bmal1 en el higado de animales con tumores, la disminucion en los niveles
de ARNm de Gsit1 y Cyp1al podria deberse a otras vias de senalizacion,
actuando independientemente de reguladores circadianos.

Estudios tanto en modelos animales como en pacientes oncoldgicos,
sugieren que la organizacion circadiana puede mantenerse casi sin
alteraciones hasta cierto punto, durante los primeros estadios del cancer, luego
del cual el ritmo se vea alterado o anulado a medida que avanza la progresion

tumorall’®".

Tal como se indicé antes, los animales que desarrollaron tumores bajo
condiciones de LD mostraron el patron de expresion esperable para Bmal1 en
tejido hepatico. Respecto a la expresion de este mismo gen en los animales
con tumores bajo JLC, nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas entre los dos puntos horarios, ni tampoco diferencias entre este
grupo y el grupo en LD. El trabajo de Filipski et al.!®*! mencionado antes, reportd
patrones de expresion de ARNm alterados para Per2 y Bmal1 en este tejido

debido al JLC, en animales con tumores. Especificamente, Bmal1 presentd
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picos de expresién con un corrimiento de fase de 12 horas respecto de lo
observado en animales sincronizados; ademas no fue posible detectar en estos
animales el ritmo sinusoidal observado en los animales sanos. En otro trabajo
llevado a cabo por Wu et al.®? se reporté que el protocolo de JLC aplicado a
animales con carcinomas de pulmén alteré significativamente el patron de
expresion circadiano de Per2 en el higado, llevandolo a periodicidades
ultradianas.

Respecto a los GMX evaluados, observamos diferencias significativas en
la expresion de Cyp1a1, entre los puntos horarios y dentro del grupo JL. Dado
que en animales sanos no se registraron diferencias en los niveles de
expresion de estos genes, tanto bajo LD como bajo JL en los dos puntos
horarios analizados, podria sugerirse que el JL afecta de manera diferencial la
expresion génica hepatica cuando sucede en el contexto del desarrollo tumoral.

Nuestros resultados sobre tejido tumoral indicaron una marcada
disminucion de la expresion de ARNm de Per1 y Per2, mientras que para
Bmal1 y los GMX no mostraron diferencias significativas entre los dos puntos
horarios, ni al comparar el protocolo LD frente al JL. Ademas, para este tejido,
se observd una mayor dispersion de los datos. Cada una de las enzimas del
sistema de metabolizacién presenta niveles de expresion tiempo-especificos, y
érgano-, tejido- y tipo celular-especificos!'%?, lo que dificulta las comparaciones
entre estudios. Estan reportados en la bibliografia aumentos y disminuciones
en los niveles de expresion de GMX en tejido tumoral de pacientes, respecto
del tejido adyacente no tumoral. Estas variaciones parecen depender del tipo
tumoral en andlisis y de la enzima en particular cuyos niveles se miden!'%*"%],

Varios estudios han reportado variaciones en el nivel de expresion de
genes reloj, a lo largo de las 24 horas, en el tejido tumoral de animales bajo LD
y JLP*® Sin embargo, los patrones de expresion en estos estudios
discreparon significativamente entre los dos protocolos de luz-oscuridad,
indicando una clara alteracion por el JLC, y eliminando en la mayoria de los
casos el ritmo circadiano sinusoidal. Dado que en nuestro protocolo se cuenta
con informacion sobre dos puntos horarios opuestos (o uno en el caso de Per),
no es posible definir si el ritmo en este tejido se encuentra con corrimientos de

fase o anulado.
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Cabe mencionar que estudios en ratones deficientes de Per1/2, Cry1/2 o
con una sola copia de Bmal1 reportaron incrementos en la tasa espontanea de
desarrollo tumoral, asi como también en el desarrollo de tumores inducidos por

[106.1071 " Un estudio reciente utilizd un modelo de tumorigénesis

radiacion
inducida por dimetilnitrosamina, en ratones con mutaciones en Per2. Los
autores reportaron severas alteraciones en la expresion génica o proteica en el
tejido hepatico, en relacion a procesos claves de la carcinogénesis -
proliferacion incontrolada, inestabilidad gendmica e inflamacién-, asi como
también vieron una acelerada carcinogénesis en el higado de estos
animales!'®. Estos resultados aportan nuevas evidencias sobre el rol supresor
de tumores de los genes Per, sumandose a estudios existentes de sobre-
expresion o supresion de Per en distintos modelos experimentales de

199111 | a disminucion en la expresion diurna de Per1 y Per2, en los

cance
tumores bajo el protocolo de JLC aplicado en esta tesis, esta en concordancia
con la bibliografia existente, pudiendo sugerirse una conexion entre los bajos
niveles de Per, y el aumento de la tasa de crecimiento tumoral observado en

los animales sujetos a JLC, con respecto al esquema LD.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Considerando todos los resultados descriptos, puede inferirse que: 1) el
solo desarrollo de un tumor del tipo experimental utilizado, no es capaz de
afectar el patron de expresion de Bmal1 en tejido hepatico y a nivel central, al
menos bajo las condiciones y metodologias aplicadas en este protocolo; sin
embargo la expresion de Bmal1 si se ve afectada en el higado cuando los
animales con tumores son sometidos a JLC; 2) los niveles diurnos de Per1y
Per2 son marcadamente menores en el tejido tumoral bajo JLC, respecto del
mismo tejido en condiciones normales de LD, lo que soporta la hipdtesis de una
funcidén supresora de tumores para estos genes; 3) el desarrollo de un tumor
extra-hepatico es capaz de afectar la expresion de las enzimas metabolizantes
en el higado, disminuyendo sus niveles de ARNm (cuando estos niveles -ya
disminuidos en condiciones de LD- son comparados con los niveles
observados bajo JL, se encuentra que este ultimo protocolo disminuye aun mas
los niveles de ARNm de estas enzimas, al menos en uno de los puntos
horarios). Una posible hipotesis para este ultimo punto consiste en que la
desincronizacion circadiana por JLC induciria la desincronizacion del sistema
inmune, potenciando los efectos que éste tiene sobre el tejido hepatico al
disminuir -mediante citoquinas pro inflamatorias- los niveles de expresion de las
enzimas CYP450. Una de las consecuencias radicaria en el aumento de la
toxicidad de compuestos enddgenos y exdégenos, favoreciendo el desarrollo
tumoral.

Futuros analisis en este campo deberan ser disefiados con el objetivo de
obtener tejido tumoral y su contraparte sana, a intervalos de tiempo suficientes
para registrar la existencia -0 no- de ritmo en los genes de interés, o las
modificaciones que éste sufra, tanto en condiciones estandar de luz-oscuridad,

como bajo protocolos de desincronizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno de estudio caso-control

Aspectos bioéticos

Conforme a la reglamentacion vigente, el plan de trabajo correspondiente
a esta tesis fue presentado al Comité de Etica del IMBICE y al Comité de Etica
y de Investigacion del Hospital Zonal General de Agudos San Roque (Gonnet,
La Plata), durante 2012 y 2013. Una vez obtenidas las aprobaciones, se
inform6 a CONICET y al Hospital Interzonal General de Agudos Prof. Dr. Rossi,
a fin de iniciar la toma de muestras. La hoja de informacién para el participante
y el formulario de consentimiento informado se encuentran en el anexo, asi

como las correspondientes aprobaciones de los comités.

Reclutamiento

De junio de 2013 a marzo de 2015, se reclutaron 499 participantes
concurrentes a la Unidad de Diagnostico, Tratamiento y Sostén de
Enfermedades Hematoldgicas del Hospital Interzonal General de Agudos Prof.
Dr. Rodolfo Rossi, de la ciudad de La Plata (Buenos Aires, Argentina). Del total,
64 pacientes se excluyeron del estudio por presentar historia previa de cancer
(en préstata, rindn, vejiga, melanoma, mama, utero, tiroides, cabeza y colon), o
patologias relacionadas al cancer hematolégico (aplasia medular, gammapatia
monoclonal benigna, leucocitosis, trombocitemia, policitemia vera, enfermedad
de Castleman), siendo los 435 pacientes restantes parte del disefio caso-
control.

Los casos (n=125) son pacientes con diagnostico de leucemia
linfoblastica aguda (LLA, n=10), leucemia mieloblastica aguda (LMA, n=18),
leucemia linfoblastica crénica (LLC, n=10), leucemia mieloblastica crénica
(LMC, n=20), mieloma multiple (MM, n=29), linfoma de Hodgkin (LH, n=18) o
linfoma no-Hodgkin (LNH, n=20). Los controles (n=310) incluyen pacientes que
visitan con frecuencia la Unidad por controles de rutina de patologias no
relacionadas al cancer, o pacientes que requieren analisis pre-quirurgicos o de
control (por ejemplo, por intervenciones oftalmolégicas, examenes pre-

ocupacionales, anemia, entre otros motivos). Todos los participantes residen en
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Argentina. Cada paciente fue invitado a participar del estudio y firmo el

consentimiento informado.

Encuestas

Al momento de la toma de la muestra, se le realizé un cuestionario a cada
participante, con el objetivo de obtener datos socio-demograficos e informacién
sobre habitos de vida, funcionalidad del paciente e historia de la enfermedad.
Respecto a los habitos del participante, se indagé sobre tabaquismo
(categorias fumador/ex-fumador/nunca, duraciéon del habito en anos, cantidad
de cigarrillos por dia y fecha en la que se dejé de fumar), consumo de alcohol
(veces/semana) y de café (tazas/dia), e ingesta de alimentos enlatados
(veces/semana) y carnes asadas (veces/mes). Para los casos, las categorias
“fumador/ex-fumador/nunca” fueron asignadas segun el consumo de tabaco al
momento del diagndstico. Respecto a la funcionalidad del participante, se le
consulté acerca de cambios en el peso, en el apetito y en el humor, cansancio
fisico o mental, cansancio al despertar, calidad del suefio, problemas para
conciliar el suefio, despertarse varias veces durante la noche, despertarse muy
temprano en la madrugada y roncar; el periodo sobre el que se preguntd se
limité a los 2 meses previos al momento de la encuesta. Una version completa
del cuestionario se encuentra en el anexo.

Todas las entrevistas fueron realizadas por la becaria, asi como también
la explicacion de los objetivos y metodologia del presente estudio, y la toma del

consentimiento informado.

Muestras bioldgicas

El personal técnico de la Unidad tomd una muestra de sangre entera por
participante, usando para ello puncién venosa y depositando la muestra en
tubos Vacutainer con EDTA. El volumen obtenido fue variable entre los
participantes, atendiendo a su edad, condicidon de salud, etc.
Cada muestra con su correspondiente encuesta fue codificada con un numero
de tres digitos, comenzando por el 001.

Las extracciones de ADN se realizaron de acuerdo al siguiente protocolo:
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Protocolo de extraccion de ADN a partir de sangre entera

1)

5)

6)

Cuan

Nano

En un tubo tipo Eppendorf de 2 ml, colocar 100 ul de sangre entera, 300
ul de buffer de digestion (100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, 1% SDS y 50
mM EDTA) y 2,5 ul de proteinasa K (150 ug/ml concentracion final).

Incubar durante dos horas a 50-55 °C, y luego over night a 37 °C.

Agregar 300 ul de CILi 5M, y mezclar por inversion durante un minuto.
Agregar 600 ul de SEVAG (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1), y
colocar los tubos en agitador durante 30 minutos.
Centrifugar los tubos a 14000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante
se transfiere a otro tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml.
Agregar dos volumenes de isopropanol, agitando luego por inversion.
Centrifugar nuevamente a 14000 rpm por 15 minutos.
Descartar el alcohol, conservando el pellet. Colocar dos volumenes de
etanol absoluto y volver a centrifugar; luego realizar lo mismo con etanol
70%.
Descartado el etanol 70%, tapar el tubo con parafilm perforado y dejar
secar el pellet.
Resuspender el ADN en 15-30 ul de Tris-Edta o agua milliQ. Colocar en
heladera y luego congelar a -20 °C.

tificacion

La concentracion y la calidad del ADN extraido se midieron en un

drop 2000. Se realizaron alicuotas de trabajo de 10 ng/ul de ADN.

Genotipado por PCR y PCR-RFLP

Genotipado de PER3

El gen reloj PER3 presenta un polimorfismo de longitud (VNTR, variable

number tandem repeats), que consiste en 4 o 5 copias de una secuencia

repetida de 54 pares de bases, ubicada en el exén 18 (numero de acceso

GenBank AB047536). Como resultado, se obtiene una proteina con un InDel

(insercion/delecién) de 18 aminoacidos.
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La deteccidon de las variantes alélicas se realizé mediante amplificacion
gendmica por PCR y posterior corrida electroforética, siguiendo el protocolo de
Zhu et al.®® con modificaciones realizadas por nuestro laboratorio.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes, en un volumen final de
15 ul: buffer 1X para la enzima Taq Polymerase Recombinant (Invitrogen), 20
ng de ADN, 0.25 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl, y
0.45 U de Taq Polymerase Recombinant (Invitrogen).

Los primers utilizados fueron:

Forward: 5'- Tgg CAg TJQA gAg CAg TCC T -3'
Reverse: 5'- CCA CTA CCT gAT gCT gCT gAA CC -3'

El ciclado consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, annealing a
58°C por 1 minuto y elongacién a 72°C por 1 minuto, con una extension final a
72°C por 5 minutos.

Los resultados se visualizaron mediante la siembra de 7 uyl de PCR en
geles de agarosa 2% tefnidos con Gel Red (Biotium). El alelo de 4 repeticiones
se muestra con una banda de 261 pares de bases, mientras que el alelo de 5
repeticiones con una de 315 pares de bases. Los individuos heterocigotas 4/5

presentan ambas bandas (Fig. 18).

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 18: Visualizacion de los productos de amplificacion por PCR del polimorfismo VNTR del
gen PER3, mediante electroforesis en gel de agarosa 2% teifiido con Gel Red. La banda de 261
pb corresponde al alelo de 4 repeticiones, mientras que la banda de 315 pb corresponde al de 5
repeticiones. La muestra 25 es homocigota para el alelo 5, la 26 es homocigota para el alelo 4, y la 28
es heterocigota para este polimorfismo de longitud. L: /adder de 100 pb; 23-32: muestras.
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Genotipado de GSTT1/GSTM1

Los genotipos para GSTT17 y GSTM1 (deleciones) se determinaron
mediante PCR multiplex, siguiendo el protocolo de Cotignola et al.''?, con
modificaciones. Las condiciones de reaccién fueron las siguientes, en un
volumen final de 15 pl: buffer 1X para la enzima Taq Polymerase Recombinant
(Invitrogen), 30 ng de ADN, 0.50 uM de cada primer, 200 yM de dNTPs, 2.5
mM de MgCl,, 5% DMSO y 045 U de Taq Polymerase Recombinant

(Invitrogen).

Los primers utilizados para GSTT1 fueron:
Forward: 5'- TTC CTT ACT ggT CCT CAC ATC TC-3'
Reverse: 5'- TCA CCg gAT CAT ggC CAg CA -3'

Los primers utilizados para GSTM1 fueron:
Forward: 5' - CTg CCC TAC TTg ATT gAT ggg-3'
Reverse: 5'- CTg gAT TgT AgC AgA TCA TgC-3'

El ciclado consistié en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 30 segundos, annealing a
58°C por 30 segundos y elongacion a 68°C por 1 minuto, con una extensién
final a 68°C por 5 minutos. Los resultados se visualizaron mediante geles de
agarosa 2% tefiidos con Gel Red; la banda de 459 pb corresponde al
amplificado de GSTT1, mientras que la de 273 pb corresponde a GSTM1. La
ausencia de banda indica la presencia de la delecion, discriminando el alelo
nulo del heterocigota y el homocigota para la presencia del gen.

Para confirmar la presencia de delecién en ambos genes (en aquellas
muestras que no amplificaron GSTT1 ni GSTM1, con la consecuente ausencia
total de banda), se procedié con un nuevo analisis mediante PCR multiplex,
utilizando los primers ya descriptos para GSTT1 y GSTM1, y los primers
forward: 5’ - TCC AgC AgT TTC ATg AgA TgC - 3’ y reverse: 5’ - gAg gTC ATT
TCA TAg CTg AgC - 3 para el gen CLOCK, como control interno. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes, en un volumen final de 15 pl:
buffer 1X para la enzima Taq Platinum Polymerase (Invitrogen), 50 ng de ADN,
0.25 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,y 0.45 U de Taq

Platinum  Polymerase (Invitrogen). El ciclado consisti6 en wuna
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desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, annealing a 59°C por 1 minuto y
elongacion a 72°C por 1 minuto, con una extension final a 72°C por 5 minutos.
La visualizacién de los resultados se realizdé en geles de agarosa 2% tefidos
con Gel Red (Fig. 19). El amplificado correspondiente al gen CLOCK se

observa como una banda de 221 pb.

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 19: Visualizacién de los productos de amplificacion por PCR multiplex de GSTT1, GSTM1
y CLOCK, mediante electroforesis en gel de agarosa 2% teiido con Gel Red. La banda de 459 pb
corresponde a GSTT1, la banda de 273 pb corresponde a GSTM1, y la de 221 pb a CLOCK, usado
como control de reaccion. La muestra 6 presenta doble delecion. L: ladder de 100 pb.

Genotipado de CYP1A1*2A

El polimosfismo Mspl de CYP1A1 (numero de acceso GenBank
rs4646903) se detectd mediante PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism). Un producto de 420 pb se
amplificé por PCR en un volumen final de 15 ul, conteniendo buffer 1X, 2 mM
MgCl,, 250 nM de cada primer, 200 uM dNTPs, 0,4 U de Tag DNA Polymerase
Recombinant (Invitrogen), 30 ng de ADN y H,O hasta completar 15 ul. Los
primers utilizados fueron:

Forward: 5 - ACC CCATTC TgT gTTggg TT -3’

Reverse: 5’ - TAg AgA ggg CgT AAg TCAgCA -3

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial
a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 30
segundos, annealing a 58°C por 30 segundos y elongacion a 72°C por 40
segundos, con una extension final a 72°C por 5 minutos. Luego de chequear la
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amplificacion en gel de agarosa 2% tenido con Gel Red, 7 ul de producto de
PCR se digirieron con 5 U de enzima Mspl (Thermo Fisher Scientific), buffer y
H,0 hasta completar 15 ul. La incubacion fue de 5 horas a 37°C. La verificacion
de los productos digeridos se realizé en gel de agarosa 2% tefido con Gel Red.
La variante C posee el sitio de restriccién, generando productos de 237 pb y
183 pb (Fig. 20).

— T el 420 b
; 237 pb

== = 183Eb
T/C- C/C TfF

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

L
=
—
-
—

Figura 20: Visualizacién de los productos de PCR-RFLP para CYP1A1, utilizando la enzima Mspl,
mediante electroforesis en gel de agarosa 2% teiiido con Gel Red. La banda de 420 pb corresponde
al alelo T, mientras que las bandas de 237 pb y 183 pb definen el alelo C. Las muestras 3, 4 y 5
representan los genotipos posibles. L: ladder de 100 pb.

Analisis estadistico

Los datos recolectados con el cuestionario fueron codificados y volcados
a una planilla de Excel, representando cada fila a un participante distinto, y
cada columna a una variable del cuestionario. Luego se agregaron columnas
para los genotipos evaluados.

Los analisis de asociacion se realizaron calculando los odds ratio (OR)
con un intervalo de confianza del 95%, aplicando el test de Chi? para obtener la
significancia estadistica de dicha asociacién. Se realizaron ajustes por edad,
sexo, nivel educativo y lugar de residencia. Los analisis se realizaron con los
softwares STATA 11.10'"! y Epidat 4.00'". Las frecuencias alélicas y
genotipicas se calcularon y testearon para el equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante el software GenAlEx 6.5['"°!. Los valores de p<0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. En el disefio caso-control, el tamafio muestral

n=435 alcanza una potencia del 80% para detectar un OR=2.
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RESULTADOS

Resultados generales respecto de la poblaciéon en estudio

Las caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio se
encuentran detalladas en la Tabla 1. Los datos faltantes de cada variable no se
incluyeron en los analisis ni estan detallados en las tablas. El numero maximo
de datos faltantes en una variable fue 18, representando el 4.14% de las
muestras. Los datos recolectados para las variables peso y estatura se
excluyeron del estudio por contener mas del 10% de informacion faltante.

No hubo diferencias significativas en la edad media de casos y controles,
siendo 48.5 afos en los casos y 51 afios en los controles.

En general, las mujeres mostraron un menor riesgo de enfermedad
respecto a los hombres (OR=0.52, 1C95% 0.34-0.82, p=0.003).

Niveles educativos altos (>12 afos de escolaridad) se asociaron
significativamente a un incremento en el riesgo de enfermedad, respecto a
quienes informaron “primaria completa” o menos (OR=3.68, 1C95% 1.82-7.40,
p<0.001 ajustado por edad y sexo).

El estado civil no mostré relacion con la enfermedad, aunque la categoria
‘en pareja/casado” presentd valores cercanos a la significancia estadistica
(OR=1.7, 1C95% 0.99-2.95, p=0.005).

Analisis de asociacion entre el polimorfismo de PER3, variables de

funcionalidad y las enfermedades onco-hematolégicas

Polimorfismo VNTR de PER3 y enfermedades onco-hematologicas

La Tabla 2 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del VNTR de
PERS3, y los resultados del analisis de asociacion, tanto para las EOH en su
conjunto, como para el sub-grupo de leucemias. El alelo de 4 repeticiones
presentd frecuencias de 0.69 y 0.76 en casos y controles, respectivamente,
mientras que para el alelo de 5 repeticiones, las frecuencias fueron de 0.31 y
0.24 en casos y controles, respectivamente. Las frecuencias alélicas vy
genotipicas del VNTR de PERS3 se ajustan al Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Considerando el genotipo 4/4 como referencia, los genotipos 4/5 y 5/5 no

mostraron asociacion con el riesgo de cancer hematoldgico (OR=1.50, IC95%
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0.95-2.35 para el heterocigota 4/5 y OR=1.80, IC95% 0.84-3.95 para el
homocigota 5/5). El valor p de tendencia fue 0.039.

Al analizar los genotipos 4/5 y 5/5 conjuntamente, se observo un
OR=1.39, sin significancia estadistica (p=0.175 ajustado por edad, sexo, nivel
educativo y lugar de residencia). Sin embargo, dichos genotipos mostraron
asociacion con un aumento del doble en el riesgo de leucemia (LLA, LMA, LLC
y LMC en conjunto; OR=1.99, IC95% 1.06-3.74, p=0.032 ajustado por edad,
sexo, nivel educativo y lugar de residencia). No se encontraron asociaciones
significativas entre el polimorfismo y las demas patologias (MM, LH y LHN,

datos no mostrados).

Funcionalidad y enfermedades onco-hematologicas

Respecto a las variables de funcionalidad de los pacientes, evaluadas en
el cuestionario, solo “cambios en el humor” mostré una asociacion significativa
con las EOH en estudio (“cambios positivos” mostré un OR=4.28, 1C95% 2.00—
9.12, p<0.001, mientras que “cambios negativos” se asocié con un OR=2.00,
IC95% 1.17-3.42, p<0.001). Los resultados se encuentran descriptos en la
Tabla 3.

Interaccion entre genotipos de PERS3 y funcionalidad

La Tabla 4 muestra la distribucion de los genotipos de PER3 en casos y
controles, para cada variable de funcionalidad analizada. “Fatiga al despertar” y
‘roncar” mostraron asociaciéon significativa con los casos portadores de los
genotipos 4/5 y 5/5 (p=0.003 y p=0.036, respectivamente, ajustado por edad y
sexo). El resto de las variables incluidas en la encuesta no mostraron

asociaciones estadisticamente significativas.

Analisis de asociacion entre tabaco, habitos dietarios, polimorfismos de
GMX y las enfermedades onco-hematolégicas

Tabaco, habitos dietarios y enfermedades onco-hematologicas
Respecto al tabaco, ninguna de las categorias evaluadas mostro
asociacion con las EOH. Al evaluar los habitos dietarios, el consumo de carne

asadal/a la parrilla 3 o mas veces/mes mostré una asociacion significativa con
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un aumento en el riesgo de enfermedad (OR=1.72, IC95% 1.08-2.75, p=0.02).
El consumo diario de café también se asoci6 a un aumento en el riesgo
(OR=1.77, 1C95% 1.03-3.03, p=0.03). Dado que los participantes control con
alguna alteracion o problema gastrointestinal podrian estar modificando el OR
(ya que en general se abstienen de tomar café), los pacientes derivados por la
Unidad de Gastroenterologia del hospital fueron removidos del analisis, asi
como también aquellos que informaron estar bajo tratamiento con protectores
gastricos o medicacion prescripta por otros problemas gastrointestinales. Con
estas consideraciones, se excluyeron 19 participantes; sin embargo, el
consumo de café mantuvo su asociacion con las EOH, mostrando los mismos
resultados (OR=1.01-3.02, p=0.046). Con respecto a los alimentos enlatados y
el alcohol, no se encontraron asociaciones significativas entre estos factores y
el cancer hematoldgico. Al evaluar el riesgo asociado al consumo de café y
carne asada/a la parrilla dentro de cada patologia, los resultados no mostraron
diferencias entre los grupos respecto del consumo de café, pero las patologias
LMC y MM se asociaron significativamente al consumo de carne asada/a la
parrilla 3 o0 mas veces/mes (ajustado por edad, sexo y nivel educativo; datos no

mostrados). Los resultados de esta seccion se describen en la Tabla 6.

Polimorfismos en GMX y enfermedades onco-hematolbgicas

En cuanto a los polimorfismos de GSTT1, GSTM1y CYP1A1 evaluados,
los resultados no mostraron asociaciones significativas con el cancer
hematoldgico. Las frecuencias alélicas para CYP1A1*2A fueron 0.7 y 0.65 en el
alelo T para casos y controles, respectivamente, y 0.3 y 0.35 en el alelo C, para
casos y controles respectivamente. Respecto de la delecion de GSTT1, la
frecuencia fue de 0.18 para casos y controles, mientras que GSTM1 mostro
frecuencias de 0.5 y 0.47 en casos y controles, respectivamente.

El polimorfismo Msp/ de CYP1A1 no se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Las frecuencias alélicas y genotipicas se detallan en la Tabla 5. Los
resultados del analisis de asociacion entre los polimorfismos evaluados y las
EOH se describen en la Tabla 6.
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Interaccion entre GMX, tabaco y habitos dietarios
Al analizar la interaccién entre los polimorfismos en los GMX y el consumo
de tabaco o los factores dietarios, no se encontraron asociaciones significativas

que modifiquen el riesgo de enfermedad (datos no mostrados).
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Tabla 1: Caracteristicas demograficas de la poblacién en estudio

Casos N=125 Controles N=310

Media (DS) Media (DS) OR (IC95%) p

Edad (afios) 48.5 (16.6) 51 (18.5) - 0.507
N (%) N (%)

Sexo
Masculino 74 (59.2) 134 (43.2) Ref.
Femenino 51 (40.8) 176 (56.8) 0.52 (0.34-0.82) 0.003
Nivel educativo
Primaria completa o0 menos (<7 afios) 55 (44.0) 174 (56.3) Ref.
Secundaria completa (12 afios) 48 (38.4) 115 (37.2) 1.2 (0.73-1.95)
Terc./Univ. completo (>12 afios) 22 (17.6) 20 (6.5) 3.68 (1.82-7.40) <0.001°
Estado civil
Soltero 27 (21.6) 79 (25.5) Ref.
En pareja/casado 86 (68.8) 162 (52.3) 1.7 (0.99-2.95)  0.055°
Divorciado/separado 5(4.0) 27 (8.7) 0.64 (0.21-1.90)  0.420°
Viudo 7 (5.6) 42 (13.5) 0.75(0.27-2.13)  0.595°

Terc./Univ.: Terciario/Universitario. a: Ajustado por edad y sexo. OR (IC95%): odds ratio e intervalo de
confianza 95%. Ref: categoria de referencia. DS: desviacion standard. p < 0.05 considerado
estadisticamente significativo.

Tabla 2: Asociacion entre el polimorfismo de PER3 y las enfermedades onco-
hematolégicas. También se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas para el
VNTR.

Casos Controles

Polimorfismo PER3 N=120  N=297
N (%) N (%) OR (IC95%) P Chi*& p trend
Frecuencias alélicas
4-rep 0.69 0.76 - - -
5-rep 0.31 0.24
Frecuencias genotipicas
4/4 58 (48.3) 176 (59.3) Ref.
4/5 50 (41.7) 101(34.0) 1.50(0.95-2.35) 0.077 p tren4¢;2=60.039
5/5 12 (10.0) 20 (6.7) 1.82(0.84-3.95) 0.130
4/4 58 (48.3) 176 (59.3) Ref.
4/5 + 5/5 62 (51.7) 121(40.7) 1.39(0.86-2.25) 0.175° -
LMC/LLC/LMA/LLA (N = 58)
4/4 23 (39.7) 176 (59.3) Ref.
4/5 + 5/5 35(60.3) 121(40.7) 1.99 (1.06-3.74) 0.032° -

a: Ajustado por edad, sexo, nivel educativo y lugar de residencia. OR (IC95%): odds ratio e intervalo de
confianza 95%. Ref: categoria de referencia. p < 0.05 considerado estadisticamente significativo.
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Tabla 3: Asociacion entre las variables de funcionalidad y las enfermedades onco-

hematologicas.

Casos N=125 Controles N=310

OR (IC95%) p

N (%) N (%)
Cambios en el peso
Ninguno 50 (42.0) 140 (47.0) Ref.
Aumento/disminucion <5kg 31 (26.0) 84 (28.2) 1.03 (0.61-1.74)  0.902
Aumento/disminucion >=5kg 38 (32.0) 74 (24.8) 1.43 (0.86-2.38) 0.161
Cambios en el apetito
Ninguno 72 (60.0) 188 (62.1) Ref.
Aumento del apetito 20 (16.7) 58 (19.1) 0.9 (0.50-1.60) 0.721
Disminucién del apetito 28 (23.3) 57 (18.8) 1.28 (0.75-2.17) 0.355
Cambios en el humor
Ninguno 50 (41.0) 163 (53.8) Ref.
Cambios positivos 22 (18.0) 24 (7.9) 4.28 (2.00-9.12) <0.001%
Cambios negativos 50 (41.0) 116 (38.3) 2.00 (1.17-3.42) 0.001°
Fatiga fisica/mental
No 60 (48.0) 128 (41.4) Ref. 0.211
Si 65 (52.0) 181 (58.6) 0.77 (0.49-1.19)
Cansancio al despertar
No 77 (62.1) 199 (64.6) Ref. 0.623
Si 47 (37.9) 109 (35.4) 1.11 (0.71-1.75)
Dificultad para conciliar el sueio
No 67 (53.6) 175 (56.8) Ref. 0.541
Si 58 (46.4) 133 (43.2) 1.14 (0.73-1.77)
Despertar varias veces por la noche
No 44 (35.2) 122 (39.3) Ref. 0.420
Si 81 (64.8) 188 (60.7) 1.19 (0.76-1.89)
Despertar muy temprano
No 95 (99.0) 207 (96.7) Ref. 0.25
Si 1(1.0) 7(3.3) 0.31 (0.01-2.49)
Roncar
No 44 (36.4) 100 (34.8) Ref. 0.769
Si 77 (63.6) 187 (65.2) 0.94 (0.59-1.50)
Buena calidad de suefio
Si 66 (54.1) 159 (51.3) Ref. 0.599
No 56 (45.9) 151 (48.7) 0.89 (0.57-1.39)

a: Ajustado por edad, sexo, nivel educativo y lugar de residencia. OR (IC95%): odds ratio e intervalo de
confianza 95%. Ref: categoria de referencia. p < 0.05 considerado estadisticamente significativo.
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Tabla 4: Distribucién de genotipos de PER3 entre casos y controles, y su asociacion con

las variables de funcionalidad.

Casos Controles ab

4/4 4/5 + 5/5 4/4 4/5 + 5/5
Cambios en el peso
Ninguno 22 (40.7) 27 (45.0) 69 (40.8) 62 (53.5)
Aumento/disminucion <5kg 12 (22.2) 18 (30.0) 53 (31.4) 28 (24.1) 0.318
Aumento/disminucion =5kg 20 (37.1) 15(25.0) 47 (27.8) 26 (22.4)
Cambios en el apetito
Ninguno 32 (57.2) 35(59.3) 101 (58.7) 80 (67.8)
Aumento del apetito 12(21.4) 8(13.6) 36 (20.9) 19 (16.1) 0.180
Disminucién del apetito 12 (21.4) 16 (27.1) 35(20.4) 19(16.1)
Cambios en el humor
Ninguno 21 (37.5) 26(42.6) 87 (50.9) 69 (58.0)
Cambios positivos 12 (21.4) 10(16.4) 16 (9.4) 8(6.7) 0.561
Cambios negativos 23 (41.1) 25 (41.0) 68 (39.7) 42 (35.3)
Fatiga fisica/mental
No 29 (50.0) 27 (43.6) 69(39.4) 54 (44.6) 0.159
Si 29 (50.0) 35(56.4) 106 (60.6) 67 (55.4)
Cansancio al despertar
No 42 (72.4) 31(50.8) 108 (61.7) 83(69.2) 0.003
Si 16 (27.6) 30(49.2) 67 (38.3) 37(30.8)
Dificultad para conciliar el suefio
No 31(53.4) 31(50.0) 94(53.7) 75 (62.5) 0.168
Si 27 (46.6) 31(50.0) 81(46.3) 45(37.5)
Despertar varias veces por la noche
No 21(36.2) 21(33.9) 66 (37.5) 53 (43.8) 0.335
Si 37 (63.8) 41(66.1) 110 (62.5) 68 (56.2)
Despertar muy temprano
No 42 (100.0) 48 (98.0) 118 (97.5) 82 (95.4) 0.990
Si 0 1(2.0) 3(25) 4(4.60)
Roncar
No 25(44.6) 19(31.2) 47(29.2) 43 (38.0) 0.036
Si 31(55.4) 42(68.8) 114 (70.8) 70 (62.0)
Buena calidad de suefio
Si 32(55.2) 31(52.5) 87 (49.4) 67 (55.4) 0.320
No 26 (44.8) 28 (47.5) 89 (50.6) 54 (44.6)

a: Los p-values correspondientes a la interaccién entre las variables de funcionalidad y los genotipos de
PER3 se estimaron usando un modelo de regresion logistica, ampliado para incluir el término de
interaccion. b: Ajustado por edad y sexo. p < 0.05 considerado estadisticamente significativo.
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Tabla 5: Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo CYP1A1 *2A, y las

deleciones de GSTT1/GSTM1.

Casos n=125 Controles n=310
Frecuencias alélicas
CYP1A1
T 0,7 0,65
Cc 0,3 0,35
Frecuencias genotipicas (n) (n)
GSTT1*null 0,18 (22) 0,18 (55)
GSTM1*null 0,5 (61) 0,47 (140)
CYP1A1
TT 0,53 (64) 0,47 (140)
TC 0,34 (42) 0,37 (113)
cC 0,13 (16) 0,16 (47)

Tabla 6: Asociacion entre el tabaco, los habitos dietarios, los polimorfismos en GMX y
las enfermedades onco-hematolégicas.

Casos n=125 Controles n=310
OR (IC 95%) P
n (%) n (%)
Consumo de tabaco
Nunca 49 (39,8) 142 (46,4) Ref.
Ex-fumadores 47 (38,2) 100 (32,7) 1,36 (0,84-2,19) 0,202
Fumadores 27 (22) 64 (20,9) 1,22 (0,70-2,13) 0,478
Consumo de conservas (enlatados)
0-2 veces/semana 121 (96,8) 292 (94,8) Ref. 0.370
3 0 mas veces/semana 4 (3,2) 16 (5,2) 0,60 (0,14-1,92)
Consumo de carnes asadas
0-2 veces/mes 69 (55,2) 217 (70,7) Ref. 0,021°
3 0 mas veces/mes 56 (44,8 90 (29,3) 1,72 (1,08-2,75)
Consumo de alcohol
0-3 veces/semana 110 (88) 268 (86,5) Ref. 0.665
4 0 mas veces/semana 15 (12) 42 (13,5) 0,87 (0,43-1,68)
Consumo de café
<1 taza/dia 90 (72) 259 (83,5) Ref. 0,037
1 0 mas tazas/dia 35 (28) 51 (16,5) 1,77 (1,03-3,03)
GSTT1
Presencia 100 (82) 245 (81,7) Ref. 0.942
Ausencia 22 (18) 55 (18,3) 0,98 (0,54-1,74)
GSTM1
Presencia 61 (50) 160 (53,3) Ref. 0.534
Ausencia 61 (50) 140 (46,7) 1,14 (0,73-1,78)
CYP1A1
TT 64 (52,5) 140 (46,7) Ref.
TC+CC 58 (47,5) 160 (53,3) 0,79 (0,51-1,24) 0280

a: Ajustado por edad, sexo y nivel educativo. OR (IC95%): odds ratio e intervalo de confianza 95%. Ref.:

categoria de referencia. p < 0.05 considerado estadisticamente significativo.

-93-



Parte II - Discusion

DISCUSION

Anadlisis de asociacion entre el polimorfismo de PER3, variables de

funcionalidad y las enfermedades onco-hematolégicas

En este estudio, el polimorfismo VNTR de PER3 mostré estar asociado a
un aumento del 39% en el riesgo de enfermedades onco-hematologicas. Al
analizar de forma separada los casos de leucemia, los genotipos 4/5 y 5/5
mostraron una asociacion estadisticamente significativa con un aumento del
doble en el riesgo de enfermedad (OR=1.99, IC95% 1.06-3.74, p=0.030,
ajustado por edad, sexo, nivel educativo y lugar de residencia). Los estudios
individuales no muestran resultados  concluyentes para  este

[70.71.1181 " yUn meta-andlisis realizado por Geng et all'']

polimorfismo
combinando tres estudios retrospectivos (2492 pacientes con cancer y 2749
controles) reportd que los individuos con el alelo de 5 repeticiones tienen un
aumento del riesgo de cancer del 17%, respecto de los individuos con el alelo
de 4 repeticiones. Sin embargo, este resultado no fue estadisticamente
significativo. Otro estudio en una poblacibn americana reporté un aumento
significativo en el riesgo de cancer de mama para mujeres pre-menopausicas
portadoras del alelo de 5 repeticiones®; sin embargo un estudio similar con
mayor numero de muestras de origen chino no mostré resultados
significativos!”". El trabajo de Alexander et al.!'"® reporté un OR=2.5 (IC95%
1.7-5.4) para los genotipos 4/5+5/5, asociado al desarrollo de adenomas
colorrectales. Nuestro trabajo constituye el primer reporte que evalua la
asociacion entre el VNTR de PER3 y el cancer hematoldgico, encontrando un
aumento en el riesgo asociado a la variante 5.

Un posible mecanismo molecular del impacto funcional del VNTR de
PER3 puede explicarse por la ubicacion de esta variacién, involucrada en el
proceso de fosforilacion. La estabilidad y la translocacion al nucleo de la
proteina PERS3 estan reguladas por fosforilacién, llevada a cabo por CSNK1. El
menor numero de residuos aminoacidicos, que son sustratos de fosforilacion,
en la variante corta de PER3 posiblemente tenga un impacto funcional en la

actividad dependiente de fosforilacion!®®.
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Los pacientes que estan atravesando una enfermedad oncolégica
generalmente presentan disrupcidén circadiana, ya sea como una reaccion
fisiologica frente a la presencia del tumor, o bien como resultado de la
respuesta endocrina frente a las demandas fisicas y emocionales de la
enfermedad. A los pacientes con cancer les toma mas tiempo conciliar el
suefo, se despiertan durante la noche con mayor frecuencia, pasan mas
tiempo en la cama y toman mas siestas respecto de los individuos sanos!'®12%,

Por otro lado, los factores genéticos, ambientales y de comportamiento
pueden favorecer la disrupcion del ritmo, predisponiendo al organismo al
desarrollo tumoral!™'!. Varios estudios demostraron que el trabajo en turno
nocturno, por largos periodos de tiempo, tiene valor prondstico en el cancer de
mama[60,122].

En este estudio, las variables de comportamiento tales como la fatiga,
dificultad para conciliar el suefio, levantarse varias veces durante la noche o los
cambios en el apetito o el peso, no mostraron asociacién con el cancer
hematologico. Esto puede deberse a que el estudio se basa en poblacion
hospitalaria, donde mas del 75% de los pacientes control se encontraba
tomando algun tipo de medicacién al momento de la encuesta (por ejemplo,
medicacion para enfermedades cardiacas o gastricas; datos no mostrados).

Ademas, un estudio incluyendo mas de 1700 individuos de Buenos Aires,
Sao Pablo y México DF mostr6 que dos tercios de los entrevistados
experimento algun tipo de dificultad en el suefio durante el afio previo, y mas
del 25% de los individuos se encontraba moderada/severamente afectado!'?.
Entre ellos, los disturbios del suefio mas comunmente reportados durante los
ultimos 12 meses fueron: despertarse en el medio de la noche (56%),
levantarse cansado (55%), dificultad en conciliar el suefio y retomarlo luego de
una interrupcion (50%) y despertarse demasiado temprano (35%)!'%. De
hecho, las dificultades en el suefio afectan a una proporcion significativa de
personas que viven en areas urbanas, quienes experimentan jet lag social y

contaminacion luminical'?*12°!

. Dado que estos disturbios empeoran en las
enfermedades crénicas, no observamos en nuestro estudio diferencias
significativas entre casos y controles. Sin embargo, “experimentar cambios en
el humor positivos y negativos” se asocio significativamente a las EOH

(p<0.001 ajustado por edad, sexo, nivel educativo y lugar de residencia). En un
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paciente oncolégico deben tenerse en cuenta varios factores, tales como la
historia familiar, el impacto fisico y psicolégico de la enfermedad, los recursos
psiquicos del paciente y el cuidado médico que recibe. Los pacientes con
cancer generalmente sufren distress, trastornos de adaptacion y ansiedad
generados por el diagnodstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad,
espera de resultados, conflictos familiares, miedo a la recaida y a la muerte, y
estados metabolicos anormales!™. Por lo tanto, el estado animico del paciente
dependera de la interaccién de todos estos factores, en un escenario mas
complejo que el de otras enfermedades cronicas. De hecho, la depresion en los
pacientes oncolégicos es del doble respecto de aquellos pacientes
hospitalizados por otros problemas médicos!™.

Al analizar la distribucion de los genotipos de PER3 dentro de los casos y
controles, encontramos que los pacientes con cancer portadores de los
genotipos 4/5 o 5/5 experimentan mayor fatiga al despertar. Voinescu et al.'?®!
analizaron este polimorfismo, junto a una bateria de cuestionarios, en una
poblacion con problemas de suefo, encontrando que los individuos
homocigotas para el alelo de 5 repeticiones mostraban dificultades al despertar
con mayor frecuencia que aquellos con el alelo de 4 repeticiones o
heterocigotas. En otro estudio, un grupo de 24 voluntarios sanos fueron
sometidos a privacion del suefio. Se observé que, durante las horas de la
mafana del segundo dia de privacién del suefio, la performance (memoria
operativa, atencién y desempefio psicomotor) de los individuos con genotipos
5/5 se deteriord significativamente, mientras que esta caida fue menor en los

que poseian el genotipo 4/41127128]

. Basandose en la informacion descripta,
nuestros resultados sugieren que los pacientes con genotipos 4/5 y 5/5 podrian
sufrir fatiga mas intensamente, dado que combinan la disrupcién circadiana
producto de la patologia en si misma y una susceptibilidad aumentada frente a
la falta de suefio debido al genotipo de PERS3.

Las investigaciones tendientes al esclarecimiento de la conexidn
molecular entre los genes circadianos y la carcinogénesis seran utiles en la
identificacion de individuos con mayor riesgo o susceptibilidad a la disrupcién
circadiana, en tanto dicha disrupcion puede disminuir las defensas fisiolégicas
contra el tumor, al reducir la vigilancia inmunologica y la respuesta inmune,

favoreciendo la persistencia de clones celulares anormales!'?.
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Analisis de asociacion entre tabaco, habitos dietarios, polimorfismos de

GMX y las enfermedades onco-hematolégicas

La carcinogénesis es un proceso multifactorial y con multiples instancias,
donde participan distintas alteraciones genéticas y varias rutas biolodgicas. Por
eso se espera que los factores de riesgo para el cancer interaccionen entre
ellos. Los polimorfismos genéticos pueden jugar diferentes roles en la
susceptibilidad al cancer, de acuerdo al background genético, exposiciones
ambientales y estilos de vida™®. A pesar de esto, en nuestro estudio no
encontramos evidencia de interaccidén entre los factores de riesgo evaluados,
probablemente debido a que la muestra no es lo suficientemente grande para

realizar este tipo de analisis.

Respecto al tabaquismo y los habitos dietarios, reportamos un aumento
en el riesgo de EOH asociado al consumo de carne asada/a la parrilla 3 o mas
veces/mes, y al consumo diario de café (ajustado por edad, sexo y nivel
educativo). Ademas, para estos dos factores se evalud el riesgo asociado a
cada patologia por separado, donde la LMC y el MM mostraron asociacion
significativa con el consumo de carne asada/a la parrilla. Debe tenerse en
cuenta que el tamafo muestral se hace muy pequefio al analizar cada
patologia de forma independiente. Por lo tanto, el efecto real de cada factor de
riesgo para cada patologia especifica deberia determinarse en préximos

estudios incorporando un set de muestras mas grande.

A pesar que el humo del cigarrillo se asoci6 a efectos
mutagénicos/carcinogénicos, inflamacion y supresion del sistema inmune tanto

[131.132] " estudios previos sobre este factor de

en animales como en humanos
riesgo y su asociacion con canceres hematolégicos han generado resultados
inconsistentes. Respecto al LNH, los estudios reportan poca o nula asociacion
con el consumo de cigarrillos o tabaco, o con patrones relacionados a la

[133-135 En un estudio

duracion o intensidad de la exposicién (detallado en
caso-control realizado en Suecia, los efectos de fumar sobre el riesgo de LMA
fueron débiles y no significativos!'*®. Sin embargo, un estudio de cohorte del

mismo pais mostré un aumento del 50% en el riesgo de LMA en el grupo de
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fumadores!™”: este mismo estudio no encontré asociacién entre fumadores y
ex-fumadores con LMC, LLA, LLC o MM. Un estudio caso-control realizado en
India reporté un aumento de 2.1 veces en el riesgo de leucemia en los
fumadores respecto de los no fumadores!™®. Un estudio de cohorte
estadounidense que evalué factores de riesgo para LMA report6 OR=1.79, 2.42
y 2.29 para ex-fumadores de >1 paquete/dia, fumadores de <1 paquete/dia y
fumadores de >1 paquete/dia, respectivamente!™. Fircanis et al.l"*? llevaron a
cabo un estudio de meta-analisis sobre mas de 7500 casos de LMA,
encontrando un aumento en el riesgo de enfermedad asociado al habito de
fumar, independientemente del sexo, regién geografica, y disefio y calidad de
los estudios. Los mismos investigadores reportaron un aumento del riesgo al
aumentar la intensidad y la duracién del habito. Es posible que el nivel de
exposicion a los agentes presentes en el humo del tabaco varie, segun los
distintos patrones de consumo, vias de exposicién y procesos manufactureros.
Un estudio reciente realizado por Rubinstein et al.'"*"! reporté que el
29.7% de la poblacién general de Argentina, Chile y Uruguay (n=7524) es
fumadora. Por otra parte, el estudio CARMELA (Cardiovascular Risk Factor
Multiple Evaluation in Latin America), llevado adelante entre 2003 y 2005,
inform6é que Buenos Aires (Argentina, n=1482) y Santiago (Chile, n=1655)
tienen las mayores prevalencias en tabaquismo de entre las siete ciudades
latinoamericanas estudiadas, sin diferencias entre los sexos femenino y

)42 Nuestro

masculino (38.6% y 45.4%, respectivamente para cada ciudad
estudio reporté que el 20.9% de los controles y el 22% de los casos son
fumadores activos, mientras que el 32.7% de los controles y el 38.2% de los
casos informaron ser ex-fumadores. Estos resultados probablemente se deban
a que nuestro estudio esta basado en poblacion hospitalaria, donde se anima
fuertemente a los pacientes a abandonar el habito de fumar. Considerando la
alta proporcion de personas expuestas al tabaco en nuestra regién, resulta de
interés continuar evaluando el impacto de este factor de riesgo en el desarrollo
de canceres hematoldgicos, dada la limitada informacién disponible hasta el

momento.

La dieta, probablemente el factor ambiental con mayor posibilidad de

modificacion, contribuye al desarrollo del 30-35% de los canceres!'. Los
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estudios de asociacion en este campo presentan cierta inconsistencia debido a
diferencias en la frecuencia de ingesta de alimentos, variedades disponibles, y
un abanico de métodos de preparacion entre las distintas poblaciones.

De acuerdo a una publicacion reciente del IARC Monograph Working
Group, el consumo de carne procesada fue clasificado como “carcinogénico
para los humanos” (grupo 1%), siendo el consumo de carne roja clasificado
como “probablemente carcinogénico para los humanos” (grupo 2A)"4. El
procesamiento de la carne puede resultar en la formacion de compuestos N-
nitrosos y HPA, mientras que su coccion produce aminas heterociclicas
aromaticas y HPA. Los métodos de coccion a altas temperaturas, como asar,
producen los niveles mas altos de estos carcindgenos. La carne roja asada a la
parrilla es un plato frecuente en la poblacion argentina, region donde existe un
alto consumo de proteinas animales y grasas provenientes principalmente de la

carne rojal™4>14el,

Varios estudios epidemiologicos realizados en Coérdoba
(Argentina) reportaron asociaciones significativas entre el consumo de carne
roja, o patrones dietarios que la contienen, y el cancer de mama, colorrectal, de
prostata y urinariol’**"*%. De acuerdo al trabajo publicado por Navarro et al.'*®],
todos los tipos de carnes se asociaron a un aumento en el riesgo de cancer
colorrectal cuando el método de coccidn era asado, un resultado similar al
reportado en nuestro trabajo. En otros dos estudios, el patron dietario “del Cono
Sur” (que consiste en el consumo de carne roja, vegetales con almidon y vino)
se asocié a un aumento en el riesgo de tumores del tracto urinariol" y de
cancer colorrectal™”). En un caso-control realizado en Uruguay, la carne roja,
el cordero y la carne hervida se asociaron a un mayor riesgo de carcinoma de
células escamosas del esofago!'™".

En relacion a las EOH, no se registran hasta el momento estudios
realizados con poblacion argentina que evaluen la dieta como factor de riesgo.
Varios estudios llevados a cabo en otros paises evaluaron esta posible
asociacion, con resultados inconsistentes. La mayoria de ellos reportan la

¢ Grupo 1: Esta categoria se aplica cuando existen pruebas suficientes de carcinogenicidad en
humanos. Excepcionalmente, un agente puede ser incluido en esta categoria si las pruebas en
humanos no son suficientes, pero si lo son en animales de experimentacién, y si
existen pruebas contundentes en humanos expuestos acerca que el agente actia mediante
mecanismos relevantes de carcinogenicidad.
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ausencia de asociacion entre el consumo de carne y un aumento en el riesgo
de LNH o LMC!"27"* "Un estudio caso-control realizado en Estados Unidos por

Li et a/.l'%

informd una asociacion significativa entre un riesgo mayor de LMA y
el consumo de carne vacuna entre las mujeres. Nuestros resultados son los
primeros en reportar una asociacion estadisticamente significativa entre el
riesgo de EOH y el consumo de carne asada para nuestra poblacién. Debe
tenerse en consideracion que puede existir cierto sesgo en nuestros resultados
dado que el tamano de la porcién no fue evaluado, y que no se hizo ninguna
distincion entre el consumo de carnes rojas y blancas. A pesar de esto,
nuestros resultados son relevantes dada la alta frecuencia de consumo de este

tipo de alimentos en Argentina.

Se ha sugerido que el consumo leve a moderado de alcohol tiene efectos

(1561 por

beneficiosos al mejorar las respuestas inmunes celulares y humorales
otro lado, el etanol fue clasificado por la JARC como “carcinogénico para los
humanos”. En lo que respecta a las neoplasias malignas hematoldgicas, un
analisis realizado por el Consorcio Internacional de Epidemiologia de Linfomas
reportd que quienes beben alcohol o lo hicieron alguna vez tienen menor riesgo
de desarrollar LNH, comparados con quienes nunca beben!™®"). Sin embargo,
no encontraron una relacion dosis-respuesta o una tendencia mas fuerte con
una mayor duracion del habito. Un meta-analisis a partir de 18 estudios,
incluyendo 5694 casos con MM y 7142 con leucemia, no encontré asociacion
alguna entre el beber alcohol y los riesgos de padecer estas

198199 | i et al.l'®® reportaron una asociacion entre el consumo

enfermedade
de cerveza y vino y el riesgo de LMA, sélo en las mujeres. Un estudio caso-
control de origen italiano no mostré una asociacion clara entre leucemia o LNH,

y el consumo de alcohol!™?.

En linea con estas investigaciones, nuestro
estudio no encontré asociacion alguna entre este factor de riesgo y las EOH

estudiadas en nuestra poblacion argentina.

En lo que respecta al consumo de café, no hay evidencia consistente que
sugiera un efecto protector o deletéreo. Por un lado, el café puede disminuir el
riesgo de cancer a través de mecanismos antioxidantes, anti-hormonales y anti-

inflamatorios!'®”. Por otro lado, la cafeina y los inhibidores de la topoisomerasa
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Il presentes en el café pueden elevar el riesgo. Un estudio de cohorte realizado
en Estados Unidos reportd la ausencia de asociacion entre esta bebida y el
riesgo de todos los canceres combinados; sin embargo encontraron una
disminucion en el riesgo de cancer de endometrio en aquellas mujeres que
tomaban una o mas tazas por dial’®". A pesar que algunos estudios en tumores
sélidos reportaron un efecto protector (por ejemplo, en cancer hepatico,

ol'%2718%y " |os estudios sobre el cancer

colorrectal, de mama y endometri
hematoldgico en poblacion adulta son escasos. En nuestro estudio, el consumo
diario de café se asocié a un aumento en el riesgo de enfermedad. Un caso-
control con poblacién india mostré una reduccion del 40% en el riesgo de
leucemia para aquellos que tomaban café!’*® mientras que un estudio italiano
similar reportd un incremento en el riesgo de LNH asociado al consumo!'®®.
Otros analisis no encontraron evidencia significativa de asociacion entre el
consumo de café y las EOH!"®""% En 1991, el IARC Working Group clasificd
al café como “posiblemente carcinogénico para los humanos” (grupo 2B").
Dado el gran numero de estudios publicados hasta la fecha, respecto a este
tema, el IARC Advisory Group recomendd revisar la evidencia disponible,
otorgandole alta prioridad para la inclusion en las monografias de la IARC a
publicarse entre 2015 y 2019!"%. En concordancia con esto, en junio de 2016
el IARC Working Group lanzé una publicacion con los resultados de la
evaluacion realizada sobre la carcinogenicidad del café, el mate y otras bebidas
muy calientes. El café fue bajado de categoria, hacia “no clasificable en cuanto
a su carcinogenicidad en seres humanos” (Grupo 3)''""l. Esto significa que
existe inadecuada evidencia de carcinogenicidad en humanos, e inadecuada o

limitada evidencia en animales experimentales.

h Grupo 2B: en esta categoria se incluyen agentes, mezclas o condiciones de exposicion para
los que existen pruebas limitadas de carcinogenicidad en humanos y pruebas insuficientes de
carcinogenicidad en animales de experimentaciéon. También puede ser utilizada cuando existan
pruebas inadecuadas de carcinogenicidad en humanos pero suficientes en experimentacion
animal. Ocasionalmente, un agente, mezcla o condiciéon de exposicion puede ser incluido en
este grupo si existen pruebas inadecuadas de carcinogenicidad en humanos, pero limitadas de
carcinogenicidad en animales de experimentacion, junto con otros datos significativos de
apoyo.
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Las variaciones genéticas en los GMX pueden ser importantes factores en
la etiologia de las EOH. A pesar que tienen baja penetrancia, son altamente
prevalentes en la mayoria de las poblaciones, lo que permite identificar
potenciales carcindbgenos y poblaciones con mayores niveles de riesgo de
cancert'?. Estos polimorfismos también interactian con otros polimorfismos
y/o con factores ambientales particulares, los cuales varian entre y dentro los

s!"3% La mayor actividad de la variante CYP1A1*2A, o la mayor

grupos étnico
capacidad de ser inducida, podria contribuir a la acumulacion de cambios
genéticos debido a un aumento en la produccién de agentes mutagénicos!'”?.
De manera similar, el descenso en la actividad de GSTs debido a la delecién
geénica puede llevar a un estrés oxidativo mas intenso, aumentando el nivel de
dario al ADN!"",

Respecto al polimorfismo Mspl de CYP1A1, sus frecuencias alélicas
varian segun los grupos étnicos, tomando valores de 0.058, 0.149 y 0.218 para
el alelo C (*2A) en caucasicos, asiaticos y africanos, respectivamente!’”®!. Roco
et all'™® reportaron una frecuencia para el alelo *2A en poblacion chilena de
0.37. En nuestro estudio, las frecuencias encontradas para el alelo *2A fueron
0.34 para los controles y 0.30 para los casos, similar a lo descripto para la
poblacién chilena y marcadamente diferente a lo reportado para caucasicos.
Nuestros datos genotipicos para este polimorfismo se desvian del equilibrio de
Hardy-Weinberg; esto puede deberse a que la muestra no represente la
variabilidad de la poblacion entera, o debido a errores de genotipado que creen
un sesgo hacia el incremento de la homocigosidad.

Nuestro estudio de asociacion entre el polimorfismo Mspl de CYP1A1 y el
cancer hematoldgico arrojo un OR=0.79 (IC95% 0.51-1.24), sin significancia
estadistica. Los estudios de asociacién entre este polimorfismo y el cancer han
sido inconsistentes. Un meta-analisis que reunido 268 estudios individuales
realizado por He et al.l'"*® reporté asociacion entre la variante *2A y un aumento
en el riesgo de leucemia, cancer cervical, hepatocelular, de cabeza y cuello,
pulmén y prostata, sin resultados significativos para los demas tipos de cancer
evaluados. Otro meta-andlisis llevado a cabo por Han et all'! mostré un
aumento en el riesgo de leucemia asociado a esta variante, que se mantuvo
significativo para la poblacion caucasica al estratificar por etnia. EI mismo

estudio reportd un aumento en el riesgo de LLA y LMA asociado a la variante,
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especialmente para LLA en niflos caucasicos. Entre los asiaticos, el estudio de
Lu et al.'""® mostré que la variante *2A incrementd el riesgo de LMA. Por otro
lado, el meta-analisis realizado por Zhuo et al'"™ no encontré asociaciones
significativas entre la variante en analisis y el riesgo de LMA.

Varios estudios analizaron la posible asociacion entre el cancer
hematolégico y las deleciones de GSTT1 y GSTM1, con resultados dispares.
En nuestro estudio, las frecuencias de los genotipos nulos fueron 0.18 en los
casos Yy los controles para GSTT1,y 0.5y 0.47 en los casos y los controles,
respectivamente, para GSTM1. Las frecuencias reportadas para GSTT1*nulo

son 0.13-0.26 en los caucasicos!'™

[176,180-182]

, 0.10-0.12 para poblaciones chilenas y
argentinas , y 0.09-0.24 para argentinos nativos-americanos!'®¥. La
delecion de GSTM1 presenta frecuencias mayores, con valores de 0.42-0.60
para caucasicos!'”, 0.36-0.46 para poblaciones chilenas y argentinas!’'”®'8%-

182] ['83  Nuestro estudio de

, Y 0.29-0.49 para argentinos nativos-americanos
asociacion arrojo un OR=0.98 (IC95% 0.54-1.74) al analizar la delecién de
GSTT1, y un OR=1.14 (IC95% 0.73-1.78) para la delecion de GSTM1. He et
al'" llevaron a cabo un meta-analisis, donde concluyeron que la delecién de
GSTM1 incrementaba significativamente el riesgo de LMA en asiaticos del este,
mientras que el genotipo nulo de GSTT1 lo hacia en caucasicos. Los genotipos
nulos-dobles se asociaron a LMA en ambos grupos étnicos. Varios estudios
caso-control informaron asociaciones significativas entre el genotipo nulo de
GSTT1 y la LMA, LMC, LLC vy las leucemias agudas!'®~"%%. Contrariamente,
otros estudios no encontraron estas asociaciones al analizar el polimorfismo y
las leucemias en su conjunto, leucemias agudas, LMC, LMA o MMU'81:191-194]
Un panorama similar ocurre con la delecion de GSTMT1: varios estudios
reportan incrementos significativos en el riesgo de LNH, LLC, LMA, MM, LMC y
leucemias agudas asociados al genotipo nulo!'84185188.190.195.196] " yiantras que
otros tantos estudios no muestran diferencias en el riesgo de cancer entre los
controles y los casos con LMC, LMA, MM, leucemias agudas y leucemias en su
conjuntol 8187189191191 'Be forma general, los analisis arrojan OR moderados,
con valores que van de 1 a 3; sin embargo, en algunos andlisis se alcanzaron
valores de hasta 7, con valores de OR aun mayores al analizar los genotipos

nulos-dobles. Es importante remarcar que todos estos estudios caso-control se
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realizaron en diferentes paises, con distintos backgrounds genéticos y con

numeros variables de participantes.

Respecto de los diseiios caso-control

Los estudios caso-control tienen la ventaja de requerir un numero menor
de individuos (respecto a otros tipos de estudios), ademas se realizan en un
tiempo corto y son adecuados para enfermedades cronicas o de aparicidon
tardia. Estas caracteristicas los convierten en una herramienta util para
estudios que buscan factores de riesgo asociados al cancer. Sin embargo,
llevar a cabo un caso-control adecuado puede resultar costoso, demandar
mayor tiempo y presentar ciertas dificultades en su disefio.

Respecto a la seleccion de las muestras, hay varios puntos importantes a
analizar, con el fin de tener en cuenta su impacto sobre los resultados de la
presente tesis:

- En los estudios caso-control, los casos deben ser representativos de la
poblacién enferma: en este trabajo, las muestras de tumores hematoldgicos
provienen de un hospital publico. Dado que la subpoblaciéon que se atiende en
estas instituciones puede ser diferente de aquella que se atiende en clinicas
privadas, las muestras de casos pueden no ser representativas de todos los
casos de cancer hematoldgico en la poblacion. Ademas, los casos provienen
de un solo hospital, y no de varias instituciones, lo que dificulta la aplicacion de
los resultados a la poblacion general.

- Los controles deben ser representativos de toda la poblacién, o del
grupo en esa poblacion que no esta afectado por la enfermedad: este es el
punto critico de los estudios caso-control. Para la presente tesis, fue posible
acceder a un grupo control de la misma poblacion que los casos (poblacion
hospitalaria), alcanzando una relacién caso:control de aproximadamente 1:3.

- La estratificacion poblacional puede generar asociaciones genotipo-
enfermedad. En los estudios caso-control sin un adecuado pareamiento de los
sujetos, es posible que la mayoria de los casos provengan de una
subpoblacién donde la enfermedad es mas frecuente, asi como la gran parte
de los controles provendran de una subpoblacién donde ésta es menos
frecuente. Lo mismo sucede con las frecuencias de los alelos involucrados en

el estudio (pueden distribuirse de diferente manera entre las subpoblaciones).
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En muchas ocasiones, estas subpoblaciones o estratos se corresponden con
grupos étnicos, en los que existen diferencias tanto en las frecuencias de alelos
de marcadores genéticos como en la prevalencia/incidencia de ciertas
enfermedades. En la presente tesis, los resultados se ajustaron por edad, sexo,
nivel educativo y lugar de residencia. El lugar de nacimiento no resulté ser un
factor por el cual corregir los resultados, por lo que no se lo tuvo en

consideracion para realizar los analisis.

Nuestro estudio presenta algunas fortalezas que vale la pena mencionar.
Las entrevistas fueron realizadas cara a cara y por el mismo entrevistador, con
todos los participantes, asegurando la obtencién de datos confiables y
consistentes. Ademas, si bien el tamafo muestral es pequefo, tiene una
potencia estadistica para detectar un OR=2, valor cercano a los reportes de
estudios caso-control similares. A pesar que casos y controles no estan
pareados por sexo y edad, se utilizaron ajustes estadisticos para minimizar los
potenciales sesgos, tal como se explicé antes. Es importante tener en cuenta
que nuestros resultados se obtuvieron a partir de un cuestionario no validado, y
que se conseguirian aproximaciones mas precisas usando herramientas
validadas. Debe recordarse también, que los estudios basados en poblacién
hospitalaria pueden tener cierto nivel de sesgo, debido a que los pacientes
controles pueden estar afectados por alguna enfermedad benigna con
posibilidad de transformarse en maligna. Por otro lado, el conjunto de EOH es
heterogéneo, con causas potencialmente diferentes. Un numero mayor de
muestras nos permitira realizar analisis de factores de riesgo para cada
patologia por separado. Por ultimo, se debe tener discrecion al extrapolar los
resultados de una poblacion a otra, dadas las diferentes composiciones étnicas

de las poblaciones reportadas en la bibliografia.
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Parte II - Conclusiones parciales

CONCLUSIONES PARCIALES

Los datos descriptos muestran que el VNTR de PER3 podria tener un rol
en el riesgo de leucemia, y que podria ser un marcador de las diferencias
individuales en el suefio y la vulnerabilidad a su disrupcion.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que los pacientes
oncoldgicos en la poblacion estudiada sufren cambios de humor, tanto positivos
como negativos, con mayor frecuencia respecto de otros pacientes, sanos o
con patologias no relacionadas al cancer. Estos datos podrian ser de utilidad
para el sistema sanitario que atiende y contiene a los pacientes oncoldgicos.

Respecto a los GMX, habitos dietarios y tabaquismo, nuestro estudio
ofrece datos relevantes relacionados a la etiologia de las EOH, en especial lo
concerniente al consumo de carnes asadas: un habito ampliamente practicado
en nuestro pais, y que se presenta -a partir de nuestro estudio- como un factor
de riesgo para estas enfermedades. Dada la incidencia media-alta de cancer
en Argentina, los estudios que evaluen posibles factores de riesgo
frecuentemente encontrados en la poblacion, contribuiran a dilucidar cuales de
ellos estan involucrados en la incidencia actual de las EOH -y de otros tipos de

cancer- para nuestro pais.
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Consideraciones finales

A través de un modelo murino de desincronizacién forzada por JLC,
combinado con un protocolo de tumorigénesis experimental, evidenciamos
alteraciones en la expresion de genes reloj y GMX, tanto a nivel de los NSQ
como en tejidos periféricos (higado y tumor). Estas alteraciones, producto del
desarrollo del tumor y/o de la condicidn cronica de desincronizacion forzada en
los animales, dan cuenta de las vinculaciones existentes entre los sistemas
circadiano, metabdlico y tumoral, tal como se aprecia en el creciente numero de
investigaciones realizadas sobre este tema, cuyos resultados refuerzan estas
hipotesis. Estos modelos experimentales son de gran relevancia para dilucidar
los mecanismos que promueven el desarrollo de patologias
epidemiolégicamente establecidas, como ciertos tipos de cancer o el sindrome
metabdlico, en personas que experimentan trastornos circadianos cronicos,
como los trabajadores nocturnos o en turnos rotativos.

Por otra parte, el disefio caso-control con pacientes oncologicos nos
permiti6 comenzar a describir aspectos relevantes de la etiologia de las EOH,
mostrando que determinados componentes genéticos y ambientales estarian
modificando la predisposicion de nuestra poblacion a padecer estas
enfermedades. Los resultados obtenidos en este trabajo para algunos factores
de riesgo, constituyen los primeros en ser reportados para nuestra poblacion y
para las EOH, especificamente.

Los estudios que busquen dilucidar las relaciones entre el sistema
circadiano, los procesos metabdlicos y el desarrollo tumoral, y como éstos se
ven afectados por factores genéticos, disrupcion del ritmo (jet lag social, trabajo
en turnos rotativos) o exposiciones ambientales (compuestos carcinogénicos,
habitos de vida) contribuiran a: 1) alcanzar mejores tratamientos oncologicos -
que maximicen los efectos deseados y minimicen los adversos-, 2) disenar
sistemas de trabajo por turnos con el menor impacto posible sobre la salud de
los trabajadores, y sistemas que consideren aspectos dietarios y habitos de
consumo, y 3) identificar poblaciones con mayor riesgo de cancer, sobre las

cuales aplicar estrategias de prevencion y reduccién del riesgo.
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HOJA DE INFORMACION Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO
PARA EL PARTICIPANTE

GENES METABOLIZANTES XENOBIOTICOS Y GENES RELOJ: UN ENFOQUE
MOLECULAR HACIA LA CRONOFARMACOLOGIA DEL CANCER

INVESTIGADOR PRINCIPAL: LIC. MARIA BELEN CERLIANI

INSTITUCION: INSTITUTO MULTIDISCIPLINARO DE
BIOLOGIA CELULAR
(CIC — CONICET)

Calle 526 y Camino General Belgrano - La
Plata

INFORMACION GENERAL: Por la presente se lo invita a Ud. a participar libre y
voluntariamente del estudio de investigacion “Genes Metabolizantes Xenobibticos y
Genes Reloj: un enfoque molecular hacia la Cronofarmacologia del Cancer”,
desarrollado en el Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE, CIC-CONICET).

Antes de firmar el consentimiento informado, usted debe LEER vy
COMPRENDER la explicacion sobre los objetivos, procedimientos e implicancias de la
investigacion mencionada.

INTRODUCCION: soy la Lic. Maria Belén Cerliani y estoy desarrollando un trabajo de
investigacion en la Unidad de Investigacion de Citogenética y Mutagénesis del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE) sobre: “Genes Metabolizantes
Xenobidéticos y Genes Reloj: un enfoque molecular hacia la cronofarmacologia
del cancer”. Antes de decidirse, puede hablar con alguien con quien se sienta
cémodo sobre la investigacion que se va a desarrollar. Puede que haya algunas
palabras que no entienda, por lo tanto le pido que por favor me interrumpa y le
explicaré nuevamente. Si tiene preguntas mas tarde, puede preguntarme a mi o a los
demas miembros del equipo.

PROPOSITO: Nuestro reloj bioldgico, denominado “reloj circadiano”, modula
numerosos procesos bioldgicos durante las 24 horas del dia, generando ritmos en la
fisiologia y el comportamiento de nuestro cuerpo. El reloj circadiano esta determinado
genéticamente y es tan importante, que todos los demas seres vivos también
presentan algun tipo de reloj. Unos pocos genes que participan en su funcionamiento
(denominados “genes reloj”) controlan a muchos otros, que se denominan en conjunto
“genes controlados por el reloj’. Estos ultimos, participan en funciones vitales como el
control del crecimiento celular, la muerte celular y la respuesta frente al dafio en el
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material genético (en el ADN). Por lo tanto, el reloj circadiano estaria jugando un rol
importante en el desarrollo y la progresién del cancer.

Asi como el reloj controla el suefio y la vigilia, la temperatura de nuestro cuerpo
y la produccion de varias hormonas, también regula el metabolismo de los farmacos
que consumimos y de los compuestos toxicos (que podrian causarnos cancer). El
procesamiento de todas estas sustancias esta a cargo de las enzimas metabolizantes
de xenobidticos (EMX), que se encuentran principalmente en el higado, y en menor
medida en todos los tejidos del cuerpo. Las EMX estan codificadas por los genes
metabolizantes de xenobibticos (GMX).

A partir de lo mencionado en los parrafos anteriores, se desprende que los
genes reloj y los GMX estan en estrecha relacién con procesos celulares basicos,
como el control del crecimiento y la muerte celular, el metabolismo de sustancias
procarcinégenas y drogas, y la respuesta de las células frente al dafo ocasionado por
estas sustancias. En los ultimos afos, numerosos trabajos de investigacion han
reportado un aumento en el riesgo de cancer asociado a variaciones (cambios en el
ADN) en los genes reloj y en los GMX. También se informaron diferencias en los
niveles de expresion de estos genes en los tejidos tumorales, cuando se los compara
con tejidos sanos.

El objetivo de este estudio es comenzar la elaboracién de un perfil crono-
farmacogenético del cancer, es decir, caracterizar la enfermedad desde el punto de
vista cronobiolégico dado por los genes reloj, y desde la farmacogenética dada por los
GMX, aumentando asi el conocimiento disponible para mejorar los tratamientos
oncoldgicos. Para alcanzar este objetivo, se evaluaran las diferencias en el ADN y en
los niveles de expresion de los genes reloj y los GMX, utilizando para ello: a) muestras
de pacientes oncolégicos, b) muestras de pacientes sanos, c) series de muestras
obtenidas a lo largo de un dia de pacientes bajo tratamiento oncolégico.

El objetivo a largo plazo implica la utilizacion de los conocimientos disponibles
para ajustar el tratamiento al paciente, indicando el farmaco correspondiente, la dosis
a usar y el momento del dia ideal para su administracion, obteniendo asi una mejor
eficacia y disminuyendo los efectos adversos.

TIPO DE INTERVENCION Y PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO: lo estamos invitando
a participar de este estudio y en el caso que usted decida su participacion, la
Investigadora Principal y el equipo de Investigacion procederan de la siguiente
manera.

a) Si a usted se le ha diagnosticado leucemia, se le tomara una muestra de
sangre (aproximadamente 10 ml, mediante puncion en vena periférica) o una
muestra de mucosa bucal (cepillando la cara interna de sus mejillas). No es
necesario que usted haya pasado por alguna linea de tratamiento contra la
enfermedad.

b) Si usted concurre a su médico en caracter de paciente sano, con el fin de
realizarse un control de salud, o concurre por otro motivo no relacionado al
cancer, se le tomara una muestra de sangre (aproximadamente 10 ml,
mediante puncién en vena periférica). Su muestra servira de control frente a las
muestras tumorales.
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c) Si usted esta internado, recibiendo tratamiento contra la leucemia, se le tomara
una serie de muestras de sangre o mucosa bucal (cepillando la cara interna de
sus mejillas), a intervalos de 6/8 horas durante un dia completo (8 hs., 16 hs. y
24 hs.). Esta serie de muestras se utilizara para medir niveles de expresion de
genes reloj y GMX a lo largo del dia.

Todas las muestras seran tomadas por personal de la Unidad de Diagndstico,
Tratamiento y Sostén de Enfermedades Hematicas - UTMO del Hospital Prof. Dr.
Rodolfo Rossi. Una vez acondicionadas para su correcto transporte, las muestras se
trasladaran al Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis del IMBICE, donde se
continuara con los protocolos de laboratorio establecidos, segun los objetivos de esta
investigacion.

En todos los casos, se realizara una entrevista clinica con usted. Si fuera
necesario repetir la toma de muestras, usted sera notificado. Todas las muestras seran
manejadas y analizadas unicamente por personas involucradas directamente en este
proyecto, y almacenadas en los freezers con que cuenta el Laboratorio de
Citogenética y Mutagénesis del IMBICE, a -20°C y -80°C. Durante el estudio se
utilizara parte de la muestra obtenida, conservando el resto como “resguardo” en caso
que existieran problemas durante el procesamiento de la muestra principal. El conjunto
de las muestras seran acondicionadas para su almacenamiento a largo plazo, y
podran ser utilizadas en futuras lineas de investigacién de la Unidad de Citogenética y
Mutagénesis, siempre referidas al estudio del cancer a nivel molecular, sus posibles
factores de riesgo -ambientales y genéticos- e implicancias para el tratamiento. Las
muestras de aquellos pacientes que deseen retirarse del estudio se destruiran
mediante su depdsito en contenedores especificos para residuos patolégicos, que
luego seran incinerados.

CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS AL PARTICIPAR DEL ESTUDIO: La
participacién como voluntario en este estudio no implica ningun riesgo para su salud e
integridad. Las molestias y efectos adversos estaran representados exclusivamente
por la toma de la muestra de sangre periférica referida en el procedimiento, cuyas
molestias pueden ser: hematomas, enrojecimiento y/o sensibilidad al tacto en el lugar
de donde se extrae la muestra; sin embargo, éstas seran de manera transitoria. La
toma de muestras de mucosa bucal mediante hisopado no conlleva ningun riesgo para
su salud.

En el caso de presentarse alguna de estas complicaciones usted puede contactarse
directamente con la Investigadora Principal, al T.E. 0221 15 607 0521 o a la Unidad
de Investigacion de Citogenética y Mutagénesis del Instituto Multidisciplinario de
Biologia Celular (IMBICE) 0221 421 0112, durante las 24 hs del dia.

CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS DE PARTICIPAR DEL ESTUDIO: No
existe ningun beneficio directo para usted por participar en la investigacion. Sin
embargo, este estudio puede contribuir a dilucidar las relaciones existentes entre el
reloj circadiano, los GMX y el desarrollo tumoral, aumentando asi el conocimiento
disponible para mejorar los tratamientos oncoldgicos.
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Usted no percibira ningun beneficio econémico por participar de este estudio.

ES OBLIGATORIA MI PARTICIPACION: No es obligatoria su participacion en el
presente estudio. La decision de participar en la investigacion depende solo de usted,
y esto no modificara en nada la conducta terapéutica ni su calidad como paciente.
Usted recibira el mismo tratamiento y cuidado que se les brindan a los demas
pacientes, independientemente que haya aceptado participar o no en el estudio que se
describe en este documento.

PUEDO RETIRAR MI CONSENTIMIENTO: Usted puede retirar en cualquier momento
su consentimiento para que se utilice su muestra de tejidos en la investigacién. Si
usted retira su consentimiento antes de que su muestra sea procesada, la misma sera
destruida o devuelta a usted inmediatamente informe su decisién. Sin embargo, si el
estudio de su muestra ya fue realizado, la Investigadora Principal podra utilizar los
datos obtenidos hasta el momento en el cual usted decida retirarse del estudio; en
este caso, se destruiran o devolveran a usted las muestras remanentes del tejido
extraido guardadas por seguridad.-

TENGO DERECHO A CONOCER LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACION Y
MIS DATOS PERSONALES: El objetivo de este estudio no es entregarle los
resultados de las pruebas. No obstante, los investigadores podran informarle los
resultados de la investigacién a su médico en caso que lo consideren necesario y que
sean relevantes para la patologia que lo afecta. Los investigadores no le informaran
ningun resultado, ni a usted, ni a ninguna compariia aseguradora, a sus empleadores,
familiares ni a ningun otro médico que no sea su médico tratante.

Usted tiene el derecho de solicitar informacién sobre cualquier dato personal
que el investigador principal y/o equipo de investigacion tengan de usted. También
tiene el derecho a solicitar que cualquier inexactitud en sus datos personales sea
corregida.

Cualquier informacion derivada directa o indirectamente de esta investigacion,
asi como cualquier publicacion resultado de este estudio, seran propiedad unicamente
del Investigador Principal y del Centro de Investigacion que lleva adelante el proyecto.

COMO SE ASEGURA LA CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS: Las muestras
extraidas seran identificadas mediante cdédigos numéricos confidenciales, que
permitiran mantener el anonimato del donante durante todo el estudio. En ningun caso
sera revelada la Identidad Personal del donante. En todo momento, se mantendran
separados los datos de su identidad y los resultados obtenidos. Muy pocas personas
estan en condiciones de acceder a estos datos, y menos aun de poder relacionarlos.
Los médicos tratantes no tendran acceso a los resultados de la investigacion. Como
excepcion, podran acceder a sus archivos y conocer su identidad las autoridades
regulatorias, quienes son las encargadas de controlar que la investigacion se esta
realizando en forma apropiada y conforme a las leyes y reglamentaciones vigentes a
tal fin.
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Los resultados de esta investigacion tienen como propdsito secundario ser
publicados en revistas cientificas, congresos y reuniones. En las mismas no
apareceran ni su nombre ni ninguna otra informaciéon que permita su identificacion.

Si ya no quiere compartir su informacién personal de salud, puede cancelar su
permiso en cualquier momento mediante notificacion por escrito al Investigador
Principal y/o personal del estudio al domicilio que figura en la primera pagina de este
Formulario de Consentimiento Informado. Como indica la ley N° 25.326, usted tiene el
derecho de acceder a sus datos en forma gratuita y la posibilidad de rectificarlos. En
caso de no poder acceder a los mismos tiene el derecho a hacer la denuncia
correspondiente en la Direccion Nacional de Proteccion de Datos Personales.

La Direccién Nacional de Proteccion de Datos Personales, Organo de Control
de la Ley N° 25.326, (con domicilio en Sarmiento 1185 — Piso 5 “p” — C1041AAX —
Ciudad Auténoma de Buenos Aires — Teléfono (011) 4383-8512/3, correo electrénico:
infodnpdp@jus.gov.ar), tiene la atribucion de atender las denuncias y reclamos que se
interpongan con relacion al incumplimiento de las normas sobre proteccién de datos
personales.

El presente trabajo de investigacién ha sido evaluado por el Comité de Etica en
Investigacion del Hospital Zonal General de Agudos San Roque de Gonnet, inscripto
en el Registro Provincial de Comités de Etica en Investigacion, dependiente del Comité
de Etica Central en Investigacion - Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires
con fecha 24/09/10, bajo el N° 019/2010, Folio 55, Libro 1°.

Si tiene alguna pregunta relacionada con sus derechos como participante en la
investigacion puede contactarse con el Comité de Etica en Investigacion, del Hospital
Zonal General de Agudos San Roque de Gonnet, coordinador Dr. Juan Pablo Von Arx
o Dr. Francisco Cafada al teléfono 0221 484 0290 int. 151.

EN CASO DE REQUERIR MAYOR INFORMACION, CONTACTAR A:

Lic. Maria Belén Cerliani

Unidad de Investigacion:

Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis — IMBICE
Calle 526 y Camino Gral. Belgrano s/n — Tolosa, La Plata
Tel.: (0221) 15 607 0521

E-mail: belencerliani@gmail.com

Dra. Silvina Richard

Unidad de Investigacion:

Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis — IMBICE
Calle 526 y Camino Gral. Belgrano s/n — Tolosa, La Plata
Tel.: (0221) 421-0112

E-mail: srichard@imbice.gov.ar
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA QUE FIRME EL
PACIENTE

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION EN EL PROYECTO
DE INVESTIGACION:
“Genes Metabolizantes Xenobidticos y Genes Reloj: un enfoque molecular hacia la
Cronofarmacologia del Cancer”

* He leido este formulario de consentimiento informado. También he tenido la
oportunidad de discutirlo con la Lic. Maria Belén Cerliani (o la persona designada para
manejar el proceso de consentimiento).

* Me han informado los riesgos y los beneficios. He recibido respuestas que he podido
comprender.

* Doy mi consentimiento para que la Lic. Maria Belén Cerliani obtenga y procese
informacion, inclusive la informacion sobre mi salud.

* Acepto libremente participar en este estudio.

» Autorizo el acceso directo a mi informacion personal privada (confidencial) a las
siguientes personas:

— Lic. Maria Belén Cerliani
— Personal involucrado en el estudio
— Comité del Hospital SAN ROQUE de Gonnet

* Entiendo que puedo retirarme de este estudio en cualquier momento. Si me retiro del
estudio, mi atencidén médica futura no se vera afectada. Si decido abandonar el
estudio, acepto que siga utilizandose la informacién que se haya obtenido sobre mi
hasta ese momento y que las muestras remanentes sean destruidas.

* No renuncio a ningun derecho legal al firmar este formulario.

Deben firmarse y fecharse dos secciones de firmas originales, como declaracion de
haber recibido y comprendido la informacion sobre el ensayo y de haber decidido libre
y voluntariamente participar en él.

Cada uno de los abajo firmantes debe completar todos los espacios a mano, en letra
de imprenta y sin usar sellos.

Es importante que conserve su original de esta seccion de firmas y la copia del
documento conteniendo informacién escrita sobre este ensayo durante el transcurso
del estudio.

Al firmar aqui, afirmo que me han dado una copia de este formulario. Guardaré mi
copia hasta que finalice mi participacion en el estudio.

Firma del Participante Fecha delafirma  Tipo y N° de identificacion (DNI/Otros)
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Firma del Padre/Madre o responsable (si aplica) Fecha de la firma

Nombre Tipo y N° de identificacion

Yo, el abajo firmante, le he explicado completamente al participante mencionado
anteriormente la informacion relevante sobre el estudio de referencia y le
proporcionaré una copia de este formulario de consentimiento informado, firmada vy
fechada.

Nombre de la persona que explico el

proceso de consentimiento informado Firma

Tipo y N° de Identificacion Fecha de la firma

Un testigo debera estar presente cuando se explique el Consentimiento Informado al
Paciente (Requerimiento obligatorio en Provincia de Buenos Aires de acuerdo al
Decreto Reglamentario 3385/08 de la Ley 11044). Se recomienda que el testigo sea
preferentemente una persona conocida del participante. Si esto no fuera posible, debe
estar presente como testigo una persona no relacionada con el centro de
investigacion.

Confirmo que la informacion en la hoja de informacion para la participante y cualquier
otra informacién escrita le ha sido explicada en forma precisa, y ha sido comprendida
por la participante y que el consentimiento fue otorgado libremente por parte de la
misma.

Nombre del testigo Firma

Tipo y N° de Identificacion Fecha de la firma
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HOJADE REGISTRO N° .......cccooviiiiiinn,

Fecha: ... Hospital: ...
Nombres: ... APEllidOS: ...
Sexo: Masculino 0 Femenino O Edad: ... e
1= o o o T o
Localidad/muniCipio: ......cooeieieiiii i Teléfono: ..o
Razon por [a que CONCUITE @ EXIraBrSE SANQIE: ... . ettt ettt ettt e e e et e e e e enaeeennnnnnes

Datos Sociodemograficos:

Fecha de nacimiento: ........................... Localidad, provincia: ........cccviiiiii i
Estado civil actual: Soltero/a 0 En pareja 0 Casado/a 0 Divorciado/a 0 Viudo/a OJ
om0 T3

Nivel educativo: N/A OO0 Primaria O Secundaria 0 Terciario d Universitario O

Antecedentes Clinicos:

Peso actual: ...........coviiiiiiiiii Estatura (Mts): ..o
¢,Consume algun tipo de medicamento actualmente? SI 0 NO O

Indique nombre, dosis (si recuerda) y frecuencia de toma: .........oiiiiii e

Antecedentes de Habitos

¢ Alguna vez fumoé cigarrillos? SIO NO O

¢Durante cuantos afios? ...............c.oeeeea. Cantidad de cigarrillos por dia: .........cccocviiiiiiiiiiiieene,
¢Fuma actualmente? SI 0 NO O Cantidad de cigarrillos por dia: ..........coeiiiiiiiiiii e
En caso de ya no fumar, indique la fecha en la que dejo el habito: ...

¢, Cuantas veces al mes consume carnes asadas?

Nunca | -1 |1 [ 2 |3 [ 4 |5 | Masde5 |

¢, Cuantas veces a la semana consume alimentos en lata (arvejas, jardinera, choclo, atun, etc.)

Nunca | -1 K [ 2 E | 4 IE | Masde5 |

¢, Cuantas tazas de café toma por dia?

Ninguna | -1 |1 [ 2 |3 [ 4 |5 | Masde5 |

¢, Cuantas veces al dia/por semana consume bebidas alcohdlicas? (marcar segun la respuesta del entrevistado)

Nunca | 1 2 3 4 5 Mas de 5 veces al dia

Nunca | 1 2 3 4 5 6 veces a la semana

Ocasionalmente durante el mes

Antecedentes ocupacionales

Situaciéon ocupacional actual:

Empleado [0 Trabajador por cuenta propia [0 Trabajador familiar 0 Patréon OO Desempleado O
Retirado/jubilado/pensionado 0 = Ama de casa 1  Estudiante O

Registro de empleos actuales y anteriores:

Antigliedad en el puesto

Activi H i io*
ctividad orario de trabajo (desde-hasta)
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* Indicar si trabaja/trabajo de dia (manana/tarde), en sistema de turnos rotativos, turnos nocturnos o guardias con
francos.

Antecedentes Familiares de Cancer:

¢ Alguno de sus familiares tiene o ha tenido cancer? Sl O NO O

T To T T TS o [T 1= o U 1= 1=
B O LU L= oY I e L= o= g Lo Y

Pacientes oncolégicos

Historia de la Enfermedad:

= Yot g = e L= I = o T 1= 1o o
I oo T L= 7= T o7 =Y
Tratamiento:

Quimioterapia 0 Radioterapia O Cirugia O Terapia experimental 0 Trasplante 0 Otra O

Detalles del tratamiento: ... ... e e e

Informacion sobre funcionalidad: (considerar los ultimos meses)

¢, Ha bajado o subido de peso? §CUANtOS KIlOS? .......ooiiiiiii i e
¢ Tiene mas o menos apetito que de costumbre, 0 no nota ningln cambio?...........ccceeeiiiiiiiiiiiie e
¢,Coémo se siente de humor? ; Esta tranquilo, contento, alegre, preocupado, enojado,

Lo =T o] 10 0T o (o 1 o PRSP RPPP
¢,Coémo siente que esta su nivel de energia? ;Se siente despierto y activo, o cansado, fisica 0 mentalmente?
Cuando se despierta, ¢se siente MUY CaNSAAO? ... ...ttt e
cDuerme bien, SiN ProbIEMAST ...ttt e ettt e e s et e e e e st e e e na e e e e e anneaea e e s
¢ Tiene problemas para quedarse dormido? Sl O NO O

¢, Se despierta varias veces? Sl [J NO O

¢, Se despierta muy temprano en la madrugada? SI O NO O

¢, Sabe usted si ronca, o alguien le ha dicho que ronca? Sl O NO O
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Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas

Marzo 28, 2012

Dictamen

Proyecto: “Genes Metabolizantes Xenobioticos y Genes Reloj un enfoque
molecular hacia la Cronofarmacologia del Cancer”

Investigador responsable: Becaria Lic. Belén Cerliani, Laboratorio de Citogenética
y Mutagénesis, Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE, CIC-
CONICET)

Director de beca: Dra Silvina Richard

Examinados la Carta de Informacidn a los pariicipantes y el formularic de
Consentimiento Informado, referidos al proyecio «Genes l\ﬂetabolizantes
Xenobidticos y Genes Reloj: un enfoque molecular hacia la Cronofarmacologia del
Cancer» , presentado por Ia becaria Lic Belén Cerliani, este Comité comprueba
que ambos documentos han sido corregidos de acuerdo a las indicaciones
realizadas por los miembros del Comité. Por este motivo y en razdn de que la
formulacion del proyecto contempla las recomendaciones enunciadas en el Marco
Etico de Referencia para las Investigaciones Biomédicas : Principios Eticos para
las Investigaciones Biomédicas en seres humanos, el Comité de Etica en
investigaciones Biomédicas del IMBICE avala la realizacién del Proyecto.

Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas — IMBICE

Dra. Lidia A. Vidal Rigja — Coordinadora
Dr. Luis J. Couyet
Dr. Eduardo L. Tinant

INSTITUTO MULTIDISCIPLINARIO DE BIOLOGIA CELULAR
Calle 526 ef 10 y 11 - CC 403 - 1800 La Plata ~ Argentina
Tel/Fax: (54 221} 4210112

E-mail. administracion@imbice. org.ar




Provincia de Buenos Aires

| HSRG Ministenio de Satud!

= Comiteés de Etica y de Investigacion
e Hospita! Zonat General de Agudos San Roque / Gonnel
Gonnet, 13 de Mayo de 2013
Director del IMBICE

Dr. Mario Ermacora

1.P.

Lic. Maria Belén Cerliani
S/D

El Comité de Etica y el Comité de Investigacion, han evaluado la propuesta de la Lic.. Maria
Belén Cerliani en su caracter de Investigadora Principal del estudio de referencia, habiendo
arribado al presente DICTAMEN para la realizacion del trabajo de investigacion cuyos datos son los

siguientes:
Titulo del Estudio: “Genes metabaolizantes xenobidticos y
genes reloj: Un enfoque molecular hacia
Ia Cronofarmacologia del Cancer” .-
Hoja de informacidn al paciente/sujeto: Version 1.0, de fecha abril de 2013
Formulario de Consentimiento Informado: Version 1.0 de fecha abril de 2013
Patrocinador: Sin patrocinio - Autorizado por la
direccion del IMBICE y el Laboratorio de
Citogenética y Mutagénesis {IMBICE); con
la colaboracion del drea de Hematologia y
Unidad de Transplante de Médula Osea
del Hospital Prof. R. Rossi.-
Vistos y evaluados los antecedentes y tomando en consideracion los siguientes
aspectos:

e la pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los
requisitos de las (leyes — declaraciones — disposiciones) del pais y Declaracidn de Helsinki.

* Los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
estudio, justificacion de los riesgos y molestias previsibles para el su;eto asn _como los
beneficios esperados. ‘

Calle 508 e/fi§'y 19 - (1897) Gonnet, Buenos Aires, Argentina-~ ,
Teléfono (+54+221) 90/91/92/94 Interno 151. Fax(+54+221)471~‘i:>93~ I RO

Ji FRANCISCU A CANADE
M P 15429
JEFE de SE RVICIO
DOCENCIA e |NVECT|GAU°N
H oL A SANROQUE LUN.

LO VU
EOUR’ BINAbOR COMNT/éR'\

DE HTICA
- SAN ROQUE DE GONNET




Zrovincia de Buenos Ares

Miristeno de Salud!

Comités de Etica y de Investigacion

Hospital Zonal General de Agudos San Roque / Goninel

El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la informacion
para los sujetos, el plan de reclutamiento y las compensaciones previstas para los sujetos
por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el ensayo.

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas y su posible interferencia con el
respeto a los postulados éticos.

El cumplimiento del Régimen Legal aplicable al ensayo bajo analisis.

La opinién FAVORABLE emitida por el Comité de Etica y de Investigacion.

3 FRANCISCO A& CAksDL

o ean Or. JUAN PABLO VON AR
JEFE g SERVICIO COORD‘NAE[‘)PR COMITE

HOCENCIA & INVESTIGAGION DE ETICA

[ L) G A SANROQUE GUNLT IOSP. SAN ROQUE DE GONNE™

Calle 508 e/18 y 19 - (1897) Gonnet, Buenos Aires, Argentina
Teléfono (+54+221) 484-0280/91/92/94. Interno 151. Fax (+54+221) 471-1593
e-mail: cei_gonnet@yahoo.com.ar



