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RESUMEN

Todos los seres vivos, desde las eubacterias hasta el ser humano, tienen la capacidad de
anticiparse y adaptarse a los cambios periodicos del medioambiente debido a la existencia de
los ritmos circadianos enddgenos. Estos ritmos han sido bien estudiados en el cerebro y en
varios tejidos periféricos, pero hasta hace poco no se habian caracterizado los ritmos circadianos
en el sistema hematoldgico. Tras realizar una revision sobre los conceptos basicos de la
cronobiologia como antecedente, el objetivo de este trabajo es el estudio de las propiedades
ritmicas de las diferentes células sanguineas y los mecanismos por los cuales se generan los
ritmos circadianos, y estudiar la relacion existente entre la cronodisrupcion de los ritmos
circadianos hematoldgicos con el trabajo a turnos nocturnos y el desarrollo de cancer. Por todo
ello, resulta imprescindible conocer los patrones de los ritmos circadianos de los parametros
sanguineos y tenerlo en cuenta para realizar siempre las extracciones de muestras de sangre a
la misma horay asi evitar variaciones en los resultados de los estudios. También supondria una
ventaja para mejorar el tratamiento con distintos farmacos ya que nos permitira conocer el
momento en el que estas sustancias son mas efectivas.

Palabras clave: cronobiologia, genes reloj, hematologia, ritmo circadiano, sincronizadores,
trabajo a turnos.

ABSTRACT

All living beings, from eubacteria to humans, have the ability to anticipate and adapt to periodic
changes in the environment due to the existence of endogenous circadian rhythms. These
rhythms have been well studied in the brain and various peripheral tissues, but circadian
rhythms in the hematological system had not been characterized until recently. After reviewing
the basic concepts of chronobiology as background, the objective of this work is to study the
rhythmic properties of different blood cells and the mechanisms by which circadian rhythms
are generated, and to study the relationship between the chronodisruption of hematological
circadian rhythms with shift work and the development of cancer. For all these reasons, it is
essential to know the patterns of the circadian rhythms of blood parameters and to take this into
account in order to always draw blood samples at the same time and thus avoid variations in
the results of the studies. It would also be an advantage to improve treatment with different
drugs since it will allow us to know the moment in which these substances are most effective.

Key words: chronobiology, circadian rhythms, clock genes, hematology, shift work,
synchronizers.



1. INTRODUCCION

1.1. Cronobiologia y su historia

Una de las caracteristicas fundamentales de los seres vivos es la existencia de ritmos bioldgicos
en las manifestaciones vitales. Las primeras evidencias de la existencia de los ritmos biol6gicos
fueron presentadas en 1729 por el astronomo francés Jean-Jacques De Mairan, que estudié de
los movimientos de las hojas de la planta Mimosa pudica. Este observo los movimientos de
apertura durante el dia y cierre durante la noche de las hojas de esta planta. Para comprobar si
estos movimientos se realizaban en respuesta a la luz metio la planta en un armario aislandola
del ciclo de luz y oscuridad. De esta forma demostré que los movimientos ritmicos se mantenian
en condiciones de oscuridad constante realizando un ciclo de cerca de 24 horas, y concluyé en
la existencia de un reloj interno 0 mecanismo enddgeno que regulaba los movimientos de la

planta incluso en ausencia de estimulos externos (de Mairan, 1729).

Desde entonces se han llevado a cabo una gran amplitud de estudios en una gran variedad de
especies, desde bacterias al ser humano en los que se ha demostrado el origen endogeno de los
ritmos. Para comprobarlo se mantiene al organismo a estudiar en condiciones ambientales
constantes, como luz y temperatura, en las que adopta un periodo de libre curso que difiere de

las 24 horas, ya que se encuentra en ausencia de las sefiales ambientales para sincronizarse.

A partir de estos estudios de los ritmos bioldgicos surge en 1960 una nueva disciplina cientifica
denominada Cronobiologia (de kronos = tiempo, bios = vida y logos = estudio), que es la ciencia
encargada del estudio de los fendmenos bioldgicos que se expresan con un patrén ritmico. La
sincronizacién de estos ritmos bioldgicos resulta fundamental para el correcto funcionamiento
de todos los organismos vivos, hasta el punto en que, si estos desaparecieran, podria conducir

a serios problemas o incluso la muerte.

1.2. Ritmos bioldgicos

Se conoce como ritmo bioldgico la variacion periodica y previsible de una variable de un
organismo (Aschoff, 1981). Los ritmos biologicos, 1o mismo que cualquier fenOmeno que se
repite continuamente, pueden estudiarse como una onda sinusoidal, de forma similar al analisis
de los sistemas fisicos (Caba y Valdez, 2015). La descripcién de un ritmo mediante una funcion
sinusoidal permite su caracterizacion y cuantificacion por la estimacion de varios parametros
(Madrid, 1991).



Los distintos parametros que definen un ritmo bioldgico son los siguientes (Kuhlman et al.,

2018):

El periodo () es la duracién del ritmo, es decir, el intervalo de tiempo entre dos puntos
idénticos del fendmeno que se esta estudiando y se mide en unidades de tiempo.

La frecuencia es la inversa del periodo (1/7).

El valor medio o mesor (M) corresponde con la media aritmética de todos los valores
obtenidos dentro de un ciclo.

La amplitud (A) es la diferencia entre el valor maximo (0 minimo) y el valor medio
obtenido para el ciclo completo.

La fase (F) es el valor de una variable en un momento determinado del ciclo. Para su
caracterizacion normalmente se determina la acrofase que es el momento en el que la
variable alcanza su valor maximo. Por otro lado, la batifase es el momento del ciclo en
el que la variable alcanza su valor minimo. Se dice que dos ritmos estan en fase cuando
tienen el mismo periodo y las variables evolucionan de manera sincronica. Cuando las
acrofases ocurren en tiempos diferentes, se dice que estan fuera de fase, pudiendo haber

entonces adelanto o retraso de fase.

Amplitud \/W\
Acrofase —
Amplitud Periodo \/.\/\
+ Batifase : :
Periodo
- M
Figura 1. Representacion gréafica de los parametros que caracterizan los ritmos bioldgicos ajustados a una

funcién

periddica (Caba y Valdez, 2015)



La representacion de las acrofases de los distintos ritmos de un organismo se denomina mapa
de fases e indica la relacion de orden temporal entre los distintos procesos fisiologicos, en el

(ue aparece una secuencia caracteristica.

Los ritmos biologicos se clasifican segun la duracion de su periodo en circadianos, infradianos
y ultradianos. Los ritmos circadianos son aquellos cuyo periodo esta proximo a 24 horas, tienen
una frecuencia de un ciclo por dia, y son los ciclos mas estudiados y mejor comprendidos. Los
ritmos infradianos tienen un periodo mayor a 28 horas. A su vez, estos se dividen en una gran
variedad de ritmos: circaseptidianos (aprox. 7 dias), circamensuales (aprox. 28 dias) o
circanuales (aprox. 365 dias). Por ultimo, los ritmos ultradianos son aquellos cuyo periodo es
menor a 20 horas, es decir, una frecuencia mayor de un ciclo por dia (Madrid, 1991; Caba y
Valdez, 2015).

Tabla 1. Clasificacion de los ritmos bioldgicos en funcion de su periodo y ejemplos de cada tipo.

Tipo de ritmo Periodo Ejemplo
0,1s Electroencefalograma
Ultradiano 6s Ritmo respiratorio
90 min Etapas del suefio
Suefio-vigilia

Temperatura corporal
Procesos metabdlicos
Circadiano 24 h Secreciones hormonales
Actividad-descanso

28d Menstruacion
Infradiano 365d Hibernacion
365d Migracién

Los relojes biologicos proporcionan una ventaja adaptativa al garantizar que los procesos
bioquimicos y fisiologicos internos de un organismo, ademas del comportamiento, se adapten
de manera Optima al entorno local (Kuhlman et al., 2018). Permite al organismo una regulacion
anticipatoria y un ahorro de energia al sincronizarse con el medio externo. Esto es lo que se
conoce como homeostasis predictiva, que permite al organismo anticipar mecanismos que
predicen cambios que ocurrirdn mas tarde, y de esta forma facilitar la adaptacion del organismo
ante ellos. Se produce una respuesta antes de que aparezca el estimulo (Riede et al., 2017). En
conclusion, los ritmos bioldgicos se encargan de proporcionar un marco de estabilidad temporal

a los seres vivos.



1.3. Los ritmos circadianos

Los ritmos biologicos dependen de relojes internos, situados en distintas estructuras
dependiendo de la especie considerada. Son estos relojes los que generan nuestros ritmos
circadianos y los ajustan a un periodo de 24 horas a partir de sefiales que reciben del
medioambiente, fundamentalmente de la luz (Sanchez Barceld, 2021). Es decir, lo ritmos
circadianos estan sincronizados por factores externos, pero no estan determinados por ellos.
(Arteaga, 1993).

Las propiedades que poseen los ritmos circadianos fueron definidas por Colin Pittendrigh
(Pittendrigh, 1960):

e Tienen caracter enddgeno y son oscilaciones auto-sostenidas, ya que persisten en
ausencia de sefiales externas, manteniendo un periodo cercano a 24 horas. Este periodo
enddgeno varia entre las distintas especies.

e Capacidad de sincronizacion por periodicidades ambientales denominadas
sincronizadores o zeitgebers (dador de tiempo), como el ciclo de luz-oscuridad.

e Son innatos y se encuentran en todos los niveles de organizacion del organismo.

e Presentan compensacion térmica, es decir, el periodo es estable ante cambios de

temperatura dentro del rango fisioldgico.

El sistema circadiano en mamiferos esta formado principalmente por un oscilador central, sus
conexiones aferentes, que forman las vias de sincronizacion con el ambiente, y sus conexiones
eferentes, que transmiten la hora del dia estimada por el oscilador central al organismo (Cabay
Valdez, 2015). El oscilador central o reloj central del sistema circadiano se localiza en una

region del hipotdlamo denominada ndcleo supraquiasmatico (NSQ) (Moore, 1991).

Los cambios periddicos de luz/oscuridad son los encargados de reajustar el NSQ, aunque
existen otros sincronizadores externos, como el ciclo de ingesta/ayuno y el de actividad/reposo,
que influyen principalmente en otros relojes que se encuentran en otros 6rganos de nuestro
cuerpo (Reppert y Weaver, 2002). Estos relojes que estan presentes en otras partes del cerebro
y en otros tejidos/organos, y se denominan relojes periféricos. El reloj central sincroniza los
relojes periféricos a traves de vias que involucran sefiales nerviosas y hormonales (Smolensky
y Peppas, 2007).



La evidencia para demostrar que el NSQ es el principal oscilador circadiano en mamiferos se
basa en estudios en roedores, en los que se observo que la ablacion o lesidén del NSQ provoca
la pérdida de los ritmos enddgenos de 24 horas, mientras que el trasplante de esta estructura
podia revertir este efecto y restablecer los ritmos circadianos en animales con lesion del NSQ
(Meyer-Bernstein et al., 1999).

1.3.1. El reloj molecular

El reloj circadiano estd programado genéticamente, y los genes reloj que constituyen el
oscilador se han identificado principalmente mediante el uso de organismos modelo como
cianobacterias, Neurospora sp., Drosophila melanogaster y ratones (Dunlap, 1999). Muchos
de estos genes reloj forman un bucle de retroalimentacion negativa basado en la
trascripcion/traduccion, jugando un papel fundamental en la generacion de los ritmos
circadianos a nivel intracelular, mecanismo que se conoce como “reloj molecular” (Orozco-

Solis y Sassone-Corsi, 2014).

Los principales genes reloj de la maquinaria circadiana son los genes CLOCK (Circadian
locomotor output cycles kaput) y BMAL-1 (Brain and muscle ARNT-likel). Durante la noche,
los productos de estos genes forman un heterodimero que funciona como un factor de
transcripcion que mediante su union a la region promotora de la E-box, activan la expresién de
los genes reloj Per, Cry y Rev-erb-a. A su vez, las proteinas PER y CRY dimerizan y actGan en
el nucleo como reguladores negativos del ciclo ya que inhiben la transcripcién dependiente de
CLOCK-BMAL-1, resultando asi en la inhibicion de su propia transcripcién. Al final del dia,
el complejo represor PER-CRY es degradado por una caseinkinasa, permitiendo la expresion
de CLOCK-BMAL-1y el inicio de un nuevo ciclo de transcripcion (Hirota y Fukada, 2004) .
Esta red oscilatoria compleja sostiene oscilaciones transcripcionales de 24 horas y sincroniza
la transcripcidn de los genes reloj con cambios en los ciclos de luz-oscuridad. Ademas del ciclo
de retroalimentacién primario, hay un segundo ciclo de retroalimentacion negativa que
involucra a los receptores nucleares RORa y REV-ERBa. Estos compiten por unirse al
promotor de BMALL, donde RORa activa la transcripcion de BMAL1 mientras que REV-ERBa
la inhibe. Asi, cuando el complejo PER-CRY inhibe a CLOCK-BMAL-1 también disminuye
la expresion de Rev-erb-a, lo que permite de nuevo la transcripcion de BMAL-1 y CLOCK

asegurando que el ciclo se repita de forma indefinida (Takahashi et al., 2008; Liu y Chu, 2012).
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Figura 2. Reloj molecular en mamiferos. CLOCK y BMAL1 promueven la expresion de las proteinas diméricas
PERy CRY. A lo largo del dia PER y CRY se acumulan y dimerizan, y tras ser fosforiladas se traslocan al nicleo
donde interacttan y reprimen la actividad del complejo CLOCK/BMAL1 que es su propio activador. Durante la
noche, PER y CRY son degradados por protedlisis permitiendo repetir el ciclo. También existe un ciclo secundario
formado por el activador Rora y el inhibidor Rev-Erbo. que controlan la expresion de BMALL. (Gallego y Virshup,
2007).

1.3.2. Melatonina

La melatonina es una hormona producida en la glandula pineal, bajo un estricto control del
marcapasos circadiano central en el NSQ (Borjigin et al., 2012). Participa activamente en la
regulacién del reloj circadiano, y su principal funcion es transmitir informacion sobre el ciclo
de luz y oscuridad diario a los distintos tejidos. La melatonina actda a la vez como mensajero
hormonal del NSQ y regulador de la actividad de este nucleo, ya que su ritmo enddgeno puede

indicar la fase u hora del reloj biolégico (Arendt, 2000).

La sintesis de melatonina en la glandula pineal se produce de manera circadiana, de manera que
los niveles de melatonina circulantes son caracteristicamente bajos en presencia de luz y
aumentan durante la noche, momento durante el cual induce el suefio. Dado que la melatonina
no se almacena en la glandula pineal, las concentraciones en sangre reflejan estrechamente tanto

la tasa de sintesis como el patron de secrecion. (Gamble et al., 2014).

La percepcion de la luz por la retina estimula los fotorreceptores en bastones, conos y células
ganglionares de la retina. En concreto, las células ganglionares de la retina expresan el
fotopigmento melanopsina y convierten las sefiales de luz en sefiales eléctricas que trasmiten al
NSQ a través de los tractos retinohipotalamicos, y trasmiten informacién al oscilador central
acerca de la presencia o ausencia de luz, y el nivel de iluminacion (Do y Yau, 2010; Miinch y

6



Bromundt, 2012). A su vez, el NSQ conecta con la glandula pineal a través de nucleo
paraventricular hipotalamico. De esta forma, la glandula pineal libera melatonina a partir de las

sefiales nerviosas trasmitidas por el NSQ.

Los efectos de la melatonina estan ligados a su unién con receptores de membrana de alta
afinidad. En mamiferos, se han identificado tres tipos de receptores de melatonina: MT1, MT2
y MT3 (Dubocovich et al., 2003). MT1 y MT2, son receptores de membrana acoplados a
proteina G y su activacion produce la inhibicién de la adenilato ciclasa, disminuyendo el AMPc
intracelular, o la activacion de la via de la fosfolipasa C; segun el tipo de proteina G active. El
receptor de melatonina MT3 es en realidad la enzima citosolica quinona reductasa Il (Slominski
et al., 2012). Mediante la activacion de estos receptores la melatonina sera capaz de controlar
diferentes procesos fisiolégicos y neuroendocrinos. En el cerebro, los receptores MT1 se
encuentran en el hipotdlamo, incluyendo el NSQ. Los receptores MT2 se encuentran en la
retina, el hipocampo, NSQ y cerebelo. Estos receptores también se encuentran en varios tejidos
periféricos. Debido a la presencia de receptores de melatonina en el NSQ, estos proporcionan
un bucle de retroalimentacion mediante el cual la melatonina circulante puede influir en el
marcapasos circadiano a la vez que controla el momento de secrecién de melatonina (Sack et
al., 2009).

1.3.3. Zeitgebers o sincronizadores

La persistencia de los ritmos circadianos en condiciones ambientales constantes no implica que
esos ritmos sean independientes de las variaciones ambientales, ya que algunos cambios
ambientales modulan el periodo de estos ritmos (Pittendrigh, 1960). Las sefiales externas del
medio ambiente capaces de modular el periodo o la fase de los ritmos circadianos son los
sincronizadores o Zeitgebers. El principal agente sincronizador de estos ritmos es el ciclo de
iluminacién, aunque existen otros como el ciclo de temperatura ambiental, el ciclo de
alimentacién y el ciclo de estimulacién social, que también participan en el proceso y se

conocen como sincronizadores secundarios.

Sin embargo, los cambios inducidos en el periodo o la fase de los ritmos circadianos debido a
la influencia de los sincronizadores, en especial por la presencia o ausencia de luz no ocurren

de manera inmediata, sino que la actividad va cambiando de manera gradual hasta acoplarse a



las nuevas variables ambientales. En condiciones normales, el proceso por el cual un ritmo

circadiano se sincroniza con un ciclo externo se denomina arrastre.

1.3.3.1. Luz

La luz es el agente de sincronizacion mas fuerte para el sistema circadiano y, por lo tanto,
mantiene la mayoria de los ritmos bioldgicos sincronizados internamente, para un
funcionamiento éptimo (Benstaali et al., 2001). El tiempo necesario para que ocurra un ciclo
de una oscilacion circadiana en condiciones constantes se conoce como periodo de
funcionamiento libre (FRP). Asi, en condiciones de oscuridad constantes el periodo de los

ritmos se desvia de las 24 horas.

Los organismos diurnos muestran un FRP ligeramente més corto en condiciones de luz continua
que en continua ausencia de luz; mientras que los organismos nocturnos muestran un FRP maés
largo, es decir, un reloj mas lento en condiciones de luz continua que en condiciones de
oscuridad continua (Benstaali et al., 2001; Meijer, 2001). Este fendmeno, descrito se conoce
como “Regla de Aschoff”. Esto es debido a que cuando los animales se mantienen en oscuridad
continua, el sistema circadiano es muy sensible a los pulsos de luz, mas que a los pulsos de

oscuridad cuando esté en condiciones de luz continua (Carpenter y Grossberg, 1984).

El cambio de fase de un ritmo producido por un pulso de luz dependera de sus caracteristicas.
Diferentes estudios han demostrados que la luz de longitud de onda mas corta (azul y verde) es
mas eficaz para el cambio de fase del ritmo de melatonina que la longitud de onda més larga
(roja) (Brainard et al., 1988). En relacion a la duracion de la exposicion a la luz, cuando se
combinaron diferentes intensidades y duraciones de luz, las exposiciones méas largas con una
intensidad de luz moderada dieron como resultado cambios de fase mas grandes que las
exposiciones mas cortas a una luz mas brillante. Por lo que, a mayor duracion del pulso, mayor
desplazamiento de fase (Dawson et al., 1993). EI momento en el que se da el estimulo de luz
también afecta a la magnitud del desplazamiento de fase. Para conseguir un retraso de fase del
ritmo circadiano mas fuerte, la exposicion a la luz se produjo en las horas de la tarde o al inicio
de la noche y para lograr un avance de fase maximo, el estimulo debe ser presentado al final de
la noche o en las primeras horas de la mafiana después del minimo de temperatura corporal
(Lewy y Sack, 1989). Por ultimo, el impacto de la intensidad de la luz en la fase circadiana

debera superar un umbral, a partir de ese umbral, a mayor intensidad mayor desplazamiento de



fase. En animales nocturnos una intensidad de 200 lux es suficiente para que se produzca un

desplazamiento de fase (Meijer, 2001).

1.3.3.2. Melatonina exdgena

La melatonina exdgena es un sincronizador si se administra en el momento adecuado, pudiendo
avanzar y retrasar la fase del sistema circadiano. Se ha demostrado que, si se administra
melatonina por la tarde o al anochecer, se produce un avance de fase en el ritmo de la
melatonina, en oposicion al retraso de fase que se observa tras la exposicién a luz brillante por
la tarde. Por otro lado, se ha demostrado un retraso de fase con la administracion de melatonina
en la mafiana, alrededor del momento en que la melatonina enddgena cesa de segregarse (2 h

antes de la hora habitual de despertarse) (Revell y Eastman, 2005).

La melatonina exdgena puede cambiar la fase de los ritmos circadianos, y por lo tanto puede
ser utilizada como tratamiento para atenuar el grado de desalineacién circadiana y los efectos
negativos para la salud provocados por el trabajo a turnos nocturnos o rotatorios, estudio
durante horarios nocturnos, desfase horario y el jet lag (vuelos de larga distancia, cruzando

varias zonas horarias) (Crowley y Eastman, 2015).

1.3.3.3. Ejercicio fisico

La actividad fisica estd vinculada también con el proceso de sincronizacion no luminica del
sistema circadiano. Este efecto de sincronizacion varia segun el momento en el que se realice
el ejercicio, por lo que un horario inadecuado de actividad puede provocar efectos negativos en
la salud del individuo (Rubio-Sastre et al., 2014). Se ha demostrado que realizar ejercicio
intenso durante la noche produce un retraso de fase del ritmo circadiano interno, mientras que
realizar ejercicio por la mafiana o al principio de la tarde produce un avance de fase. Debido a
esto, el ejercicio, si se realiza en el momento adecuado del dia, podria cambiar la fase del ritmo

circadiano interno y, por lo tanto, mejorar la desalineacion circadiana. (Thomas et al., 2020)



1.3.3.4. Alimentacion

Diferentes estudios han demostrado que los patrones de alimentacion actlan como
sincronizadores de osciladores circadianos periféricos (higado, rifién, pancreas y corazon), pero
no afectan al oscilador central, de manera que los ciclos de alimentacion y ayuno intervienen
en la expresion de los genes circadianos en estos tejidos (Damiola et al., 2000). Por esto, aunque
no se comprende bien los mecanismos de arrastre de fase en el sistema circadiano, mantener un
horario regular de ingesta de alimentos constituye un factor fundamental para una mejor

utilizacion metabdlica y estabilidad del peso corporal (Tahara y Shibata, 2013).

2. OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo han sido:

Objetivo general: Evaluar la literatura disponible sobre la cronobiologia y los ritmos

circadianos de las distintas células sanguineas.
Objetivos especificos:

1. Estudiar las diferentes variables que afectan a las células sanguineas y los
mecanismos de sus ritmos circadianos a nivel molecular con el fin de determinar en qué

momento presentan su maxima capacidad de actuacion.

2. Describir los diferentes mecanismos por los que se puede producir una alteracién de

los ritmos circadianos de las células sanguineas

3. Describir la relacion existente entre el desarrollo de cancer y la desincronizacién de

los ritmos circadianos y comprender la importancia de estos para su tratamiento.

3. METODOLOGIA

Para dar respuesta a la investigacion y a los objetivos descritos, se ha realizado una revision de

la literatura existente.

Como gestor bibliogréfico se ha utilizado Mendeley Desktop, citando la bibliografia segtn el

método Harvard_Ule.

Las palabras clave utilizadas en la busqueda se ha realizado en dos idiomas:
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e ESPARNOL: cronobiologia, ritmo circadiano, genes reloj, hematologia, cancer, trabajo
por turnos.
e INGLES: chronobiology, circadian rhythms, clock genes, hematology, cancer, shift

work.

Estos términos se han obtenido de diversas bases de datos y fuentes en las cuales se ha realizado
la basqueda bibliografica: PubMed, Google Académico, Science Direct, Nature, Research Gate,

Blood, Sage Journals, etc.

Dada la escasa bibliografia que existe al respecto, no se ha aplicado ningudn filtro en cuanto a

afios de la publicacion, idioma o especie objeto de estudio para no limitar los resultados.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Propiedades circadianas del sistema hematoldgico

Los ritmos circadianos han sido bien caracterizados en el cerebro y en varios tejidos periféricos,
pero hasta hace poco se habia prestado relativamente poca atencion a los ritmos circadianos en

el sistema hematoldgico.

El nimero de células sanguineas circulantes en la sangre periférica muestra ritmos circadianos
muy regulares y altamente reproducibles (Haus et al., 1983). Sin embargo, la naturaleza
compleja de esta regulacion ha impedido la explicacion de los mecanismos subyacentes de los

cambios circadianos en las células sanguineas circulantes (Haus y Smolensky, 1999).

A continuacion, se van a describir las propiedades ritmicas de los eritrocitos, leucocitos y
trombocitos, y explicaremos como estas propiedades podrian afectar a los resultados de

diferentes estudios.

4.1.1. Propiedades circadianas de los eritrocitos

Los eritrocitos son el tipo celular méas abundante entre las células sanguineas circulantes y
representan aproximadamente el 25 % de todas las células del cuerpo humano (Waugh y Grant,
2010). Transportan oxigeno desde los pulmones hasta los tejidos, donde se utiliza para la

respiracion aerdbica, generando energia en forma de trifosfato de adenosina (ATP). Para
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cumplir esta funcion, el citoplasma de los eritrocitos contiene hemoglobina, una proteina
transportadora de oxigeno que contiene hierro. Para albergar la mayor cantidad posible de
hemoglobina en el citoplasma, los eritrocitos carecen de nicleo y otros organulos. (Waugh y
Grant, 2010)

Se cree que los ritmos circadianos estan impulsados por bucles de retroalimentacion de
transcripcion-traduccion, mediante los cuales la expresion ritmica de los productos de los genes
reloj regula la expresién de los genes asociados en un ciclo de aproximadamente 24 horas. Sin
embargo, los glébulos rojos, que no contienen nucleo, por lo que no pueden realizar la

transcripcion, exhiben ritmos redox circadianos.

Las peroxirredoxinas (PRX) son una familia de enzimas antioxidantes muy conservada que
ayudan a controlar los niveles de perdxido intracelular (Hall et al., 2009). Las PRX contienen
en el centro catalitico un residuo cisteina que es oxidado por sustrato a acido sulfinico. Las
enzimas 2-Cys PRX, son un subgrupo de la familia PRX, susceptibles a la hiperoxidacion que

da como resultado su inactivacion (Rhee et al., 2007).

Se han realizado estudios en eritrocitos humanos cultivados en condiciones constantes de luz y
temperatura y se han observado fuertes oscilaciones estadisticamente significativas en los
niveles de PRX oxidadas con un periodo alrededor de 24 horas. Debido a que la oscilacion de
la modificacion postraduccional de las PRX se mantenia en condiciones de funcionamiento
libre, esto refleja un ritmo enddgeno circadiano. De esta manera se comprobo la persistencia de

los ritmos circadianos en los globulos rojos sin transcripcion activa (O Neill y Reddy, 2011).

Por ultimo, es importante sefialar que la cantidad de eritrocitos circulantes en la sangre esta
regulada por el reloj circadiano enddgeno. La acrofase del ritmo de los glébulos rojos circulantes
esta cerca del momento de la transicion de luz a oscuridad tanto en ratones como en humanos (Haus et
al., 1983). El nimero de glébulos rojos circulantes esta determinado tanto por su eliminacion de
la circulacién periférica en el bazo y el higado, como también por su produccién en la médula
6sea. (Oishi et al., 2006). Los reticulocitos circulantes tienen un ritmo circadiano, lo que sugiere
su liberacion periddica circadiana de la médula dsea (Haus et al., 1983). Por otro lado, la
mutacion del gen CLOCK en ratones no afecté al ritmo circadiano de los globulos rojos, y esto
se debe a gque se produjo una mayor eliminacion de glébulos rojos del torrente sanguineo y/o

una disfuncion en la descarga de globulos rojos del bazo (Oishi et al., 2006).
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4.1.2. Propiedades circadianas de los leucocitos

Los leucocitos representan alrededor del 1 % del volumen total de sangre y estan implicados en
la respuesta del sistema inmunitario innato y adaptativo. Son un grupo de células estrechamente
relacionadas entre si, que incluyen linfocitos, neutréfilos, monocitos, eosinofilos y basofilos,
que difieren en su abundancia, estructura y funcion (Carrick y Begg, 2008). Al igual que en el
caso de los eritrocitos, el nUmero de glébulos blancos circulantes involucrados en la defensa
inmune esta sujeto a ritmos circadianos de gran amplitud (Brown y Dougherty, 1956). Este
parametro depende de los componentes centrales del reloj circadiano, ya que la acrofase del

ritmo se amortigua y se retrasa en ratones mutantes CLOCK (Oishi et al., 2006).

Se ha comprobado en varios estudios la presencia de una transcripcion ciclica y significativa de
genes reloj en leucocitos circulantes en sangre periférica, que estan presentes en leucocitos
cultivados en condiciones constantes, lo que respalda su naturaleza enddgena (Boivin et al.,
2003; Labrecque y Cermakian, 2015).

También, debido a la relativa facilidad de cuantificar la expresién de los genes reloj en los
leucocitos, podria proporcionar un medio sencillo y no invasivo para evaluar la funcion del
sistema circadiano y comprender la fisiopatologia de los trastornos de los ritmos circadianos
(Fukuya et al., 2007).

4.1.2.1. Eosinofilos

Los eosindfilos normalmente solo comprenden del 1 % al 3 % de la poblacidn total de leucocitos
en sangre periférica y son especialmente importantes en la defensa ante infecciones por
parasitos externos como los helmintos (Carrick y Begg, 2008). También modulan las respuestas
inflamatorias alérgicas a través de la liberacion de citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, mediadores lipidicos y proteinas basicas almacenadas en granulos, incluida la
proteina béasica principal, la peroxidasa de eosindfilo, la proteina cationica eosinofilica (ECP)
y la proteina X del eosinofilo o neurotoxina derivada del eosinofilos (EPX/EDN) (Stone et al.,
2010).

Al igual que otras células sanguineas, el nimero de eosinofilos en sangre presenta una variacion
diaria en adultos sanos (Haus y Smolensky, 1999), aunque aun no se conoce el mecanismo

causal. Ademas ha sido demostrado que los sintomas de las enfermedades alérgicas, como la
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rinitis alérgica, se intensifican entre la medianoche y las primeras horas de la mafiana, lo que
sugiere un papel del reloj bioldgico (Smolensky et al., 2007). Es posible que los eosinofilos
contribuyan a esta variacion diaria, ya que se han observado oscilaciones circadianas en la
expresion de ECP y EPX/EDN en eosin6filos humanos in vitro (Baumann et al., 2013). De
acuerdo con este hallazgo, un estudio en nifios reveld que las concentraciones séricas y urinarias
de ECP y EPX/EDN exhiben variaciones circadianas con niveles maximos nocturnos y a
primera hora de la mafiana (Wolthers y Heuck, 2003). También se han observado estos ritmos
diarios en los niveles de ECP de secreciones nasales y en los niveles de EPX/EDN en esputo y
orina (Aoyagi et al., 1999; Storm Van’s Gravesande et al., 1999; Panzer et al., 2003). Estos
hallazgos proporcionan una explicacion de la expresion ritmica del ARNm de proteinas
especificas de eosinofilos que probablemente estén reguladas por el reloj circadiano.

Significativamente, la respuesta inmune de los eosindfilos varia de manera circadiana.

4.1.2.2. Basofilos

Los basdfilos son el tipo menos comdn de leucocito y representan menos del 1 % de la poblacién
total. Comparten muchas funciones con los mastocitos residentes en los tejidos y son los
responsables del desarrollo de la respuesta de hipersensibilidad debido a la liberacién de
histamina (Carrick y Begg, 2008) . También secretan heparina, quimiocinas, que atraen
eosinofilos y neutrofilos, y citocinas, en especial interleucina-4 (IL-4) que promueve la
diferenciacion de los linfocitos T helper 2 (Stone et al., 2010). Tanto el nimero de basofilos
circulantes como la liberacion de histamina presentan variaciones diarias en humanos
(Friedman et al., 1989).

En un estudio en humanos, se determing si la reactividad baséfila especifica de alérgeno variaba
en funcion de la hora del dia en pacientes con rinitis alérgica y si el reloj circadiano
desempefiaba algun papel en la variacion de la reactividad de los baséfilos. Para ello se examind
la expresion de CD203c (marcador de activacion) inducido por alérgenos en basofilos obtenidos
a distintas horas en varios pacientes, y se observd un numero significativamente mayor de
basofilos activados a las 07:00 h que a las 19:00 h. También se descubrié que los basofilos
generados a partir de ratones wildtype mostraron una variacion dependiente de la hora del dia
en la produccion de histamina e IL-4 inducida por inmunoglobulina E, que no se observé en los

basofilos generados a partir de ratones CLOCK mutantes (Ando et al., 2015). Esto implica que
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la respuesta inmunologica ritmica de los basofilos esta regulada por los genes reloj y que

contribuye a la ritmicidad en los sintomas de las afecciones alérgicas.

4.1.2.3. Linfocitos

Los linfocitos comprenden el segundo grupo més grande de leucocitos en circulacion en
humanos. Se dividen en dos grupos principales: linfocitos T y B, y son los principales agentes
de la inmunidad adaptativa (Carrick y Begg, 2008). La inmunidad adaptativa permite que un
organismo responda de una manera especifica a los patdgenos y otros agentes no propios.
Ademas, después de una primera infeccion, las células T y B pueden diferenciarse en células
de memoria, que permanecen en el organismo durante periodos prolongados, listas para mediar
una respuesta inmunitaria fuerte y rapida en el futuro encuentro con el patégeno, incluso afios

después de la infeccion inicial.

Aunque la regulacion circadiana de las respuestas inmunitarias adaptativas no ha sido muy
estudiada, ha ganado mucho interés en los ultimos afios. Ahora sabemos que muchos aspectos
de la inmunidad adaptativa, incluidos el trafico celular, la diferenciacion celular y la respuesta
a la presentacion de antigenos, estan controlados por relojes circadianos (Cermakian et al.,
2022).

Como en muchos otros tejidos y tipos de células, los genes del reloj circadiano se expresan en
linfocitos T y B, donde controlan la expresién génica y varios procesos celulares. En los
ganglios linfaticos de raton los genes reloj muestran una expresion ritmica, estos 6rganos
linfoides son el sitio de induccién de la respuesta de las células T y B, y estdn compuestos en
gran proporcion por estos tipos de células. Este ritmo se atenta en ganglios linfaticos de ratones
mutantes CLOCK (Keller et al., 2009; Fortier et al., 2011).

Los linfocitos estan en continua circulacion entre la sangre, la linfa y los érganos linfoides, para
asegurar una vigilancia inmunitaria eficiente en todo el cuerpo. Este trafico de células Ty B
estd regulado por el control circadiano. Hay una variacién pronunciada en los recuentos
sanguineos de linfocitos en sangre durante las 24 horas del dia en los mamiferos. En muestras
de sangre humana, el nimero de células T y B generalmente es alto por la noche, disminuye

por la mafiana y permanece bajo durante el dia (Abo et al., 1981; Kirsch et al., 2012).

Esta disminucion matinal en el nimero de linfocitos T circulantes coincide con el aumento
matutino del cortisol y una mayor expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 por parte de
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las células T (Besedovsky et al., 2014). EI bloqueo del aumento matutino del cortisol en
humanos mediante la administracion de metirapona (principio activo inhibidor de la
esteroidogénesis) previene la disminucién matutina del nimero de células T en la sangre e
inhibe el aumento matinal de CXCR4 (Besedovsky et al., 2014). Por lo tanto, el ritmo de los
recuentos de células T en la sangre esta bajo el control de la variacién circadiana en la

produccion de cortisol, que regula la expresion de CXCR4 en las células T.

Aunque el nimero de linfocitos mostré un ritmo en muestras de sangre humana y de rata, no se
observaron variaciones en los subconjuntos de linfocitos B, CD4* y CD8" en los ganglios

linfaticos de raton durante un ciclo de 24 horas en oscuridad constante (Fortier et al., 2011).

4.1.2.4. Neutrofilos

Los neutrdfilos son las células nucleadas mas comunes en la sangre periférica, normalmente,
comprenden del 50 % al 70 % del recuento total de leucocitos. Estos son atraidos rapidamente
al sitio de infeccion o inflamacién y actian mediante fagocitosis, los neutréfilos son la primera
linea celular de defensa y un componente clave del sistema inmunitario innato (Carrick y Begg,
2008). La médula 6sea mantiene una reserva de neutrdfilos lista para ser liberada en condiciones
homeostaticas y de estrés. Debido al potencial toxico de los neutrdéfilos, su liberacion debe estar
estrictamente regulada para equilibrar su nimero en la circulacién. Esto se logra mediante la
produccion diaria masiva (hasta 2 x 10! células por dia en humanos) y la liberacion controlada
temporalmente en la sangre. Los neutrofilos circulantes finalmente se infiltran en los tejidos
después de solo 6 a 10 h en la circulacion, lo que los convierte en una de las células de vida mas

corta de nuestro cuerpo. (Aroca-Crevillén et al., 2020)

Una consecuencia de esta rapida renovacion es que el numero de neutréfilos muestra fuertes
cambios circadianos en la sangre, importante para la homeostasis normal. Se ha demostrado
que estas oscilaciones circadianas también afectan al fenotipo de los neutréfilos circulantes a
lo largo del dia, una propiedad denominada envejecimiento de los neutréfilos. Los neutrofilos
liberados de la médula Osea muestran niveles elevados de CXCR2 que se reducen
progresivamente durante el dia, mientras que el receptor de superficie CXCR4 aumenta antes
de su salida natural de la sangre, un proceso denominado depuracion. Demostraron que la
eliminacion de estos neutréfilos envejecidos desencadena una reduccion en el numero de
células del nicho hematopoyético en la medula 6sea. Dado que este nicho hematopoyético actla

para retener las células madre hematopoyéticas (HSC) en la médula 6sea, dicho ritmo
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controlado por neutréfilos podria ser la base de las variaciones diarias mostradas en la liberacion
de HSC en el torrente sanguineo. También se demostré que el proceso de envejecimiento de los
neutrofilos estaba controlado intrinsecamente en las células por el gen reloj central Arntl que
codifica Bmall (Casanova-Acebes et al., 2013). Bmall regulaba la expresion de CXCL2 un
ligando CXCR2 que controlaba el envejecimiento de los neutrofilos de una manera autbnoma

celular.

4.1.3. Propiedades circadianas de los trombocitos

Las trombocitos o plaquetas son fragmentos de células sanguineas anucleadas derivadas de
fragmentos del citoplasma de megacariocitos que contribuyen fisiolégicamente a la hemostasia
en los sitios de lesion vascular (van der Meijden y Heemskerk, 2018). Sin embargo, la
activacion patoldgica de las plaguetas ocasionalmente desencadena una trombosis oclusiva de
los vasos sanguineos y da como resultado eventos isquémicos, como infarto de miocardio y
accidente cerebrovascular, que son las principales causas de muerte a nivel mundial. Estos
eventos cardiovasculares muestran ritmicidad circadiana, ocurriendo con mayor frecuencia por
la mafana, entre las 06:00 h y las 12:00 h, potencialmente relacionado la actividad plaquetaria

con el control del reloj circadiano enddgeno (Crnko et al., 2019).

La primera evidencia de este hecho se proporcion6 en 1987, con la demostracion de los ritmos
diarios de agregacion plaquetaria en hombres adultos sanos (Tofler et al., 1987). Desde
entonces se ha demostrado que multiples medidas implicadas en la activacion plaquetaria
muestran una fuerte variacion segun la hora del dia, incluida la agregacion plaquetaria y los
marcadores de activacion plaquetaria [como B-tromboglobulina (BTG), factor plaquetario 4
(PF4), glicoproteina 1b (GPIb), P-selectina y allbB3 activado], que también alcanzan su punto
maximo por la mafana (Tofler et al., 1987; Jafri et al., 1992; Scheer et al., 2011).

La agregacion plaquetaria esta bajo el control de los genes reloj, ya que muestra variacion diaria
en ratones wildtype pero no en ratones mutantes CLOCK (Ohkura et al., 2009). También se ha
demostrado que el gen CLOCK regula la expresion ritmica diaria de la trombopoyetina, que a
su vez se encarga del desarrollo de megacariocitos, produccion de plaquetas y mantenimiento
del nimero de plaquetas (Tracey et al., 2012). Este mecanismo puede contribuir a la ritmicidad
diaria en el numero de plaquetas circulantes, que alcanza su punto maximo al final de la tarde

en humanos sanos (Scheer et al., 2011).
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4.2. Cronodisrupcién

La cronodisrupcion o interrupcion circadiana es el desajuste del orden temporal interno de los
ritmos circadianos fisioldgicos, bioquimicos y conductuales. La interrupcion de los ritmos
bioldgicos da lugar a un desajuste entre el ciclo de suefio/vigilia y el sistema de sincronizacion
circadiano enddgeno, lo que puede causar efectos adversos para la salud tanto a corto como a

largo plazo (Erren y Reiter, 2009).

En la actualidad, diversas situaciones como el jet-lag, el trabajo a turnos nocturno, la
contaminacion luminica o realizar actividades por la noche pueden ser la causa de la
cronodisrupcién, modificando e incluso invirtiendo los ciclos normales de suefio/vigilia (Davis
et al., 2006).

En los Gltimos afios, han aparecido evidencias que indican que la cronodisrupcion tiene efectos
negativos en la salud humanay ha sido estrechamente relacionada con diversas patologias como
cancer, envejecimiento prematuro, enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico y
obesidad (Garaulet, 2015).

4.2.1. Trabajo a turnos nocturno

El trabajo por turnos nocturnos causa una interrupcion significativa del ritmo circadiano y esta
asociado con una mayor incidencia de accidentes cerebrovasculares, enfermedades cardiacas y
cancer (Kecklund y Axelsson, 2016). Esto puede explicarse en parte por el impacto negativo de
la desregulacién circadiana del sistema hematologico. Por ejemplo, roedores sometidos a un
desfase horario cronico, la expresion de los genes reloj en células NK y los macr6fagos se ve
gravemente perturbada, al igual que la expresion ritmica de factores citoliticos y citoquinas en
NK (Castanon-Cervantes et al., 2010; Logan et al., 2012). Se suprime la actividad citolitica de
las celulas NK, aumenta el crecimiento del tumor pulmonar y la tasa de mortalidad es mayor
después de la exposicion a lipopolisacaridos. Estos hallazgos sugieren que la alteracion
circadiana crénica promueve el crecimiento tumoral al alterar los ritmos circadianos de la
funcion de las células NK (Logan et al., 2012). En hadmsteres, la exposicién a un horario
anormal de luz/oscuridad suprime la variacion ritmica en el trafico de leucocitos circulantes
(Prendergast et al., 2013). De manera similar, la cronodisrupcion en el pez cebra aumenta la

cantidad de eritrocitos envejecidos en la sangre, debido a una reduccion en la tasa de apoptosis
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de los eritrocitos (Egg et al., 2014). La capacidad de transporte de oxigeno de los eritrocitos
envejecidos se reduce y aumenta su tendencia a la agregacidn, provocando una mayor
mortalidad en los animales estudiados. En humanos también se ha estudiado el efecto de los
trabajos a turnos, y se ha observado una disminucion en el nimero de transcripciones ritmicas
de todo el genoma en células mononucleares de sangre periférica (Kervezee et al., 2018).
Ademas, la exposicién a largo plazo al trabajo a turnos nocturno se asocia con niveles mas altos
de globulos blancos totales, neutrofilos, linfocitos y monocitos, lo que indica una desregulacion
del sistema inmunitario (Wirth et al., 2017). Todo esto puede contribuir al aumento de la

incidencia de accidentes cardiovasculares en los trabajadores por turnos.

4.2.2. Ritmos hematoldgicos y cancer

La interrupcion de los ritmos circadianos ha sido relacionada con el desarrollo de céncer y la
progresion del tumor. Los tejidos normales y malignos a menudo muestran asincronias en la
proliferacion celular y los ritmos metabolicos. Se han descubierto alteraciones de los genes reloj
en lineas celulares de cancer linfocitico. EI gen BMALL1 es silenciado transcripcionalmente por
la hipermetilacion de la isla promotora CpG en neoplasias malignas hematoldgicas, como el
linfoma difuso de células B grandes y las leucemias linfocitica y mieloide agudas. De acuerdo
con esto, la eliminacion de BMAL1 mediante ARNi mejora el crecimiento tumoral en células
no metiladas, mientras que la reintroduccion de BMALL provoca la inhibicion del crecimiento
tumoral en células hipermetiladas de linfoma y leucemia. También se demostré que la
inactivacion epigenética de BMALL contribuye al desarrollo de neoplasias malignas

hematoldgicas al alterar el reloj circadiano celular (Taniguchi et al., 2009).

La expresion ritmica de los genes reloj esta significativamente perturbada en los leucocitos de
pacientes con leucemia mieloide (Yang et al., 2011). La alteracion de la expresion de los genes
reloj también se ha informado en muestras de sangre periférica de pacientes con leucemia
linfocitica y en leucocitos de pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello,
aunque ambos estudios incluyeron solo un punto de tiempo (Hsu et al., 2014; Rana et al., 2014).
Por ultimo, las oscilaciones diarias en la actividad de las enzimas antioxidantes estan
significativamente perturbadas en los eritrocitos de pacientes con cancer oral (Subramanian et
al., 2005) y ratas Wistar con carcinoma mamario (Kolanjiappan y Manoharan, 2005). Por lo
tanto, existe abundante evidencia de que las propiedades ritmicas de las células sanguineas se

alteran en los organismos con cancer. Sin embargo, basandose Unicamente en estos resultados,
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es imposible determinar si estas anomalias son una causa o0 una consecuencia del proceso de la

enfermedad.

Los ritmos hematoldgicos también son relevantes para el tratamiento del cancer, ya que los
efectos inmunosupresores de los medicamentos contra el cancer varian notablemente segun el
momento de la administracién del farmaco (Peleg et al., 1989). El agente quimioterapéutico
ciclofosfamida, inhibe la produccion de linfocitos y en el momento de transicion de oscuridad
a luz los ratones tratados fueron mas sensibles al farmaco que en el momento de transicion de
la luz a oscuridad (Gorbacheva et al., 2005). El impacto del tratamiento con interferon-a en el
namero de leucocitos también depende de cuando se administre (Shinohara et al., 2008).
Aunque se desconoce la base mecénica de estos efectos, tienen claras implicaciones
terapéuticas. Mediante la administracion de estos compuestos en sus puntos de tiempo menos
toxicos, podrian emplearse con seguridad dosis mayores, mejorando asi la eficacia del
tratamiento del cancer (Lévi et al., 2007). Hay que tener en cuenta que estos puntos de tiempo

Optimos pueden variar entre individuos, dependiendo de su genotipo de reloj circadiano.

5. CONCLUSIONES
Las principales conclusiones de este trabajo han sido:

1. Anivel fisioldgico, debido a la existencia de ritmos circadianos en todos los parametros del
sistema hematoldgico estudiados, para evitar la influencia de diferentes variables en la
determinacion de los valores normales de la especie, es imprescindible realizar siempre la
extraccion de muestras a la misma hora y en las mismas condiciones para que todas las
sustancias se encuentren siempre en el mismo punto de su ciclo circadiano.

2. A nivel patologico, es imprescindible conocer el ritmo circadiano al que estdn sometidas
diferentes sustancias y células sanguineas y tenerlo en cuenta para el uso de farmacos, y asi
administrarlos en su momento de maxima eficacia con el fin de administrar una dosis menor

del farmaco y lograr una mayor efectividad del mismo, lo que es la esencia de un tratamiento
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