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Resumen

Los ritmos circadianos son ritmos bioldgicos con una duracion cercana a 24 horas, regulan nuestra actividad metabdlica, hormonal y conductual
diaria. Se establecen por la actividad transcripcional intrinseca de un grupo de genes, denominado genes reloj, quienes se expresan ritmicamente
en el cerebro y tejidos periféricos. Estudios epidemioldgicos recientes sugieren que las alteraciones del ritmo circadiano representan un factor de
riesgo para el desarrollo de cdncer en humanos. De manera interesante se encontré que ratones mutantes del gen reloj Per2 desarrollan tumores.
Con estas evidencias, se han analizado biopsias de diversos tipos de cancer en humanos, demostrando que la expresion de los genes Per1, Per2
o Per3 esta considerablemente reducida, en comparacion con tejido normal. En este articulo revisamos las evidencias que sugieren una relacion
entre las alteraciones de los ritmos circadianos y la expresion de los genes reloj, con el desarrollo de cancer.

Introduccion

La vida es un fendmeno ritmico. La actividad y funciones de los seres
vivos se manifiestan como variaciones periddicas o ritmicas y no como
un proceso continuo. A estas variaciones se les conoce como ritmos
biolégicos. En la naturaleza se observan diversos ritmos bioldgicos;
aquellos con una periodicidad menor a 24 horas se denominan ultra-
dianos, como son: el consumo de alimento, el ritmo cardiaco, el reposo
y la actividad, etc. Por su parte, los ritmos biolégicos con una periodi-
cidad cercana a las 24 horas se conocen como circadianos, como son:
el ciclo de dormir y despertar, la liberacién de ciertas hormonas, etc.
Mientras que los ritmos bioldgicos con una periodicidad mayor a un
dia se denominan infradianos, como es el caso del ciclo menstrual, ciclo
estral, la hibernacién, entre otros.

Los ritmos circadianos (del latin, circa <alrededor de>, diano <dia>=
alrededor del dia), son ritmos biolégicos con una duracién cercana a
24 horas, autosostenibles, y que persisten inclusive en ausencia de es-
timulos ambientales. Estos ritmos estan determinados genéticamente
y son una propiedad conservada en todos los seres vivos, desde or-
ganismos unicelulares procariontes hasta mamiferos y plantas supe-
riores. Los ritmos circadianos tienen gran importancia adaptativa, ya
que modelan en el organismo, una representacion del tiempo exter-
no, para establecer una concordancia entre los sucesos del ambiente y
la organizacion de las funciones bioldgicas, preparando al organismo
para responder a condiciones ambientales predecibles.

En los mamiferos, los ritmos circadianos son generados por un reloj
biolégico central o “maestro’, localizado en unas estructuras hipotala-
micas llamadas nucleos supraquiasmaticos (NSQ) en el sistema nervio-
sos central, y por relojes localizados en las células de diversos tejidos,
conocidos como osciladores periféricos [1, 2]. En conjunto, estos relojes
son sistemas capaces de generar un orden temporal en las actividades
del organismo, oscilan con un periodo regular y utilizan estas oscilacio-
nes como referencia temporal interna para regular el ritmo biologico
de muchas de las funciones corporales, tales como: el dormir y el des-

pertar, el descanso y la actividad, la temperatura corporal, la presion
arterial, el gasto cardiaco, el consumo de oxigeno, el equilibrio de los
fluidos y la secrecion de glandulas endocrinas [1,3]

Genes reloj y mecanismo molecular del reloj circadiano

Estudios de mutagénesis realizados en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) permitieron identificar moscas mutantes con alteracio-
nes del ritmo circadiano. La caracterizacion y andlisis de estas mutan-
tes permitié descubrir un pequefio nimero de genes involucrados en
generar y mantener el ritmo circadiano en estos insectos. A este grupo
de genes se les denominé genes reloj o “clock genes’”. Posteriormente,
se clonaron los genes homdlogos en los mamiferos y se identificaron
nuevos genes reloj a partir de hdmsteres o ratones mutantes. En los
mamiferos se han descrito al menos nueve genes reloj denominados:
Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Clock, Bmall, Caseina cinasa le (Ckle) y
Rev-Erb_[1].

El mecanismo molecular del reloj circadiano central y los osciladores
circadianos periféricos, involucra la interaccién de sefales positivas y
negativas que regulan la transcripcion ritmica de los genes reloj. Este
grupo de genes se encarga de controlar la actividad circadiana en todos
los seres vivos [1,4]. La expresidn de estos genes se regula por medio
de dos asas de activacidon/represion transcripcional. El asa de sefales
positivas estad controlada por los genes Clock y Bmal1, mientras que el
asa negativa por los genes Pery Cry [1,5].

El modelo mds aceptado para explicar el mecanismo molecular del
reloj circadiano en los mamiferos es el ratén. Si situamos el funciona-
miento de la maquinaria del reloj circadiano central (NSQ) del ratén
en el contexto de un dia circadiano de 24 horas, ocurre lo siguiente: al
inicio del dia circadiano (primeras horas de la mafana), la transcripcion
de los genes Per y Cry se activa por los heterodimeros que forman las
proteinas CLOCK:BMALT1, las cuales se unen a secuencias reguladoras
conocidas como cajas E, localizadas en los promotores de los genes Per
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y Cry para activar su transcripcion. Los mensajeros de estos genes son
traducidos a sus proteinas correspondientes (PER y CRY) en el citosol.
Hacia la mitad del dia circadiano (comienzo de la noche), las proteinas
PER y CRY se asocian y forman heterodimeros (PER:CRY), que se fos-
forilan por la enzima CKI para después ser translocados al nucleo, en
donde se acumulan. Los heterodimeros PER:CRY secuestran a los hete-
rodimeros CLOCK:BMAL1, interfiriendo con su unién al sitio promotor
de los genes Per y Cry, inhibiendo su transcripcién. Por lo tanto, las
proteinas PER y CRY actuan como reguladores negativos [1,5].

Los heterodimeros CLOCK:BMAL1 también activan la trascripcién del
gen que codifica para un receptor huérfano nuclear conocido como
Rev-Erb_. Una vez en el nucleo, la proteina REV-ERB_ se une al promo-
tor del gen Bmal1 y reprime su trascripcion, provocando que los nive-
les del ARNm de Bmal1 caigan. Por otro lado, cuando los dimeros de
las proteinas PER:CRY entran al nucleo e inhiben la trascripcion de Per
y Cry, también inhiben la trascripcién de Rev-Erb_, e indirectamente
estimulan la transcripcién del gen Bmal1. En ausencia de REV-ERB_, la
proteina RORa (receptor huérfano relacionado a RAR) se une al promo-
tor del gen Bmal1y activa su transcripcién. En consecuencia, los nive-
les de la proteina BMAL1 aumentan al final de la noche, favoreciendo
la formacion de los heterodimeros CLOCK:BMALT1, los cuales activan la
transcripcion de los genes Per y Cry para reiniciar nuevamente el ciclo
(Figura 1) [1,5].

Los efectos opuestos de los dimeros CLOCK:BMAL1 y PER:CRY en la
trascripcion, aseguran que los mensajeros de Per y Cry oscilen en an-
tifase con el mensajero de Bmal1. Los niveles maximos y minimos en
la expresion de estos genes ocurre con una periodicidad cercana a las
24 horas, de esta manera establecen el ritmo circadiano en los organis-
mos. Por ejemplo, en el NSQ, el pico maximo de expresién de Bmal1 se
da a mitad de la noche, mientras que el pico maximo de los mensajeros
de Pery Cry ocurre a medio dia [1].
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Figura 1. Mecanismo molecular del reloj circadiano en los mamiferos. El heterodimero
CLOCK: BMAL1 se une al promotor de los genes Per, Cry y Rev-Erb_ promoviendo su tras-
cripcion (regulacion positiva). La proteina REV-Erb_ inhibe la transcripcion del gen Bmal1 al
unirse al sitio RRE en el promotor de Bmal1. Las proteinas PER y CRY forman heterodimeros
que son fosforilados por CKle, entran al nucleo y posteriormente se unen a CLOCK:BMALT1,
inhibiendo la transcripciéon de los genes Per, Cry y Rev-Erb_. La inhibicién de la trascrip-
cién de Rev-Erb_, permite ahora la union de la proteina RORa al sitio RRE en el promotor
del gen Bmal1 y activa su transcripcion. Los niveles de la proteina BMAL1 aumentan para
formar los heterodimeros con CLOCK, los cuales activan la transcripcion de los genes Per y
Cry para iniciar nuevamente el ciclo. Las abreviaturas corresponden a: C:B, heterodimero
CLOCK:BMALT1; P:CRY, heterodimero PER:CRY; CKI, caseina cinasa 1_; RE, proteina REV-ERB_;
R, proteina RORa; RRE, elemento de respuesta a Rev-Erb_/ROR.

La transmision de la informacion circadiana generada a partir de la osci-
lacién de los genes reloj en el NSQ, hacia el resto del organismo no esté
totalmente esclarecida. Se dice que existen dos rutas involucradas, una
ruta neural y otra humoral. La primera, se genera directamente por
el mecanismo molecular intrinseco del reloj, donde los heterodimeros
CLOCK:BMALT, ademas de participar en el control positivo de la trans-
cripcion de los genes reloj Per y Cry, actian como factores de transcrip-
cién de otro grupo de genes que contienen cajas E en sus promotores.
A estos genes se les denomina genes controlados por el reloj (clock
controlled genes, CCG). Se sugiere que la actividad transcripcional de
estos genes permite la transmision de la informacién circadiana gene-
rada en el NSQ al resto del organismo. Un ejemplo claro de ello, es lo
que ocurre con el gen que codifica para el neuropéptido vasopresina,
un gen controlado por el reloj, que participa en el control circadiano de
la actividad eléctrica y metabdlica que caracteriza a las neuronas del
NSQ. Estas neuronas, retransmiten sus sefiales circadianas por medio
de potenciales de accién hacia otras regiones del cerebro. Son estos
patrones de neurosecrecién y potenciales de accion modulados en
forma circadiana, los que forman el primer engranaje en la via de salida
de la informacién circadiana del reloj, ya que permite la comunicacién
entre las neuronas del NSQ vy el resto de las neuronas reguladoras del
Sistema Nervioso Central [6,7]. La segunda ruta, es la transmisién de
la informacion circadiana generada en el NSQ por via neuroendocrina,
hacia el resto del organismo. Esto es posible por la comunicacién que
existe entre el NSQ y el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales. Por ejem-
plo, la sintesis y liberacién de glucocorticoides por parte de la gldndula
adrenal esta regulada por el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenales, que
a su vez recibe sefales de los nucleos supraquiasmaticos por medio
de la vasopresina. La secrecién circadiana de glucocorticoides y otras
hormonas es uno de los mecanismos de salida humorales del reloj en-
doégeno para coordinar funciones fisioldgicas, por medio de su accién
activadora o inhibidora en la expresién de genes [6]. También, se ha
destacado la participacién del Sistema Nervioso Auténomo como un
mecanismo por el cual las vias de salida del reloj transmiten la informa-
cién circadiana generada en el NSQ hacia todos los 6rganos y tejidos
periféricos [6].

Por otro lado, se ha demostrado que aproximadamente el 7% de to-
dos los genes controlados por el reloj participan en procesos celulares
importantes, como la proliferacion celular o la apoptosis [8,9]. Entre
estos genes se encuentran: el oncogén c-Myc, los genes supresores de
tumores Trp53 y Gadd45_, asi como genes que codifican para caspasas,
ciclinas, factores de transcripcion y los factores asociados a ubiquitinas.
Otro grupo de genes que presentan patrones de expresién circadiana
lo conforman: genes que tienen que ver con el metabolismo y trans-
formacion de los alimentos, por ejemplo, los genes que codifican para
las enzimas: colesterol 7- hidroxilasa, PEPCK, glucdégeno sintasa, glucé-
geno fosforilasa, y factores de transcripcién que gobiernan en el meta-
bolismo de dcidos grasos (PPAR) [10]; y genes involucrados en la des-
toxificacion citocromo p450 y Cyp2a5 [11]. Genes relacionados con la
regulacion del estado redox y la regulaciéon de la energia, como el gen
de la NADH deshidrogenasa, el gen de la citocromo oxidasa y el gen
que codifica para la proteina 1-del transportador de glucosa-6-fosfato
[12]. Asi como genes relacionados con control del citoesqueleto como
la tubulina _y tubulina b, entre otros [12]. Este podria ser también uno
de los mecanismos mediante el cual el reloj circadiano controla diver-
sas funciones celulares [8,13].
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Relojes circadianos en tejidos periféricos

Existen relojes u osciladores circadianos en una gran variedad de teji-
dos periféricos, similares a los que operan en las neuronas del NSQ [14,
15, 16]. Tanto las neuronas del NSQ, como células de tejidos periféricos,
y fibroblastos en cultivo muestran patrones temporales de expresién
de los genes reloj. Una serie de estudios recientes han evidenciado que
los genes Per, Cry y Bmal1 presentan una expresion ritmica en diversos
tejidos como: higado, corazén, pulmdn, riidn, fibroblastos en cultivo
y otros [1,2,15,16]. Sin embargo, a diferencia del NSQ, las oscilaciones
circadianas en la expresién de los genes reloj en los tejidos periféricos
de mamifero, decaen rapidamente cuando se mantienen como explan-
tes en cultivo. En tejidos periféricos de rata, la expresion circadiana de
los genes reloj se pierde en 2 a 7 dias, mientras que en fibroblastos en
cultivo después de 3 a 4 ciclos [15,17]. En contraste, la expresion circa-
diana de los genes reloj en el NSQ en cultivo se mantiene por mas de un
mes [17,18]. Esto ha llevado a postular que el NSQ es el reloj maestro o
central con un ritmo circadiano intrinseco que sincroniza, por medio de
diversas sefiales neurales y humorales, la actividad de los osciladores
circadianos localizados en los tejidos periféricos y otras regiones del
cerebro.

Por otro lado, se ha visto que diversas sefales, como la administracion
de andlogos de los glucocorticoides y el cambio en el horario de ali-
mentacion, alteran los patrones circadianos de expresion de los genes
reloj en el higado y otros tejidos periféricos, pero no afectan su expre-
sion en el NSQ[15-17, 19, 20]. Esto sugiere que bajo ciertas condiciones
metabdlicas o fisioldgicas, el control local del ritmo de los osciladores
periféricos se puede desacoplar del control del NSQ, para adaptarse a
condiciones particulares sin afectar al reloj central. Esto a su vez permi-
tiria optimizar la fisiologia celular, de tal forma que se restrinja la expre-
sion de ciertos genes cuando sus productos son requeridos. Cuando
estas condiciones particulares desaparecen, el NSQ puede sincronizar a
los osciladores periféricos de regreso a su ritmo normal [2, 16, 17, 19].

Genes reloj y cancer

Con el fin de comprender la funcién de cada uno de los genes reloj
en el mecanismo molecular responsable de generar los ritmos circadia-
nos, se han desarrollado una serie de ratones mutantes o knock-out, en
los que se ha inactivado de forma especifica la funcién de estos genes.
Estos ratones mutantes presentan pérdida del ritmo circadiano de ac-
tividad locomotora e ingesta de agua. Un hallazgo sorpresivo ocurrié
al desarrollar ratones mutantes del gen reloj Per2, quienes ademas de
pérdida del ritmo circadiano, desarrollaron hiperplasias de glandulas
salivales, linfomas y teratomas cutdneos [13]. Al tratar a los ratones
mutantes Per2 con radiaciones gamma, un agente que dafa al ADN,
se aceleré el desarrollo de tumores, induciendo muerte prematura en
estos roedores. En contraste, este fenotipo no se observé en los ratones
control (no mutantes) sometidos al mismo tratamiento [13].

Un analisis minucioso de los ratones mutantes Per2, permitié determi-
nar que la alta incidencia de tumores se debe a una disminucién en
la apoptosis (muerte celular) de células dafiadas. Ademas, se encontré
que la inactivacion del gen Per2 produce incremento en la expresién
del oncogen c-Myc, y alteracion en la expresion de los genes ciclina D1
y Gadd45_. Para explicar esta observacion, estos investigadores propu-
sieron que al inactivar el gen Per2 ocurre una disminucién en la forma-
cién de los heterodimeros PER:CRY, en consecuencia menor inhibicién

de la transcripcién del gen Rev-Erba, que se traduce en disminucién
en la transcripcién del gen Bmal1, por lo cual los niveles del heterodi-
mero CLOCK-BMALT1 también disminuyen. Esto es relevante, ya que el
heterodimero CLOCK:BMAL1 participa en la inhibicién transcripcional
del oncogen c-Myc al unirse a las cajas E en su sitio promotor; por lo
tanto, los niveles bajos de CLOCK:BMAL1 inducen la transcripcion del
gen c-Myc, provocando que sus niveles de expresion se eleven. Por su
parte, los niveles elevados de c-Myc, estimulan la expresién de los ge-
nes Ciclina D1 y Gadd45_. La ciclina D1 participa en la progresiéon de
la fase G1 a S del ciclo celular y Gadd45_ es una proteina implicada
en el mantenimiento de la estabilidad genémica, reparacién del ADN,
control de la proliferacion celular y apoptosis. Por otro lado, el hetero-
dimero CLOCK:BMAL1 también regula la actividad transcripcional del
gen Weel, al unirse a cajas E en su promotor. La cinasa Wee1, participa
en el bloqueo de la progresién celular a nivel de la fase M; por lo tanto
esta involucrada en la regulacion negativa de la proliferacion celular
(Figura 2) [13]. Por otro lado, se determiné que la pérdida de funcion
del gen Per2 en timocitos de ratén disminuye la apoptosis mediada por
p53, conduciendo a la inestabilidad gendmica y a la acumulacién de
células danadas [13].

A partir de estas observaciones, diversos grupos de investigacion en
el mundo se han dado a la tarea de caracterizar la expresién de genes
reloj en biopsias de diversos tipos de céncer en humanos. En estos
estudios, se ha encontrado disminucién en la expresién de los genes
reloj, en particular de los genes Per1y Per2, en cdncer de mama [21,22],
cancer de pulmén [24], cdncer endometrial [25], cancer de préstata
[26], cancer pancredtico [27], entre otros (Tabla 1).

Tabla 1. Expresion de los genes Per en diferentes tipos de cancer

Tipo de céancer hPer1 | hPer2 hPer3 | Referencia
Cancer de mama v v v [22]
Cancer de mama v v ND* [21]
Cancer de endometrio v v ND [25]
Céncer de pancreas v ND ND [27]
Cancer de pulmon v ND ND [24]
Cancer de prostata v ND ND [26]
Leucemia Mieloide Crénica v v v [23][28]

* ND= No determinado, ¥ Expresién disminuida

Para tratar de explicar la disminucién en la expresién de los genes Per
en biopsias de céncer, se han analizado los patrones de metilacion de
estos genes, debido a que se sabe que la metilacién de los promotores,
en secuencias CpG, constituye un mecanismo epigenético que regula
la expresion génica. En este sentido, se encontré que los sitios de CpG
en el promotor del gen hPer1 se encuentran metilados en mas del 50%
de los casos de cancer de mama, lo que explica la disminucion en sus
niveles de expresion [22]. Un estudio similar, en pacientes con leucemia
mieloide crénica, reveld que la metilacion del sitio promotor de los ge-
nes hPer1, hPer2 y hPer3 correlaciona directamente con la disminucién
en la expresion de estos genes [23, 28]. Estas evidencias sugieren que la
expresion de los genes Per se encuentra controlada en parte, por me-
canismos epigenéticos.
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Los genes Per1y Per2 son también supresores de tumores

La proliferaciéon celular es un proceso esencial para la formacion, re-
paracién y mantenimiento del funcionamiento adecuado de todos los
tejidos y érganos en el organismo. Los genes conocidos como supre-
sores de tumores se encargan de orquestar los procesos implicados en
el control de la proliferacién y muerte celular en un organismo. Estos
genes actian como reguladores negativos de la proliferacion celular,
cuando no estan presentes o se encuentran inactivos a causa de muta-
ciones, impiden que la célula prolifere normalmente, adquiriendo pro-
piedades proliferativas caracteristicas de las células tumorales.

La evidencia reciente demuestra que los genes Per1y Per2, ademas de
participar en el control de ritmo circadiano a nivel molecular, también
actlan como genes supresores de tumores, debido a que inhiben la
proliferacién y estimulan la apoptosis [23, 24, 29-32] (Tabla 2). Se ha
determinado que al sobre-expresar estos genes en diversas lineas ce-
lulares de cancer de colon HCT116 [24], cancer de mama MCF-7 [29] y
leucemia mieloide crénica KCL22 y K562 [23], hay aumento en la apop-
tosis e inhibicion de la proliferacion celular (Tabla 2). A su vez, estos
resultados correlacionan con las alteraciones en la expresion de genes
clave para el control del ciclo celular (Wee1, Cdc2, ciclinaD1, p21y p53)
y proliferaciéon celular (c-Myc). El efecto de los genes Per1 y Per2 en la
inhibicion de la proliferaciéon de células tumorales en cultivo se puede
deber a varios eventos que incluyen, en primer lugar el bloqueo del
ciclo celular, debido a alteraciones en la expresion de la ciclina D1 (pro-
teina importante en la progresion de la fase G1-S) y alteraciones en la
expresion de los genes Wee1 y Cdk1 (reguladores clave en el punto de
control G2-M) (Figura 2). En segundo lugar, a la induccién en la expre-
sion de la proteina p53, que a su vez, estimula la transcripcion del gen
que codifica para la proteina p21, la cual bloquea el ciclo celular en la
transicion G1-S, por medio de su unién a los complejos ciclina D/CDK4
y ciclina E/CDK2 (Figura 2). En tercer lugar, a la disminucién en la expre-
sion de c-Myc, que a su vez, produce una disminucién en la prolifera-
cién celular. Esto debido a que c-Myc participa en la activacion directa
o indirecta de genes que codifican para miembros de los complejos
ciclina/CDK o inhibidores de estos complejos regulando la transicién
G1/S del ciclo celular (Figura 2). En conjunto, estos hallazgos sugieren
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Figura 2. Los genes Per1 y Per2 participan en puntos de control que detienen la prolifera-
cion celular. El esquema muestra diversos puntos para los cuales se ha acumulado evidencia
experimental sobre la posible participacion de los genes Per en el control del ciclo celular.
Las abreviaturas corresponden a: Cdk, cinasa dependiente de ciclina; ATM, cinasa Ataxia Te-
langiectasia Mutada; ATR, Cinasa relacionada a la proteina ATR; Chk1, Cinasa del punto de
control 1; Chk2, Cinasa del punto de control 2; Gadd45a proteina 45 alfa de induccion del
crecimiento, detecciony daio al DNA; Cdc25, fosfatasa del ciclo de division celular 25.

que los genes Per1y Per2 participan en la supresién de tumores a tra-
vés de la regulacién transcripcional de algunos genes relacionados con
el control del ciclo celular y proliferacion celular.

Otros datos recientes obtenidos por Gery y col (2006), han demostrado
que Per1 actua reciprocamente con las cinasas ATM y Chk2, las cuales
estan involucradas en mecanismos de respuesta al dafio en el ADN [24].
Estas cinasas tienen gran impacto sobre varios de los puntos de control
del ciclo celular y en la respuesta contra agentes dafinos para el ADN.
Cuando la cinasa ATM detecta el dafio en el ADN, responde aumen-
tando su actividad bioquimica, que modifica otras proteinas, cada una
responsable de una respuesta particular en la reparacién del dafo al
ADN, bloqueo del ciclo celular e induccién de la apoptosis.

Con la finalidad de entender de qué manera los genes Per afectan la
proliferacién de células cancerosas, se han realizado diversas estrate-
gias experimentales, tanto in vivo como in vitro. Una de estas estra-
tegias es el uso del sistema de RNA de interferencia (siRNA), que per-
mite inhibir, por medio de pequefias moléculas de RNA, la expresion
de un gen blanco (silenciamiento génico). En un estudio realizado por
Yang y col (2008) se inhibié la expresién de Per2 por medio de siRNA
en lineas celulares de cancer de mama (MTCL). En primer lugar, se ob-
servé un incremento de la proliferacion celular in vitro, y un aumento
en los niveles de expresién de ciclina D y ciclina E. Al transplantar las
células de cancer de mama modificadas por el sistema siRNA-Per2 en
ratones, se encontré un aumento en el tamafio y la velocidad de cre-
cimiento del tumor. Esto demuestra que el gen reloj Per2 ejerce una
funcidn supresora de tumores [31]. En estudios similares se demostrd
el papel supresor de tumores del gen Per1 en lineas celulares de cancer
de mama (MTCL) y cdncer de préstata (LNCap) [26,32] (Tabla 2). En con-
junto, estas investigaciones sugieren que los genes Per y quizads otros
genes reloj representen una nueva clase de blancos terapéuticos, cuya
manipulacion seria util para modular el crecimiento y proliferacion de
una célula cancerosa.

Tabla 2. Efecto de las alteraciones en la expresion de los genes Per1y
Per2 en lineas celulares de cancer

Linea celular Per1 Per2 Efecto Referencia
HCT116 Cancer | Sobre Inhibicion de la prolifera- | [32]
colorrectal expresion cién celular e induccién de

la apoptosis.
LLC Céncer de | Sobre Inhibicién de la prolifera- | [38]
pulmoén expresion cién celular, disminucién de

la expresion de los genes c-

Myc, Bcl-x, Bcl-2 e induccién

de la apoptosis.
K562,KCL22 Sobre Bloqueo del ciclo celular e | [31]
Leucemia Mie- expresion | induccién de la apoptosis.
loide Crénica
MTCL Cancer | Sobre Inhibicion de la prolifera- | [31]
de mama expresion cion celular y degradacion

del receptor de estrégenos

(ER).
MCF-7 Céncer Sobre Inhibicion de la prolifera- | [37]
de mama expresion | cién celular e induccién de

la apoptosis.
S-180 Sarcoma Sobre Disminucién en el creci- | [42]

expresion | miento del tumor in vivo.
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LNCaP Cancer | Inhibicién Aumento en la prolifera- | [34]
de prostata en la expre- cién celular, inhibicion de
sion la expresion del receptor de
andrégenos (AR) y de genes
sensibles a andrégenos.

MTCL Céncer | Inhibicién Aumento en el crecimiento | [40]
de mama de la expre- del tumor in vivo, aumento
sion en la expresion de los genes
ciclinaDyE.

MTCL Céncer Inhibicién | Aumento en la prolifera- | [39]

de mama de la ex- | cion celular y en el creci-
presion miento del tumor in vivo,
aumento en la expresion de
los genes ciclinaD y E.
HCT116 y Inhibicién | Aumento en la proliferacién | [43]

SW480 Céncer
colorrectal

en la ex- | celulary aumento en la ex-
presion presién de los genes _-cate-
ninay ciclina D.

Existen algunas teorias para tratar de explicar de qué manera el reloj
circadiano funciona como supresor de tumores. Una de ellas fue esta-
blecida por Fu y col en el 2002, quienes propusieron que los ritmos cir-
cadianos pueden actuar como supresor de tumores debido a que par-
ticipan en diversos niveles: 1) A nivel sistémico, el reloj central (NSQ)
regula la proliferacién celular y apoptosis en tejidos periféricos a través
del sistema nervioso auténomo y sistemas neuroendocrinos, como el
eje hipotalamo-pituitaria-adrenales (HPA) e hipotalamo-pituitaria-go-
nadal (HPG). 2) in vivo, debido a que la actividad del sistema nervioso
auténomo (SNA) y de algunos sistemas neuroendocrinos esté regulada
por el NSQ, permitiendo una actividad ritmica de 24 horas en células
de diversos tejidos periféricos. Este control se mantiene por medio de
vias de sefalizacion mediadas por proteinas G acopladas a receptores
transmembranales. Por lo tanto, la alteracién en los ritmos neuroen-
docrinos podria conducir a la desregulacién del ritmo circadiano en
células de tejidos periféricos y promover la oncogénesis [33]. 3) A nivel
celular y molecular, debido a que los relojes circadianos regulan la ex-
presién circadiana de diversos genes involucrados en el mantenimien-
to y control de la proliferacion celular y la apoptosis en las células de
los tejidos periféricos. Por lo tanto, debido a que estos mecanismos
moleculares regulan el ciclo celular y la apoptosis, las mutaciones en
los genes circadianos podrian causar la pérdida de regulacién de estos
procesos y el desarrollo del cédncer. En conjunto, todos estos resultados
apoyan la idea de que el reloj circadiano orquesta eventos mitéticos; lo
que pone de manifiesto la importancia de la regulacién circadiana en
las funciones celulares.

Patologias asociadas con los trastornos del ritmo circadiano

El ser humano presenta una serie de cambios fisiolégicos durante el
transcurso del dia circadiano (24 h). Por ejemplo, los cambios hormo-
nales que ocurren al inicio del dia principalmente a nivel del eje hipo-
tdlamo-hipdfisis-glandulas suprarrenales, se traducen en la liberacién
de catecolaminas al torrente sanguineo con su correspondiente efecto
activador de las funciones orgénicas. Esto hace posible que el organis-
mo se mantenga despierto y activo debido a un aumento en el tono
musculary en la actividad nerviosa. La liberacién de catecolaminas dis-
minuye durante la noche, con lo que disminuye también su efecto acti-
vador y se produce el suefio, periodo en el que se anulan las funciones
intelectuales conscientes para dar paso a las inconscientes. Por lo tanto,
la integridad de la estructura biolégica circadiana es fundamental para
el funcionamiento biolégico y cognitivo eficiente.

Sin embargo, cuando aparecieron los trabajos en turnos rotativos,
ocurrié un cambio en los habitos conductuales del hombre, creando

la necesidad de trabajar de noche y descansar durante el dia. A estos
cambios en los habitos de conducta se les llama inversién del ritmo
circadiano y son consecuencia de un desalineamiento del ritmo circa-
diano interno. Esta alteracion también se ha descrito en personas que
realizan vuelos intercontinentales frecuentes, sometidas a trastornos
de tipo jet-lag, donde ocurre una alteracién abrupta del ciclo circadia-
no habitual entre el suefioy la vigilia. La alteracién del sistema circadia-
no en estas personas conlleva, a que la relacidn de fases normales que
existen entre distintos ritmos se altere, debido a que el sistema circa-
diano ha sido desafiado por ciclos de luz-oscuridad inusuales. Los tras-
tornos del ritmo circadiano ocurren como consecuencia de multiples
factores como: el jet-lag, trabajo nocturno o demoras en las fases de
suefo, ronquido, obesidad, mioclono nocturno, sindrome de piernas
inquietas, fobias, narcolepsia, entre otros y llegan a desencadenar una
serie de patologias a largo plazo. Un ejemplo claro de ello ocurre con la
pérdida del ritmo de sueiio, que conduce a la aparicién de enfermeda-
des como la obesidad, envejecimiento precoz, pérdida de la memoria,
etc. Por otro lado, la falta de suefio cronica esta relacionada con alte-
raciones cardiacas, como cambios en la presién arterial (hipotension
e hipertension) y en la frecuencia cardiaca, enfermedad coronaria e
inclusive infarto de miocardio. Un grupo de investigadores afirman que
existe una relacion directa entre la falta de suefio y el aumento de la
presiéon sanguinea, la cual puede derivar en ataque cardiaco y en infar-
to cerebrovascular [34]. Existen también otras patologias relacionadas
con la pérdida del ritmo circadiano, entre las que se encuentran: pro-
blemas digestivos como gastritis, Ulceras y estrefiimiento, depresion,
irritabilidad, trastornos neuroldgicos, y enfermedades metabdlicas, in-
cluyendo la diabetes. En el caso de la diabetes se sugiere que el punto
de regulaciéon de la glucosa, asi como el de la insulina siguen el ritmo
circadiano, por lo que se plantea que en algunos pacientes diabéticos
se pierde la comunicacion entre el reloj y los érganos periféricos, entre
ellos el pancreas y el higado [37].

Estudios epidemioldgicos recientes sugieren que los trastornos del rit-
mo circadiano constituyen un factor de riesgo para el desarrollo del
cancer. En un estudio realizado con pilotos y asistentes de vuelo de di-
versas lineas aéreas, quienes sufren trastornos frecuentes del ritmo cir-
cadiano de tipo jet-lag, se encontré que presentan una mayor inciden-
cia de cancer de mama, cancer de piel, cdncer de préstata y cancer de
colén, en comparacién con la poblacién normal [38,39]. Otros estudios
epidemioldgicos realizados a lo largo de varios afos, han sugerido que
las mujeres que trabajan de noche o que se ven sometidas a rotacio-
nes frecuentes en el turno de trabajo muestran una mayor incidencia
de cdncer de mama en comparacién con las mujeres que trabajan du-
rante el dia [40-43]. En un estudio realizado por la Dra. Schernhammer
y colaboradores, durante un periodo de 10 afios, con la participacion
de mas de 78000 mujeres, se evalud la relacion entre el riesgo de pa-
decer cdncer de mama y el trabajo en turnos nocturnos. En este perio-
do se diagnosticaron 2400 casos con esta patologia y mostraron una
correlacién con el aumento en el nimero de afios de trabajo en turno
nocturno. Estos resultados sugieren que las alteraciones de los ritmos
circadianos podrian ser mas importantes que la historia familiar en la
determinacién del riesgo a padecer cancer de mama [40,41].

Perspectivas de la cronobiologia y cronoterapia del cancer
La cronobiologia se ha establecido como una disciplina cientifica, cuyo

campo de accidn es el estudio de los eventos bioldgicos con relacién
al tiempo. La cronoterapia se define como la liberacion de cantidades
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de un farmaco alo largo de 24 horas, teniendo en consideracion la pre-
sentacion circadiana de la enfermedad o de los sintomas del proceso
patoldgico en cuestién, con la finalidad de mejorar la eficacia terapéu-
tica del farmaco [44]. Tomando en cuenta que varios procesos fisio-
l6gicos y metabodlicos muestran fluctuaciones en el transcurso de un
dia, es posible administrar medicamentos en horas especificas, como
se propone en el caso de la cronoterapia de farmacos anticancerige-
nos. En este sentido, se han realizado una serie de estudios en modelos
experimentales de tumores en roedores, para evaluar la eficacia tera-
péutica de farmacos antitumorales administrados a diferentes horas
del dia. En un estudio en roedores con osteosarcoma de Glasgow se
evalud la administracion de Seliciclib, un farmaco anticancerigeno que
actia como inhibidor de CDKs, a diferentes horas del dia durante 5 dias,
demostrando que el Seliciclib reduce el crecimiento del tumor hasta
55%, en comparacion con los controles que recibieron una sola dosis
del farmaco [45]. Ademas, se encontro que la expresion de los genes
reloj fue arritmica en las células tumorales de ratones sin tratamiento;
mientras que en las células tumorales de los ratones tratados con Se-
liciclib se recuperd cierto ritmo en su expresion [45]. Estos resultados
permiten suponer que la expresiéon coordinada de los genes reloj en
células tumorales de ratén, condujo a una mejor actividad antitumoral
del Seliciclib. El reloj circadiano y sus reguladores pueden representar
objetivos relevantes para el estudio de farmacos disefados para dis-
minuir la progresién de tumores. Otro ejemplo clasico, es la inhibicién
de la enzima timidilato-sintetasa, esencial para la sintesis de ADN, que
representa el mecanismo de accion fundamental del farmaco antitu-
moral 5-Fluoruracilo (5FU). La administracion de 5FU a diferentes horas
del dia, alrededor de 6 ciclos repetidos cada 4 horas, mostré que la toxi-
cidad de este farmaco aumenta en la fase de actividad de los roedores
[46]. Cuando el 5FU se administra a horas especificas del dia en pa-
cientes con diversos tipos de cancer, como cancer de colon, pancreas,
pulmoén u ovario, disminuye su toxicidad y mejora la tolerancia para
este farmaco [47]. Sin embargo, los resultados que ofrece la cronotera-
pia en el tratamiento del cdncer no son inmediatos ni espectaculares,
como acostumbramos observar con algunos tratamientos quirdrgicos.
Pese a esto, la cronoterapia ha adquirido un creciente interés desde el
punto de vista médico, ya que propone un mejor entendimiento y ma-
nipulacion de la fisiologia de la enfermedad, utilizando las variaciones
circadianas como parte del tratamiento.

Conclusiones

Se ha demostrado que las alteraciones del ritmo circadiano constitu-
yen un factor de riesgo para el desarrollo de diversas patologias entre
las que se encuentra el cancer, esto sugiere que la integridad del ritmo
circadiano constituye un aspecto importante para la salud. También,
se ha determinado que los defectos en la expresion de ciertos genes
reloj, como los genes Per resultan en deficiencias en el control del ciclo
celular y en la respuesta de dafio al ADN, asi como en el desarrollo de
tumores en roedores. Es decir, el reloj circadiano no sélo organiza va-
rios procesos bioldgicos y conductuales, sino también desempefia un
papel fundamental en la fisiologia celular. Sin embargo, son necesarios
mas estudios para esclarecer la participacidn del reloj circadiano en la
proliferacion celular, apoptosis y mecanismos de transformacién malig-
na. Estas investigaciones serdn de gran importancia ya que permitiran
generar conocimientos valiosos para el desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas contra el cancer.
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Circadian rhythms, clock genes and cancer

Abstract

Circadian rhythms are biological rhythms with a periodicity close to 24 hours. They regulate our daily metabolic, hormonal and behavioral acti-
vity. These rhythms are generated by the intrinsic transcriptional activity of a group of genes denominated clock genes, which are rhythmically
expressed in the brain and peripheral tissues. Recent epidemiological studies suggest that circadian rhythm disturbances are a risk factor for the
development of several types of cancer in humans. Interestingly, clock gene Per2 mutant mice develop tumors. With these evidences, biopsies
from several types of human cancers have been analyzed, showing that the expression of clock genes Per1, Per2 or Per3 is considerably reduced
compared with normal tissue. In this article, we review the evidences that suggest a relationship between alterations of circadian rhythms and
mutations on clock genes with the development of cancer.
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