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1. RESUMEN

Los relojes circadianos han sido desde hace mucho tiempo una de las grandes incognitas
de la biologia moderna. Desde la primera observacién en los ciclos de apertura y cierre
de las plantas, hasta el premio Nobel de la Medicina y Fisiologia de 2017, estos relojes
han ido aportando con gran rapidez cada vez mas evidencia de su importante papel en
la biologia de todos los seres vivos. Su participacion en multiples vias de regulacion
hormonal y del ciclo celular, asi como de su dependencia del ciclo dia/ noche natural,
amenazado por el drastico cambio en el estilo de vida del ser humano actual, los
convierten en objeto de estudio de un creciente numero de investigaciones cientificas
en relacién, sobretodo, con el cdncer.

Con este trabajo se pretende revisar el conocimiento actual del mecanismo de accién
de los relojes circadianos, y hacer una revision de la literatura cientifica que relaciona la
alteracion de estos relojes con el desarrollo de cancer, para analizar la situacion actual
sobre este tema.
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Palabras clave: “reloj circadiano”, “genes reloj”, “cancer”, “melatonina”.

ABSTRACT

Circadian clocks have been for long one of the greatest unknowns of modern biology.
From the first observation in the cycles of opening and closing of the plants, to the Nobel
Prize in Medicine and Physiology of 2017, these clocks have been contributing with great
rapidity more and more evidence of their important role in the biology of all beings alive.
Their participation in multiple hormonal regulation and cell cycle pathways, as well as
their dependence on the natural day/night cycle, threatened by the drastic change in
the lifestyle of the current human being, make them an object of study of an increasing
number of scientific research in relation, above all, to cancer.

This paper aims to review the current knowledge of the mechanism of action of circadian
clocks, and make a review of the scientific literature that relates the alteration of these
clocks with the development of cancer, to analyze the current situation on this subject.
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2. OBJETIVOS Y METODOLOGIA

El presente trabajo es una revisidon exhaustiva de los datos recogidos en la literatura
sobre el conocimiento del mecanismo por el cual los relojes circadianos ejercen su
actividad reguladora, asi como de sus interacciones entre ellos, y de cédmo su alteracién
puede influir en el desarrollo, crecimiento y diseminacion de algunos tipos de cancer.
Para ello, se ha realizado una busqueda bibliografica utilizando como base de datos de
referencia PubMed. La busqueda se realizd utilizando, principalmente, las siguientes
palabras: Relojes circadianos; Genes reloj; Cdncer. Los distintos bloques llevan,
adicionalmente, otras palabras para centrar su busqueda. Cabe resaltar el uso de las
palabras: PER1, PER2, BMAL1, cancer de células escamosas, cdncer de pulmdn, cancer
de mama, cdncer de prostata, cdncer colorrectal, que fueron usadas para desarrollar
una parte mas especifica del trabajo. Los articulos que fueron incluidos se considera que
ofrecen informacién relevante relacionada con los genes reloj y su relacién con el
cancer. Las referencias bibliograficas de los articulos seleccionados, incluidos los
estudios, investigaciones originales y otros articulos de interés se han analizado en
busca de articulos adicionales de apoyo para la revision.

El objetivo principal de este trabajo es armonizar una idea del cadtico funcionamiento
del reloj circadiano en los mamiferos y analizar de la forma mas especifica posible el
conocimiento actual sobre la relacién de los principales genes reloj con el desarrollo de
cancer. Al mismo tiempo se pretende valorar la posible aplicacion al tratamiento del
cancer del conocimiento de estos genes.



3. INTRODUCCION

La idea de la ritmicidad bioldgica esta clasicamente mucho mas arraigada al mundo de
las plantas que al de los animales, ya que ha sido mucho mas estudiada en éstas. Los
primeros datos documentados pertenecen al astrénomo francés Jean-Jacques d’Ortous
de Mairan, que encerrd especimenes de Mimosa pudica en cajas en condiciones de
oscuridad total. Bajo la influencia de la luz solar, las hojas de esta planta se mantienen
extendidas durante el dia y se retraen durante la noche. Pero cuando encerré estas
plantas en cajas, seguian manteniendo los ciclos de cierre y apertura de las hojas. De
Mairan postuld la existencia de un “reloj interno” capaz de regular su actividad en
ausencia de luz solar, tal y como se recoge en Histoire de I’Academie Royale des Ciences
(Paris 1729). Sin embargo, esta idea no fue bien aceptada por la comunidad cientifica
de la época, argumentando que “seguramente entraba algo de luz por las cajas” o
“quizas la planta responde a cambios de temperatura”.

Carl Linnaeus, botanico y naturalista sueco, ided un peculiar reloj floral, descrito en su
obra Philosophia botanica (1751), reflejando en él las distintas variedades de plantas
gue florecen en cada una de las horas del dia. Esto refuerza la idea de la ritmicidad
bioldgica en las plantas.

Apenas unos afios mas tarde, dos botanicos franceses, Du Monceau y Zinn, demostraron
en la obra La Physique des arbres (1758) que los movimientos de la Mimosa pudica eran
independientes de la temperatura, aunque tampoco tuvieron mucho éxito frente a la
comunidad cientifica del momento.

No fue hasta 1823, cuando De Candolle, un botdnico genovés, repitid el experimento de
De Mairan, segun describe en su obra Regni vegetabilis systema naturale, confirmando
sus resultados, pero afiadiendo dos importantes conclusiones. La primera, que el ritmo
de movimiento de las hojas aislado del medio no poseia un periodo exacto de 24 horas,
sino algo menor. La segunda, que era posible invertir el ritmo bioldgico. Para ello colocé
las plantas en oscuridad durante el dia y las ilumind durante la noche, consiguiendo a
los pocos dias que se adaptasen al nuevo ciclo luz/oscuridad, de tal manera que las hojas
pasaron a abrirse durante la noche y a cerrarse durante el dia.

Sin embargo, aun tuvieron que pasar muchos afos hasta que la idea de la existencia de
“relojes internos” fuera admitida como una verdad cientifica. En 1880, Charles Darwin
publicé el libro The Power of Movements in Plants en el que concluye que los cambios
periddicos en la posicion de las hojas son una propiedad “inherente” a la propia planta.

Como se puede apreciar hasta ahora, todos estos estudios pioneros se realizaron en
plantas, por lo que durante mucho tiempo la existencia de estos “relojes internos” se
consideré como una propiedad del reino vegetal. No fue hasta finales del siglo XIX
cuando se publicaron las primeras observaciones sobre la existencia de ritmos diarios
de temperatura corporal en trabajadores a turnos y soldados. En la década de los treinta
se fundd la primera sociedad cientifica dedicada al estudio de los ritmos bioldgicos,
Society for Biological Rhythms, y en 1960 se celebré en Cold Spring Harbor (USA), el
primer simposio internacional sobre ritmos bioldgicos, considerado el nacimiento oficial
de la cronobiologia como rama de la biologia con identidad propia.



En 1971 se llevé a cabo el que puede ser el experimento mas transcendental y conocido
realizado en animales, en relacién a la localizacién del reloj bioldgico. Vino de la mano
de Seymour Benzer y Ronald Konopka y consistio en inducir mutaciones en la
descendencia procedente del cruzamiento de moscas del vinagre tratadas con diversas
sustancias quimicas. Algunas de estas nuevas moscas mostraban alteraciones en su ciclo
normal de 24 horas. En algunas se acortd y en otras se alargd, pero se demostrd que en
todas estaba el mismo gen mutado (1).

Siguiendo el modelo anterior, en 1984, Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W.
Young, utilizaron el mismo modelo experimental (Drosophila) para aislar ese gen, al que
llamaron “periodo” y que estd asociado al control del ritmo biolégico normal. Mas tarde
describieron que este gen y otros se autorregulan a través de sus propios productos
generando oscilaciones de unas 24 horas, de tal forma que cada célula poseia su propio
reloj interno autorregulado (2).

Hall, Rosbash y Young fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia
por sus investigaciones sobre los ritmos circadianos y los genes y proteinas que
participan en estos ciclos en 2017.

4. RELOJES BIOLOGICOS

4.1 ¢QUE SON?

Hoy sabemos que los relojes internos son “productos” de la expresion de diversos genes,
es decir, vamos a encontrarnos una serie de genes que, dependiendo del momento del
dia, van a expresarse o no, por lo que fueron denominados “genes reloj” (3).

El estilo de vida del ser humano del siglo XXI le expone a distintas situaciones con
distintos niveles de exigencia a lo largo del dia, por lo que no tendrd la misma
temperatura corporal medida por la mafiana y por la noche, al igual que no tendra la
misma activacién metabdlica o los mismos niveles de hormonas. Todo depende de las
situaciones a las que nos enfrentemos en el momento, o mejor dicho, a las que tenemos
previsto enfrentarnos (3).

Para hacer frente a todas estas situaciones, nuestro organismo tiene muy buena
capacidad adaptativa. Ante un cambio en las necesidades fisioldgicas (por ejemplo, al
hacer ejercicio) rdpidamente se detectan alteraciones (mayor consumo de oxigeno) y se
pondrian en marcha las respuestas adaptativas correspondientes (aumento de la
frecuencia cardiaca y pulmonar). Este sistema es fundamental para la adaptacion (3).

No puede negarse que, a lo largo de la historia de la evolucién, en todos los seres vivos,
desde las plantas hasta los animales, ha sido crucial la influencia de los ritmos geofisicos.
La duracién del dia a lo largo de toda la linea evolutiva del ser humano apenas ha sufrido
variaciones, y esto influye en que llevemos una actividad con cierta “rutina” o
“periodicidad” en nuestras funciones mas basicas. Por ejemplo, habitualmente nos
levantamos, trabajamos, nos alimentamos y nos dormimos, todo hacia la misma hora.
Podriamos decir que nuestro organismo se prepara con antelacion a las necesidades
especificas previsibles para cada momento del dia (3).



Poco antes de la hora a la que nos levantamos, la presion arterial, frecuencia cardiaca
temperatura corporal y concentracidn sanguinea de cortisol comienzan a elevarse,
mientras que la secrecion gastrica aumentard hacia la hora a la que se suele comer. Estas
respuestas no son “reactivas”, sino “predictivas”, es decir, se anticipan a las demandas
previstas para cada momento del dia. No se producen en respuesta a los cambios
medioambientales, sino que son controlados por un reloj interno y por lo tanto estan
genéticamente determinados (3).

Estado de méxima alerta

Aumenta la secrecion de tes-
tosterona, buen momento para
hacer deporte

Menor tiempo
de reaccidn
Cornienza a movilizarse

tu intestino Mejor funciona-

miento cardiovas-
cular y elasticidad

Tens16n arterial
mas alta

Parada de la secrecion
de melatonina

Maxima tempera-
tura corporal

Mimina temperatura
corporal Inicio de la secrecién

(AR de melatonina

Mixima relajacién, m Detencidn de movi-
J 00:00

suefio profundo mientos intestinales

Figura 1: Variaciones diarias de algunas funciones fisioldgicas (Imagen adaptada de M. Smolensky, The
body clock guide to better health, 2000).

4.2 iDONDE ESTAN?

En el ser humano existe un reloj interno central situado en los Nucleos
Supraquiasmaticos (NSQ), que consiste en un grupo de acumulos de neuronas (cada una
de ellas con su propio reloj interno) situadas en el hipotalamo, capaces de ejercer un
control temporal de las funciones bioldgicas. Los ritmos suefio/vigilia, los cambios en
niveles sanguineos de las hormonas, la sensibilidad al dolor o incluso la capacidad
intelectual, la habilidad manual o la fuerza fisica varian a lo largo del ciclo diario (3).
Este NSQ es considerado el “oscilador endégeno”, “marcapasos” o “reloj interno
propiamente dicho”, y sabemos esto gracias a que, en 1985, Fred Turek, un investigador
de la Northwestern University (lllinois, USA), demostrd que extirpando quirdrgicamente
los nucleos supraquiasmaticos cesaba la actividad ritmica de los ratones; mientras que
al trasplantarlos a animales arritmicos por carecer de NSQ, éstos recuperaban la
ritmicidad propia de los NSQ del donante (4).

Como ya hemos mencionado anteriormente, no solo el NSQ tiene ritmicidad, si no que
todas y cada una de las neuronas que lo constituyen tienen su propio “reloj interno”, y
A



mas aun, no solo eso, si no que estos genes reloj se expresan en todas las células del
organismo (3).

Esto inicialmente puede entenderse como una anarquia de relojes ya que, si cada célula
marcase su propio ritmo, guiada por su reloj particular, el organismo seria un caos
funcional. Pero esto no ocurre ya que existe una relacidn jerarquica entre el reloj que
configura el NSQ o central, y los relojes de cada drgano, o periféricos. Solo los NSQ
reciben informacién directa de lo que esta pasando en el exterior, ya que solo ellos
tienen conexidn con el medio ambiente a través de la luz que llega a los ojos, y detectan
la alternancia luz/oscuridad. Los relojes periféricos no disponen de esta informacién,
sino que la reciben del reloj central, de tal manera que son coordinados por éste, como
describiremos a continuacion (3).

4.3 {COMO FUNCIONAN?

4.3.1 Nucleo Supraquiasmatico

En el ser humano, los NSQ no marcan dias de 24 horas, si no que los marcan de unas 25
horas y va a ser la luz ambiental el principal agente encargado de sincronizar nuestro
reloj bioldgico con la duracién del dia. Entonces, équé ocurriria en ausencia de luz?
Hemos dicho que los NSQ tienen un ciclo de unas 25 horas; por lo tanto, si una persona
se encerrara sin luz una temporada, acabaria teniendo dias de 25 horas, ya que la luz no
podria ajustar esa hora de exceso (5).

Pero como hemos dicho antes, la luz es el principal sincronizador, pero no el Unico. En
condiciones en las que la luz no puede actuar como sincronizador principal (como en
sujetos con ceguera total) seran otras sefiales ritmicas, estables y potentes, las
encargadas de sincronizar nuestro reloj interno como puede ser la comida o la actividad
fisica las que regulen los NSQ (5).

Volviendo a la luz, ya que es el principal y mds importante agente sincronizador, écémo
llegan las sefiales luminosas hasta nuestro reloj bioldgico? La luz entra a través de los
ojos y es percibida por los conos y los bastones, pero también por un tipo celular
denominado: células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles. Estas
ultimas contienen el fotopigmento llamado melanopsina, e integran la sefal de luz
recibida de dos formas diferentes: directamente, gracias a su fotosensibilidad intrinseca;
y por una conexién sinaptica (via aferente) desde los conos y los bastones. Las
proyecciones neuronales dependientes de la melanopsina conectan la retina con areas
cerebrales profundas, como el nucleo de la oliva pretectal, la glandula pineal y tdlamo
entre otros (5).

4.3.2 Relojes celulares

A dia de hoy sigue habiendo pequefas lagunas en la comprension de este mecanismo
funcional. En el nucleo de las “células reloj” se expresan ciclicamente diferentes genes
reloj. Como ya sabemos, estos genes se identificaron primero en la mosca del vinagre,
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posteriormente en ratones y mas tarde ya en el hombre. De una manera muy sucinta se
podria decir que estos genes controlan la sintesis de unas proteinas que tienen la
propiedad de bloquear su propia sintesis. Cuando estas proteinas son destruidas, cesa
el autobloqueo y comienzan a ser sintetizadas de nuevo, y asi de forma ciclica. La
secuencia de eventos seria la siguiente: (6)

La expresion del gen reloj
conlleva la sintesis de un
producto proteico

Estas proteinas, van a
autoregularse ejerciendo
un bloqueo de la expresién
del gen

Al cabo de un tiempo, se
degradan y por lo tanto
cesa el bloqueo del gen

Este es un campo de investigacion muy explotado actualmente ya que cada vez se
identifican mas genes reloj, y por lo tanto cada vez se estda mas cerca de conocer con
exactitud la forma en la que estos genes provocan la ritmicidad intrinseca de las células.

El gen reloj vuelve a iniciar
un nuevo ciclo de sinteis
proteica

4.4 (QUE PASA DURANTE LA NOCHE?

Hasta ahora hemos descrito cémo la luz diurna es capaz de regular los relojes bioldgicos,
pero durante la noche no hay luz que pueda regular. Para entender mejor lo que sucede
en oscuridad tenemos que introducir la melatonina, una hormona que se sintetiza
fundamentalmente en una glandula ubicada en el cerebro, la glandula pineal, que es un
érgano que, en respuesta a los cambios de luminosidad medioambiental, detectados
por la retina y transmitidos hasta ella por una compleja via nerviosa, genera una sefal
quimica, la melatonina, que circula por el cuerpo a través de la sangre, llegando a todas
las células del organismo. Por lo tanto, esta hormona se va a sintetizar Unicamente en
oscuridad ya que, en presencia de luz, esta via esta bloqueada (7).

Por lo tanto, la melatonina va a ser la encargada de informar a todas las células de
cuando se hace de noche. De la misma manera, la ausencia de melatonina informa de
cuando es de dia (7).

En un sujeto sano, cualquier exposicion a un estimulo luminoso lo suficientemente
intenso, aunque sea breve, va a suprimir de inmediato la produccién de melatonina tal
y como se ejemplifica en la figura 2. Las fuentes de luz natural, como puede ser la luna
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o los sistemas de iluminacion artificial no eléctricos no llegan a suprimir la produccién
de melatonina. Sin embargo, la luz artificial eléctrica, que usamos desde hace apenas
100 afios, si que puede tener intensidad suficiente para afectar la actividad de nuestra
glandula pineal e inhibir completamente la sintesis nocturna de melatonina (5).

En el apartado siguiente, describiremos las funciones de la melatonina en condiciones
de salud y su papel en algunas patologias.

Human Mclatonin Suppression by Light

70

Environmental lighting situation  Typical illuminance range [Ix]
60 Daylight, clear sky 50 000-100 000
é o Daylight, overcast sky 10 000-20 000
w . Light therapy lamp 5000-10 000
§ 40 . Precise indoor workbench 1000-2000
; o Typical indoor office setting 300-500
e Living room lighting 50-200
g 20 Street and walkway lighting 5-20
o Full moonlight <1

— ————

~——————
200 350 500 000 3000

LIGHT INTENSITY (LUX)

Figura 2: Grafica que nos muestra la curva del porcentaje de supresién de melatonina (ordenadas) frente
a la intensidad de luz (abscisas). Al lado, una tabla que nos asocia situacion de la vida cotidiana con la
intensidad de luz a la que nos expone. Podemos observar como situaciones a la que todo el mundo se
expone, como puede ser estar en el salén iluminado puede suprimir la produccion de melatonina (Tomado
de M.M. Machi et al, Human pineal physiology and functional significance of melatonin, 2004).

4.4.1 Funciones de la melatonina

La melatonina se encuentra en todos los seres vivos de los reinos vegetales y animales.
Este hecho hace pensar que sus funciones puedan ser multiples y distintas dependiendo
del organismo. Una de las acciones mejor caracterizadas es la accion antioxidante.

Debido al propio metabolismo y a la accidn de factores ambientales, como la radiacion,
se generan en nuestro organismo compuestos quimicos muy inestables llamados
“radicales libres”. Estos compuestos son altamente reactivos y causan lesiones en el
material genético, por lo que se les ha considerado como posibles causantes del cancer
y de procesos de envejecimiento. Una posible explicacién a la necesidad de una mayor
accién antioxidante durante la noche es que se ha demostrado que durante el suefio,
nuestro organismo experimenta una mayor tasa de renovacion celular, de tal manera
gue la presencia de niveles circulantes de melatonina superiores a los del dia seria una
forma de proteger el material genético de posibles dafios por agentes oxidantes (7).

Otra de las funciones de la melatonina es, como ya hemos citado, es el control de la
alternancia vigilia/suefio, siendo por ello una sefial de que ya no hay luz en el exterior.
Se ha demostrado que es la causante de la modulacion fisioldgica que experimentamos
al inicio del suefio, como es el descenso de la temperatura corporal. Gracias a su efecto
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inductor del suefio demostrado, podemos encontrar una variedad de farmacos cuya
féormula molecular es muy semejante a la de la melatonina (7).

Para terminar con las funciones mds importantes de la melatonina en el ser humano,
vamos a hablar de sus posibles efectos antiestrogénicos, esto es, un control restrictivo
de la sintesis y las acciones de las hormonas estrogénicas. En niflos con tumores
cerebrales que destruyen la glandula pineal, se puede apreciar un desarrollo sexual
precoz. También en mujeres con amenorrea se han apreciado concentraciones elevadas
de melatonina en sangre, que podrian ser las responsables de la inhibicion de su funcién
ovdrica. Estos hechos, ponen de manifiesto la accion inhibitoria de la melatonina sobre
la reproduccion sexual, provocando, en caso de su defecto desarrollo sexual precoz, y
por lo contrario en caso del aumento de su concentracion sanguinea en la mujer, cese
del ciclo menstrual (7).

Ademds, se ha demostrado que, en la mujer, a lo largo del ciclo menstrual, los niveles
de melatonina van a fluctuar, siendo minimos en la ovulacidn. Esto ha sido la base para
justificar su posible relacidon con la etiologia de algunos tipos de tumores mamarios,
particularmente aquellos cuyo desarrollo dependen de hormonas ovaricas (7).

4.4.2 Papel de la melatonina en el cancer

La melatonina tiene un papel protector en el cancer, inhibiendo los procesos de inicio,
progresion e incluso a nivel de metdastasis (esto ultimo especialmente importante en el
cancer de mama, ya que es la causa de muerte en estas pacientes). Ademads, se ha
demostrado que tiene la capacidad de reducir las consecuencias téxicas de los agentes
quimioterapéuticos a la vez que incrementa su eficacia (8).

En el inicio del proceso cancerigeno, sustancias con alto poder oxidante, como pueden
ser por ejemplo los productos de agentes ionizantes, crean inestabilidad en el ADN de
las células, lo que puede desembocar en mutaciones iniciadoras del cancer. Se ha
descrito que la melatonina es un neutralizador del radical hidroxilo, responsable de
cerca del 70% del dafio gendmico en células expuestas a radiaciones de alta energia.
Esto se demostré en un estudio en el que a voluntarios humanos se les administré
melatonina de forma oral y se les extrajo linfocitos que fueron expuestos ex vivo a
radiacion ionizante. La frecuencia de dafio cromosdémico se redujo en un 60-65% en los
linfocitos obtenidos de los individuos bajo tratamiento con melatonina frente a
linfocitos extraidos durante el dia de otros individuos que no recibieron este tratamiento

(9).

En cuanto al papel que juega la melatonina en la progresion de las células cancerigenas,
se ha visto que, mientras que en células normales la melatonina es capaz de neutralizar
agentes oxidantes, en las células tumorales, por el contrario, estimula su produccién.
Esta sorprendente diferencia se explica por una diferencia de receptores y vias de
sefializacion intracelular estimulados en ambos tipos de células. El acimulo de estos
agentes oxidantes se traduce en una induccidn de la apoptosis. Por lo tanto puede
inferirse que la melatonina podria mediar la muerte de las células cancerigenas
conduciéndolas a la apoptosis (8).
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No se quedan ahi las acciones de esta hormona con respecto al cancer. Se ha
demostrado en situaciones en las que hay contaminacion luminica durante la noche y
también en individuos ancianos (que tienen niveles de melatonina reducidos) que el
cancer es frecuentemente mas resistente a terapias hormonales. Incluso la disrupcién
nocturna de los niveles de melatonina en plasma conduce a una pérdida completa de
respuesta tumoral a algunos tratamientos de quimioterapia, como la doxorrubicina (8).
Ademas, la coadministracion de melatonina aumenta la sensibilidad del cancer al efecto
de los agentes quimioterapéuticos o bien la melatonina es capaz de hacer sensibles
algunos canceres que previamente eran resistentes al tratamiento (10,11).

Por ultimo, sefalar sus acciones a nivel de metdstasis. Las metdstasis son las
responsables de la mayor parte de las muertes por procesos malignos. Es un proceso
gue requiere que las células cancerigenas se escapen del tumor primario, sobrevivan a
su transporte en la sangre, y puedan anclarse y proliferar en algun punto distante. La
melatonina es capaz de actuar tanto a nivel celular, como modificando el microambiente
tumoral. Todo esto incluye la regulacion de diferentes procesos como son: la relacion
célula-célula, célula-matriz, remodelado de la matriz celular, reorganizacién del
citoesqueleto, transicion epitelio-mesenquimal y angiogénesis (8).

En los ultimos afios, se ha demostrado el papel oncostatico de la melatonina cuando es
administrada junto a la quimioterapia en el tratamiento de algunos tipos de cancer entre
los que, ademds de los tumores dependientes de hormonas se encuentran el
pancredtico, de estdmago, microcitico de pulmén, ovarico o leucemia (12).

Todo lo anteriormente mencionado apunta a que estamos ante una nueva funcién de la
melatonina: hacer de moduladora entre el tratamiento quimioterapéutico y las células
tumorales. Aun queda mucho por investigar, sobre todo a nivel molecular, para
esclarecer cuales son los mecanismos en los cuales reside este efecto de la accién de
esta hormona sintetizada en oscuridad.

5. LA LUZ COMO POTENCIAL CARCINOGENO

La entrada de la luz eléctrica en la vida del ser humano es un hecho de indiscutible
transcendencia ya que seria inviable pensar, ahora en pleno siglo XXI, en restringir el uso
de los dispositivos electronicos durante la noche, asi como del alumbrado nocturno. Esto
ha pasado a ser un componente inseparable de la vida desde que empezd su uso de
forma masiva hara apenas un siglo, que, si tenemos en cuenta los 5 millones de afios
que llevan los hominidos poblando la Tierra, es muy poco tiempo. Esta ruptura del ciclo
de penumbra cada 24 horas va a afectar a la fisiologia del ser humano. De hecho, se han
publicado muchos trabajos en los que se ha correlacionado la exposicién a la luz
nocturna con un incremento en la incidencia de algunos tipos de cédncer, por ejemplo,
en gente especialmente expuesta a la luz durante la noche, como son los trabajadores
de turnos nocturnos.
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5.1 CANCER DE PROSTATA

Un estudio epidemioldgico llevado a cabo sobre un grupo de 3.137 sujetos varones, ya
diagnosticados de céncer, y 512 controles, concluyé que, para determinados tipos de
tumores como los de colon, prdstata, tumores rectales, pancreaticos y linfomas no
Hodgkin, los trabajadores nocturnos tienen casi el doble de riesgo que los trabajadores
diurnos de padecerlos. En el caso concreto del cancer de prdstata, el riesgo es casi tres
veces mayor (13).

En 2009, un grupo de investigadores israelies y norteamericanos correlacionaron la
incidencia de tres tipos de cdncer (préstata, pulmdn y colon) en varones residentes en
164 paises (incluida Espaia), con el nivel de exposicidn a luz nocturna. Evaluaron los
niveles de iluminacidn artificial de cada zona geografica a partir de imagenes de satélite
y calcularon la exposicidn a luz artificial por persona y noche. Lo que observaron fue una
correlacién positiva entre la exposicion a luz nocturna y la incidencia del cancer de
prostata, pero no con respecto a los tumores de pulmdn y colon. En los paises con mayor
exposicidn a luz nocturna, la incidencia de cdncer de prostata era un 110% superior a la
de los paises con menores niveles de iluminacién durante las noches (14).

Como ya hemos dicho, la disrupcién circadiana del ciclo luz-oscuridad ocasiona una
supresién de la secrecién nocturna de melatonina. Esta, parece disminuir la actividad
endocrina de las génadas, es decir reduce la produccién de andrégenos en el hombre y
de estrégenos en la mujer. Algunos tipos de tumores, como es el caso de muchos de los
de préstata o mama, reciben el adjetivo de “hormono-dependientes” porque su
progresion depende de los niveles sanguineos de determinadas hormonas. El cancer de
prostata crece en respuesta a las hormonas gonadales masculinas (andrégenos, como
la testosterona). Asi una de las estrategias para su tratamiento es el bloqueo de las
acciones de los andrégenos con los farmacos apropiados (15).

Asi pues, en el caso del cancer de prdéstata, la hipdtesis propuesta es: la luz nocturna
bloquea la sintesis de melatonina lo que implica un menor “freno” sobre la actividad de
los andrdégenos (testosterona); el aumento relativo de la actividad androgénica favorece
el crecimiento de las células tumorales prostaticas (15). En efecto, estudios in vitro con
células tumorales han demostrado que la melatonina es capaz de inhibir su
proliferacién. In vivo, en ratones xenotransplantados con células de cancer de prostata,
la supresién de la melatonina ya sea por exposicion a luz nocturna o bien por la
extirpacion de la glandula pineal acelera el crecimiento tumoral (8).

Se ha demostrado que los pacientes con cdncer de prdstata tienen niveles de
melatonina en sangre mas bajos que los de personas sanas o que padecen tumores
benignos. La concentracién de la melatonina estd inversamente relacionada con la
progresion del cdncer de préstata. Por lo tanto, la melatonina tiene un papel central
reprimiendo la progresion del cancer de préstata, y parece ser un prometedor agente
anticancerigeno, ejerciendo un efecto antiproliferativo tanto en células cancerigenas
sensibles como en las resistentes a tratamiento mediante la induccion de la apoptosis y
la parada del ciclo celular. Por ultimo, la administracion de melatonina parece limitar la
microvascularizacion en el microambiente tumoral, lo que también interfiere en el
proceso de angiogénesis, el factor mas importante en la progresion tumoral (8).
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5.2 CANCER DE MAMA

Los tumores mamarios son los mas frecuentes en las mujeres occidentales. En Espania,
segun datos de la Asociacidn Espafiola Contra el Cancer (AECC), se diagnostican unos
26.000 casos nuevos de cancer de mama al afio, lo que representa el 30% de todos los
tumores femeninos y supone la primera causa de mortalidad por cancer en mujeres, con
6.075 fallecimientos en 2012. Este tipo de tumores ha sido el mas estudiado en cuanto
a la posible relacion cancer-luz nocturna. El riesgo de padecer cancer mamario es
alrededor de cinco veces mayor en los paises industrializados que en los
subdesarrollados, y en estos ultimos aumenta con el nivel de desarrollo a medida que
lo hace el consumo eléctrico y la exposicion a luz artificial tanto en los lugares de trabajo
como en los hogares (16).

Si la luz nocturna inhibe la secrecion de melatonina y la melatonina ejerce algun tipo de
proteccion frente al cancer mamario, podemos deducir que la contaminacién luminosa
nocturna puede tener efectos negativos sobre nuestra salud, favoreciendo el desarrollo
del cancer mamario, al bloquear la liberaciéon de melatonina. Como ya se ha descrito
con anterioridad, entre las acciones de la melatonina estd su capacidad para modular
los efectos de los estrogenos. La hipdtesis de partida, por tanto, es que las mujeres
expuestas a la luz durante la noche producen menos melatonina, y como consecuencia,
la capacidad de modular las acciones de los estrogenos. Esta propuesta se demostré en
un estudio realizado en Boston (USA), en el que se compard la concentracién de 6-
sulphatoxymelatonin (aMT6s) en la orina recogida durante la noche en mujeres con
cancer mamario y controles sanas. La aMT6s es un producto resultante del metabolismo
de la melatonina en el higado facilmente cuantificable en el laboratorio, y sirve como
una medida indirecta de la cantidad de esta hormona que ha sido secretada por la
pineal. Los resultados de este trabajo demostraron que la excrecion urinaria de aMT6s
era mayor en las mujeres sanas que en las que padecian tumores mamarios, lo que
indicaba una menor secrecion de melatonina en estas Ultimas. De nuevo estamos ante
la evidencia de una correlacidn entra bajas concentraciones de melatonina e incremento
del cancer mamario (17).

Estudios experimentales llevados a cabo bien con cultivo de células tumorales (estudios
in vitro) o en ratas y ratones con tumores mamarios inducidos han demostrado que la
melatonina, a concentraciones semejantes a las que se alcanzan durante la noche en la
sangre humana, es capaz no solo de frenar el crecimiento (proliferacién) de estas
células, sino también de reducir su capacidad invasiva para producir metdstasis. De los
estudios de laboratorio se puede decir que la melatonina frena, al menos parcialmente,
el crecimiento de los tumores mamarios, ya no solo aplicada en solitario, si no que en
multiples estudios en los que se ha comparado el tratamiento quimioterapéutico de
cancer de mama hormono dependiente mas placebo, frente a otro grupo en el que el
tratamiento se le afiadia melatonina, se ha podido concluir que esta adyuvancia suponia
una mejoria en el paciente, particularmente en cuanto a remisién tumoral,
supervivencia a 1 afo y reduccion de los efectos secundarios de la quimioterapia. Entre
éstos destaca la menor incidencia de trombocitopenia, estomatitis, astenia, neuropatia
y toxicidad de progenitores hematopoyéticos (12).

Tal es la transcendencia que hay ya algunos estudios experimentales que avalan la
hipdtesis del posible papel de la polucion luminosa en la carcinogénesis mamaria a
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través de la supresion de la sintesis de melatonina. Uno de ellos, llevado a cabo en la
Universidad de Cantabria, consistié en inducir tumores mamarios en ratas mediante la
administracion de un carcindégeno quimico. Una vez que aparecian los tumores, parte
de los animales, los que servian de control, fueron situados en una habitacion iluminada
de manera convencional durante 12 horas (simulando el dia) y en oscuridad total
durante las restantes 12 horas (simulando la noche). El resto de animales, en vez de
disfrutar de oscuridad total durante la noche, fueron expuestos a luz nocturna. Al cabo
de 12 semanas en estas condiciones, el crecimiento de los tumores fue
significativamente mayor en los animales en los que no se respetd la oscuridad nocturna
qgue en los controles. En los animales expuestos a contaminacion luminosa nocturna,
ademas de un mayor crecimiento tumoral, se observaron alteraciones del ritmo de
secrecién de melatonina (18).

Mads recientemente, un grupo de cientificos de la Universidad de Tulane (Louisiana, USA)
encabezado por el profesor David Blask, xenotransplantd células de tumores mamarios
en ratas. Una vez desarrollados los tumores, se hizo pasar a través de los vasos
sanguineos de los mismos, suero sanguineo de mujeres obtenido durante el periodo de
oscuridad nocturna. El resultado fue que el suero de estas mujeres disminuia el
crecimiento tumoral. Sin embargo, cuando se utilizaba suero de las mismas mujeres,
pero obtenido después de que hubieran sido expuestas a luz durante la noche, el efecto
de disminucién del crecimiento tumoral no se producia. La principal diferencia entre los
sueros obtenidos en oscuridad o tras exposicion a luz era el menor contenido de
melatonina en estos ultimos, lo que parece indicar que la inhibicion de la sintesis de
melatonina, por la cronodisrupcidn causada por la exposicion a luz durante la noche,
podria ser la causa de la pérdida de la capacidad antitumoral del suero (19).

En las personas que llevan a cabo su trabajo durante la noche se da la doble
circunstancia de un desfase entre el reloj interno y las demandas de actividad, y la
exposicion a luz durante la noche. En 2007, la Agencia Internacional para la investigacién
del Cancer, basandose en datos epidemioldgicos y de experimentacion animal,
reclasificd el trabajo nocturno que implica disrupcion circadiana de “posible” a
“probable” carcinégeno humano (grupo 2). El trabajo nocturno altera el sistema
circadiano, induce una privacion crénica de suefo y suprime la secrecion de melatonina.

En resumen, la interrupcién de la secrecion de la melatonina nocturna por la exposicion
a luz se sabe que se relaciona con un riesgo aumentado de cancer. Cualquier alteracién
de este aumento de melatonina en sangre esta inevitablemente acompafiado por una
alteracion general de los ritmos circadianos, que son el resultado de una funcién
andémala de la actividad del reloj central, el nucleo supraquiasmatico (NSQ). Dado que
el NSQ influye en la organizacion del resto de relojes circadianos periféricos, la luz
nocturna también alterara estos otros. Por lo tanto, no es siempre posible saber si el
incremento de la incidencia de cdncer que se observa en el ser humano actual, que vive
en un ambiente iluminado artificialmente durante la noche es el resultado de la
supresion de la melatonina o debido a una cronodisrupcion (debido a la expresién de
Perly Per2, supresores tumorales).
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6. GENES RELOJ

Hasta ahora hemos establecido un background para comprender mejor el escenario en
el que nos vamos a mover para hablar de los “genes reloj” es decir, los genes encargados
del funcionamiento de los relojes bioldgicos. En la actualidad se siguen identificando
cada vez mas, pero podriamos decir que podemos encontrar en la literatura hasta 12 de
estos genes con cierta investigacion especifica de cada uno de ellos:

CLOCK (clock circadian regulator).

CSNKI1E (casein kinase | epsilon).

CRY1 (cryptochrome circadian clock 1).

CRY2 (cryptochrome circadian clock 2).

PER1 (period circadian clock 1).

PER2 (period circadian clock 2).

PER3 (period circadian clock 3).

NPAS2 (neuronal PAS domain protein 2).

ARNTL/BMALL (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like/brain and
muscle Arnt-like protein-1).

RORA (RAR related orphan receptor A)

RORB (RAR related orphan receptor B)

NR1D1 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1, también conocido como
Rev-Erb alpha)

NR1D2 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 2, también conocido como
Rev-Erb beta).

Otro gen relacionado es TIMELESS (timeless circadian clock), aungue aun no se sabe muy
bien su papel en los mamiferos (20).

Recordemos que estos genes no son exclusivos de las neuronas del NSQ, sino que estdn
presentes en la prdactica totalidad de las células del organismo. Por eso habldbamos de
la existencia de un reloj central (NSQ) y de relojes periféricos (los situados en las células
de cada 6rgano).

6.1 FUNCIONAMIENTO

6.1.1 Mecanismo molecular de los relojes circadianos

El mecanismo molecular de los relojes en los mamiferos, actualmente se basa en la
existencia de dos bucles transcripcionales (uno positivo y otro negativo) de
retroalimentacion en los que participan al menos 10 de los genes enumerados
anteriormente. Los genes Clock y Bmall codifican para unas proteinas que forman el
bucle de retroalimentacion positiva. El heterodimero CLOCK:BMAL1 inicia la
transcripcidn uniéndose a elementos especificos del ADN, E-boxes y E’-boxes en los
promotores de genes diana. Estos genes incluyen miembros del bucle de
retroalimentacion negativa como Per (Perly Per2)y Cry (Cryl y Cry2). Las proteinas
resultantes PER y CRY dimerizan e inhiben la actividad transcripcional de CLOCK:BMAL1
permitiendo asi que el ciclo empiece de nuevo partiendo de un nivel de baja
transcripcién, tal y como se pretende ilustrar en la figura 3. El remodelado de la
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cromatina necesario para esta actividad transcripcional ciclica se consigue por una
combinacidon de proteinas reloj especificas e histonas, y puede observarse en la
acetilacion/deacetilacion ritmica de las histonas (H3 y H4) y multiples genes reloj. Cabe
resaltar que la proteina CLOCK posee un dominio histona acetil transferasa (HAT) (21).

La deacetilacién ocurre, en parte, gracias al reclutamiento por parte de PER1 del
complejo SIN3 histona deacetilasa al complejo CLOCK:BMAL1 unido al ADN. La
deacetilacién de la histona H3 en los promotores de los genes reloj esta regulada por
SIRT1, que es sensible a NAD". Este dato es interesante pues es un hecho que la
proporcion NAD":NADH regula la afinidad con la que CLOCK:BMAL1 se une al ADN in
vitro. Por lo tanto, el metabolismo celular podria jugar un papel importante en la
transcripcién de los genes reloj (21).

La degradacion de las proteinas del bucle negativo PER y CRY es necesaria para comenzar
de nuevo el ciclo de transcripcién, asi mismo el indice estabilidad/degradacion de PER y
CRY es clave para regular el ciclo circadiano del reloj (21).

Los miembros del bucle negativo, en particular las proteinas codificadas por los genes
PER, actian como la variable estabilizadora en el mecanismo. Quiere decir que los
niveles de estas proteinas determinan la fase del reloj. Durante la noche, cuando los
niveles de PER son bajos, una dosis de luz es suficiente para inducir la transcripcion de
Perly Per2. Con la exposicion a la luz en la primera parte de la noche, se observa un
comportamiento de retraso del ciclo, y esto se corresponde al aumento de las proteinas
PER1y PER2 inducidas por la luz y observadas en el SNC. La exposicidén a la luz al final de
la noche solo eleva los niveles de PER1, lo que se vincula a un avance del ciclo. Este
retraso en el comportamiento cuando la luz esta presente en la primera parte de la
noche, y el avance que experimenta cuando esta presente al final de la noche es
suficiente para entrenar a un animal a un ciclo luz-oscuridad concreto (21).

El dimero CLOCK:BMAL1 inicia también la transcripcién de un segundo bucle que actua
en coordinacién con el ya descrito. Interviene la transcripciéon mediada a través de
elementos E-box de Rev-Erb alpha/beta y ROR alpha/beta. Las proteinas REV-ERB y ROR
se unen a elementos de respuesta “Retinoic acid-related Orphan receptor Response
Element” (RORE) en el promotor de Bmall, de manera que ROR actula iniciando la
transcripcién de Bmall y REV-ERB lo inhibe. Este bucle fue inicialmente descrito como
bucle accesorio a partir de los fenotipos caracterizados en ratones sin un alelo de uno
de estos genes. Mientras que un doble knock-out tradicional es letal durante el
desarrollo, las estrategias para inducir un doble knock-out han permitido la delecion de
Rev-Erb alpha/beta en un animal adulto. Esto ha revelado que Rev-Erbs son necesarios
para la regulacién normal periédica del comportamiento de la ritmicidad circadiana (21).

Por ultimo, los genes de la familia HLF, DBP, TEF y Nfil3 conforman otro conjunto de
genes que contienen elementos D-box en su promotor y que constituyen otro bucle de
transcripcién (21).

Si consideramos la proporcién entre transcripcion/ translacion y el bucle de
transcripcidn iniciado a partir de elementos E-box descrito para los genes Per/Cry, es
facil pensar que el ciclo completo dura significativamente (incluso algunas horas) menos
de 1 dia. Por eso se ha propuesto que los tres elementos de unién juntos aportan ese
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retraso al ciclo para que dure 24 horas: E-box por la maiiana, D-box durante el dia, y los
RORE por la tarde (21).
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Figura 3: Esquema molecular del reloj de los mamiferos. Los heterodimeros CLOCK:BMAL1 (6valos verdes
y azules) se unen al ADN de los genes diana en los E-boxes y E’-boxes e inician la transcripcién de su ARN.
Las proteinas PER y CRY resultantes (évales rojos y amarillos) dimerizan en el citoplasma y se traslocan al
nucleo donde inhiben a las proteinas CLOCK:BMAL1 (Imagen tomada de E. D. Buhr et al, Molecular
components of the mammalian circadian clock, 2013).

6.1.2 Relojes periféricos

Todo el circuito transcripcional ya descrito no sélo se puede observar en el SNC, si no
gue aparece en casi todos los tejidos de los mamiferos. A nivel celular, se produce
también todo el trabajo molecular de los genes reloj. Por lo tanto aparte de los genes
reloj centrales, cientos o incluso miles de genes se expresan con ritmo circadiano en los
tejidos, pero esto no quiere decir que haya cientos de genes reloj (21).
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Vamos a imaginar que los genes reloj funcionan como los engranajes de un reloj de
verdad que tiene cientos de manillas apuntando en distintas direcciones pero que se
mueven en sincronia. Varias vias de sefializacidn celulares y la expresién coordinada de
familias de genes se encargan de que las manillas estén en su correcta fase para su
funcidn aislada e individual. Por lo tanto, comparten el mismo componente de genes
reloj (engranajes) que activan los distintos mensajeros (manillas del reloj) que varian
dependiendo del tipo celular (21).

La extension total de la transcripcidon en una sola célula controlada por ritmos
circadianos no era valorable hasta que aparecieron las herramientas gendmicas. Entre
un 2%y un 10% del genoma total se transcribe de forma circadiana en bastantes tejidos
de ratdn. En un estudio en el que se comparé el perfil de expresidn de cerca de 10.000
genes en SNCy en el higado, se obtuvo que 337 eranciclicos en el SNCy 335 en el higado;
curiosamente, sélo 28 de esos genes se solapaban en ambos tejidos (22). Cada vez se
encuentran mas genes con expresion circadiana como demuestra otro trabajo en el que
apunta varios miles de transcritos ciclicos en el higado (23). La expresion circadiana de
genes en cada tejido es especifico y se optimiza para adaptarse de la mejor forma a la
funcién del respectivo tejido a lo largo del ritmo circadiano (21).

Los genes controlados de forma circadiana estan involucrados en distintas vias de
sefializacion dependiendo del tejido. En la retina, por ejemplo, cerca de 300 genes
muestran expresion ritmica en la oscuridad, y esto incluye genes involucrados en
fotorrecepcion, transmisidn sinaptica, y metabolismo celular. El nUmero de genes que
parecen ser activados por la luz llega a la cifra de unos 2.600 genes en presencia de un
ciclo luz-oscuridad. Es importante destacar que toda esta organizacidn transcripcional
se pierde en ausencia del gen reloj Bmall. En un creativo ejemplo de la expresién
condicional de transgenes, Ueli Schibler et al suprimieron la expresion de CLOCK:BMAL1
exclusivamente en el higado. Sorprendentemente 31 genes seguian transcribiendo
ritmicamente, presumiblemente usando sefal sistémicas del resto del organismo (24).

Es probable que, asi como algunos osciladores periféricos han afinado sus
transcriptomas circadianos, también usen sefiales de fase fisioldgicas Unicas para
sincronizarse con el SNC. Tiene que haber vias de sefializacién que sean suficientes para
ajustar la fase de la mayoria de los tejidos. Por ejemplo, las fluctuaciones fisioldgicas de
temperatura pueden sincronizar gradualmente muchos osciladores periféricos. Asi la luz
sincroniza el SNC con el exterior y el SNC controla la fluctuacidn circadiana de la
temperatura corporal. Por lo tanto, esta sefial externa que llega al SNC sirve como sefial
interna para los relojes circadianos de los tejidos periféricos, cuyas seiales de activacién
son precisamente estas vias fisioldgicas y ciclos transcripcionales locales de las células
de todo el cuerpo. Profundizando aln mads, parece ser que el SNC es resistente a los
cambios fisiolégicos en la temperatura corporal. Esto podria ser un hecho de
importancia ya que la fase del SNC no es influenciada por el propio pardmetro que él
mismo controla (21).

Existen mas diferencias entre el reloj central y el de los tejidos periféricos a nivel
molecular. El gen Clock fue descubierto como una mutacidén que implicaba que los
ritmos a nivel molecular en el SNC fueran extremadamente largos y terminaran siendo
arritmicos. Sin embargo, si eliminamos un alelo de Clock, el SNC y el comportamiento
del animal se mantienen perfectamente ritmicos. Esto se debe a que el gen Npas2 actia
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como sustituto de Clock y lo compensa como compafiero transcripcional de Bmall. Este
papel compensador de Npas2 sélo funciona en el SNC, ya que la pérdida de Clock anula
la ritmicidad circadiana de los osciladores moleculares en los relojes periféricos (21).

Claramente, existen diferencias entre los relojes centrales y los periféricos a nivel del
circuito transcripcional y en las comunicaciones intracelulares. El SNC se mantiene
fuertemente ritmico en caso de pérdida de cualquier elemento, individualmente, del
bucle de retroalimentacion negativo del ciclo transcripcional. El ritmo de los relojes
periféricos se mantiene cuando falta Cry2; sin embargo, el ritmo circadiano se pierde
cuando en los tejidos periféricos falta Cryl, Perl o Per2. La importancia de Perl es
considerable en cuanto al efecto en el comportamiento. Aunque la ausencia conjunta
de Perly Cryl (dos elementos necesarios en el bucle negativo de los tejidos periféricos
y células por individual) da lugar a animales con ciclos normales (21).

Resumiendo, el funcionamiento se basa en dos circuitos de retroalimentacion con una
unidad de activacion (CLOCK, NPAS2 y ARNTL (BMAL1)) y otra de supresién (PER y CRY).
El complejo formado por el heterodimero compuesto por ARNTL unido a CLOCK o a
NPAS2, activa la transcripcién de los genes PERs (PER1, PER2 y PER3) y CRYs (CRY1y
CRY2). En cambio, los productos de estos genes inhiben su propia transcripcién
actuando directamente a nivel del complejo ARNTL-CLOCK/NPAS2 (25).

Este complejo también activa un segundo circuito regulador que activa la transcripcion
de NR1D1, NR1D2, RORA y RORB. RORA activa la transcripcién de ARNTL, mientras que
NR1D1/D2 bloquean la transcripcion de ARNTL (25).

TIMELESS, que forma parte de una familia de genes evolutivamente muy conservada,
interviene en la ritmicidad circadiana interactuando directamente con CRYs e inhibiendo
a CLOCK, pero esto esta demostrado sélo en Drosophila. En los mamiferos al parecer
estas funciones ya se encargan de realizarlas las propias proteinas CRY, y queda un poco
en el aire qué tipo de funcién puede desempefiar TIMELESS en la regulacion del reloj
bioldgico (26). Si se sabe que TIMELESS participa en el desarrollo embrionario, la
progresion del ciclo celular, replicacion del ADN y respuesta a dafio en el ADN (20).

Pese al notable avance en el conocimiento de estas complejas rutas de funcionamiento
del reloj bioldgico, aun queda mucho por aclarar y es un campo que actualmente esta
siendo muy investigado (25).
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Figura 4: Imagen recogida de un Metanalisis publicado en 2017 por Benna C et al, en el que se pretende
reflejar el hipotético mecanismo de accién del reloj celular en los mamiferos. Bucle regulador primario: la
transcripcién de los genes PER y CRY se activa mediante heterodimeros compuestos por ARNTL (BMAL1)
y CLOCK o NPAS2. PERs y CRYs reprimen su propia transcripcion al actuar directamente sobre el complejo
ARNTL (BMAL1)-CLOCK/NPAS2. Las proteinas PER interactdan con las proteinas CRY para formar un
complejo proteico. Tanto CRY como PER son fosforilados por quinasas, como CSNK1E, que desencadena
su degradacién si no estan heterodimerizados. Bucle regulador secundario: losheterodimeros ARNTL
(BMAL1)-CLOCK/NPAS2 activan la transcripcion de NR1D1, NR1D2, RORA y RORB. RORA activa la
transcripcion de ARNTL, mientras que NR1D1 y NR1D2 lo reprimen. TIMELESS interactua directamente
con CRY1. Para cada gen se indica el porcentaje de SNP asociados con el riesgo de cancer a partir del
metanalisis realizados. Parentesis: numero de SNP asociados con el riesgo de cancer.

7. PAPEL DE LOS GENES RELOJ EN EL CANCER

Pese a estar muy bien conservados a lo largo de la evolucidn, los genes reloj no estan
exentos de las posibles variedades de polimorfismos que puede sufrir cualquier gen. El
estudio de la posible relacion entre alteraciones en los genes reloj y el riesgo de sufrir
cancer es muy reciente y no hay una gran bateria de estudios que nos permita establecer
una relacidn a ciencia cierta. Pese a esto, ya hay estudios que parecen demostrar esta
relacion. En concreto, los genes que mads contribuyen, en general, a la asociaciéon con
mayor riesgo de cancer son Clock, Npas2 y RORs (20).

Algunos de los genes regulados por los genes reloj desempefian funciones bioldgicas
cuya alteracién puede ser de relevancia para la carcinogénesis tales como son el control
del ciclo celular, la respuesta al dafio en el ADN, el remodelado de la cromatina o el
control del metabolismo. Por lo tanto, podemos hablar de distinta susceptibilidad al
desarrollo de cancer dependiendo de la variante del gen en nuestros alelos (20).
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Npas2 y Clock comparten cierta homologia en la secuencia de aminoacidos, lo que les
permite heterodimerizar con ARNTL y funcionar como un activador transcripcional
regulando el ritmo circadiano. Se ha demostrado que algunas variantes de Npas2 y Clock
estan frecuentemente asociadas al riesgo de cancer, mientras que ARNTL no (20), con
alguna excepcion: se ha demostrado una alta asociacidn de una variante de ARNTL y el
riesgo de cancer de ovario (27). Las proteinas ROR también son factores
transcripcionales que comparten alta homologia, cuya asociaciéon al riesgo
incrementado de cancer también ha sido estudiada, asi como la rama inhibidora del ciclo
(Per y Cry) de los relojes bioldgicos demostrando cierta correlacion con el riesgo de
cancer, aunque se hace mucho mas patente en la rama activadora que en esta ultima
(20).

Aun asi, no dejan de ser variantes de un mismo gen que indican mayor o menor
susceptibilidad al riesgo de cancer por desincronizacidon de los relojes bioldgicos. Por lo
tanto, se cree que una disrupcidon circadiana per se no deberia ser un factor
desencadenante de tumor y que el mecanismo para esto debido a alteraciones en los
relojes biolégicos serd diferente dependiendo de los genes y los mecanismos
involucrados. Por supuesto serd mayor el riesgo ante una cronodisrupcién el tener un
aplotipo de riesgo que no tenerlo. Por ejemplo, mutaciones en los genes reloj Per son
promotores del crecimiento tumoral por un mecanismo de aumento de 3-catenina y su
sefializacion, que facilitan la proliferacidon celular. Los tumores intestinales también
pueden alterar las proteinas PERs y el funcionamiento del reloj como resultado del
aumento de la via de sefializacidon de las B-cateninas provocando la desestabilizacion de
PER2. Hay estudios que avalan al gen reloj Per2 como un supresor tumoral. Este efecto
de pérdida de las proteinas PERs puede verse en los distintos canceres epiteliales o
escamosos. Por lo tanto, esto nos abre nuevas dianas para la prevencién y control del
cancer (28).

7.1 Funcionamiento normal de los genes reloj

Antes de describir lo que se conoce con respecto a las alteraciones que se producen en
la regulacion de los genes reloj en las células cancerigenas, vamos a hacer una
recapitulacién del funcionamiento normal de este sistema. Los ritmos circadianos se
generan gracias a un conjunto de genes y proteinas que se encargan de regular
funciones muy diversas. Cada célula, incluso las cancerigenas mantienen un ritmo
circadiano expresando genes reloj de forma parecida.

Los relojes moleculares en los tejidos periféricos regulan la expresion de genes vy la
sintesis de productos como timidilato sintetasa, p21, y Wee-1, que controlan la sintesis
de ADN, el ciclo de division y proliferacidn celular, coordinando procesos fisioldgicos de
una forma circadiana (29).

La sincronizacién de los relojes circadianos se establece de una forma auténoma por
moléculas cuyos niveles oscilan a lo largo del dia por la existencia de dos bucles de
transcripcién/traslacion de retroalimentacion positiva y negativa entrelazados en el SNC
y en los tejidos periféricos. Los genes humanos period (Perl, Per2 y Per3)y criptocromo
(Cry1y Cry2) son componentes del mecanismo del reloj central del SNC. Las proteinas
producidas por estos genes (PER y CRY) inhiben a los activadores de su propia
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transcripcién: CLOCK y BMAL1 (30). A su vez, CLOCK y BMAL1 forman un heterodimero
gue participa en lainduccion rdpida de mPer1 durante la fase de reseteo del reloj. CLOCK
y BMAL1 son activadores transcripcionales heterodiméricos con dos subunidades
proteicas con dominios de union al ADN beta hélice-giro-hélice basicos (bHLH-PAS). Un
retraso entre la produccidn y la accion de estos productos de los genes reloj inhibidores
se regula por la exportacidn nuclear de PER, que resulta en oscilaciones estables de la
expresion de genes con un periodo de 24 horas (31). Decl y Dec2, factores de
trascripcion con dominios bHLH, regulan a los relojes circadianos de los mamiferos. El
heterodimero CLOCK:BMAL2 aumenta la expresion de los genes Decl y Dec2. Los
productos de estos genes, DEC1 y DEC2, suprimen la expresién de Pery Cry (32). Como
resultado de estos bucles de retroalimentacion, los niveles circadianos de las proteinas
oscilan de forma ritmica.

La estimulacién luminica activa la expresion de varios genes en el SNC, con patrones
diferentes de expresidn. Por ejemplo, el nivel de expresion de Perl alcanza su pico a los
30-45 minutos tras un pulso de luz, mientras que Per2 tiene una menor activacién. La
luz también incentiva la unidén de CRYla al dominio de transactivacion de BMAL
bloqueando la dimerizacion activa de CLOCK y BMAL1 e inhibiendo por tanto su funcion
(33). La actividad serotoninérgica posiblemente resetee el reloj circadiano en el SNC
(34). El efecto de la luz nocturna en la expresidn de los genes reloj periféricos depende
del érgano y el momento del dia, en coordinacién con el sistema nervioso auténomo
gue modifica esta expresién. Sin embargo, el contacto con la luz induce la expresién de
Decl en el SNC, y de Perly Per2 en el resto de tejidos (35).

El papel exacto de la proteina TIMELESS (TIM) en los mamiferos en el mecanismo del
reloj circadiano no esta muy claro. TIM forma un heterodimero con PER y se transloca
al nucleo, donde inhibe la actividad de CLOCK:BMAL1 en el promotor mPer1 (36).

Otro mecanismo regulador es controlado por miRNAs, pequefias moléculas que regulan
la expresidon de genes a nivel post-transcripcional, reprimiendo la traduccién o por
destruccion directa de sus mRNA diana (37). Por ejemplo, miR-132 es un miRNA que se
induce en respuesta a la estimulacion luminica en el SNC de ratones. La expresion de
miR-132 regula de forma negativa el proceso de induccién por la luz del reloj circadiano
através de la regulacidn de un nimero de genes que estan asociados con el remodelado
de la cromatina (MeCP2, JmjC, JARID1A) y proteinas que participan en la traduccion
(BTG2 y PAIP2A) (38).

Finalmente, hay otras moléculas que interaccionan con los genes reloj y tienen efectos
importantes en los procesos de oscilacidon circadiana. Por ejemplo, RACK1 es una
proteina que regula la funcidon de PER1 (39). La activacién de la cascada de MAPK es
capaz de disparar la oscilacidn circadiana de la expresion de genes (40). Niveles
fluctuantes de las hormonas esteroideas del ovario a lo largo del ciclo regulan el ritmo
de expresidn de genes reloj en los tejidos reproductivos (41).

Es obvio que, en el mundo industrializado, hay un cambio en la iluminacién ambiental
de un sistema basado en la luz solar a un sistema basado en la electricidad. Los estilos
de vida actuales fuerzan cada vez a mas gente a trabajar en horarios nocturnos, trabajar
con horarios irregulares o permanecer de noche despierto realizando otras actividades
y prolongando la exposicidn a luz artificial. Estudios epidemiolégicos correlacionan la
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ruptura de los ritmos circadianos con una incidencia aumentada de cancer de mamay
un peor prondstico de la enfermedad.

7.2 Alteraciones de los genes reloj en el cdncer

Los principales genes reloj pueden participar en la tumorigénesis. La alteracién de los
ritmos circadianos se ha asociado a varias formas de cancer en humanos. Cada vez
encontramos en la literatura cientifica mas evidencias correlacionando cambios en el
mecanismo del reloj con la patogénesis del cancer (42). La alteracién de estos genes
acelera la progresion tumoraly, con la restauracion de los ritmos circadianos, podriamos
potencialmente mejorar el prondstico. A continuacion, describiremos de manera
general la relacidon entre algunos tipos de cancer y la disrupcion del sistema circadiano,
antes de detallar en el siguiente capitulo los descubrimientos que han aparecido en la
literatura en los ultimos afios.

Por ejemplo, en el cancer de mama, se ha descrito un descenso de los niveles de
expresion de Perl y Per2 en comparacion con el tejido mamario sano. La inhibicién de
la expresion de Perl es mayor en los casos de cancer de mama familiar que en los
esporadicos, lo que sugiere una relacion entre pérdida de regulacion del reloj y el
caracter hereditario de este tipo de cancer. La metilacién de los promotores de Perly
Cry1 podria conducir a la supervivencia de las células tumorales del cancer de mama
gracias a la pérdida de su expresiéon y disrupcion del ritmo circadiano de la célula.
Ademds, en la poblacion de China se ha descrito un mayor riesgo de cancer de mama
asociada a polimorfismos de los genes reloj (42).

La inactivacion epigenética de Bmall via hipermetilacion de islas de citosina-guanina
(CpG) en su promotor contribuye al desarrollo de linfoma no-Hodgkin y leucemia
linfocitica aguda, probablemente como consecuencia de la interrupcion del reloj
circadiano celular y la pérdida de ritmicidad circadiana de genes como c-myc, catalasa 'y
p300 (43). Variaciones genéticas en Cry2 y la mutacién Ala394Thr en NPAS2 aumentan
la susceptibilidad hereditaria al linfoma no-Hodgkin. La metilacién en CpG del gen hPer3
se ha observado en pacientes con leucemia mieloide crénica (44).

En el cancer de prdstata, los Unicos factores de riesgo bien establecidos son la edad
avanzada, historia familiar de la enfermedad y la raza. La disrupcidn circadiana podria
convertirse en un nuevo factor de riesgo. Se ha determinado que existe una asociacién
entre variaciones genéticas de los genes reloj y el desarrollo tumoral de la préstata. Los
genes reloj y el receptor para andrégenos (RA) se expresan con oscilaciones circadianas
en una proéstata sana. Perl inhibe la actividad transcripcional del RA. La pérdida de la
regulacién de Per1, parece contribuir a la tumorigénesis en la préstata (45).

Una importante desregulacion de los genes reloj es uno de los mecanismos basicos que
conduce al mesotelioma. La expresion del protooncogen c-myc estd bajo regulaciéon
circadiana, en la misma fase que Per1, en las células del neuroblastoma. También se ha
descrito que los indices de expresidn de Perl y Per2 son anormalmente bajos en células
de glioma. Perly Per2 parece que estan involucrados en la supresidn de la proliferacién
de las células cancerigenas pancreaticas (46).
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La interrupcidn circadiana promueve la carcinogénesis en el higado y posiblemente
participe en su inicio, tal y como se ha observado en ratones expuestos al carcinégeno
hepatico dietilnitrosamina. El hepatoma tiene el mismo patrén de oscilacidn circadiana
que las células normales, pero es menos sensible a las sefiales circadianas alternativas,
como pueden ser las comidas, conduciendo a una disociacion de los ritmos circadianos
tanto en cancer como en las células sanas del higado (47).

Los niveles de expresion de los genes reloj centrales Cryl y Bmall se relacionan con
parametros clinicos en el cancer de ovario epitelial, y una combinacion de los niveles de
expresion bajos de ambos es un factor prondstico independiente, como lo son el estadio
y el subtipo histolégico. La interrupcidn del reloj circadiano, tras la metilacién CpG del
promotor en los genes Perl, Per2 o Cryl, esta probablemente involucrado en el
desarrollo de cancer de endometrio. Los niveles de expresion de TIM se encuentran
elevados en tejido tumoral de pacientes con cancer colorrectal (48).

Varios receptores nucleares estan implicados en la expresidon de los relojes periféricos y
constituyen uniones moleculares entre los genes reloj y las funciones metabdlicas. Los
niveles de expresiéon de PER1-3, CRY1-2, CK1le y TIM estan disminuidos en pacientes con
leucemia mieloide crénica. La supresidon tumoral por la sefializacion ATM-p53 es una
funcidn fisioldgica controlada por los relojes, y su interrupcidon provoca la activacion
oncogénica de c-myc en ratones. R-Catenina aumenta los niveles de B-TrCP y acorta la
vida media de PER2, lo que puede convertirse en un mecanismo de transformacion
neoplasica del epitelio intestinal (49).

La implicacidn de los genes circadianos en varias formas de cancer esta suficientemente
respaldada por la informacion ya dada, y futuras investigaciones se encargaran de dar
evidencia para aclarar su papel bioldgico.

7.3 Mecanismos alterados por la pérdida de la ritmicidad circadiana en la génesis del
cancer

7.3.1 Reparacién del ADN y ritmicidad circadiana

El reloj circadiano determina la fuerza de las respuestas celulares al dafio del ADN,
incluyendo los mecanismos de reparacion del ADN. Las vias por las que se consigue la
reparacion mantienen la estabilidad genética frente al dafio inducido por estimulos
tanto exégenos como enddgenos. Varios componentes de estas vias parece que son
iniciados por osciladores circadianos. Por ejemplo, la reparacién de nucledtidos por
escision es un mecanismo de reparacion de ADN que protege al genoma de dafio
causado por algunas fuentes, como irradiacién de luz ultravioleta y mutdgenos quimicos
(50).

Tip60 es una histona acetilasa, con funciones de respuesta a dafio y reparacion de ADN,
que estd sobreexpresada en células resistentes a cisplatino y, si la silenciamos, hacemos
a las células sensibles a este quimioterdapico. Tip60 esta regulada por Clock, indicando
gue la reparacién de ADN por acetilacidon de histonas esta bajo regulacidn circadiana
(51).
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7.3.2 Proliferacion celular y el crecimiento de las células cancerigenas

El ritmo de proliferacidn de las células tumorales sigue patrones ciclicos diferentes de
las de tejido normal. La interrupcién del ritmo circadiano celular esta asociado a
alteraciones en la proliferacion de las células cancerigenas. Una menor produccién de
Per1 o Per2 aumenta el crecimiento de estas células in vitro a ciertas horas especificas
del dia, y aumenta el crecimiento del tumor in vivo. Per1y Per2 actian como supresores
tumorales inhibiendo la proliferacion celular y el crecimiento tumoral en cancer de
mama (in vivo) siguiendo un patrén de expresion circadiana (52). Ratones deficientes en
mPer2 tienen mayor incidencia de tumores confirmando la funcién de supresor tumoral
de este factor. Mutaciones del reloj inhiben significativamente el crecimiento y
proliferacién celular inhibiendo la progresion a través del ciclo celular y asi reduce la
capacidad de las células mutantes para responder a sefales mitogénicas. Por contra, la
eliminacion de la proteina CLOCK funcional, no afecta al indice de carcinogénesis en
ratones tras radiacion ionizante. Estos datos sugieren la existencia de relaciones
complejas entre carcinogénesis inducida por estrés y el reloj circadiano (53).

La sintesis de ADN en células tumorales parece que esta modulada por varios factores,
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). El PDGF promueve la
vascularizacion del tumor, adhesidn, invasion y agresividad de las células cancerigenas.
La inhibicidn de esta via sincroniza el ritmo de sintesis de ADN en las células tumorales
y las células normales de la médula d6sea. La sintesis de ADN y la actividad de las
telomerasas, que evitan la entrada en apoptosis de las células, se expresan con patrén
circadiano en las células de cancer hepatico. (54). Los interferones (IFNs) son citoquinas
multifuncionales con actividad anti-tumoral. Se ha descrito que el receptor del IFN-L.
tiene un ritmo de expresién diurno en células tumorales xenoimplantadas (55).

7.3.3 Mecanismo de accién de los genes circadianos en el cancer

Los mecanismos moleculares que se ponen en marcha tras la alteracion de los genes
reloj en el cdncer estan siendo poco a poco elucidados. Por ejemplo, la disminuciéon en
la actividad de Per2 aumenta los niveles de B-catenina y de su diana, la ciclina D1,
induciendo la proliferacidn celular en el cadncer de colon y la formacién de pélipos en
colon e instestino, lo que sugiere que el producto de Per2 suprime la tumorigénesis en
el intestino y el colon por la inhibicién de las -cateninas y sus vias de sefalizacidn.
Reciprocamente, el aumento de R-cateninas en las células del cancer aumenta la
degradacion de PER2. La supresion de la expresidn de B-catenina inhibe la proliferacién
celular en los adenomas intestinales (56).

La interrupcion de los relojes circadianos periféricos intestinales contribuye, en parte,
a la transformacion neoplasica del epitelio en el cancer colorectal en humanos. La
expresion circadiana de la dihidropirimidina deshidrogenasa, una enzima implicada en
el metabolismo en el farmaco quimioterapico 5-Fluorouracilo, parece regulada por Per2
en los tumores de colon de alto grado (57).

TfR1 es un receptor de membrana necesario para incorporar el hierro a las células desde
la transferrina. La sobreexpresidn de TfR1 se asocia a una mayor proliferaciéon celular y
a la progresién maligna a cancer colorectal. Este receptor muestra un ritmo de expresién
circadiano regulado por c-myc, un gen controlado por el reloj (58). También se ha
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descrito una disminucion significativa de los niveles de Rev-ER-B y Perl en tumores
colorectales indiferenciados. La Caseina quinasa (CK1g) va a fosforilar a PER2, llevando
a su degradacion por el proteasoma 26S. Por esto, la inhibicion de CKle por IC261, un
inhibidor del dominio kinasa, tiene un efecto de supresor tumoral ya que ralentiza la
degradacion de PER2 (59).

La metilacion de los promotores de los genes Per causa una pérdida de regulacién en su
expresion, lo que incrementa la proliferacion de las células de cancer de mama. Perl
también media en la inhibicidn de la proliferacion en una linea de células del cancer de
pancreas en humanos (MIA-PaCa2) por TNF-a.. La expresion de Perl se ve suprimida por
TNF-a, y un silenciamiento de Perl disminuye la proliferacion de las células MIA-PaCa2
(60).

El jetlag crénico aumenta el riesgo de varios canceres en ratones, y las mutaciones en
genes circadianos hacen a los ratones mas susceptibles a desarrollar cancer. Los niveles
de las proteinas CLOCK y PER2 estan disminuidas, mientras que los niveles de BMAL1
estdn aumentadas en las células de cdncer de prdstata cuando se comparan con células
humanas normales epiteliales del mismo origen. La melatonina resincroniza los genes
reloj nucleares desregulados en las células de cdncer de préstata gracias a un aumento
de la expresién de Clock y Per2, y una disminucion de la expresién de Bmall, lo que
sugiere unos efectos preventivos de la melatonina frente a la pérdida de ritmicidad que

)

Cancer type (and effect) Trigger Circadian genes/proteins

Sporadic and familiar breast fumors Decreased expression levels Perl, Per2

Familiar breast tumors (than sporadic) Lower expression levels Perl

Survival of breast cancer cells Methylation of promoters Perl, Cryl

Proliferation of breast cancer cells Methylation of promoters Per

Higher risk of breast cancer Polymorphisms Clock

Inhibits breast cancer cell proliferation and tumor growth Expression Perl

Breast cancer cell proliferation and tumor growth Downregulation Per2

ER/PR-negative cases of breast cancer SNPs Clock

Breast cancer Histone acetyliransferase activity CLOCK (protein)

Tumor apoptosis in breast cancer Increased expression Per2

Prostate cancer risk and hermoene-related breast cancer SNPs NPAS2

Non-Hedgkin lymphoma and acute lymphocytic leukemia  Epigenetic inactivation (via CpG Bmall
hypermethylation)

Non-Hodgkin lymphoma Genetic variations, functional Cry2, NPASZ2
polymorphism

Chronic myeloid leukemia Methylation Per3

Prostate cancer Downregulation Perl

Prostate cancer Increased expression level Per2, Clock

Prostate cancer Decreased expression levels Bmall

Glioma Lower expression rafes Perl, Per2

Suppression of proliferation in pancreatic cancer Expression Perl, Per2

Proliferation of human pancreatic cancer cell line Knockdown Perl

Epithelial ovarian cancer Low expression levels Cryl, Brmail

Endometrial cancer CpG methylation Perl, Per2, Cryl

Colorectal cancer Increased expression level Tim

Colon cancer Downregulation Per2

Undifferentiated colorectal tumors Decreased expression levels Perl

Chronic myeloid leukemia Downregulation Perl, Per2, Per3,

CRY1-2, TIM
Intestinal epithelicl neoplastic transformation PER2 protein degradation Per2

Figura 5. Muestra la asociacion de distintos genes reloj y proteinas con una variedad de tipos de cancer
(tabla tomada de C. Savvidis et al, Circadian rythm disruption in cancer biology, 2012).
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La mayoria de las alteraciones que se describen en el cancer en relacién a los genes reloj,
son por media de variaciones en los niveles de expresién de una o varias de las proteinas
sintetizadas por estos. Una recopilacidn de las distintas alteraciones de estos genes y su
relacidon con una variedad de tipos de cancer, se recogen en la tabla de arriba (figura 5),
ademas de otros tipos desencadenantes, como pueden ser las modificaciones
epigenéticas, como veremos mads adelante.

7.3.4 Modificaciones de la epigenética en los genes reloj

Las modificaciones de la epigenética son cambios hereditarios que ocurren
independientemente de los cambios en la secuencia del ADN y estan involucrados en la
regulacidon de la transcripcion de genes. La metilacién del ADN y las modificaciones en
las histonas son los principales mecanismos de modificacidn epigenética. Cambios en la
metilacion del ADN acompafan al inicio y progresién del tumor. Las regiones promotor
de los genes supresores tumorales estan metiladas en el cdncer, resultando en el
silenciamiento génico. Ademas, esta metilacién lleva a una inestabilidad cromosdmica
(62). Para ilustrar esto, hay un estudio que analizd los niveles de metilaciéon de los
promotores de 5 genes reloj, CLOCK, BMAL1, CRY1, PER1 y PER2, en mujeres enfermas
de cancer de mama que trabajaban en turnos nocturnos y comparandolos con un grupo
de control de enfermas trabajadoras con horario diurno. Los genes CLOCK, BMAL1, CRY1
y PER1 resultaron tener mayores niveles de metilacion en el grupo de trabajadoras
nocturnas, y dentro de este los niveles aumentaban con las horas y el tiempo que
llevaban trabajando (63).

La acetilacidn es la principal, pero no la Unica, modificacion post-transcripcional de las
histonas nucleosomales que interviene en el inicio y progresion del cancer. La acetilacion
de las histonas esta controlada por las enzimas histona acetiltransferasa (HAT) e histona
deacetilasa (HDAC). Una alteracién en la actividad de HAT o en HDAC podria tener un
papel en la invasidn tumoral y metastasis (64). Sin ir mas lejos, los genes Clock y Tip60
cumplen funcién de HAT y hay estudios que los relacionan con la resistencia a distintos
farmacos quimioterdpicos en algunos tipos de cancer, como lo que pasa en el cancer de
pulmdn que se ha relacionado la sobreespresidn de Tip60 con la resistencia a cisplatino
por la hiperacetilacién de las histonas H3K14 y H4K16 (65).

7.4 Interacciones entre el entorno y los genes reloj

La activacién del aryl hidrocarbon receptor (AhR) por 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) inhibe la expresion del gen Per1 bloqueando la uniéon de CLOCK:BMAL1 al
promotor de Perl. Este es un ejemplo que ilustra que cédmo los contaminantes
atmosféricos podrian contribuir a la carcinogénesis (66). La interrupcién de los genes
reloj Perl y/o Per2 modifican la glandula mamaria y la respuesta hepatica a la toxina
ambiental TCDD alterando la expresion de los genes p450 (67).

La activacion de AhR por TCDD provoca cambios en los ritmos circadianos en las células
madre de la hemopoyesis y en los ovarios de los ratones. Perl sensibiliza a las células
cancerigenas para activar la apoptosis ante dafio de doble cadena del ADN, como el
provocado por radiaciones ionizantes (68).
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7.5 Genes reloj en la progresion del cdncer, metastasis y angiogénesis

La interrupcién del ritmo circadiano promueve el crecimiento tumoral y la angio-
/estromagénesis, especialmente el desarrollo de fibroblastos y endotelio vascular,
inducido por la sobreexpresién de WNT10A en el estroma de las células tumorales como
resultado de unos niveles elevados de estrés oxidativo. La expresion elevada de mPer1
que encontramos en el estroma tumoral podria afectar a las interacciones entre las
células cancerigenas y las del estroma, lo que podria relacionarse con la progresién
cancerigena y las metdastasis (69).

El ritmo circadiano de la metionina aminopeptidasa, que esta relacionada con la
tumorigénesis y la angiogénesis tumoral esta regulado por la transcripcién de genes
reloj (estimulado por el heterodimero mCLOCK:mBMAL1 e inhibido por mPER2 o
mCRY1). Asi, los efectos de la melatonina exdgena en el crecimiento tumoral dependen
de la hora de la administracion (70). El receptor 1 de la laminina (Lamrl) es importante
en bastantes procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos, incluyendo diferenciacién
celular y viabilidad, desarrollo del cancer, invasién, migracidn y metastasis. Lamrl
interacciona con la proteina reloj humana hPER1 pero no tiene un patron de expresién
circadiano (71). CLOCK:BMAL1 vy sirtuina 1 (SIRT1) forman un complejo regulador de la
expresion de CLOCK cromatina con los promotores de los genes controlados por el reloj.
Las proteinas SIRT son un tipo uUnico de histona deacetilasas importantes en la
regulacién de la expresién de genes, especialmente en el silenciamiento génico. Sin
embargo, esta actividad muestra oscilacion circadiana contribuyendo al control
circadiano. SIRT1 esta involucrada en el desarrollo de varios tipos de cancer, como el de
prostata, mama y colorrectal, asi como en la resistencia a quimioterapia de las células
cancerigenas (72).

8. GENES RELOJ Y CANCER

Una vez ya vistas las vias de funcionamiento y la importancia de los genes reloj en todas
las etapas de la carcinogénesis vamos a revisar en este bloque los datos mas recientes
publicados en la literatura cientifica acerca de los mismos y las ultimas novedades sobre
éstos para hacernos una idea de la situacion actual en cuanto al impacto real que tienen
y que estdn destinados a tener en un futuro.

Para empezar, tenemos que decir que si uno busca en la literatura de no muchos afios
atrds hasta hoy, va a encontrar una mayoria de estudios a favor y algunos en contra en
cuanto a la evidencia de correlacién entre alteraciones en las vias de sefalizacién de los
genes reloj y el cancer. Sin embargo, algunos trabajos recientes parecen establecer esta
correlacién de una manera clara y definiva. Por ejemplo, un estudio publicado por
Mocellin S et al en este mismo afio 2018.

La disfuncidon del reloj circadiano y los polimorfismos Unicos de algunos genes
circadianos se han relacionado con la susceptibilidad al cancer, aunque los datos
recogidos en la literatura eran escasos y los hallazgos eran en muchas ocasiones
inconsistentes. El objetivo de este estudio fue investigar la asociacidn entre la variacién
genética de la via circadiana y el riesgo de desarrollar canceres comunes tras analizar los
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resultados obtenidos en 3 meta-analisis de estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS) de mama, préstata y pulmon (73).

Los resultados fue una asociacion estadistica muy fuerte entre las variaciones genéticas
de los genes circadianos y el riesgo de cancer de mama (p=0"0000019), prdstata
(p=0'0000041) y pulmoén (p=0'00000069) (73), demostrando de una manera
concluyente la asociacion.

PROSTATE CANCER
BREAST CANCER

ARNTL
CLOCK
RORA
RORB

ARTL2
CSNK1E
NR1D2

PER2

LUNG CANCER

Figura 6. Estudio de asociacion de genoma completo. De los 17 genes reloj incluidos en el estudio, 15
obtuvieron una asociacién significativa con el riesgo de cancer: 4 genes eran compartidos con los tres
tipos de cancer (ARNTL, CLOCK, RORA y RORB), 2 compartidos entre mama y pulmén (CRY1y CRY2),y 3
por prostata y pulmon (NPAS2, NR1D1 y PER3), aunque 4 genes eran especificos de cancer de pulmoén
(ARNTL2, CSNK1E, NR1D2 y PER2) y 2 de cancer de mama (PER1 y RORC) (Imagen tomada de Mocellin S.
et al, Circadian pathway genetic variation and cancer risk: evidence from genome wide association
studies, 2018).

A continuacion, en los apartados siguientes vamos a recopilar la informacién de los
genes mas estudiados atendiendo a la forma en la que se ven modificados en los
distintos tipos de cancer, en un intento de establecer un orden temporal y causal de las
distintas investigaciones hasta la fecha. He seleccionado los genes Perl, Per2 y
Bmall/Arntl por ser los que mayor atencidn (medida en nimero de trabajos dirigidos a
ellos) hay en la actualidad. En cuanto a los tipos de cancer a estudiar, he seleccionado el
cancer oral de células escamosas (por ser, con diferencia, el que mas estudios aporta),
mama y prostata (por curiosidad cientifica al encontrarme con ellos en numerosas
ocasiones durante la elaboracion de este trabajo), y los de pulmdn y colorrectal (por su
alta incidencia e importancia en la sociedad actual).

8.1 Perl
8.1.1 Carcinoma oral de células escamosas

La mayor parte de los datos referentes al papel de PER1 en el carcinoma oral de células
escamosas han sido obtenidos en la linea celular SCC15 (obtenida originariamente de
un paciente varén de 55 afios con cancer de lengua).
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Partiendo de la hipdtesis de que una inhibicion de PER1 por debajo de lo normal esta
altamente correlacionada con la carcinogénesis y el desarrollo de tumores, se utilizé
esta linea celular para obtener una variante en la cual PER1 se expresa en menor nivel
mediante el uso de shRNAs. Como consecuencia, las células experimentan una mayor
tasa de crecimiento, se hacen resistentes a la apoptosis y adquieren mayor capacidad
de migracion e invasién. Cuando son inyectadas en ratones BALB/c nu/nu
subcutdneamente, crecen mas rapidamente y los tumores alcanzan volumenes mayores
gue aquellos que se producen tras la inyeccién de las SCC15 originales, lo que sugiere
que PER1 es un importante supresor tumoral. A nivel molecular, la supresién de PER1
incrementa la expresion de ki-67, MDM2, Bcl-2 y MMP2, genes implicados en procesos
como invasioén o resistencia a apoptosis, y disminuye la expresidon de genes como p53,
TIMP-2 o BAX, que actlan como apoptodticos y se consideran por tanto supresores de
tumores (74).

Siguiendo con esta linea de trabajo, las células SCC15 se forzaron a expresar de manera
constitutiva y estable un shRNA que deprime la expresion de PER1, para caracterizar las
alteraciones en la expresidn génica de genes relacionados con el ciclo celular,
proliferacién, apoptosis y capacidad tumorigénica in vivo. Los resultados obtenidos
mostraron una expresién incrementada, en respuesta a la supresion de PER1, de las
ciclinas D1, E, B1, CDK1 y WEE1, asi como un descenso en la expresidén de p53, p21, p16,
ciclina A2 y CDC25. Ademas, la capacidad tumorigenica de esta linea celular se ve
incrementada tras la supresién de PER1. Estos resultados sugieren que este gen reloj
lleva a cabo su funcion como supresor de tumores a través de la regulacidn de la via de
sefializacion de las ciclinas y las quinasas dependientes de ciclina (75). Resultados muy
similares se obtuvieron en un trabajo publicado practicamente a la vez que el anterior.
La supresion de PER1 en las células SCC15 incrementa la expresién de las ciclinas D1, B1,
E, asi como CDK1 y WEE1, mientras que la expresion de p53, p16, p21, cdc25 y ciclina
A2 fue menos. Algunos otros genes, como RB1 o E2F, no vieron alterada su expresion
tras la supresion de PER1 (76).

Otro estudio utilizé6 una estrategia similar para suprimir la expresion de PER1 en la
misma linea celular, y posteriormente estudiar la expresién de genes pertenecientes a
la red de genes reloj, tanto in vitro como in vivo, tras inyectar las células en ratones
desnudos donde, en concordancia con los trabajos ya citados, desarrollaron tumores de
manera mas rapida y agresiva que las células originales. Los resultados obtenidos
demuestran que algunos genes responden a la supresion de PER1 con una disminucién
en su expresién, como por ejemplo PER2, DEC1, DEC2, CRY1, CRY2 y NPAS2, mientras
gue otros (PER3, TIM, RORa. y REV-ERB) aumentan sus niveles de manera significativa,
lo que indica que la alteracién de la expresidon de PER1 conduce a una desregulacion
sinérgica de muchos otros genes reloj (77).

En resumen, los datos obtenidos con respecto a PER1 y el carcinoma oral de células
escamosas indican que este gen reloj actia como supresor de tumores, de tal manera
gue su supresidn va a alterar positivamente la expresidon de genes anti-apoptoticos y
otros relacionados con proliferacion e invasividad, mientras que disminuye la expresién
de genes apoptoéticos y supresores de tumores. Ademads, la modificacién de los niveles
de PER1 va a alterar a su vez los niveles de otros genes reloj en este tipo de cancer.
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8.1.2 Cancer de pulmén

La mayor parte de los trabajos publicados que relacionan alteraciones en los niveles de
PER1 con el cancer de pulmdn, han usado lineas celulares de cancer de pulmdén no
microcitico (NSCLC) en sus ensayos.

Estableciendo como punto de partida la ya conocida funcion de Perl como supresor
tumoral, Gery et al se propusieron estudiar el papel de la epigenética en el
silenciamiento de Perl. Analizando lineas celulares NSCLC de pacientes esperaron
encontrar niveles de Perl deprimidos, y es lo que encontraron. Al forzar la expresidn de
Perl vieron que se reducia el tamafio tumoral y disminuia la supervivencia de los clones
tumorales. La sospecha del silenciamiento de Perl en el cancer de pulmdn, apunta a que
se deba a la hipermetilacién del ADN vy la acetilacidon de la histona H3, tal y como
proponen otros estudios previos (78).

En relacidn con el estudio anterior, pero realizado de una manera independiente del
anterior, otro grupo de trabajo quiso entablar una relacién entre la expresién de los tres
genes PER y con la situacidn clinica de pacientes con NSCLC. En este estudio se comparo
muestras de tejido canceroso con tejido pulmonar sano adyacente y el resultado fue
gue a medida que los niveles de Perl eran menores, el grado de diferenciacion celular
disminuia, aumentaba el estadio TNM (extensién del tumor, diseminacidn a los ganglios
y metdstasis en ganglios linfaticos). Por lo tanto, en este trabajo se demostrd que los
niveles de Perl se relacionan con el tiempo de supervivencia y su pérdida promueve la
progresion tumoral en pacientes con cancer de pulmon no microcitico (79).

8.1.3 Cancer de mama

Llama la atencidn que los trabajos que relacionan el gen Perl con el cancer de mama,
se basan en la ya conocida relacion con Per2, y por su cierta homologia con éste, Perl
acaba por ser también el objeto de estudio. La mayoria de los trabajos relacionan a los
dos genes PER a la vez y en todos excepto uno, usan muestras de tejido mamario
tumoral de pacientes para sus estudios.

El primer trabajo acerca de la relacion de los genes PER con el cancer de mama aparecio
publicado en 2005. En él, se pretendia confirmar la existencia de niveles disminuidos de
los genes PER en este tipo de cancer, y para eso analizaron una bateria de 55 muestras
de cancer de mama de mujeres taiwanesas. Comparando los niveles de expresion de los
genes PER en tejido tumoral con el tejido sano adyacente, los resultados revelaron una
alteracion en su expresion en >95% de los casos. Este grupo de trabajo propuso la
hipdtesis de que la desregulacion de los genes PER no esta causada por alteraciones
genéticas, sino que estd mas relacionada con la metilacién de los promotores de PER1 Y
PER2. Esta hipermetilacidén guarda una estrecha relacién con la expresion de c-erbB2,
también alterada en estas muestras. Por lo tanto, se convierte en el primer grupo de
trabajo en proponer que las alteraciones en la expresion de PER son las que provocan la
interrupcion del control del reloj circadiano y por tanto, favorecer la supervivencia de
las células cancerigenas (80).

Otro grupo de trabajo distinto partia de una hipétesis de trabajo ligeramente distinta a
la del grupo anterior, ya que contaban con datos previos en los que se demostraba la
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existencia de una relacion entre el gen BRCA1y las proteinas Perly Per2. De esta forma,
desarrollaron un nuevo estudio en el que compararon los niveles de Per en muestras de
cancer de mama familiar y esporadico, con un grupo control de tejido mamario sano. Se
encontrd una disminucion de Perl y de Per2 en los tejidos tumorales en comparacién
con los sanos, y aparte, una disminucién aun mayor en el tejido de cancer de mama
familiar frente al de cancer espordadico. Esta disminucidén también se demostrd asociada
a los tumores negativos para el receptor de estrégenos. Por lo tanto, no contradicen la
importancia de las alteraciones en la expresidon de Per en el desarrollo de cancer de
mama, pero resaltan un peso adicional en la disminucion de los niveles de PER a la causa
génetica, a través de los resultados obtenidos en el cancer de mama familiar. Ademas,
establecieron una correlacidn con negatividad para receptores de estrégenos, y por
tanto, con los tumores de peor prondstico (81).

Varios estudios posteriores siguen la linea de estos dos que hemos comentado,
aportando informacién similar y confirmando los hallazgos. Destaca uno de ellos que
aportd una novedad importante: en experimentos in vitro, observaron que las células
de cancer de mama tienen dos picos de maximo crecimiento cada 24 horas, y por esto
se procedid a analizar los niveles de expresidon de Perl a lo largo del dia. Se establecid
una relacion inversa entre los picos de expresiéon de Perl y los de crecimiento tumoral
in vivo, por lo tanto Perl parece llevar a cabo un control de la supresién tumoral efectivo
sélo a determinadas horas del dia (82).

Por ultimo cabe resaltar un estudio en el que se determinaron los niveles de Perl, Per2
y Cryl en ratones FVB/N de distintas edades en los que habian introducido previamente
el gen HER-2/neu para inducirles tumores mamarios. Los resultados obtenidos
demostraron que se produce una disminucién de Perly Per2 alo largo del tiempo en la
vida de estos ratones (83).

En resumen, el gen Perl se ha estudiado en relacion al cancer de mama gracias a los
conocimientos previos acerca del papel de Per2 en este cancer y a la ya conocida funcién
supresora de Perl. Los hallazgos se centran en la importancia tanto de los factores
genéticos como epigenéticos en el desarrollo tumoral del cancer de mama, asi como de
analizar su actividad circadiana, estableciendo asi las bases de una posible cronoterapia
en este tipo de cancer.

8.1.4 Cancer de préstata

En el momento actual, resulta llamativo el escaso numero de publicaciones que
aparecen en la literatura cientifica con el propdsito de caracterizar la alteracién de los
genes reloj con los tipos de cancer hormono-dependientes, entre los que se encuentra
el de prdstata. Pese a proponerse en multiples trabajos como uno de los canceres en los
que las alteraciones de los ritmos y de los genes reloj podrian tener una mayor
repercusién, son muy pocos los estudios realizados acerca de los genes analizados en
esta revisidn, siendo solo Perl el Unico para el cual se han encontrado resultados
interesantes.

Basandose en la importancia de la regulacion hormonal por parte de los genes reloj, se
planted un estudio en el que se relacionaban los niveles de Perl con la patogénesis del
cancer de proéstata y, en efecto, se encontraron con unos niveles disminuidos de Perl
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en tejido tumoral, en comparacién con tejido prostatico sano. Este estudio demostré
como Perl inhibid la activaciéon de los receptores de andrégenos (AR) y como
consecuencia, disminuyd la expresién de genes sensibles a andrégenos (84).

8.1.5 Cancer colorrectal

Tras buscar en las bases de datos acerca de la relacidn de los genes reloj con este tipo
de cancer, hemos encontrado que el nimero de publicaciones al respecto es mayor de
lo esperado teniendo en cuenta, por ejemplo, las existentes en relacion a los canceres
de mama o proéstata. A diferencia de lo que hemos visto hasta ahora, las investigaciones
publicadas van mas encaminadas en demostrar la asociacion del cancer colorrectal con
Perl de una forma mas clinica o fisiopatoldgica. A pesar de esto, aun no son muchos los
trabajos que se han centrado en analizar de forma mas especifica la relacion entre los
genes reloj entre si, destacando las que se limitan a determinar si estan o no alterados
en el tejido tumoral.

El primer trabajo relevante en este apartado parte de la idea de que la enzima
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), que presenta oscilacidn circadiana, se muestra
disminuida en las células de cancer de colon, por lo que trataron de demostrar una
asociacion con Perl. Tras analizar muestras de tejido tumoral de pacientes y
compararlos con mucosa intestinal sana se comprobd que en efecto, los niveles de DPD
y Perl se reducian casi a la mitad, en una proporcion muy similar en las células de tejido
tumoral y, no solo eso sino que esta asociacion resultd ser mas intensa conforme
aumentaba el grado de pérdida de diferenciacion tumoral. Curiosamente, la
disminucion y correlacién de DPD y Perl fue alin mas pronunciada en mujeres que en
hombres (85).

En esta linea de trabajo y tras la sospecha de que esta diferencia encontrada entre sexos
pudiera ser de causa hormonal, el mismo grupo de trabajo vuelve a analizar los niveles
de Perl pero esta vez comparandolos con los receptores de estrégenos alfa y beta (ERa
y ERB) en muestras de tejido colorrectal tumoral. En este nuevo estudio analizaron
individualmente la diferencia entre sexos en la disminucidn de Perl, con un resultado
positivo, en efecto en mujeres esta disminucion era mas acusada. La expresidon de ERN
también estaba reducida, aunque no encontraron diferencias entre sexos con respecto
a esta disminucién. Por otro lado, no se detectaron cambios en la expresion de Per2 ni
de ERa.. Cabe resaltar que los niveles de CLOCK, que también fue analizado en este
ensayo, se encontraban elevados en las muestras de pacientes varones. Por lo tanto
Perl y ERRB guardan correlacidén y se encuentran en niveles inferiores a lo normal en el
cancer colorrectal, y, junto a CLOCK, podrian marcar una diferencia distintiva de género
en el papel del reloj celular en el desarrollo del cancer colorrectal (86).

En otro grupo de trabajo distinto al anterior también se buscé comprobar la asociacion
de Perl y ERR en el cancer colorrectal en la poblacién china. Este estudio confirmo la
disminucion de los niveles de expresidn tanto de Perl como de ERR en estas células, asi
como con la diferencia del sexo en la reduccién de Perl, pero aportando algunos datos
novedosos: los niveles reducidos de Perl se correlacionaban con mayor frecuencia de
metadstasis a distancia, y la disminucion de ERRB se asocié con la edad. Sin embargo no se
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consiguid establecer una correlacion con la supervivencia global o la supervivencia libre
de enfermedad (87).

8.2 Per2
8.2.1 Carcinoma oral de células escamosas

En el primer estudio que nos encontramos desde un punto de vista cronoldgico, se
sometido a 90 hamsteres a ciclos de luz/oscuridad de 12h cada uno, y aplicando
dimetibenzantraceno en la mucosa de la boca se les provocé el carcinoma oral. Se les
sacrificd en dos tandas, una a las 6 semanas y otra a las 14 semanas, ambas divididas en
6 periodos de 4h (desde las Oh hasta las 24h), y se recogieron muestras tanto de mucosa
normal, como de lesiones premalignas y de tejido canceroso para analizar mediante RT-
PCR los niveles de mRNA no solo de Per2, sino también de otros genes bajo control
circadiano como son VEGF, Ki67, c-Myc y p53. Los resultados obtenidos permitieron
concluir que la expresion de Per2, VEGF, p53 y c-Myc presenta oscilaciones circadianas
en los tres estadios, pero no ocurre asi con Ki67 que sélo la conserva en tejido normal y
lesiones precancerosas. También se detectaron niveles de Per2 y p53 disminuidos en los
tejidos con lesidon cancerosa establecida, mientras que los de VEGF, c-Myc y Ki67 estaban
aumentados (88).

En continuacidn con el anterior trabajo, se quiso indagar algo mas en el mecanismo
especifico por el que los niveles de expresidon de Per2 se alteraban en el cancer, y para
ello se usé, como ya hemos visto previamente, un shRNA para deprimir la expresion de
Per2 en la linea celular Tca8113. En este estudio se demostrd que la depresion de Per2
conduce a un incremento en la tasa de proliferacion celular (lo que se puede explicar
debido a que los niveles de expresion de las ciclinas A2, B1 y D1, CDK4, CDK6 y E2F1
estaban aumentados), junto a una disminucién de la apoptosis (en concordancia con
unos reducidos niveles de p53, p16 y p21). Por lo tanto, de manera similar a lo que ya
se habia determinado para Perl en este tipo de cancer, Per2 también participa en la
regulacion del ciclo celular a través de las vias de sefializacidn de las ciclinas, quinasas
dependientes de ciclinas y los inhibidores de estas quinasas (89).

Casi un afio mas tarde, otro grupo de investigacion usando tecnologia de interferencia
de RNA (RNAI) in vitro, en células SCC15 encontrd que el silenciamiento de Per2 se
acompafaba de un incremento en los niveles de expresién de una serie de genes
relacionados con el cancer, para ser mas concretos, de Ki67, MDM2, c-Myc, Bcl-2, MMP2
y VEGF; y de unos niveles de expresion de p53, Bax y TIMP-2 significativamente
disminuidos. Estos resultados se correlacionan con el experimento in vivo en el que las
variantes de SCC15 con Per2 silenciado xenotransplantadas en ratones experimentaron
una actividad tumoral mayor (90).

Siguiendo el orden cronoldgico en las publicaciones, unos meses mas tarde un nuevo
estudio planted la idea de correlacionar los niveles de Per2 con el tiempo de
supervivencia de los pacientes con carcinoma oral de células escamosas. Para llevarlo a
cabo se tomaron muestras tumorales de pacientes reales y se compararon con la
mucosa sana adyacente a la lesion. El resultado fue que, en las células tumorales, los
niveles de Per2, PTEN, p53, p14ARF y caspasa-8, estaban reducidos en comparacién con
la mucosa sana. No solo eso, si no que los pacientes cuyas muestras tumorales tenian
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niveles mas reducidos de Per2 pertenecian a un estadio clinico mas avanzado, muchos
de ellos ya con metastasis linfaticas (91).

Por dltimo, a principios de este mismo afio se vuelve a estudiar los efectos del
silenciamiento de Per2 con shRNA en la linea celular SCC15 pero esta vez para ver como
interactua con otros genes del reloj celular. Se demostré que en las células con Per2
deprimido, los niveles de mRNA de Per3, Bmall, DEC1, DEC2, CRY2, TIMELESS, RORa. y
Npas2 también se encontraban disminuidos, mientras que por el contrario los de NR1D1
y PER1 estaban incrementados (92).

Resumiendo, los estudios hasta la actualidad que relacionan PER2 con el carcinoma oral
de células escamosas, apuntan a que se puede catalogar como un potente gen supresor
tumoral. Su principal efecto reside en el control de la via de las ciclinas/quinasas para el
control del ciclo celular, y estd intimamente relacionado con otros genes supresores.
Aparte de esto, queda demostrado que funciona como regulador del reloj circadiano
celular al participar en el control de la expresidn de gran parte de los demas genes reloj.
Ademas, los diferentes niveles que presenta en los diferentes estadios de la
enfermedad, podria significar en un futuro la posibilidad de darle un papel de
biomarcador para los pacientes con cancer oral de células escamosas y de esperanza de
vida.

8.2.2 Cancer de pulmén

La literatura que relaciona la expresién de PER2 con el cancer de pulmdn es algo mas
extensa, siendo posiblemente el gen reloj mas ampliamente estudiado en este cancery
mas considerado por la comunidad cientifica hasta el momento.

Los primeros estudios acerca de PER2 se realizaron en una linea celular de cancer de
pulmoén conocida como células cancerigenas de Lewis (LLC). Los primeros pasos en este
campo se dieron trasfiriendo vectores de expresién de mPer2 a lineas de LLC in vivo.
Estas lineas celulares aumentaron la expresion de la proteina PER2 lo que se asocid a
una disminucion de la proliferacidn de las células tumorales y al incremento de la tasa
de apoptosis (93).

Siguiendo la linea de este trabajo, otros estudios corroboraron el papel de supresor
tumoral de PER2 en tumores LCC en ratones, aportando nuevos datos de alteracion en
otros genes encargados de regular el ciclo celular. La sobreexpresion de Per2
condicionaba una disminucidon de los genes anti-apoptéticos c-Myc, Bcl-X y Bcl-2,
mientras que aumentaban los niveles de p53 y Bax. De esta forma logran caracterizar el
papel en la supresion tumoral de Per2 induciendo la apoptosis celular, inhibiendo los
genes anti-apoptéticos y estimulando la expresidon de otros pro-apoptoticos (94). Este
mismo grupo de trabajo, poco mas de un aflo mas tarde, publicd otro trabajo en el que
se estimuld el aumento de Per2 intratumoral con polietilenimina en ratones en los que
se habian inoculado células LLC. Volvieron a demostrar el papel supresor de Per2 en este
tipo de cancer, pero con la diferencia de que esta vez demostraron ademas que se
producia la inhibicién de PCNA, proteina nuclear encargada de la reparaciéon de dafo en
el ADN (95).
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Pasando a una linea de trabajo distinta, otros grupos de trabajo utilizaron para su
investigacion lineas celulares de cancer no microcitico de pulmén (NSCLC). En este
estudio se analizaron los niveles de Per2 en 60 muestras de NSCLC y en 20 de tejido sano
pulmonar y se encontraron que la tasa de expresion de Per2 fue de 71'7% y 95'0%,
respectivamente. Este estudio nos vuelve a remarcar la disminucién de Per2, esta vez
en células NSCLC, y lo relaciona con un peor estadio TNM, el desarrollo y la invasién
tumoral (96). Un afio mds tarde, aparece publicado el articulo que ya hemos
mencionado al hablar de la relacion de PER1 y el cancer de pulmdn, que analizé la
expresion de las proteinas PER (entra las que se encuentra PER2) en relacion a la
situacidn clinica de pacientes con NSCLC, con unos resultados en consonancia con los
gue acabamos de citar, es decir, peor estadio clinico, TNM, y mayor invasividad (79).

Para terminar con los efectos de la alteracion de Per2 en el cancer de pulmdn,
recientemente aparece una linea de trabajo totalmente distinta y que pretende
establecer una relacién entre los niveles de Per2 y la resistencia a farmacos, y para ello
se usaron células A549/DPP, una linea celular de adenocarcinoma de pulmodn resistente
a cisplatino. Los resultados obtenidos mostraron como estas células tienen niveles de
Per2 reducidos. El silenciamiento de Per2 mediante shRNA confiere a las células
resistencia a la apoptosis y activa los mecanismos de proliferacién y migracion. Esto se
debe a que la anulacidn de Per2 provoca una estimulacién de la via de sefializacién
PI3K/AKT/mTOR vy, por contrario, su sobreexpresion reduce la activacion de esta via,
facilitando la entrada en apoptosis de las células tumorales (97).

Resumiendo, Per2 es un gen muy estudiado en el cancer de pulmén, y su relacion con
este tipo de tumor estd siendo cada vez mas clara debido al numero creciente de
trabajos que asi lo van estableciendo. Aparte de comportarse como un potente gen
supresor tumoral que ejerce su accion promoviendo la apoptosis, esta directamente
relacionado con el estadio clinico de cdncer de pulmén y es un fiel indicador de la
esperanza de vida. Ha demostrado tener también un papel en la resistencia a farmacos
guimioterapeuticos, y lo mas importante es que se ha demostrado la reduccién de su
expresion en 3 tipos distintos de cancer pulmonar, lo que ha llevado a establecer su
papel regulador de un mecanismo crucial en el desarrollo y progresién tumoral, a nivel
general, como ya se sabe que es, la estimulacién de la apoptosis.

8.2.3 Cancer de mama

El gen Per2 ha demostrado tener una implicacion muy importante en el desarrollo de
este tipo de cdncer y esto ha llamado la atencién de la comunidad cientifica,
convirtiéndose en un “hot-spot” en la investigacion contra el cancer en la actualidad.

Voy a comenzar hablando de un trabajo inicial que analizo los efectos de la supresion
génica de Per2 en ratones. Estos ratones perdian la nocién del tiempo, como se
demostré en los actogramas obtenidos (midiendo la actividad que ejercian en la rueda
giratoria) que era totalmente desincronizada. Ademas envejecian mds rapido y eran mds
propensos a desarrollar fenotipos neoplasicos. En estos ratones, la supresion de Per2
condiciond una pérdida en la regulacidn de la expresion de otros genes implicados en la
regulacidn del ciclo celular y en la supresidon tumoral, tales como c-Mycg, ciclinas D1y A,
Mdm-2 y Gadd45a. La importancia de este estudio es que se publica muy cerca,
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temporalmente hablando, de los primeros ensayos que relacionaban Per2 con el cancer
de mama (98).

Entre los primeros trabajos que tratan de caracterizar los efectos de Per2 en el cancer
de mama, se encuentran los ya citados cuando hablé de Perl, que nos resaltan la
importancia de los factores genéticos y epigenéticos en la depresion de la expresion de
Per en el cancer de mama. En sintonia con estos estudios, un grupo de trabajo decide
comparar distintas variantes genéticas comparando 406 pacientes con cancer de mama
y 412 controles, y determinando las variaciones genéticas (polimorfismos) en los
genotipos de los genes Clock y Per2 (rs2304672, rs2304669, rs934945). Los resultados
fueron que las personas con el genotipo rs2304669-TT de Per2 mostraron un aumento
del riesgo de cancer de mama en comparacion con los individuos TC o CC. Por el
contrario, se comprobd que los otros genotipos estudiados no estaban relacionados con
un mayor riesgo de cadncer de mama. Por lo tanto el locus rs2304669 se puede convertir
en un biomarcador de susceptibilidad al cAncer de mama (99).

Hasta este momento, las investigaciones se centraban en asociar el descenso de Per2
con la mayor incidencia y severidad del cdncer de mama, y por eso surge un equipo de
trabajo que intenta desentrafiar el mecanismo molecular por el cual dicha asociacion se
establece. Utilizando RNAip y RNAhc para disminuir la expresién de Per2 en lineas
celulares in vitro e in vivo, primero comprobaron que éstas llegaban a duplicar su
velocidad de crecimiento celular in vitro y de crecimiento tumoral in vivo. Del estudio se
comprobd que los niveles de las ciclinas D y E aumentaban cuando Per2 disminuia, por
lo que Per2 es capaz de regular la via de las ciclinas en el ciclo celular (100).

En esta linea de trabajo, surge otro estudio que consigue dar una evidencia mas
detallada de la funcién supresora de Per2 en el cancer de mama. Descubrieron que la
pérdida de Per2 potenciaba la expresion de genes de transicidn epitelio-mesenquimal
(EMT), entre los que se incluian TWIST, SLUG Y SNAIL. Demostraron que Per2 llevaba a
cabo una funcién de correpresor transcripcional reclutando proteinas EZH2, SUZ12 y
HDAC2 para formar un complejo con el factor de transcripcion OCT1-POU2F1, en el sitio
de unién de TWIST1 Y SLUG, lo que en definitiva lleva a la activacion de los genes EMT.
Por ultimo, demostraron que la hipoxia, una situacién comun que se produce durante
el crecimiento del tejido tumoral, causa la degradacién de PER2, lo que lleva a la
activacion de los genes EMT (101).

Otros grupos de investigacion han contemplado aspectos diferentes a la hora de
caracterizar el papel de Per2 en el cancer de mama. Se ha publicado un estudio
relacionando a Per2 con los receptores de estrogenos ERa, de tal forma que altos niveles
de Per2 favorecen la degradacion de ERa, mientras que bajos niveles de este gen reloj
conducen a una estabilizacion de ERa.. Ademas, comprobaron que la presencia de
estrogenos estimula la expresion de Per2, estableciendo asi un mecanismo de
retroalimentacidon que controla el exceso de estimulacidén estrogénica. Estos datos
complementan la informacién que ya se conocia de que la sobreexpresién de Per2 en
cancer de mama produce una inhibicién del crecimiento, y estimula la apoptosis (102).

En la linea de esta nueva idea, recientemente se ha establecido una relacién entre la
ausencia de Per2 y la resistencia a la quimioterapia, en concreto, entre expresion de
Per2 y la sensibilidad a la doxorrubicina. Para ello se trabajé con células de epitelio
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mamario normal (MCF-12) y células de cancer de mama MDA-MB-231, negativas para
el receptor de estrégenos (ER-). La expresion de Per2 mostrd un ritmo circadiano de
24h en ambas lineas celulares, con la salvedad de que su silenciamiento sensibiliza a las
células MDA-MB-231, previamente quimiorresistentes, a la doxorrubicina (103).

8.2.4 Cancer colorrectal

Aligual que pasaba al buscar la informacién correspondiente al gen Perl en este tipo de
cancer, nos encontramos con varios trabajos que manejan los genes reloj de manera
general, y son pocos aquellos que analizan cada uno de estos genes de manera
individual.

Cabe destacar que la obtencién de ratones con Per2 mutado (m/m), permitid
comprobar como estos son mas propensos a los linfomas y tienen la expresién de genes
reguladores del ciclo celular, como ciclina D y c-Myc, alterados. Con este mismo modelo
de raton se buscéd determinar el papel de Per2 en el desarrollo tumoral del cancer
colorrectal, y para ello se usaron lineas celulares de colon HCT116. El primer resultado
obtenido fue una correlacion inversa entre niveles disminuidos de Per2 y niveles
aumentados de beta-catenina. A continuacién se compararon ratones m/m con ratones
m/m Apc Min/+, a los que adicionalmente se les habia mutado el gen supresor de
tumores Apc (Adenomatous polyposis coli,). Los resultados fueron que los ratones m/m
desarrollaron pdlipos coldnicos, con niveles de beta-catenina y ciclina D aumentados en
todo el tejido intestinal. Por otra parte, los ratones m/m Apc Min/+ desarrollaron el
doble de podlipos con anemia mas grave y esplenomegalia comparandolos con ratones
Apc/+. Analizando estos datos, se concluyé que Per2 suprime el desarrollo tumoral por
la disminucion de las beta-cateninas y los genes diana de las beta-cateninas en el cancer
colorrectal (104).

Cuando se analizarion los niveles de Per2 en 38 pacientes distintos con cancer de colon,
los resultados mostraron que las células mas diferenciadas tenian mas posibilidades de
mantener los niveles de expresion de Per2 normales que las poco diferenciadas.
Ademads, también encontraron asociacidon de los niveles disminuidos de Per2 con la
edad, el grado histolégico, el estadio TNM, y la expresion de Ki67. En cambio, no se
encontrd relacién ni con p53 ni con c-erbB-2 (105).

Por ultimo, se buscd la identificacién de genes implicados en el control del ciclo celular
que se asocien con Per2 en el cancer de colon. Para ello se estudiaron piezas quirdrgicas
resecadas de pacientes con cancer de colon y se compararon los niveles de expresion
en las células tumorales con las de tejido sano adyacente, y se identificaron siete genes
que guardaban correlacion positiva con Per2 (husl, gadd45a, rbl, cdkn2a, cdk5rpl,
mrella, sumol) y dos genes con correlaciéon negativa (cdc20, birc5). En un segundo
analisis, se midieron los niveles de estos genes en los pacientes agrupados en 3 grupos
distintos dependiendo de su TNM. La expresion de los genes relacionados positivamente
con Per2 resultd ser dependiente del estadio, al igual que pasaba con los relacionados
negativamente, y sobre todo se detecté la diferencia de niveles en el tejido tumoral. La
expresion de cdc20 y birc5 estaba aumentada en el tejido adyacente y disminuida en el
tumoral (106).
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Estos datos indican que el mecanismo por el cual Per2 ejerce su funcién supresora en el
cancer de colon, es a través de la regulacion de las beta-cateninas, y una serie de genes
relacionados con el ciclo celular. Hace falta ain mas investigacion en este campo, para
corroborar los datos obtenidos hasta el momento y caracterizar mas a fondo las rutas
de sefalizacidn intracelular que se ven modificadas cuando Per2 esta inhibido.

8.3 Bmall/Arntl

8.3.1 Carcinoma oral de células escamosas

La alteracion de Bmall en relacion especifica a un tipo de cancer en la literatura
cientifica aun no esta muy explotada. Es mas facil encontrarla mencionada en revisiones
de varios genes en las que se limitan a decir si estdn alterados o no. Aun asi, al parecer,
ha demostrado relacionarse con la sensibilidad a fdrmacos en varios tipos de cancer y
es por eso que probablemente muchos grupos de investigacion se dediquen al estudio
de Bmall y cancer en los préximos afos.

En cuanto a sus efectos en el carcinoma de células escamosas podemos encontrar un
primer estudio, en el que intentando buscar alguna conexidn entre la pérdida de PTEN
(molécula reguladora de la via de sefializacidon PI3K) con alguna alteracion del reloj
circadiano, se determiné que Bmall parece ser uno de los genes alterados. Asi, se
relaciond la pérdida de PTEN con una activacién de la sefializacion mTOR y ésta a su vez
al gen Bmall. Este aumento de Bmall inducido por PTEN depende exclusivamente de la
via mTOR, y asi se demostré al administrar rapamicina (un inhibidor de mTOR) lo que
devolvié a la normalidad los niveles de Bmall; mTOR a su vez requiere de las proteinas
Rictor y Raptor para su regulacidn, por lo tanto, éstas van a tener un papel critico en la
regulacién de Bmall (107).

Un segundo grupo de trabajo utilizo lineas celulares de carcinoma oral escamoso para
comprobar la accién supresora de Bmall sobre la proliferacién y ver si aumentaba la
sensibilidad a paclitaxel. En las muestras habian niveles de Bmall muy reducidos pero
estos se aumentaron por administracion ectdpica con lo que se inhibid la proliferacién,
migracion y la invasidn en los ensayos in vitro. En los ensayos en ratones también se
demostré una mejoria del tamafo tumoral. Por lo tanto con estos resultados
demostraron la accién antitumoral de Bmall. En un segundo tipo de experimento, se
trataron las células con paclitaxel, y las células con niveles de Bmall aumentados eran
las mas susceptibles de entrar en apoptosis, lo que era un reflejo de su mayor
sensibilidad al paclitaxel. Las bases moleculares de este efecto parecen residir en la
relacion reguladora establecida entre Bmall, TERT y el represor transcripcional
oncogénico EZH2, cuyo reclutamiento por el promotor de TERT favorece la apoptosis
inducida por paclitaxel (108).

8.3.2 Cancer de pulmén

Con respecto a la relacion entre Bmall y el cancer de pulmon, los primeros estudios que
encontramos dirigidos a comprobar el posible papel de este gen reloj en este tipo de
cancer ya parten de que Bmall ha demostrado su potencial antitumoral en estudios
previos en otras clases de tumores. Por lo tanto, en una primera aproximacion las
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investigaciones se han dirigido a determinar la funcién de Bmall con respecto a la
capacidad de invasividad tumoral usando como modelo lineas celulares A549 de
adenocarcinoma de pulmén.

Este primer grupo de trabajo utilizé iRNA para anular Bmall y en efecto comprobaron
que la invasividad se veia potenciada, mientras que en aquellos cultivos en los que
promocionaron su sobreexpresion, se redujo. La diferencia hasta ahora estd en que este
mecanismo de accién parece ser independiente de los niveles de p53. Para ser mas
concretos, la funcién de Bmall probablemente consiste en inhibir la via
PI3K/AKT/MMP2, de tal forma que cuando se deprime la expresion de Bmall, la
actividad de esta via se incrementa enormemente. Esta via a su vez conecta
directamente con el oncogen Bcl-w, por lo que en un segundo tipo de experimentos se
analizd la relacion existente entre Bmall y Bcl-w, obteniendo como resultados, la
existencia de una relacion inversa. Es decir, en las muestras con Bmall aumentado, Bcl-
w estaba inactivo, se encontraban niveles disminuidos de MMP2 y por tanto el potencial
invasor de las células era menor; en cambio en las células que tenian Bmall deprimido,
Bcl-w estaba en pleno funcionamiento con mayores niveles de MMP2 lo que resultd en
mayor invasividad (109).

8.3.3 Cancer de mama

Sobre la relacidn especifica del gen Bmall con el cancer de mama, actualmente no hay
estudios publicados. Aunque si puede verse su inclusién en otros tipos de estudios mas
generales que abordan la alteracidn en conjunto de una bateria de genes reloj, entre los
gue se encuentra Bmall. Puede destacarse un estudio que se aventura a proponer una
aparente relacién entre Bmall y las metastasis a ganglios linfaticos en el cancer de
mama, sin entrar en descifrar los mecanismos moleculares subyacentes (110).

8.3.4 Cancer colorrectal

En cuanto al peso de Bmall en el cancer colorrectal, volvemos a tener un ndimero
relativamente importante de trabajos que confirman su alteracidn, pero pocos que
demuestren directamente la relacién que guardan entre ellos. Aun asi, destaca un
estudio que pretende comprobar el efecto de Bmall a la hora de modificar la
sensibilidad al oxaliplatino de las células tumorales. Para ello estudian tres lineas
celulares de cancer colorrectal distintas, HCT116, THC8307, y HT29. En el estudio se
demostré cémo la sobreexpresion de Bmall no solo frend la proliferacidn celular, si no
qgue aumentd la sensibilidad del cancer colorrectal al oxaliplatino en las tres lineas
celulares in vitro. S6lo comprobaron que la HCT116 presentd los mismos resultados in
vivo. Ademas, la supervivencia global fue mas larga (27 meses frente a 19 meses) en los
tumores primarios con niveles elevados de Bmall. Finalmente, estos resultados se
atribuyeron a la capacidad de Bmall de regular, mediante la via ATM, la detencion del
ciclo celular en G2-M (111).
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9. CONCLUSIONES

En vistas de los datos recopilados en esta revisidn sistematica del mecanismo funcional
del reloj circadiano, he podido sacar como primera conclusidn, que adn no hay un
esquema de accidn validado con total seguridad, aunque la gran mayoria de las teorias
de funcionamiento y de ensayos que lo han investigado han llegado a conclusiones
similares. Sin duda se trata quizas de uno de los sistemas de regulacion mdas complejos
de los seres organicos al tener tantos factores intermediarios y encargarse de una gran
bateria de acciones, cada vez mas extensa a medida que el conocimiento progresa.

De mi trabajo de investigacion se puede sacar en claro que la participacién de los genes
reloj en el desarrollo tumoral, gracias en gran parte a la accidn supresora de la gran
mayoria de ellos, en especial PER1 y PER2, esta claramente demostrada. Tal es asi que
cada vez hay mas articulos relacionando estos genes con distintos tipos de cancer,
aunque en la actualidad solo se haya explotado esta investigaciéon para un numero
reducido de ellos.

La importancia de estos genes en relacion al cancer no solo reside en su accidn supresora
y, por consecuente con la pérdida de su expresién se facilita el desarrollo, crecimiento
e invasion de los tumores, sino que también se han descrito diferencias en los resultados
con farmacos quimioterapicos, en los que la accidn de los genes reloj es capaz de
modificar la resistencia tumoral al efecto téxico del farmaco.

Finalmente me gustaria destacar la necesidad de mas investigacién en el futuro, dado la
importancia y el potencial real que tienen los genes reloj y su implicacién en el cancer.
Seguramente en la medicina del dia de mafiana podamos contar con test de deteccién
precoz o incluso de cribado que involucren a alguno de estos relojes; incluso terapias
farmacoldgicas contra el cancer que tenga como objetivo modificar la expresién de estos
en las células cancerigenas, o potenciar la ya establecida cronoterapia.
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