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Resumen

El ritmo circadiano controla varios procesos fisioldgicos, metabolicos y de conducta en
respuesta a cambios periodo ambientales en un ciclo de 24h. La disrupcion del ritmo circadiano
esta asociada con un mayor riesgo, desarrollo y progresion del cancer. Los ritmos circadianos estan
controlados por complejas redes autoreguladoras de transcripcion-traduccion que al verse alteradas
por cambios genéticos pueden conllevar a la tumorogénesis. Aunque varios elementos del reloj
circadiano han sido estudiados, existen aun limitados andlisis integrativos de las alteraciones de los
genes del ritmo circadiano. Por esta razon, en este analisis multiomico integrado se estudio las
alteraciones genomicas de 206 genes involucrados en el ritmo circadiano en 32 tipos de TCGA
Pan-Céncer. Se encontro6 un total de 140,939 alteraciones gendmicas, siendo mRNA low el tipo de
alteracion mas frecuente. El estadio tumoral con mayor frecuencia de alteraciones fue T2.
Consecuentemente, 50 genes estuvieron altamente alterados y las vias de sefalizacion mas
significativas que abarcan fueron el ritmo y reloj circadianos. Finalmente, este set de genes esta
involucrado en el establecimiento de los diferentes hallmarks del cancer. En conclusién, este
analisis bioinformatico mostro el perfil genomico de las alteraciones de los genes del ritmo
circadiano, mostrando genes involucrados en la tumorogénesis y que podrian ser investigados para

posibles terapias contra el cancer.

Palabras clave: TCGA Pan-Cancer, Ritmo Circadiano, alteraciones gendmicas, hallmarks
del cancer, bioinformatica.
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Abstract

The circadian rthythm governs several physiological, metabolic and behavioral functions
adapted to 24h day-night periodicity. The disruption of circadian rhythms is associated with cancer
risk, development and progression. Circadian rhythms operate through complex autoregulatory
networks of transcription-translation, when disturbed by genetic changes, it undergoes
tumorigenesis. Although elements of the circadian clock machinery have been studied, there is few
integrated multi-omics analyses about the genetic alterations of the circadian rhythm. Therefore,
this multi-omic analysis studied the genomic alterations of 206 genes involved in the circadian
rhythm among 32 TCGA-PanCacer types. A total of 140,939 genomic alterations were found,
being mRNA low the most frequent. T2 was the tumor stage with the highest genomic alteration
frequency. Consequently, 50 genes were highly altered, and the most significant signaling
pathways were circadian rthythm and circadian clock. Finally, this set of genes stablishes different
hallmarks of cancer. Overall, this bioinformatic analysis showed the genomic profiles of the
alterations among the circadian rhythm related genes, showing genes involved in tumorigenesis

and that could be further studies for possible therapies to treat cancer.

Key words: TCGA Pan-Cancer, Circadian Rhythm, genetic alterations, hallmarks of
cancer, bioinformatics.
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Introduccion

El reloj circadiano es un sistema de tiempo biologico interno que consiste en una red
jerarquica multi-osciladora de mecanismos intracelulares e intercelulares en todo el cuerpo, que
ayuda a proveer actividades metabolicas y mantener la homeostasis corporal en respuesta a sefiales
ambientales y estimulos intrinsecos (Battaglin et al., 2021). Los ritmos circadianos presentan un
patron de 24 horas y su funcionamiento depende de los relojes circadianos (Voigt, Forsyth, Green,
Engen, & Keshavarzian, 2016). En los mamiferos, los ritmos circadianos han evolucionado para
permitir optimizar las transiciones de dia y noche para varios procesos fisiologicos y de
comportamiento, como los ciclos de suefio y vigilia, temperatura corporal, horarios de comida,
presion arterial, secrecion hormonal, metabolismo, y procesos inmunolégicos (Agarwal, 2010;
Cajochen et al., 2005; Froy, 2010; Keller et al., 2009; Oster, Damerow, Hut, & Eichele, 2006; Rijo-
Ferreira & Takahashi, 2019; Wulff, Porcheret, Cussans, & Foster, 2009).

El reloj circadiano esta compuesto por relojes centrales y periféricos que pueden ser
instruidos por “zeitgebers”, seiales naturales en el ambiente, como la luz, temperatura, ingesta de
alimentos, ejercicio, descanso, interacciones sociales y temperatura (Battaglin et al., 2021;
Golombek & Rosenstein, 2010; Li, 2019; Lowrey & Takahashi, 2011; Mohawk, Green, &
Takahashi, 2012a). El reloj central localizado en el nicleo supraquiasmatico (NSQ) hipotalamico,
que contiene cerca de 20 000 neuronas, es unicamente influenciado por sefiales de luz tomadas por
los fotorreceptores de la retina (Li, 2019; Sulli, Lam, & Panda, 2019). De esta forma, el NSQ
sincroniza varios procesos biologicos con los cambios graduales del dia (Hatori & Panda, 2010).
Por otra parte, los relojes periféricos estan localizados fuera del NSQ, en casi todos los tejidos
periféricos como higado, cerebro, corazon, pulmon, rifidon y tracto gastrointestinal (Hatori & Panda,
2010; Hofving et al., 2021), estos pueden ser influenciados por senales del NSQ a través de

neurotransmisores, factores endocrinos y fluidos corporales (Dibner, Schibler, & Albrecht, 2009;
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Lowrey & Takahashi, 2011; Mohawk et al., 2012a). Ademas, los relojes periféricos pueden actuar
independientemente del NSQ y ser influenciados por estimulos fisioldgicos de los zeitgebers no
luminicos; consecuentemente existe una retroalimentacion al NSQ para alinear el reloj central con
los peritéricos (Mohawk, Green, & Takahashi, 2012b).

Estos relojes estan compuestos por “genes del reloj” (clock-genes) necesarios para el
funcionamiento optimo del ritmo circadiano; dentro de los principales estan PERI, PER2, PER3,
CRYI1 /2, CLOCK, BMAL1/2, CK1d/e, NPAS2, NRID, DECI1/2Y RORs (Greene, 2012; Mohawk,
Green, & Takahashi, 2012c; Reszka & Zienolddiny, 2018). A nivel molecular, el reloj circadiano
opera a través de bucles de retroalimentacion positiva y negativa de transcripcion-traduccion, que
manejan la expresion de los genes controlados por el reloj (clock-controlled genes) (Battaglin et
al., 2021; Li, 2019). Brevemente, BMALI interactia con CLOCK para formar el heterodimero
BMALL1: CLOCK en el citoplasma, que son transferidos al nucleo para reconocer los elementos E-
box (CACGTG) ubicados en la region promotora de los genes downstream (que actuan
posteriormente) PER, CRY y DEC, resultando en su activacion transcripcional (Li, 2019). Cuando
las proteinas PER y CRY alcanzan cierta concentracion en el citoplasma, estas seran transferidas
al nucleo para actuar sobre el dimero BMAL1: CLOCK, suprimiendo la expresion de PER y CRY
(L1, 2019). Mientras tanto, las proteinas DEC pueden también formar dimeros para inhibir la
transcripcion de PER y DEC mediante una union competitiva con BMAL1: CLOCK a los
elementos E-box, y por lo tanto consiguiendo la regulacion de retroalimentacion negativa de los
ritmos circadianos (Chaix, Zarrinpar, & Panda, 2016). Por otra parte, los dimeros BMALI:
CLOCK en el citoplasma también pueden unirse a los E-boxes de NRID y RORA para activar su
transcripcion, y sus proteinas pueden servir como factores de transcripcion para promover e inhibir
la transcripcion de BMAL 1, respectivamente (Crumbley, Wang, Kojetin, & Burris, 2010; Mohawk

etal., 2012a). Ademas, de estos dos bucles de retroalimentacion existen otros bucles que se repiten
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en un periodo circadiano, aunque los mecanismos exactos siguen siendo investigados (Gianluigi
Mazzoccoli, Laukkanen, Vinciguerra, Colangelo, & Colantuoni, 2016; Schibler, 2017; Sotak,
Sumova, & Pacha, 2014). Todos estos factores circadianos son regulados a niveles post-
transcripcionales, traduccional y post-traduccional (Hofving et al., 2021).

El funcionamiento del los relojes circadianos puede ser alterado por factores genéticos,
ambientales e intrinsecos (Sulli et al., 2019); la desincronia circadiana puede causar patologias
como el cancer (Chaix et al., 2016). Estudios epidemioldgicos fueron los primeros en confirmar
que la disrupcion del ritmo circadiano por factores como las jornadas laborales por turno estaba
asociada con un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, prostata y rectal (Flynn-Evans,
Mucci, Stevens, & Lockley, 2013; Papantoniou et al., 2018; Salamanca-Fernandez et al., 2018;
Schernhammer, Kroenke, Laden, & Hankinson, 2006; Viswanathan, Hankinson, &
Schernhammer, 2007; Walasa et al., 2018; Wegrzyn et al., 2017). Debido al alto riesgo de cancer
en trabajadores de turno, desde el 2007 el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
de la OMS establecio a la disrupcion del ritmo circadiano como probable carcindgeno humano
(grupo 2A) (Straif et al., 2007). Cabe recalcar que en este mundo industrializado varias personas
imitan patrones de los trabajadores de turno, como estar expuesto a ondas de luz por las noches,
ingerir altas porciones caloricas diurnamente e invariables horas de descanso, mismas que alteran
la homeostasis de los relojes bioldgicos (Li, 2019; Sulli et al., 2019).

Por otra parte, el uso de modelos animales como ratones demostrd que el Jet lag cronico o
la ablacion del NSQ acelera dramaticamente la iniciacion y progresion de tumores (Filipski et al.,
2002; Kettner et al., 2016; S. Lee, Donehower, Herron, Moore, & Fu, 2010; Papagiannakopoulos
etal., 2016). Ademas, en ratones que contienen mutaciones en p53 o Ras, las alteraciones o knock-
out de los principales genes del reloj como Bmall y Per pueden acelerar el inicio y progresion de

diferentes tipos de cancer (Fu, Pelicano, Liu, Huang, & Lee, 2002a; Papagiannakopoulos et al.,
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2016). Por ejemplo, mutaciones en Perl y/o Per2 causa hiperplasia de las glandulas salivales,
teratomas, linfomas, y canceres de higado y ovario (Fu, Pelicano, Liu, Huang, & Lee, 2002b; S.
Lee et al., 2010).

Asimismo, estudios que involucran muestras biologicas de humanos relacionan
significativamente la alteracion de ritmos circadianos con el desarrollo de cancer y un mal
pronostico (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2013). La metilacion de las regiones promotoras o
polimorfismos de los genes del reloj estan asociados con varios tipos de cancer como mama,
prostata, pulmon, colorrectal, carcinoma hepatocelular y otros (S. T. Chen et al., 2005; Lesicka et
al., 2018; Lin et al., 2008; G. Mazzoccoli et al., 2011; Gianluigi Mazzoccoli, Colangelo, et al.,
2016; Qi et al., 2009; R. Xiang et al., 2018; Zhu et al., 2009). De hecho, en c€lulas cancerosas de
mama la expresion de los genes PER es desregulado(S. T. Chen et al., 2005). Mutaciones en NPAS2
esta asociado con un alto riesgo de cancer de mama y linfoma no Hodgkin (Hoffman, Zheng, Ba,
& Zhu, 2008). Para entender el perfil global de los cambios de los genes del reloj y los genes
controlados por el reloj, estrategias bioinformaticas mostraron que el patron de expresion del 90.2%
de estos genes es significativamente diferente en muestras no tumorales (de Assis et al., 2018; Ye
et al., 2018). Curiosamente, el gen BMAL?2 se sobre regulaba en varios tipos de cancer, mientras
que los represores circadianos (PER, CRY Y ROR) estaban fuertemente sub regulados (Ye et al.,
2018). Este enfoque 6mico establece la importancia de la sincronia circadiana en el mantenimiento
de la homeostasis celular y ademdas implica que la interrupcion de los genes del reloj esta
involucrada en varios canceres humanos (Verlande & Masri, 2019). Sin embargo, no existen
estudios que tomen en cuenta todos los genes involucrados en el ritmo circadiano, es por eso que,
en este estudio se pretende analizar el perfil de las alteraciones genomicas de los genes del ritmo

circadiano en individuos con diferentes tipos de cancer.
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Materiales y Métodos

Seleccion de genes

MGI (http://www.informatics.jax.org/) es un recurso de base de datos internacional de
ratones experimentales que provee datos genéticos, gendmicos y biologicos integrados para
facilitar el estudio de la salud y enfermedades humanas. Dentro de este se encuentra la Ontologia

Génica (GO) (http://geneontology.org/), aplicado para determinar los genes relacionados con el

ritmo circadiano. La base de datos con 208 genes en murinos fue descargada y posteriormente
filtrada para seleccionar los genes relacionados al ritmo circadianos que estan presentes unicamente
en humanos, consecuentemente se logro homologar 206 genes, mismos que fueron utilizados para

analisis posteriores.

OncroPrint de las alteraciones genomicas

Las alteraciones genomicas mRNA high (ARNm alto), mRNA low (ARNm bajo), Copy
Number Variation: amplification (variacion en el numero de copias: amplificacion), CNV: deep
deletion (CNV: delecion profunda), fusion gene (gen de fusion), inframe mutation (mutacion por
desplazamiento), truncating mutation (mutacion de truncamiento) y missense mutation (mutacion
con cambio de sentido) fueron analizadas en 10,918 individuos con 32 tipos de cancer, provenientes
del Proyecto Pan-Cancer (PPC) que forma parte de El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA). Los
diferentes estudios de Pan-Cancer fueron los siguientes: glioblastoma multiforme (GBM),
carcinosarcoma uterino (UCS), carcinoma endometrial del cuerpo uterino (UCEC), carcinoma de
tiroides (THCA), timoma (THYM), tumores de células germinales testiculares (TGCT), sarcoma

(SARC), feocromocitoma y paraganglioma (PCPG), melanoma cutdneo de piel (SKCM),
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adenocarcinoma de prostata (PRAD), mesotelioma (MESO), adenocarcinoma de pancreas
(PAAD), cistadenocarcinoma seroso de ovario (OV), carcinoma de células escamosas de pulmon
(LUSC), adenocarcinoma de pulmon (LUAD), carcinoma hepatocelular de higado (LIHC),
carcinoma de células papilares renales de rifion (KIRP), croméfobo de rifion (KICH), carcinoma
renal de células claras de riion (KIRC), carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(HNSC), melanoma uveal (UVM), adenocarcinoma de estdmago (STAM), adenocarcinoma de
esofago (EAC), carcinoma de células escamosas de cuello uterino (CESC), glioma cerebral de
grado inferior (LGG), carcinoma invasivo de mama (BRCA), adenocarcinoma colorrectal (CRC),
carcinoma urotelial de vejiga (BLCA), colangiocarcinoma (CHOL), carcinoma de la corteza
suprarrenal (ACC), linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) y leucemia mieloide aguda
(LAML) (Bhandari et al., 2019; Bonneville et al., 2017; Ding et al., 2018; Ellrott et al., 2018; Q.
Gao et al., 2018; Hoadley et al., 2018; Liu et al., 2018; Poore et al., 2020; Sanchez-Vega et al.,
2018; Taylor et al., 2018). Informacion genomica y clinica relacionada al estadio tumoral (T1 - T4)
y metastasis (MO y M1) fue tomada de The Genomics Data Commons of the National Cancer

Institute (https://portal.gdc.cancer.gov/) y de cBioPortal (http://www.cbioportal.org/) (Cerami et

al., 2012; J. Gao et al., 2013). Por ultimo, la prueba de U de Mann-Whitney y la correccion de
Bonferroni como prueba de comparacion multiple fueron aplicadas para determinar diferencias
significativas entre alteraciones gendmicas, informacion clinica y los tipos de TCGA Pan-Céncer,

mediante el programa SPSS Statistics Software (IBM Corp., Armonk, NY, USA).
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Analisis de enriquecimiento funcional

El andlisis de enriquecimiento funcional proporciona una interpretacion curada de un
conjunto de proteinas a partir de experimentos de escala 6mica (Raudvere et al., 2019). Las
proteinas mas relevantes relacionadas con el ritmo circadiano fueron analizadas, utilizando la

herramienta g:Profiler version el01 eg48 pl4 bafl17f0 (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost), para

obtener datos significativos (Benjamini-Hochberg false discovery rate < 0.05) relacionados a la
GO funciéon molecular, GO procesos biologicos, y vias de sefializacion del Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) y REACTOME (Jassal et al., 2020; Ogata et al., 1999; Raudvere et
al., 2019). Unicamente las proteinas de los genes relacionados al ritmo circadiano que pasaron la
media de las frecuencias totales de las alteraciones gendémicas fueron analizadas, y visualizados
mediante Manhattan plots. Finalmente, términos clave relacionados con los hallmarks del cancer
fueron manualmente establecidos para encontrar su vinculo con los genes relacionados al ritmo

circadiano y su GO.

Resultados

Alteraciones genomicas

Se analizaron las alteraciones gendmicas de 10,918 individuos con 32 diferentes tipos de
cancer tomados del TCGA Pan-Cancer en 206 genes involucrados en el ritmo circadiano. En la
tabla 1 se puede observar el numero de individuos por cada estudio y su porcentaje respectivo de

individuos al total.
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Tabla 1. Lista de los estudios del TCGA Pan-Céncer con el numero de individuos y porcentaje.

Estudio TCGA n % Estudio TCGA n %

Carcinoma de células escamosas de cuello uterino

Carcinoma invasivo de mama (BRCA) 1084 9.9 297 2.7
(CESC)
Carcinoma de células papilares renales de rifion
Adenocarcinoma colorrectal (CRC) 594 5.4 283 2.6
(KIRP)

Glioblastoma multiforme (GBM) 585 5.4 Sarcoma 255 2.3
Cistadenocarcinoma seroso de ovario (OV) 585 5.4 Adenocarcinoma de pancreas (PAAD) 184 1.7
Adenocarcinoma de pulmén (LUAD) 566 52 Adenocarcinoma de esofago (EAC) 182 1.7
Carcinoma endometrial del cuerpo uterino (UCEC) 529 4.8 Feocromocitoma y paraganglioma (PCPG) 178 1.6

Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
523 4.8 Leucemia mieloide aguda (LAML) 165 1.5

(HNSC)

Glioma cerebral de grado inferior (LGG) 514 4.7 Tumores de células germinales testiculares (TGCT) 149 1.4
Carcinoma renal de células claras de rinén (KIRC) 512 4.7 Timoma (THYM) 123 1.1
Carcinoma de tiroides (THCA) 499 4.6 Carcinoma de la corteza suprarrenal (ACC) 92 0.8
Adenocarcinoma de prostata (PRAD) 494 4.5 Mesotelioma (MESO) 87 0.8
Carcinoma de células escamosas de pulmén (LUSC) 487 4.5 Melanoma uveal (UVM) 80 0.7
Melanoma cutaneo de piel (SKCM) 442 4.0 Cromofobo de rifion (KICH) 65 0.6
Adenocarcinoma de estomago (STAM), 440 4.0 Carcinosarcoma uterino (UCS) 57 0.5
Carcinoma urotelial de vejiga (BLCA) 411 3.8 Linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) 48 0.4
Carcinoma hepatocelular de higado (LIHC) 372 34 Colangiocarcinoma (CHOL) 36 0.3

Un total de 140,939 alteraciones gendmicas fueron identificadas en los 206 genes del ritmo
circadiano entre todos los individuos de los 32 tipos de cancer. La tabla 2 presenta el numero total
de alteraciones correspondiente a cada alteracion genomica; mRNA low fue la alteracion mas alta

con 44.8% mientras que la mas baja fue inframe mutation con el 0.1% (Tabla 2).
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Tabla 2. Numero y porcentaje de cada tipo de alteracion gendmica en los 206 genes del ritmo
circadiano.
Alteracion genomica Total %
mRNA Low 63,123 | 44.8
mRNA
mRNA High 43,401 | 30.8
Amplification 20,421 | 145
Copy Number Variation (CNV)
Deep deletion 7,441 53
Missense (Putative driver) 2,949 2.1
Mutation Truncating (Putative driver) 2,755 2.0
Inframe mutation (Putative driver) 86 0.1
Fusion gene Fusion 763 0.5
Total 140,939 | 100.0

La figura 1A muestra la frecuencia media de cada alteracion genOmica, obtenida al
normalizar con el numero total de individuos. La alteracién genémica con la frecuencia media mas
alta fue mRNA low (0.0281), seguido de mRNA high (0. 0193), CNV amplification (0.0091), CNV
deep deletion (0.0033), driver mutation (0.0026) y fusion gene (0.0003). Se realizo la correccion
de Bonferroni como prueba de comparacion multiple para obtener alteraciones significativas en el
Atlas TCGA Pan-Cancer. Consecuentemente, mRNA low y mRNA high muestran alteraciones
altamente significativas (P < 0.001) entre ambas y con el resto de los tipos de alteraciones
genomicas; existen alteraciones significativas (P < 0.05) entre CN'V amplification con CNV deep
deletion y driver mutation. La frecuencia media total de las alteraciones gendmicas fue de 0.0626

(Fig. 1A y Tabla Anexa 1).
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Figura 1. Frecuencias medias de los genes del ritmo circadiano A) Frecuencia media por tipo de alteracién.
Diferencias significativas entre alteraciones después de la correccion de Bonferroni como prueba de comparacion
multiple (P < 0.001) B) Genes mas alterados por tipo de alteracion.

A Comparacion multiple — correccion Bonferroni
P < 0.001
P<005 «- - -

o
e
o

0.05

Frecuencia media por tipo de
alteracion

o, o
00 ° 0% o
0.00 o écc %go et —ctmeea
f mean 0.0281 0.0033 0.0026 0.0003
>\0$ (\\5\\ S \Qj&\o(\ @“0(\ @(\e
& & W & & X
<& & @Q Q,‘?'Q & {(06
N QO &
O$ QV\
B
mRNA low mRNA high CNV amplification
DRD3 0.4470 PIWIL2 0.0369 NLGN1 0.0582
NPS 0.1497 SLC6A4 0.0357 FBXL6 0.0551
GHRH 0.1217 ALB 0.0357 KLF10 0.0434
OPN5 0.1143 uTs2 0.0331 CIART 0.0379
SOX14 0.1042 PPP1CA 0.0330 RORC 0.0368
ZPBP14 0.0877 PROK2 0.0329 CHRNB2 0.0316
GHRHR 0.0816 DRD2 0.0315 NCOA2 0.0277
CSF2 0.0799 ATOH7 0.0312 SIAH2 0.0272
HCRTR2 0.0695 ADRB1 0.0312 HNRNPU 0.0261
AANAT 0.0689 IL6 0.0311 ZPBP2 0.0257
CNV deep deletion Driver mutation Fusion gene
PTEN 0.0426 TP53 0.3495 KDMZ2A 0.0025
CCAR2 0.0284 PTEN 0.0723 TP53 0.0021
PIWIL2 0.0280 FBXW7 0.0324 PTEN 0.0016
MTNR1A 0.0191 EP300 0.0174 PML 0.0015
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PPARA 0.0094 TOP1 0.0031 KCNMAT 0.0012

Ademas, los genes con la frecuencia media mas alta para mRNA low fueron DRD3
(0.4470), NPS (0.1497) y GHRH (0.1217); para mRNA high fueron PIWIL2 (0.0369), SLC6A44
(0.0357) y ALB (0.0357); para CNV amplification fueron NLGNI (0.0582), FBXL6 (0.0551) y

KLF10 (0.0434); para CNV deep deletion fueron PTEN (0.0426), CCAR2 (0.0284) y PIWIL2
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(0.0280); para driver mutation fueron 7P53 (0.3495), PTEN (0.0723) y FBXW7 (0.0324); para
fusion gene fueron KDM2A4 (0.0025), TP53 (0.0021) y PTEN (0.0016) (Fig. 1B y Tabla A1).

De los 206 genes relacionados con el ritmo circadiano, 50 genes, es decir un 24.3%, sobrepasaron
la frecuencia media total que se pueden ver en el OncoPrint de la Figura 2. Cada gen ilustra su
respectiva frecuencia media por cada tipo de alteracion. Los genes con la frecuencia media total
mas alta fueron DRD3 (0.4627), TP53 (0.4149), PTEN (0.1623), NPS (0.1585) y GHRH (0.1420).
Por otra parte, el resto de los 156 genes no pasaron la frecuencia media total (Fig. 2 y Tabla A1).

Figura 2. Oncoprint de los 50 genes mas alterados en los tipos de TCGA Pan-Cancer. El tipo de alteracién mas
frecuente por gen esta marcado con diferentes colores.
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Alteraciones genomicas por cada tipo de TCGA Pan-Cancer.

La figura 3A muestra box plots representando la frecuencia media de las alteraciones
genomicas por cada tipo de TCGA Pan-Cancer; los 10 tipos de cancer con las frecuencias medias
mas altas de alteraciones gendémicas fueron CHOL (0.0898), DLBCL (0.0896), UCS (0.0872),
UVM (0.0845), BLCA (0.0761), KICH (0.0757), LGG (0.0739), SARC (0.0735), PAAD (0.0731)
y LUSC (0.0723). Del mismo modo, la figura 3B muestra un heatmap de correlacion de matrices
para identificar los tipos TCGA Pan-Cancer significativamente alterados (P < 0.001) mediante la
correccion de Bonferroni como prueba de comparacion multiple. De hecho, CHOL, DLBCL, UCS,
UVM y BLCA estan altamente alterados a comparacion de THYM, LAML y GBM (Figura 3B).
Posteriormente, los tipos de TCGA Pan-Cancer con la frecuencia media mas alta de acuerdo al tipo
de alteracion genomica fueron UVM (0.0647), CHOL (0.0564) y DLBCL (0.0561) para mRNA
LOW; MESO (0.0237), EAC (0.0226) y BRCA (0.0226) para mRNA High; OV (0.0228), UCS
(0.0227) y EAC (0.0181) para CNV: amplification; DLBCL (0.0074), PRAD (0.0070) y EAC
(0.0062) para CNV: deep deletion; UCEC (0.0075), UCS (0.0073) y LUSC (0.0049) para putative
driver mutations; TGCT (0.0024), UCS (0.0010) y SARC (0.0009) para fusion genes (Tabla A2-
A33).

Estadio tumoral y metastasis.

La figura 4A muestra la frecuencia media de las alteraciones genomicas de 21 tipos de
TCGA Pan-Céncer por estadio tumoral. El estadio tumoral con la frecuencia media mas alta fue
T2 con 0.0685 (n=2,562), seguido de T4 con 0.0684 (n=739), T3 con 0.0676 (n=2,338), y T1 con
0.0574 (n=1,767) (Tabla A34-A37). La prueba Mann-Whitney U mostro diferencias significativas
(P <0.001) en las alteraciones genomicas entre el estadio T1 con T2, T3 y T4. La figura 4B expone

la asociacion entre el tipo de la alteracion gendmica y el estadio tumoral con su frecuencia media.
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Figura 3. Alteraciones genémicas con el tipo de TCGA Pan-Céncer A) Box plot de la frecuencias media de todas

las alteraciones gendmicas por tipo de cancer B) Heatmap de correlacion de matrices de los tipos TCGA Pan-

Cancer. Diferencias significativas (P < 0.001) mediante la correccién de Bonferroni como prueba de comparacion
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El estadio T2 presenta la frecuencia media mas alta para CNV amplification (0.0105), CNV
deep deletion (0.0039), mRNA high (0.0217) y fusion gene (0.0004); T3 presenta la frecuencia
media mas alta para mRNA low (0.0309); T4 presenta la frecuencia media mas alta para putative
driver mutations (0.0031). La figura 4C muestra la frecuencia media de las alteraciones gendmicas
por estadio de metastasis. La frecuencia media del estadio MO fue 0.0658 (n=4,783) mientras que
el de M1 fue de 0.0695 (n=334) (Tabla A38). No existen diferencias significativas entre MO y M1.

Figura 4. Estadio tumoral y metastasis A) frecuencia media de todas las alteraciones genémicas por estadio
tumoral en 21 tipos de TCGA Pan-Cancer B) Frecuencia media de cada alteracion gendémica por estadio tumoral C)
frecuencia media de todas las alteraciones gendmicas por estadio de metastasis.
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Analisis de enriquecimiento funcional y genes en los hallmark del cancer

Se realizo un andlisis de enriquecimiento funcional con las 50 proteinas mas alteradas
(frecuencia > 0.0626) provenientes del atlas Pan-Céncer. El andlisis de enriquecimiento funcional
fue realizado mediante el software g:Profiler en donde se examinaron estas 50 proteinas con el fin
de encontrar una coleccion de proteinas que representan vias, redes, términos de GO y fenotipos
de enfermedades como el cancer (Jassal et al., 2020; Raudvere et al., 2019). La figura SA muestra
el mapa de enriquecimiento funcional de las mencionadas proteinas y se aplicd la correccion
Benjamini-Hochberg y false discovery rate (FDR) < 0.05 (Tabla A 39). Se encontraron 148
significativas GO funciones moleculares, siendo la actividad correguladora de la transcripcion y la
actividad reguladora de la transcripcion dentro de las mas significativas. Se encontrdé 1201
significativos GO procesos bioldgicos, siendo los procesos ritmicos y el ritmo circadiano dentro de
los mas significativos. También se encontraron 2 vias de sefializacion significativas de KEGG
siendo el ritmo circadiano y la interaccion neuroactiva ligando-receptor. De las 31 vias
significativas de sefializacion del Reactome encontradas, reloj circadiano y la unién del ligando de
GPCR las mas significativas. Dentro de este anélisis de enriquecimiento funcional, varias proteinas
estan involucradas en los hallmark del cancer, principalmente abarcando procesos de GO (Figura
5B).

Los procesos asociados a los hallmarks del cancer provenientes del enriquecimiento
funcional fueron analizados para determinar los genes de las proteinas vinculados con cada
hallmark; a este analisis se sumo los genes que son ya establecidos como genes hallmark de acuerdo

al Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) Cancer Gene Census (CGC)

(https://cancer.sanger.ac.uk/census) (Sondka et al., 2018).
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Figura S. Andlisis de enriquecimiento funcional mediante g:Profiler. A) Manhattan plot con los procesos y vias
mas significativas en GO funciones moleculares, GO procesos biologicos, KEGG y Reactome, de los 50 genes mas
alterados del ritmo circadiano B) Terminos clave que engloban a los hallmark del cancer con los GO mas
significativos.
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De los 50 genes altamente alterados, 24 genes estuvieron involucrados en sostener la
sefalizacion proliferativa, 18 genes involucrados con la resistencia a la muerte celular, 2 genes
involucrados en facilitar la inmortalidad replicativa, 10 genes involucrados en evadir supresores
del crecimiento, 4 genes involucrados en activar la invasion y metastasis, 40 genes involucrados
en desregular la energia celular, 36 genes involucrados en la inestabilidad y mutacion genomica,
16 genes involucrados en evadir la respuesta inmune contra el cancer y 6 genes involucrados en la
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inflamacion promotora de tumores. En la figura 6 se puede observar cada gen asociado con su

hallmark del cancer.

Figura 6. Hallmarks del cancer. Lista de genes que estan involucrados en los distintos hallmark.
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Discusion

Los ritmos circadianos son un sistema de tiempo bioldgico interno que

controlan

actividades fisiologicas y de conducta. Los ritmos circadianos son generados a través de

variaciones circadianas en la expresion de los genes del reloj en un periodo de 24 horas (Li, 2019).

Se ha encontrado que hasta el 20% de los genes expresados en cualquier célula o tejido presentan
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oscilaciones circadianas a nivel del ARNm, indicando el amplio papel de la regulacién circadiana
(Takahashi, 2017). De hecho, los genes del ritmo circadiano regulan aproximadamente entre el
50% y mas del 80% del genoma de los mamiferos, dentro de estos existen genes supresores de
tumores y oncogenes (Koike et al., 2012). La homeostasis del funcionamiento de los relojes
circadianos puede ser afectada por factores ambientales, intrinsecos y genéticos. Los genes del reloj
circadiano pueden participar en el desarrollo del cancer directa o indirectamente, mediante la
alteracion de la expresion de los genes controlados por el reloj, que estan implicados en vias de la
regulacion del ciclo celular, la reparacion del dafio del ADN, la proliferacion y apoptosis celular,
la desintoxicacion xenobidtica, la homeostasis metabdlica, el estrés oxidativo y la inmunidad
tumoral (Hunt & Sassone-Corsi, 2007; Miller et al., 2007; Takahashi, 2017). Se ha visto que las
alteraciones gendmicas de los genes del ritmo circadiano estan asociadas con riesgo de cancer en
varios estudios epidemioldgicos, y los polimorfismos germinales de estos genes han sido
propuestos como biomarcadores de riesgo de cancer, aunque estas asociaciones no son siempre son
consistentes (Benna et al., 2017). La alteracion de los ritmos circadianos acelera la progresion
tumoral y la estabilizacion de los ritmos podria mejorar la tumorogénesis (Savvidis & Koutsilieris,
2012). En este estudio, se ha investigado el perfil gendmico de las alteraciones de los genes
relacionados al ritmo circadiano e identificado los genes que estdn altamente alterados con su
relacion a los hallmarks del cancer.

Para comenzar se analizo el OncoPrint de 140,939 alteraciones genémicas en 206 genes
involucrados en el ritmo circadiano de 10,918 individuos con 32 diferentes tipos de TCGA Pan-
Cancer. CHOL fue el tipo de TCGA Pan-Cancer con la frecuencia media mas alta de alteraciones
gendmicas, seguido de DLBCL, UCS, UVM, BLCA, KICH, LGG, SARC, PAAD, LUSC, PRAD,
EAC, MESO, BRCA, SKCM, ACC, LIHC, CRC, UCEC, TGCT, KIRC, KIRP, STAD, CESC,

HNSC, LUAD, PCPG, THCA, OV, THYM, LAML y GBM. Sin embargo, al comparar la
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frecuencia media de las alteraciones genomicas entre los tipos de céncer, se vio limitadas
diferencias significativas, sugiriendo que no hay un tipo de cancer especifico asociado con el ritmo
circadiano. Cabe recordar que los productos alterados de los relojes circadianos centrales o
periféricos pueden influenciar en el funcionamiento de los relojes de otros tejidos, alterando toda
la homeostasis corporal (Sulli et al., 2019).

Las alteraciones gendmicas mads significativas fueron mRNA low y mRNA high
(correccion Bonferroni FDR ¢ <0.001), se ha visto que en muestras tumorales existe una expresion
diferencial en los genes del reloj, sea por sobrerregulacion o subregulacion (Ye et al., 2018). Los
genes con la mayor frecuencia media de alteraciones para mRNA low fueron DRD3, NPS, GHRH,
OPN5 y SOX14, para mRNA high fueron PIWIL2, SLC6A4, ALB, UTS2 y PPP1CA. Cabe recalcar
que, de los 206 genes del ritmo circadiano, 50 genes presentaron frecuencias medias de alteraciones
sobre el promedio (frecuencia > 0.0626). Cada tipo de céncer presenta su respectivo perfil
genomico de alteraciones, sugiriendo que los genes del ritmo circadiano presentan diferentes roles
en diferentes ambientes tumorales (Han et al., 2015; Savvidis & Koutsilieris, 2012; Y. Xiang et al.,
2018). Ademas, ciertos genes del reloj ya han sido caracterizado a nivel transcripcional, genético
y epigenético. Sin embargo, dicha lista de genes fue muy limitada, aqui se puede observar la
caracterizacion de una mas amplia lista de genes del ritmo circadiano en cuanto a sus alteraciones
gendmicas (Ye et al., 2018).

Con referencia a las alteraciones gendmicas por estadio tumoral de los 21 tipos de TCGA
Pan-Céncer, T2 mostro la frecuencia media de alteraciones mas alta, seguido de T4, T3 y T1. Se
observo diferencias significativas entre T1 con el resto de los estadios tumorales (prueba de Mann-
Whitney U, P < 0.001). Por otra parte, al observar el estadio de metastasis, las frecuencias medias
de las alteraciones en los genes del ritmo circadiano no muestran diferencias significativas. Es decir

que las alteraciones estan involucradas en la tumorogénesis, mas no en la progresiéon metastasica
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de un tipo de cancer; se ha visto que la desregulacién de niveles de mRNA esta asociada con el
estadio tumoral (Ye et al., 2018). Los niveles de expresion de los genes del ritmo circadiano en
cada subtipo tumoral pueden ser utilizados como marcadores para predecir la prognosis de
pacientes con cancer (Han et al., 2014).

Para el analisis de enriquecimiento funcional se utilizaron las proteinas de los genes del
ritmo circadiano que estan altamente alteradas (frecuencia > 0.0626). Se pudo observar que el GO
mas significativo (Benjamini-Hochberg correction FDR < 0.05) de funciéon molecular fue la
actividad correguladora de la transcripcion, y de procesos biologicos fue los procesos ritmicos. Las
vias de senalizacion KEEG y Reactome mas significativas (Benjamini-Hochberg correction FDR
< 0.05) fueron del ritmo circadiano y del reloj circadiano, respectivamente. Con estos resultados
se llego a determinar en que hallmark del cancer los genes del ritmo circadiano estan involucrados.
Algunos de estos genes ya son caracterizados como hallmark del cancer de acuerdo con la base de
COSMIC, entre estos TP53, PTEN, ZFHX3, EP300y DDXS5.

Se pudo observar que 24 genes estan involucrados en el hallmark de sostener la sefializacién
proliferativa. La maquinaria del reloj circadiano esta involucrada en la regulacion de la replicacion
del ADN vy el ciclo celular; varios reguladores del ciclo celular presentan una expresion ritmica
diaria, siendo controlados por BMALI1: CLOCK (Gréchez-Cassiau, Rayet, Guillaumond, Teboul,
& Delaunay, 2008; Matsuo et al., 2003). La disrupcion del ritmo circadiano afecta el
funcionamiento de los reguladores de la replicacion, resultando en un incremento de la
proliferacion celular (Y. Lee et al., 2019; Sulli et al., 2019). También, oncogenes y genes supresores
de tumores muestran una regulacion circadiana. P53 es una de las principales proteinas supresoras
de tumores, presenta oscilaciones circadianas y se retroalimenta a varios niveles con genes del reloj

(Gotoh et al., 2016; Jiang et al., 2016). La alteracion crénica del ritmo circadiano altera la
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homeostasis y facilita la iniciacion tumoral, mientras que los agentes oncogénicos alteran aiin mas
la funcion del reloj circadiano para mantener la proliferacion (Sulli et al., 2019).

Dentro de la inmortalidad replicativa se encuentran involucrados 2 genes TP53 y PRKDC.
Las células cancerigenas tienen una capacidad replicativa infinita ya que la enzima telomerasa
ayuda a mantener los telomeros de las células, evitando la senescencia replicativa. La expresion de
la telomerasa esta regulada por genes del relo BMAL1: CLOCK (W. D. Chen et al., 2014). Se ha
visto que corregir los niveles de telomerasa puede reactivar los ritmos circadianos en células
senescentes (Kunieda et al., 2006; Qu et al., 2008).

El hallmark de la inestabilidad y mutaciones genomicas muestra que 36 genes estan
involucrados. La via de respuesta al dafio del ADN (DDR), la reparacion del ADN y la maquinaria
circadiana estdn altamente comunicados. Varios genes de la reparacion del ADN muestran
oscilaciones circadianas tanto en expresion de ARNm y acumulacion de proteinas circadianos
(Mure et al., 2018; Wang et al., 2017). De hecho, el dafio al ADN afecta el reloj circadiano,
conllevando a cambios en las fases de los ritmos (Papp et al., 2015). También, componentes del
DDR interactiian fisicamente con productos de la maquinaria del reloj. Es decir que las células
construyen ritmos diarios en su capacidad para para detectar y reparar el ADN dafiado (Sulli et al.,
2019).

El hallmark que involucra la mayor cantidad de genes fue la desregulacion de la energia
celular con 40 genes. Uno de los trabajos conservados del reloj circadiano en diferentes érganos es
la regulacion del metabolismo catabdlico y anabdlico, asi como la regulacion de las defensas
celulares frente al estrés oxidativo que puede derivarse del metabolismo de los nutrientes (Papp et
al., 2015). Las células cancerigenas presentan requisitos metabolicos distintos de los de las células

normales, por ejemplo, un incremento en glicolisis. El reloj circadiano controla la expresion de
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varios genes que participan en el transporte y metabolismo de la glucosa en la fosforilacion
oxidativa y glucolitica (Dyar et al., 2018; Vollmers et al., 2009).

Evadir la respuesta inmune y la inflamacion de tumores involucraron a 16 y 6 genes del
ritmo circadiano respectivamente. El reloj circadiano atribuye ritmos a importantes componentes
del sistema inmunoldgico y mantiene la homeostasis en los procesos inflamatorios (Scheiermann,
Gibbs, Ince, & Loudon, 2018). La alteracion de los ritmos circadianos afecta a multiples funciones
del sistema inmunologico; el reloj regula directa o indirectamente a varias citoquinas
proinflamatorias y quimiocinas que al verse desreguladas por la alteracion del ritmo circadiano,
conduce a una inflamacién crénica (Sulli et al., 2019). Estas alteraciones fomentan el inicio, la
progresion y la invasion a otros tejidos (Masri et al., 2016).

Una de las alternativas para mejorar la prognosis de tumores conlleva mantener un ritmo
circadiano balanceado tomando en cuenta los patrones de suefio y vigilia y la dieta (Erren et al.,
2016; Sulli, Manoogian, Taub, & Panda, 2018). Ademas, la sincronizacién de los medicamentos
en la fase adecuada del ritmo circadiano (cronoterapia del cancer) del paciente puede reducir
potencialmente los efectos secundarios adversos y mejorar el prondstico (Ballesta, Innominato,
Dallmann, Rand, & Lévi, 2017). También, ahora se habla de utilizar medicamentos que se dirijan
directa o indirectamente a los componentes del ritmo circadiano para tratar el cancer. Se ha visto
que los medicamentos del reloj pueden actuar en mas de un hallmark del cancer, se puede mezclar
medicamentos para que interactien con mas de una via de sefializacion y también utilizar en
conjunto con otras terapias; las drogas del reloj también pueden contrarrestar la desincronia de los
ritmos circadianos de tejidos normales que podrian verse afectados por factores paracrinos de
tumores (Ballesta et al., 2017; Sulli et al., 2019). En este estudio se muestra una priorizacion de
genes del ritmo circadiano candidatos para futuras terapias con el fin de utilizar el ritmo circadiano

como mecanismo de tratamiento del cancer.
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Conclusion

En este estudio bioinformatico se analizo el perfil gendmico de 206 genes involucrados en
el ritmo circadiano en 32 tipos de cancer con la ayuda de diferentes enfoques in-silico. Dentro del
tipo de alteraciones gendmicas mas frecuentes estin mRNA low y mRNA high. Se pudo observar
que no existe un tipo de cancer especifico asociado con las alteraciones gendmicas de estos genes.
Por otra parte, se evidencia que los genes del ritmo circadiano estan involucrados en la progresion
tumoral. Finalmente, 50 genes se encuentran altamente alterados y se defini6 en que hallmarks del
cancer intervienen. Esta priorizacion de genes del ritmo circadiano es de vital importancia ya que

podria guiar en el desarrollo de posibles terapias para el manejo del cancer.
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