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“El tiempo es al reloj lo que la mente al cerebro. En cierto modo, el reloj contiene el
tiempo, y sin embargo el tiempo se niega a que lo embotellen como a un genio encerrado
en una lampara. Tanto si fluye cual la arena como si gira sobre unas ruedas dentro de
otras ruedas, el tiempo se escapa irremediablemente, mientras nosotros sélo sabemos

observar”

-Dava Sobel



Contenido

RESUIMEBN ...ttt ettt sttt b e bt e s bt e s h et sat e ea b e ebe e beesheesabesabesabeeabe e bt enbeesateeateentean 1
LESTA 08 FHQUIAS.......eotieiteetetetetei ettt sttt b e bbbt b et e et e eseeneebeneennen 5
LiISTA 08 TADIAS ...ttt sttt b e sttt r e b bt naan 6
R 11 oo 18 oTox o] o SO OO USSR 7
1.1 ArquiteCtura MOIECUIAN .......c.cceeiiiieeiee ettt st s re e sreeanens 8
1.2 MOdel0S MAtEMALICOS. ......c.eeirierierieieieeeeeee ettt e e e se e ae s e ssesseseseeneesessessessensens 9
1.3 RODUSTEZ......eeee ettt st et e et s neenaenees 10
1.4 Interaccion entre el reloj y el metaboliSmMO.........ccccoveveiieieiiieeeeee e, 11

2 Justificacion, HipOtesiS Y ODJELIVOS ......cecveviiiieieciecteeieste ettt st e 16
2.1 JUSHIFICACION ...ttt be st et et et e s e e eneeneas 16
2.2 HIPOTESIS ..ottt ettt b et 16
2.3 ODJELIVOS ...ttt b ettt eae s 16
2.3.1 ODBJELIVO GENEIAL ...ttt s aesbesre et 16
2.3.2 ODbjJetivos ESPECITICOS ...ccviiveeiecieceectiseeeceeee sttt sre e ae 17

K |V [=1 (0T [o] [T - USROS PRSPPSO 18
3.1 Desarrollo del modelo MatemMAtiCO .........ccovveirieirieireree e 18
3.2  Caracteristica del ZeItgEDEN ........c.oovieeeeeeee s 23
3.3 ANALISIS A8 12 FODUSTEZ ...ttt 24

O o TSI U | r=To [0SO SRRSO 27
4.1  Implementacion y validacion del Modelo..........ccoceeivieiievieicieieeese e 27
411 Oscilaciones autosostenidas del RCAM ... 27
4.1.2 Oscilaciones del RCAM en presencia de la dindmica energética........................ 28

4.2 EStUIO de 18 FODUSTEZ.......ccuiieiiieiiieieee sttt 29
421 Robustez del RCAM con oscilaciones autosostenidas...........ccvveeerereriereereeennns 29
422 Robustez del RCAM con dindmica energética normal.............ccccoeeevecveieeenenen, 31
4.2.3 Robustez del RCAM con dindmica energética alta...........cccceoveeeeveiecievieienenen, 34
424 Robustez del RCAM con dindmica energética baja.........cccceevvveeerenenenieriecnnene 36

ST I ST 1 (o o SRRSO 38
B CONCIUSION ..ttt ettt ettt et be st et b et et e e ebe e ebeeebeneas 40
T PEISPECLIVAS .....eeueiiieieie sttt ettt ettt ettt e st e et e ste et e steesaesaeeseessesseessesseeseenseseeessensesseensenns 41

R B EINCHAS. ...ttt ettt ettt ettt ettt e e e et et e e s e eat e e e s et bt e e sabaeessabaeessabaeesssstaeessasaeesssraeesssnraes 42



Resumen

El reloj circadiano es responsable de la regulacion de los ritmos internos en la mayoria de los
organismos vivos. Permite la anticipacion de los cambios medioambientales y una mejor
adaptacion de los procesos fisiologicos. En los mamiferos, el reloj principal est4 ubicado en
el nucleo supragquiasmatico y sincroniza los relojes periféricos en todo el organismo. Sus
componentes moleculares forman una red intracelular que dicta el tiempo circadiano y regula
los genes del reloj. Estos genes controlados por el reloj estan presentes de manera conservada
en los demas relojes periféricos y estan involucrados en procesos bioldgicos cruciales como
el metabolismo. Este ultimo llevado a cabo por el higado, el cual desempefia funciones vitales
indispensables como la desintoxicacion, sintesis de energia y su almacenamiento, esta
compuesto por células llamadas hepatocitos. Su mal funcionamiento puede provocar la
interrupcion de los ritmos bioldgicos y causar dafios graves al organismo. Los relojes
periféricos ubicados en células como los hepatocitos pueden ser sincronizados no solo por el
reloj maestro del cerebro sino también por otras sefiales periddicas externas como es el caso
de la alimentacién que a su vez tiene como consecuencia la alteracion del balance energético
celular. Los mecanismos detallados que gobiernan esta interaccion molecular entre el reloj
circadiano y el metabolismo alin no se conocen por completo y son tema de investigacion.
Los modelos matematicos pueden ser de gran ayuda para explorar y entender el mecanismo
de los relojes circadianos. Se desarrollo un modelo matematico para el sistema de reloj
circadiano acoplado con metabolismo en hepatocito utilizando los datos disponibles en la
literatura. Este modelo se usé para estudiar la robustez asociada a los relojes circadianos, ya
que se sabe que en neuronas estos exhiben una robustez en el periodo ante diferentes
estimulos externos, surgiendo las siguientes preguntas ¢son la robustez en el periodo y la
amplitud afectados por el metabolismo? ¢ Es el reloj circadiano més sensible a los parametros
asociados al metabolismo? Los resultados indican que pardmetros asociados a moléculas
metabolicas afectan en mayor medida el periodo circadiano siendo en algunos casos
responsables de la perdida de comportamiento circadiano. Ademas de proporcionar evidencia
del potencial efecto de las dinamicas energéticas en el comportamiento circadiano, llevando
a cabo experimentos con diferentes condiciones de energia celular y periodos de oscilacion

que afectan su comportamiento. Estos hallazgos indicaron como el sistema mejora su
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comportamiento en presencia de una actividad energética normal a pesar de las variaciones
paramétricas. En conclusion, el metabolismo acoplado a la maquinaria molecular circadiana
juega un papel fundamental en los relojes circadianos de hepatocito mostrando que mejora

la robustez del periodo y no la amplitud ante perturbaciones.



Abstract

The circadian clock is responsible for the regulation of internal rhythms in most living
organisms. It allows the anticipation of environmental changes and a better adaptation of
physiological processes. In mammals, the main clock is in the suprachiasmatic nucleus and
synchronizes peripheral clocks throughout the organism. Its molecular components form an
intracellular network that dictates the circadian time and regulates the clock genes. These
clock-controlled genes are present conserved in the other peripheral clocks and are involved
in crucial biological processes such as metabolism. The latter is carried out by the liver, which
performs essential vital functions such as detoxification, energy synthesis and storage, is
composed of cells called hepatocytes. Its malfunction can cause the interruption of biological
rhythms and cause serious damage to the organism. Peripheral clocks located in cells such as
hepatocytes can be synchronized not only by the master clock of the brain but also by other
external periodic signals such as feeding, which in turn has the consequence of altering the
cellular energy balance. The detailed mechanisms that govern this molecular interaction
between the circadian clock and metabolism are not yet fully understood and are the subject
of research. Mathematical models can be of great help to explore and understand the
mechanism of circadian clocks. A mathematical model for the circadian clock system
coupled with hepatocyte metabolism was developed using the data available in the literature.
This model was used to study the robustness associated with the circadian clocks, since it is
known that in neurons these exhibit a robustness in the period due to different external
stimuli, the following questions arise: are the robustness in the period and the amplitude
affected by the metabolism? Is the circadian clock more sensitive to the parameters associated
with metabolism? The results indicate that parameters associated with metabolic molecules
affect the circadian period, being in some cases responsible for the loss of circadian behavior.
In addition to providing evidence of the potential effect of energy dynamics on circadian
behavior, conducting experiments with different cellular energy conditions and periods of
oscillation that affect their behavior. These findings indicated how the system improves its
behavior in the presence of a normal energy activity despite the parametric variations. In
conclusion, the metabolism coupled to the circadian molecular machinery plays a



fundamental role in hepatocyte circadian clocks showing that it improves the robustness of
the period and not the amplitude due to disturbances.
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1 Introduccidon

Los ritmos fisioldgicos son de vital importancia para el desarrollo de la vida, estos ritmos
interactian unos con otros de formas complejas a pesar de las fluctuaciones
medioambientales a los que se encuentran expuestos. Se encuentran controlados por
innumerables sistemas de retroalimentacién que proveen de orden y estabilidad al sistema
permitiendo asi la vida (Glass 2001). Algunos de estos ritmos siguen los periodos de dia y
noche producto de la rotacion de la tierra, y son llamados ritmos circadianos, que derivan del
término “circa”, que significa “aproximadamente”, y “dies”, que significa “dia”. ES bien
sabido que estos ritmos son gobernados por un reloj molecular llamado reloj circadiano,
localizado en una region del hipotdlamo Ilamado nucleo supraquiasmatico (NSQ) (Stephan
and Zucker 1972). Las neuronas del NSQ estan conectadas unas con otras e interacttan de
manera sincronizadas, encontrandose experimentalmente que, si son disociadas del tejido y
son aisladas unas de otras, cada neurona puede presentar oscilaciones autbnomas a periodos
circadianos diferentes (Welsh et al. 1995; Honma et al. 2004). Estos ritmos son por tanto
enddgenos y generados por un mecanismo molecular interno con periodo de oscilacion libre
cercano a las 24 h. Sus propiedades son entonces, que posee oscilaciones autosostenidas con
periodo libre de oscilacion, puede estar sujeto a un “entrenamiento”, definido como la
alineacion del periodo y fase de un sistema circadiano con el periodo y la fase de un ritmo
externo. Este ritmo externo este dado por una sefial periddica externa o clave temporal
Ilamada “Zeitgeber”, palabra alemana que significa “donador de tiempo”, como ejemplo de
estos, son los periodos de dia y noche, a pesar de ser los mas estudiados, estos no son los
unicos, también los ciclos de alimentacion, la temperatura corporal y los ciclos hormonales
son otros importantes Zeitgeber. EI entrenamiento del reloj por parte del Zeitgeber informa
a un organismo acerca del tiempo local y le permite ajustar su horario de actividades de forma
apropiada durante el dia o la noche. Esto implica que el periodo y fase de oscilacion de su
reloj interno coincida con el del Zeitgeber. Finalmente, otra caracteristica fundamental de los
relojes circadianos es la capacidad de mantener un periodo estable en presencia de
fluctuaciones en la temperatura. Esta propiedad se denomina compensacion en temperatura
y es interesante debido a que en general las reacciones bioquimicas dependen de la

temperatura de acuerdo con la ley de Arrhenius. EI mecanismo preciso que permite esta



regulacion es aun incierto, de hecho una caracteristica fundamental del reloj circadiano es su
robustez en el periodo no solo a fluctuaciones en temperatura sino también a fluctuaciones

externas en general (Buhr and Takahashi 2013).

1.1 Arquitectura molecular

La arquitectura de la red que comprende al reloj en el NSQ de mamiferos ha sido bien
estudiada, los progresos en la biologia molecular han permitido identificar varios lazos de
retroalimentacion en los procesos de transcripcion-traduccién que son responsables de las
oscilaciones circadianas (Aronson et al. 1994). Como por ejemplo, los lazos de
retroalimentacion que forman un complejo activador, compuesto por las moléculas CLOCK
(circadian locomotor output cycles kapout) y BMAL1 (brain and muscle ARNT like 1)
(Bunger et al. 2000), que activa la transcripcion de los genes controladores del reloj, los genes
Periodo (per 1, 2, 3), y Cryptocromo (cry 1, 2) (Zheng et al. 2001), que una vez son traducidos
y las proteinas resultantes se heterodimerizan en el citoplasma, para posteriormente ser
traslocadas al nucleo donde al formar un complejo PER-CRY, inhiben la actividad del
complejo activador CLOCK-BMALL, y de este modo apagan su produccion. (ver Figura 1).
Adicionalmente existen mecanismos de degradacion que disminuyen la concentracion de
estas proteinas llevando a una reactivacion de los complejos activadores, asi el ciclo
comienza de nuevo (Deborah Bell-Pedersen, Vincent M. Cassone and , Susan S. Golden,
Paul E. Hardin 2005).

Existen otros lazos de retroalimentacion en la transcripcion-traduccién adicionales, que
incluyen los receptores nucleares ROR-a,f,y (retinoid-related orphan receptor alpha, beta,
and gamma) y REV-ERBa.,p (reverse-erythroblastosis virus alpha and beta), los cuales son
transcritos bajo la regulacion del complejo activador CLOCK-BMAL1, para luego unirse
competitivamente a los sitios de union del promotor de Bmall, donde ROR- a,  activan y
REV-ERBa inhibe su transcripcion (Partch, Green, and Takahashi 2014) (ver Figura 1). El
lazo principal comprende la activacion de la transcripcion de los genes circadianos que son
eventualmente traducidos a proteinas y estas a su vez pueden sufrir modificaciones y regresar

al nacleo donde inhiben la expresion de sus propios genes. Adicionalmente la formacién del



complejo activador involucra lazos de retroalimentacion positiva y negativa. Por otro lado,
se sabe que mutaciones en los genes del reloj pueden modificar la robustez en el reloj,

alterando tanto el periodo de las oscilaciones como la amplitud de la expresion de las

M. musculus

moléculas.

ﬁ’

Rev- erba

Figura 1. Esquema molecular del reloj circadiano con sus lazos de retroalimentacion. (Brown,
Kowalska, and Dallmann 2012). En el esquema molecular se muestran rectangulos que representan
los E-box de los genes circadianos. Las elipses representan proteinas con funcién activadora sobre
los genes. En rombos se muestran los complejos que forman las proteinas con funcion inhibitoria.
Finalmente, los poligonos cumplen la funcion de modificar la estabilidad de las proteinas para su
degradacion en proteasoma.

1.2 Modelos matematicos

Como la dindmica del reloj circadiano es compleja, se han usado modelos para estudiar el
papel de los lazos de retroalimentacion en estos sistemas, asi como su robustez (Leloup and
Goldbeter 2003). En particular, modelos conceptuales como el oscilador de Goodwin
(Goodwin 1965) permiten comparar propiedades dindmicas, determinando coémo estos
requieren matematicamente altos grados de no-linealidad para desarrollar oscilaciones. Se
han reportado modelos detallados que describen los mecanismos moleculares del reloj
circadiano y que han sido usados para lograr elucidar cuestiones que son dificiles de resolver
experimentalmente, como el efecto de modificaciones post-traduccion en las proteinas

involucradas, (fosforilaciones, acetilaciones, etc...), o investigar las afectaciones debidas a
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alteraciones en ciertos componentes del reloj (D. B. Forger and Peskin 2003). Por otro lado
también existen modelos menos detallados pero que mantienen las caracteristicas esenciales
de los sistemas y son llamados modelos minimos. Estos modelos permiten estudiar
propiedades dindmicas genéricas y explorar propiedades como la sincronizacion de
osciladores celulares autonomos utilizando niveles globales de un neurotransmisor (Gonze
et al. 2005). Estos modelos han permitido ganar conocimiento acerca de los principios de
disefio de los relojes circadianos y su control sobre una gran variedad de procesos y sistemas
fisioldgicos en organismos superiores, como lo son el sistema inmune, el ciclo celular, el
metabolismo entre otros. El estudio de los componentes moleculares del reloj y sus
mutaciones utilizando modelos matematicos, permiten brindar pistas acerca de los
desdrdenes asociados al mal funcionamiento del reloj en el cerebro, como el desorden del
suefio, y en general de desajustes del reloj con los ciclos medioambientales (Zelinski, Deibel,
and McDonald 2014).

1.3 Robustez

La robustez definida por Alderson y Doyle dice que: “una (propiedad) de un (sistema) es
robusta si esta es invariante respecto a un (conjunto de perturbaciones)” (Alderson and Doyle
2010). La conclusion de estudiar dicha robustez dependerd de como cada elemento en los
paréntesis es definido. Asi pues, la robustez ha sido estudiada a través del analisis de datos,
simulaciones, y una variedad de técnicas experimentales, cada una con sus limitaciones, pero
confirmando la intrinseca robustez que exhiben los sistemas biol6gicos (Whitacre 2012),
desde redes de sefializacion, redes metabdlicas, redes neuronales, expresion de patrones,
redes bioquimicas en la quimiotaxis, ritmos circadianos, etc. La robustez puede ser estudiada
usando modelos matematicos y herramientas computacionales, conociendo el sistema
biologico y los parametros tomados de datos experimentales. Los relojes circadianos y los
comportamientos complejos que exhiben han sido relativamente bien estudiados in silico y
se ha mostrado su robustez en diferentes condiciones (Gonze, Halloy, and Goldbeter 2002;
Panda, Hogenesch, and Kay 2002; Roenneberg and Merrow 2003; Reldgio et al. 2011), pero

solo en la red molecular fundamental del NSQ. Sin embargo, es sabido que la robustez
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involucra no solo al sistema sino también a su ambiente y las sefiales que lo rodean. Este el
caso de los relojes circadianos y su interaccion con el metabolismo, cuya robustez ha sido

poco estudiada.

1.4 Interaccion entre el reloj y el metabolismo

Actualmente se sabe que la maquinaria molecular que permite las oscilaciones del reloj en
mamiferos no se encuentra solamente en las células del NSQ, sino también en la mayoria de
los tejidos periféricos incluyendo el higado, la glandula adrenal, los rifiones, el corazdn, tejido
adiposo, pulmones, musculo esquelético, cerebelo... (Froy 2011). Pero de entre todos estos
tejidos, ha sido de gran interés estudiar la relacion entre el NSQ y el mayor centro de
distribucion de nutrientes: el higado. Esto debido a que se ha asociado directamente al reloj
circadiano con desordenes metabdlicos por interrupciones entre el reloj y rutas metabolicas
(Green, Takahashi, and Bass 2008). En un estudio se compararon los perfiles de expresion
genética del NSQ y el higado, donde se encontraron 28 genes en comUn para ambos tejidos.
La expresion circadiana de los genes en cada tejido es especifica y apropiada para su 6ptima
funcién (Panda et al. 2002). La maquinaria molecular de los relojes circadianos se ha
conservado en muchas de las células de los organismos superiores, teniendo presencia en
tejidos tan importantes como el higado, siendo este Gltimo estimulado no solo por el reloj
maestro del cerebro sino también por el estado energético producto de la alimentacion

periddica (ver Figura 2).
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Figura 2. Presencia del reloj molecular circadiano en tejidos periféricos. Imagen modificada de
(Froy 2011). En la figura se muestra como reloj circadiano en el cerebro recibe a traes de la retina
el estimulo visual que le permite ajustarse a los ciclos de luz y alimentacion. Los relojes periféricos
en otros 6rganos reciben sefiales del cerebro, pero también de los ciclos de alimentacion
directamente, permitiéndoles ajustarse a ellos.

El NSQ genera una cadena de sefializacion que ajusta los ritmos fisiologicos y la expresion
de los genes del reloj propios de cada tejido periférico, pero también estos relojes pueden ser
ajustados por sefiales sistémicas provenientes de otras fuentes como lo son la alimentacion,
la temperatura corporal e inmunidad humoral. Estudios han mostrado que en el higado, la
fase en la expresion de genes del reloj circadiano puede ser desacoplada del resto del cuerpo,
si hay alimentacion en un periodo que deberia ser destinado al ayuno y suefio (Damiola et al.
2000). Este reajuste de fase en los relojes periféricos inducido por la alimentacion, se debe
en parte a la habilidad de los glucocorticoides en el sistema circulatorio para modificarlas
(Pocai et al. 2005). En general se puede decir que el reloj circadiano maestro que se encuentra
en el NSQ se ajusta con los ciclos dia-noche, y esta encargado de ajustar a su vez a los relojes
periféricos por medio de hormonas, ademas los relojes periféricos pueden ser ajustados por
la ingesta de comida siendo esta la dominante en tejidos como el higado, brindandonos
informacidn importante sobre la relacion de los genes de este reloj periférico y la influencia
metabolica en el mismo. Los efectos de una dieta especifica sobre la expresion de genes
circadianos han sido probados por Hatori y colaboradores, en el cual un grupo de ratones
macho de ocho semanas C57BL/6J son sometidos a una dieta de ingesta diaria de alimento
(Kcal/raton) alta en calorias (18% proteina, 61% grasa, 21% carbohidratos) a dos diferentes

condiciones, una en donde estos pueden alimentarse ad libitum, y otra restringida a sus horas
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de actividad. Después de varias semanas se encontro que con una dieta ad libitum
desarrollaban obesidad, problemas metabolicos y una disminucion en la amplitud de las
oscilaciones en las concentraciones relativas de componentes del reloj como Per2, adicional
a una disminucion en los niveles de varios metabolitos. En el régimen restrictivo mejoraba
la funcion en la via de sefializacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) y
por tanto restauraba la expresion de los genes del reloj circadiano (Figura 3) (Hatori et al.
2012), esto debido a que el consumo de alimentos esta bien definido a intervalos periodicos
sin importar la ingesta caldrica. Estos cambios en las vias anabolicas y catabolicas alteran el

metaboloma del higado, mejorando la utilizacion de nutrientes y el gasto energético.

Per2

*» T

Ad libitum

o N A O @

= — ]
12 0 12 0 12
Time (h)

Relative mRNA expression

Figura 3. Niveles de ARNm del componente del reloj circadiano Per2 en higado a diferentes
horas del dia. Imagen modificada de (Hatori et al. 2012). En la imagen de la izquierda se muestra
los dos grupos de ratones alimentados con dos condiciones (ad libitum y restringida a sus horas de
actividad). Se puede ver como los ratones alimentados ad libitum (FA) presentan sobre peso, y los
ratones con dieta restringida (FT) presentan un peso normal. La imagen de la derecha muestra los
dos perfiles de expresion relativa (+SEM, n=4) de la molécula Per2. Se muestra como la amplitud
de la oscilacién disminuye en el grupo con sobre peso, mientras se mantiene constante en el grupo
control. Los niveles de expresion fueron medidos usando gRT-PCR y normalizados usando los
niveles de ARNm Gapdh.

La glucosa, vista como el combustible fundamental para la obtencion de energia necesaria
para la maquinaria celular de todos los tejidos, debe mantenerse en niveles apropiados y
constantes, a pesar de que su produccion y consumo son alternantes de acuerdo a los periodos
de alimentacion y ayuno. Existen mecanismos de almacenamiento de glicogeno a partir de
glucosa cuando hay exceso, y en caso de privacion de alimentos, los rifiones y el higado
pueden sintetizar glucosa a partir de otros precursores (Arthur C. Guyton. John E. Hall 2011).
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Las reacciones quimicas donde se consume la glucosa para producir energia a partir de la
oxidacion de moléculas orgénicas se conocen como reacciones catabdlicas. La energia
producida en estas reacciones es llevada por unas moléculas acarreadoras llamadas adenosina
trifosfato (ATP), esta energia esta almacenada en el enlace covalente entre el fosfato
inorganico y la adenosina difosfato (ADP). La hidrolisis del ATP en ADP o adenosin
monofosfato (AMP) es energéticamente favorable. Metabolitos como la nicotinamida
adenina dinuclettido reducido (NADH) y nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
(NADPH) también son usados como acarreadores de energia (Alberts et al. 2014). La
produccion y consumo de energia en los procesos fisioldgicos produce cambios en las
proporciones de AMP/ATP y NAD/NADH, que a su vez activan de forma periddica a los
sensores de nutrientes AMPK activado por niveles altos de AMP, y la Sirtuinal que es una
deacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) activado por niveles altos de NAD+ (Lee and Kim
2013).

Se conoce de la interaccion del reloj con los sensores de energia celular, por ejemplo, la
deacetilacion periodica de la histona H3 en el promotor de genes circadianos es regulada por
SIRTL, y la proteina CRY1 es fosforilada y marca para su degradacion proteosomal por el
AMPK (Cant6 and Auwerx 2009; Imai 2010) (ver Figura 4). Asi como el complejo activador
comienza el ciclo de transcripcion-traduccion que lleva al complejo de proteinas Per-Cry a
inhibir su propia expresion, también comprende un lazo de retroalimentacion de la enzima
Nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT), el metabolito NAD y la SIRT1 que inactiva
al complejo Bmall-Clock. Estas interacciones han permitido desarrollar modelos que
vinculan el reloj molecular circadiano con moléculas y reacciones asociados al metabolismo
y la energia celular en 6rganos periféricos como el higado (Woller et al. 2016) (ver Figura
5).
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Figura 4. Lazo de retroalimentacion negativa que involucra NAMPT/NAD funcionando como un
oscilador metabolico complementario. (Imai 2010). La transcripcién circadiana esta mediada por
el complejo CLOCK: BMALL1 que comprende una extremidad positiva del ciclo de retroalimentacion
circadiano de transcripcién-traduccion. El complejo de proteinas PER y CRY inhibe la funcion de
CLOCK: BMAL1, formando la extremidad negativa de este ciclo de retroalimentaciéon. NAMPT /
NAD / SIRT1 comprende un nuevo ciclo de retroalimentacion circadiano que media la regulacién
ritmica de muchos eventos fisiolégicos. En este ciclo de retroalimentacion impulsado por NAMPT /
NAD, NAD funciona como un "oscilador metabdlico .
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Figura 5. Esquema de la interaccion entre el reloj y el metabolismo. (Woller 2016). En la figura se
muestra como la periodicidad en la ingesta de alimentos da lugar a la alternancia entre los procesos
metabdlicos que consumen y producen energia. En consecuencia, hay variaciones diarias en los
metabolitos ATP y NAD, esto lleva a una activacion periddica de los sensores AMPK y SIRT1 que
brindan informacién sobre el estado energético al reloj.
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2 Justificacion, Hipotesis y Objetivos

2.1 Justificacion

Se sabe que los relojes circadianos interactian con una amplia variedad de eventos
fisiologicos, incluyendo el metabolismo. Moléculas asociadas al metabolismo como la
AMPK vy la SIRT1 presentan dindmicas con periodicidad circadiana. El higado juega un
papel central en el mantenimiento de la homeostasis energética de un organismo. De acuerdo
con (Froy 2011), los ciclos de alimentacion en mamiferos son un importante Zeitgeber para
el reloj circadiano en el higado, y perturbaciones en los patrones diarios de alimentacion estan
asociados a desordenes en el metabolismo y ritmo circadiano. Por lo que surge las siguientes
preguntas ¢es posible a través de un modelo matematico estudiar la interaccién entre el reloj
circadiano acoplado con metabolismo en hepatocito? ¢Son la robustez en el periodo y la
amplitud afectados por el metabolismo? ¢ Es el reloj circadiano més sensible a los pardmetros
asociados al metabolismo? Para responder estas preguntas se plantean la hipdtesis y los

objetivos siguientes.

2.2 Hipotesis

El periodo y la amplitud en la expresion del ARN mensajero per son caracteristicas robustas

del reloj circadiano en hepatocito si se toma en cuenta la interaccidn con el metabolismo.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de variaciones paramétricas en la robustez del reloj circadiano acoplado
con el metabolismo en hepatocito.
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2.3.2 Objetivos Especificos

e Desarrollar y validar un modelo reducido de la interaccion entre el reloj circadiano y
el metabolismo.
e Estudiar la robustez en el periodo y la amplitud en el reloj circadiano acoplado con

metabolismo ante variaciones paramétricas y diferentes dindmicas energéticas.
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3 Metodologia

En este capitulo se explicara la metodologia que se llevara a cabo para cumplir los objetivos
de este trabajo, y comprende el desarrollo del modelo matematico, las caracteristicas del

Zeitgeber, y el andlisis de la robustez a emplear.

3.1 Desarrollo del modelo matematico

Para desarrollar el modelo matematico se parte de las interacciones moleculares béasicas de
la Figura 4 tomando en cuenta los desarrollos de modelos de relojes circadianos reportados
en la literatura de (Daniel B Forger et al. 2003) (Gonze et al. 2005) y (Woller et al. 2016). Se
usan las interacciones entre las especies quimicas mas relevantes de la realidad bioldgica de
interés, realizando una simplificaciéon como la propuesta por (Gonze et al. 2005) para un
modelo de reloj circadiano. La red molecular propuesta se puede ver completa en la Figura
6. Este esquema reducido muestra la interaccion entre el lazo asociado a moléculas tipicas
del reloj circadiano y el lazo de moléculas asociadas al metabolismo, usando la interaccién
metabolica propuesta por (Woller et al. 2016). La participacién de la actividad de AMPK se
da como una funcion dependiente del tiempo que altera la estabilidad de las proteinas en la

interaccion.

Se modela el reloj circadiano a partir de la topologia basica de retroalimentacién negativa
que forman los genes per con sus ARN mensajeros, las proteinas Periodo (PER) y los
complejos de proteinas Periodo-Cryptocromo (PER:CRY). Estos complejos inhiben la
expresion de los genes per. La interaccion con el metabolismo se da de acuerdo con el lazo
de retroalimentacion negativa reportado por (Bass 2012) en donde el complejo (SIRT1:NAD)
inhibe al complejo Clock:Bmall. Dicho complejo activa la expresion de los genes per, y
desestabiliza a la proteina PER favoreciendo su degradacién. Siguiendo a (Imai 2010) la
concentracion de NAD dependerd de la enzima Nicotinamida Fosforribosiltransfersa
(NAMPT) la cual convierte nicotinamida en mononucleotido de nicotinamida en la

biosintesis de NAD, esta enzima es traducida de su ARN mensajero nampt.
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Figura 6. Red molecular del reloj circadiano acoplado con metabolismo.

Se definen asi seis ecuaciones diferenciales Ec.1-6, el conjunto de variables corresponde a
las moléculas en linea negra solida de la Figura 6 y se muestran en la tabla 1. Las variables
X1, X5 Y X3 que representan la concentracion del ARN mensajero per, la proteina PER y el
complejo PER:CRY respectivamente cerrando asi el primer lazo de retroalimentacion
negativa. El segundo lazo corresponde a las variables x,, xs y x4 asociadas al metabolismo
que representan la concentracion del ARN mensajero nampt, la concentracion de la enzima
NAMPT y el complejo SIRT1:NAD respectivamente. Usualmente en los relojes moleculares
circadianos, las moléculas sufren una serie de modificaciones que permiten su degradacion.
Estas modificaciones corresponden a fosforilaciones, desacetilaciones y ubiquitinaciones,
donde la cinética de Michaelis-Menten es asumida, asi como en otros modelos reportados
(Leloup and Goldbeter 2003).
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x, = per(t)
x, = PER(Y)
x; = (PER: CRY)(t)
X, = nampt(t)
xs = NAMPT(t)
xg = (NAD: SIRT)(t)

Tabla 1. Ecuaciones del modelo

Ec. Conjunto de ecuaciones diferenciales acopladas
1 dxl 1 \ 1 \ Xl
¥ = Up n 7|~ "1
dt 1+(kx3)/ 1+(kx6)/ ki + x;
pel pe2
2 de Xy
% = —v,—= (1
Tt kpx; — vy o+ (1 + au(t) + Bxe)
3 dxz  kpcxy _ X3
dt (1 + eu(t)) 3 k3 + x3
4 dx, 1 1 X4
— =7V -V
dt " Xe \" x3 \™ Yy +x
1+ 1+ (+— 4T 24
(%) %)
5 dxs k Xs
— =kpxy — v
de 7 (kg + x5) (1 + yu(D))
6 dxe x5(NADt — xg) (x¢ — NADD)
dt Sk + (NADt —xg) " © ke + (xo — NADD)

Cada ecuacién posee un término de produccion y otro de degradacion de la especie quimica,
En la Ec.1 el termino de produccidn posee una cinética tipo Hill multiplicativa de dos
funciones debido a la naturaleza no competitiva de los complejos inhibidores. La tasa de
acumulacion v, es una constante que representa la expresion constitutiva del gen per por
parte del complejo activador para producir la hebra de ARNm, el pardmetro n es el
coeficiente de Hill y los parametros k., Y k,., representan las constantes de inhibicion
asociadas a la concentracién de x5 y xg respectivamente. El termino de degradacién esta
compuesto del parametro v, que es la tasa constante de degradacion, y del parametro k; que

es la constante de Michaelis-Menten.

Para la Ec.2 el termino de produccion es lineal con un parametro de tasa de acumulacion

constante ky,. El termino de degradacion involucra un parametro de tasa constante de
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degradacion v,, una funcion de Michaelis-Menten con constante k, y a los pardmetros o y
B que modulan la estabilidad de la proteina PER. La estabilidad es afectada por la actividad
de la AMPK y el complejo SIRT1-NAD.

Para la Ec.3 el termino de produccion esta conformado por el parametro constante k. y el

parametro e que modula la estabilidad del complejo PER-CRY cuando es afectada por la
AMPK para su formacion. El termino de degradacién involucra el pardmetro v, como tasa

de degradacion y el parametro k; como constante de Michaelis-Menten.

Para la Ec.4 los términos de produccion y degradacion comparten la misma forma que en la
Ec.1 solo que ahora la tasa de acumulacion es vy, el coeficiente de Hill es m, las constantes
de inhibicion son k,,,; Y ka2 para las concentraciones de x¢ Y x5 respectivamente. El termino
de degradacion tiene un parametro de tasa de degradacion constante v, y un pardmetro

constante de Michaelis-Menten k,.

Para la Ec.5 el termino de produccion es lineal con un parametro constante de tasa de
acumulacién k,, y un término de degradacion que involucra un pardmetro de tasa de
degradacion v con una funcion Michaelis-Menten con pardmetro constante ks y parametro
y de modulacién de la estabilidad de la enzima NAMPT cuando esta es afectada por la

actividad de AMPK para impedir su degradacion.

Para la Ec.6 el termino de produccion posee cinética de Michaelis-Menten con un pardmetro
constante de tasa de acumulacién k¢, una constante k., que representa una concentracion
tal que la velocidad de produccion de NAD es la mitad de su maximo valor. Adicionalmente
la constante NADt representa la contribucion total a la concentracién de NAD por parte de
las diferentes vias que llevan a su sintesis, como lo son por triptéfano, acido nicotinico,
nicotinamida ribosido, y nicotinamida (White and Schenk 2012). EIl termino de degradacion
posee un parametro de tasa de degradacion constante v, una constande de Michaelis-Menten

k¢ y una constante NADD que representa la concentracion basal de NAD.

Todos los parametros de las ecuaciones son constantes positivas tomadas de las referencias
(Gonze et al. 2005) (Woller 2016) y estan tabulados en la Tabla 1. Los parametros numerados

del 1-13 son parametros asociados al lazo de moléculas circadianas mientras que del 14-31
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al lazo de moléculas asociadas al metabolismo. La validacion del modelo se encuentra en la

seccion de resultados.

Tabla 2. Parametros del modelo

N° | Pardmetros Descripcion Valor

1 vp Tasa de acumulacion de per 0.7nM h?
2 n Coeficiente de Hill 4

3 kpel Constate de inhibicién 1nM

4 vl Tasa de degradacion de per 0.35nM h'!
5 k1 Constante de Michaelis para degradacién de per 1 nM

6 kp Tasa de acumulacion de PER 0.7ht

7 v2 Tasa de degradacién de PER 0.35nM h't
8 k2 Constante de Michaelis para degradacién de PER 1 nM

9 kpc Tasa de acumulacién del complejo PER-CRY 0.7h?
10 € Modulacion de la estabilidad de PER por AMPK 0.22

11 v3 Tasa de degradacién del complejo PER-CRY 0.35nM h't
12 k3 Constante de Michaelis para degradacion de PER-CRY 1nM

13 kna2 Constante de inhibicién 1nM

14 kpe2 Constante de inhibicion 1nM

15 a Modulacion de la estabilidad de PER por AMPK 0.05

16 B Modulacion de la estabilidad de PER por SIRT1 0.25 nM™
17 vn Tasa de acumulacion de nampt 0.7nM h't
18 m Coeficiente de hill 4

19 knal Constante de inhibicién 1nM

20 v4 Tasa de degradacion de nampt 0.35nM h't
21 k4 Constante de Michaelis para degradacidn de nampt 1 nM

22 kn Tasa de acumulacion de NAMPT 0.7 nM
23 V5 Tasa de degradacion de NAMPT 0.35nM h!
24 k5 Constante de Michaelis para degradacion de NAMPT 1 nM

25 y Modulacion de la estabilidad de NAMPT por AMPK 0.62

26 kns Tasa de acumulacion de NAD 0.7h?
27 NADt Concentracion total de NAD 4.19nM
28 knam Constante de Michaelis para acumulacion de NAD 1 nM

29 V6 Tasa de degradacion de NAD 0.35nM ht
30 NADb Concentracion basal de NAD 0.91 nM
31 k6 Constante de Michaelis para degradacién de SIRT-NAD 1nM

Los parametros asociados a los lazos de retroalimentacion estan representados por los

nameros 2, 3, 13, 14, 18, y 19 de la Tabla 2. El resto son considerados parametros cinéticos

asociados a las reacciones quimicas de produccion y degradacion.
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3.2 Caracteristica del Zeitgeber

El Zeitgeber que se utilizo en este trabajo fue la actividad de la molécula AMPK, esta es
modelada como una funcion dependiente del tiempo u(t) que representa la dinamica
energeética en el hepatocito. Un estado alto de actividad significa bajos niveles de ATP y
estados bajos denotan altos niveles de ATP. Esté funcion esta reportada por (Woller et al.
2016) para un periodo de oscilacion de 24 h y es ajustada a partir de datos experimentales
reportados por (Gowans et al. 2013) donde el perfil de expresion de la AMPK se toma de
hepatocitos de un grupo de ratones durante 24 h. Es construida a partir de la funcion sefial
escalon de entrada, Ec.7, aplicada a modelos de relojes circadianos propuesta por (Adams et
al. 2012). Esta funcién hace las veces de control en los experimentos numéricos y esta
configurada por seis parametros: offset (0,), amplitud (©), duracién de pulso (Tp), periodo
de oscilacion (T,), duracion de larampa (T'), y fase (¢). Adicionalmente se utilizan periodos
de ciclo de 21 y 27 h como nuevas condiciones, las descripciones estan resumidas en la Tabla
3.

F(E) = 0y + 0.5+ 0, * (1.0 + tanh (T, + ((¢ + $)/T, — floor((¢ + $)/T.)) /T))
—0.5 %0, * (1.0 + tanh ((TC « (& + §)/T, = floor((t + q;)/TC)) - Tp)/T)>

+0.5 %0, * (1.0 + tanh ((T, * ((t + 6)/T. = floor((t + $)/T.)) = To) /T)) 7)
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Tabla 3. Caracteristicas de la funcidn dependiente del tiempo

Periodos
Perfil de expresion del Zeitgeber funcion de Interpretacion
u(t) oscilacion biol6gica
enh

Representa la ingesta
de alimentos durante
los periodos de
(\ . : A actividad de un ratén

en condiciones
normales (control)

N
——
4__--/‘

Representa una
1=21 situacion en la que el
animal come la
B 2=24 mayor parte del

N
&)

O

o
)

tiempo Ad libitum.
situacion en la que el

3=27 Representa una
\/\ J animal esta privado
AR " ANEENAR . C de alimento la mayor
12 18 24 30

6 36 42 48 parte del tiempo.

actividad de AMPK (u.a.)

o

o

tiempo (h)

De la Tabla 3 se puede observar las caracteristicas de las funciones que representan las
dindmicas energéticas debidas a la actividad de la AMPK. Sus formas estan dadas por los
parametros de la Ec.7 como se muestran a continuacion.

Awu(t) = f; + f,. Donde

fi=f(),con0, =0.0,0, =25,T, =24,T,=5T=12,¢ =-3

fo=f(t),con®, =0.0,0, =04,T, =24,T, =4T=12,¢ =9

B:u(t) = f(¢),con 0y, =0.0,6, =035 T, =24, T, =4T =12,¢ = -3

C:u(t) = f(t),con Oy = 2.0, 6; = 045, T, = 24, T, = 4,T = 1.2,¢p = —3.5

3.3 Analisis de la robustez

Para estudiar la robustez del Reloj Circadiano Acoplado con el Metabolismo (RCAM),
primero se llevan a cabo las simulaciones numéricamente utilizando el software MATLAB,

resolviendo el sistema de ecuaciones utilizando la funcion odel5 para diferentes condiciones
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iniciales. Con el fin de verificar que el sistema siempre alcance el mismo equilibrio en las
oscilaciones, se mide el periodo y la amplitud en una ventana de tiempo en dicho equilibrio
para la variable x; que representan el ARNm per. Esto se hace para el sistema con

oscilaciones autosostenidas y con oscilaciones entrenadas por €l Zeitgeber.

Luego cada parametro de la Tabla 2 se modifica £30% de su valor nominal, utilizando un
numero aleatorio de distribucion uniforme se genera esta modificacion, la variacion se hace
para un total de 100 hepatocitos. Se mide el cambio en el periodo y la amplitud pico-pico
respecto a los valores iniciales y se grafica. En las gréficas, el eje de las (x) representa el total
de pardmetros numerados de 1-31. En el eje de las (y) se muestran el porcentaje de variacion
del periodo y la amplitud para oscilaciones autosostenidas y entrenadas, donde un rombo
representa la media y sus barras la desviacion estandar. Se utiliza un criterio de +12% de
variacion en el periodo de 24 h tomado de trabajos experimentales reportados por (Welsh et
al. 1995) (Honma et al. 2004) para determinar si el periodo medido exhibe una dindmica
circadiana. Para la amplitud no existe un criterio definido debido a que en la literatura los
datos reportados solo hablan de expresiones relativas, es por esto que se propone en este
trabajo un criterio igual de £12% de variacion en la amplitud pico-pico. Primero, se hace una
medicién de la amplitud respecto de la amplitud en la oscilacion autosostenida para el estudio
de la robustez en ese caso. Segundo, respecto de la amplitud cuando el sistema esta en
presencia de la funcion u(t)=A, que es la que posee mas relevancia bioldgica y de la que se
desprenden la mayoria de los resultados, esta Gltima servira de control para las demas

condiciones B y C. Se puede ver un resumen de la metodologia en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen del estudio realizado en este trabajo

Propiedad Conjunto de perturbaciones
Sistema | Contexto | de estudio Parametros cinéticos y topologicos
biolbgico
Periodo Oscilacion Oscilacion con Zeitgeber
RCAM | Hepatocito | Amplitud | autosostenida A B C
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En la Tabla 4 se muestra a manera representativa el estudio que es llevado a cabo en este
trabajo. Primero se utiliza un sistema que comprende un modelo de reloj circadiano acoplado
con metabolismo, en el contexto bioldgico de un hepatocito. Las propiedades por estudiar
son el periodo y la amplitud de oscilacion de un reportero de esta maquinaria molecular, que
es el ARNm per. El conjunto de perturbaciones corresponde a los pardmetros del modelo y
que bajo los valores que poseen describen la dinamica circadiana. Pero no todos los
parametros son de la misma naturaleza, algunos representan la fuerza de los lazos de
retroalimentacion y otros las reacciones quimicas que se llevan a cabo para la produccién y
degradacion de las especies quimicas. Finalmente se prueba el modelo ante variaciones
paramétricas cuando exhibe oscilaciones autosostenidas, y luego cuando este sujeto a una

dindmica energética por parte de la AMPK.
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4 Resultados

El estudio de robustez desarrollado en este trabajo consiste en el modelo desarrollado de
RCAM en hepatocito. En este capitulo se describen los resultados obtenidos al validar el
modelo en sus dos condiciones (autosostenida y con Zeitgeber) y los resultados de periodo y
amplitud de la oscilacion en el ARNm per ante las variaciones en los parametros cinéticos y

topoldgicos.

4.1 Implementacion y validacién del modelo

En esta seccion se ven los resultados de la utilizacion del modelo para reproducir una
dinamica circadiana, en sus dos condiciones. Siguiendo a (Reldgio et al. 2011) se normalizo
la amplitud de oscilacion en el ARNm per entre el maximo y minimo valor de sus

concentraciones relativas.

4.1.1 Oscilaciones autosostenidas del RCAM

Para validar el modelo se realizé una serie de simulaciones con la funcion u(t) = 0 para
representar oscilaciones autosostenidas. La Figura 8(a) muestra la oscilacion normalizada de
la concentracion relativa del ARNm per, se puede notar como el sistema se comporta de
manera autonoma completando un ciclo de oscilacién cada 24 h. El periodo medido fue de
24.02 h. La Figura 8(b) muestra el plano fase entre la concentracién del ARNm per y la
concentracion de la proteina PER normalizados, se puede observar como exhiben

oscilaciones autosostenidas. EI modelo es por tanto consistente con una dinamica circadiana.
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Figura 7. Oscilaciones autosostenidas. (a) oscilacion circadiana en el ARNm per. (b) plano
de fase entre el mensajero y la proteina.

4.1.2 Oscilaciones del RCAM en presencia de la dindmica
energetica

Para validar el modelo en esta condicion se hace uso de la funcién u(t)=A de la Tabla 3, que
representa la dindmica energética de AMPK en una condicién normal de alimentacion
siguiendo a (Woller et al 2016). La Figura 9(a) muestra la oscilacion circadiana normalizada
del ARNm per con periodo de 24 h, se puede notar cémo el sistema sigue la dinamica
circadiana. La Figura 9(b) muestra el plano fase entre el mensajero y la proteina, donde se
puede notar como la proteina cambia su dindmica respecto a la condicion autosostenida, esto
es debido a que la actividad de la AMPK afecta directamente la estabilidad de la proteina en

su degradacién alterando asi la fase de produccidn y degradacion respecto del mensajero.
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Figura 8. Oscilaciones en presencia de la funcion u(t)=A. (a) oscilacion circadiana en el
ARNmM per. (b) plano de fase entre el mensajero y la proteina.

4.2 Estudio de la robustez

En esta seccion se muestran los resultados de la variacion paramétrica en las diferentes
condiciones, esta variacion comprende todos los pardmetros de la Tabla 2. Con el fin de
identificar bajo que condiciones hay mayor robustez y en que pardmetros esta se ve afectada.
En las gréficas, la linea roja marca el criterio en el periodo y amplitud para oscilacién en el

rango circadiano.

4.2.1 Robustez del RCAM con oscilaciones autosostenidas

Para estudiar la robustez en el modelo primero se debe de conocer cual es la variacion del
sistema ante las variaciones paramétricas. Esto con el fin de identificar cuales son los
parametros mas sensibles a estos cambios que alteran la dinamica circadiana. Es aqui donde
los criterios antes mencionados en la metodologia para determinar si las oscilaciones siguen
un ciclo circadiano en cuanto al el periodo y la amplitud son requeridos, ya que nos dan
informacion acerca del comportamiento del modelo en un intervalo de tiempo y amplitud
dado. La Figura 10(a) muestra la variacion del periodo resultante al ir variando cada uno de

los parametros utilizados, nétese como el modelo es sensible a un conjunto de parametros
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cuya media y desviacion estandar estan fuera de rango de +12%, estos son:
2,4,7,13,14,17,18,19,20,23,29,30,31. De estos pardmetros, el grupo (2,4,7,13) pertenecen al
lazo de moléculas circadianas, con dos parametros cinéticos y dos topoldgicos que
corresponden al coeficiente de Hill en la Ec.1, tasa de degradacion de ARNm per, tasa de
degradacion de proteina PER, y constante de inhibicién en la funcion Hill en la Ec.4
dependiente de la concentracion del complejo PER:CRY . El grupo (14-31) pertenecen al lazo
de moléculas metabdlicas, con cuatro parametros topologicos y cinco cinéticos que
corresponden en orden a la constante de inhibicion en la funcion Hill Ec.1 dependiente de la
concentracion del complejo SIRT1:NAD, tasa de acumulacion de ARNm nampt, coeficiente
de Hill Ec.4, constante de inhibicion en la funcion Hill Ec.4 dependiente de la concentracion
del complejo SIRT1:NAD, tasa de degradacion de ARNm nampt, tasa de degradacién de
proteina NAMPT, tasa de degradacion de NAD, concentracion basal de NAD, y constante
de Michaelis-Menten para degradacion de proteina NAMPT, respectivamente. La Figura
10(b) muestra la variacion resultante en las amplitudes al modificar los diferentes pardmetros,
la cual se ve alterada por casi todos los parametros a excepcién de €, a, y que modulan la
estabilidad de las proteinas, la concentracion total de NAD y la constante de Michaelis-
Menten para la acumulacién de NAD. Esto indica que el sistema es sensible ante variaciones
en la mayoria de sus parametros tanto en periodo como en amplitud, siendo esta ultima

visiblemente la mas afectada.
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Figura 9. Graficas de la robustez con oscilaciones autosostenidas. (a) variacion en el periodo de
oscilacién. (b) variacion en la amplitud de oscilacién. En (a), y (b) se observa el total de parametros
contra el porcentaje de variacion en periodo respecto de 24 h y el porcentaje de variacién en
amplitud medido respecto a su amplitud normal respectivamente. Cada rombo representa la media
y cada barra la desviacion estandar de esa media para un total de 100 hepatocitos. Las lineas rojas
representan el criterio de £12% para el cual se define si un periodo es circadiano y una amplitud es
normal.

4.2.2 Robustez del RCAM con dinamica energeética normal

Para estudiar la robustez del modelo sujeto a la dindmica energética de AMPK en una
condicion control y observar los efectos de la variacion paramétrica en presencia de esta
sefial, se uso la funcion u(t)=A con tres distintos periodos (ver Tabla 3). La Figura 11
muestran los efectos sobre la robustez en la condicion de una dindmica energética normal.
Se puede notar como, cuando se utiliza un periodo de 21 h en la funcion u(t) (Figura 11a), el
sistema sigue completamente esta sefial periddica sin problemas a pesar de las variaciones de
los pardmetros, aunque la amplitud se ve disminuida en consecuencia como se muestra en la
Figura 11(b). La Figura 11(c) muestra los efectos sobre la robustez cuando el periodo del
zeitgeber es de 24 h, el sistema sigue esta sefial y se observa menos variacién que en la
condicion autosostenida, aun asi, cuatro parametros hacen que se presente una sensibilidad
mayor en el periodo del oscilador circadiano. Por su parte la amplitud, mostrada en la Figura
11(d) presenta una mayor variacién marcada en los parametros correspondientes al lazo
metabolico. La Figura 11(e) muestra los efectos sobre la robustez cuando el periodo de

entrenamiento es de 27 h, el sistema tiende a seguir esta condicion excepto por seis
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pardmetros que representan una variacion tendiente a disminuir el periodo del oscilador
circadiano. La Figura 11(f) muestra como la amplitud en esta Gltima condicion tiende a

aumentar para la mayoria de los pardmetros, excepto para los mismos seis parametros.

Se puede concluir que la condicidon control, con un entrenamiento con un periodo de 24 h es
la que le otorga al sistema una mayor robustez. Adicionalmente, los pardmetros topologicos
2,13,14 y 18 afectaron la dinamica del sistema en las tres condiciones, asi como los
parametros cinéticos 30 y 31 que representan una completa perdida de comportamiento

circadiano cuando son afectados, tal y como en las oscilaciones autosostenidas.
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Figura 10. Graficas de la robustez con oscilaciones en presencia de la funcién u(t)=A con tres
distintos periodos. variacion en periodo y amplitud de oscilacion. (a)(b) para un periodo de 21 h.
(c)(d) para un periodo de 24 h. (e)(f) para un periodo de 27 h. En (a, c, ), y (b, d, f,) se observa el
total de parametros contra el porcentaje de variacion en periodo respecto de 24 h y el porcentaje de
variacion en amplitud medido respecto a su amplitud normal respectivamente. Cada rombo
representa la media y cada barra la desviacion estandar de esa media para un total de 100
hepatocitos. Las lineas rojas representan el criterio de +12% para el cual se define si un periodo es
circadiano y una amplitud es normal.
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4.2.3 Robustez del RCAM con dinamica energetica alta

En este experimento se estudia la robustez del sistema en presencia de una actividad de
AMPK baja con tres diferentes periodos de oscilacion, para lograr esto se usa la funcion
u(t)=B. La Figura 12 muestra el efecto que tiene sobre la robustez una dinamica energética
alta. La Figura 12(a) muestra como el sistema nuevamente sigue el periodo de 21 h del
zeitgeber con algunas variaciones en los parametros topolégicos, la Figura 12(b) muestra la
amplitud disminuida en alrededor de un 70% al variar cualquiera de los parametros, a
excepcion del parametro topoldgico 14 que produce una disminucién de menor promedio,
pero con una alta dispersion. La Figura 12(c) muestra como el sistema es capaz de seguir el
periodo de 24 h, pero con alteraciones cuando se varian los parametros topoldgicos. La Figura
12(d) muestra como la amplitud se mantiene reducida manteniendo el parametro 14 un
comportamiento similar con alta variacion. La Figura 12(e) muestra que el sistema tiende a
seguir también el periodo de 27 h, pero con una mayor dificultad, se puede notar por la
variabilidad que presenta cuando se alteran ciertos pardmetros en cuyo caso la media de las
oscilaciones tiende a disminuir el periodo de oscilacion a un régimen circadiano, pero con
una desviacion estandar (DE) mas grande. La Figura 12(f) muestra la amplitud reducida aun

un poco mas que en las condiciones anteriores.

En estas condiciones con una dinamica energética alta, el sistema sigue a la sefial de
entrenamiento, aunque con un poco mas de dificultad a medida que el periodo esta entre 24
y 27 h, la amplitud por su parte se mantiene disminuida incluso en el periodo de 27 h, que,
en contraste con el caso de la sefial de entrenamiento con un estado energético normal, donde
esta tendié a aumentar. De igual manera los parametros topologicos 13 y 14 hacen que el

sistema sea mas sensible a sus variaciones, asi como los parametros 30 y 31.

Se puede concluir que el sistema pierde robustez respecto de la condicion anterior de
dindmica energética normal, esto indica que el sistema se vuelve mas sensible ante la
variacion de los parametros cuando la dinamica energética esta alta, sin importar su periodo

de oscilacion.
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Figura 11. Graficas de la robustez con oscilaciones en presencia de la funcién u(t)=B con tres
distintos periodos. variacion en periodo y amplitud de oscilacion. (a)(b) para un periodo de 21 h.
(c)(d) para un periodo de 24 h. (e)(f) para un periodo de 27 h. En (a, c, e), y (b, d, f,) se observa el
total de parametros contra el porcentaje de variacion en periodo respecto de 24 h'y el porcentaje de
variacion en amplitud medido respecto a su amplitud normal respectivamente. Cada rombo
representa la media y cada barra la desviacion estandar de esa media para un total de 100
hepatocitos. Las lineas rojas representan el criterio de £12% para el cual se define si un periodo es
circadiano y una amplitud es normal.
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4.2.4 Robustez del RCAM con dinamica energetica baja

En este experimento se estudia la robustez del sistema en presencia de una actividad de
AMPK alta con tres diferentes periodos de oscilacion. Para lograr esto se uso la funcion
u(t)=C. La Figura 13 muestra como el sistema sigue por completo los tres periodos de la
sefial de entrenamiento sin presentar variaciones significativas entre los parametros a
excepcioén de los pardmetros 30 y 31 que aparecen como los més sensibles en el modelo, y
se observa una reduccion en la amplitud cerca al 100%. Esto indica que este estado energético

domina por completo al reloj circadiano y altera radicalmente su funcionamiento.
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Figura 12. Graficas de la robustez con oscilaciones en presencia de la funcién u(t)=C con tres
distintos periodos. variacion en periodo y amplitud de oscilacién. (a)(b) para un periodo de 21 h.
(c)(d) para un periodo de 24 h. (e)(f) para un periodo de 27 h. En (a, c, e), y (b, d, f,) se observa el
total de parametros contra el porcentaje de variacion en periodo respecto de 24 h'y el porcentaje de
variacion en amplitud medido respecto a su amplitud normal respectivamente. Cada rombo
representa la media y cada barra la desviacion estandar de esa media para un total de 100
hepatocitos. Las lineas rojas representan el criterio de £12% para el cual se define si un periodo es
circadiano y una amplitud es normal.
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5 Discusioén

En este trabajo se propuso un modelo matematico del reloj circadiano acoplado con
metabolismo en hepatocito. Basados en la literatura los parametros se toman de tal manera
que reproducen la dindmica circadiana de trabajos reportados (Gonze et al. 2005), incluyendo
la interaccién con el metabolismo a través de la actividad periddica de la AMPK, la cual
modifica la estabilidad de las proteinas del sistema de acuerdo a lo reportado por (Woller et
al. 2016). En consecuencia, el modelo es consistente con los datos disponibles en la literatura
y pudo ser utilizado para responder a las preguntas de este trabajo, inspirar experimentos y

evaluar predicciones tedricas.

Los parametros cinéticos asociados a las degradaciones tanto en mensajero como en proteinas
del modelo alteraron el periodo de oscilacion. Esto es consistente con (Gérard, Gonze, and
Goldbeter 2009) encontrando la dependencia del periodo a los pardmetros asociados a la
degradacion en modelos minimos circadianos. Los parametros topoldgicos afectaron la
robustez del sistema en ambos lazos de retroalimentacion. Esto se debe a que las funciones
y sus pardmetros le otorgan al sistema la suficiente no linealidad que necesita para mantener
oscilaciones (Podkolodnaya, Tverdokhleb, and Podkolodnyy 2017). Sin embargo, el sistema
fue mas sensible a pardmetros asociados al lazo metabdlico. Este lazo estd compuesto
principalmente por pardmetros asociados a la enzima NAMPT la cual en modelos de
Neurospora ha mostrado como su concentracion esta involucrada en procesos de
fosforilacion. Estos procesos determinan la compensacion en temperatura en los relojes
circadianos al igual que la estabilidad de la proteina PER (Narasimamurthy and Virshup
2017). A pesar de las pistas para entender este mecanismo, ain no se han probado en modelos
de mamifero, pero se cree que podria estar conservado y cumplir una funcién similar.
Adicionalmente, hubo una contribucion importante por parte del complejo que forma la NAD
con la Sirtuina al inhibir la expresion de los genes circadianos. Esto concuerda con (Cant6
and Auwerx 2009) donde este complejo conecta directamente las perturbaciones metabolicas

con resultados que afectan la transcripcion de genes circadianos.
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El sistema entrenado por una dindmica energética alta, muestra resultados similares a lo
reportado por (Hatori et al. 2012) (Woller et al. 2016) en el que esta condicion reducia la
amplitud de expresion de ARNm per. Este resultado indica que el Zeitgeber energético en el
modelo es una sefial dominante en el sistema. Se pudo verificar esto, cambiando a una
dindmica energética baja. Se encontré una disminucidn significativa en la amplitud, més que
en el estado energético alto, esto se puede deber a que el estado energético depende de la
actividad de la AMPK, la cual esta interviniendo en los términos de degradacion de las

proteinas mas constantemente (Lee and Kim 2013).

En este estudio se encontré como la concentracion basal de NAD vy la constante de Michaelis
para degradacion de SIRT:NAD, afectan la robustez circadiana, esto es importante debido a
que la coenzima NAD provee poder oxido reductivo para la generacion de ATP en la
mitocondria, el gasto energético perturba estos niveles como se ha mostrado previamente en
estudios en musculo esquelético (White and Schenk 2012), el cual también posee un reloj
circadiano molecular en sus células. Estas vias de sefializacion metabdlica entonces pueden

afectar la dinamica de estos relojes de manera significativa.

Una prediccion importante de este estudio indica que la energia celular afecta la dindmica
del ciclo circadiano fuertemente en su amplitud, pero no en su periodo. Trabajos
experimentales recientes apuntan a que, en fibroblastos de mamiferos, el periodo y no la
amplitud son robustos ante perturbaciones del metabolismo a través del catabolismo de la
glucosa y las reacciones de reduccién-oxidacién (Putker et al. 2017). Estos procesos estan
involucrados en la respiracion celular que comprende una serie de reacciones bioquimicas,
que resultan en la generacion de energia aprovechable por la célula principalmente en forma
de ATP. Como consecuencia se ve alterada la dindmica de la actividad de la AMPK. Por lo
tanto, este resultado concuerda con el trabajo mencionado.

Se necesitard una extension del modelo matematico aqui propuesto para incorporar
modificaciones como reacciones de reduccion-oxidacion, para poder responder preguntas
asociadas a la actividad de vias metabdlicas mas especificas(Wulund and Reddy 2015), y que

se podrian abordar en futuros trabajos.
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6 Conclusion

A partir de los experimentos numéricos realizados con la ayuda de un modelo matematico
reducido de reloj circadiano acoplado con el metabolismo en hepatocitos, se puede concluir

que:

e EIl metabolismo contribuye a la robustez del reloj circadiano en su periodo. Siendo
la dindmica energética a través de una alimentacion normal un factor importante para
lograrlo.

e La amplitud de las oscilaciones circadianas es una propiedad sensible ante

alteraciones metabolicas.
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7 Perspectivas

Este trabajo presenta un estudio de la robustez en periodo y amplitud del reloj circadiano
acoplado con el metabolismo en hepatocitos, y de acuerdo con esto se plantea ampliar el

estudio a analizar los posibles cambios de fase que se presenten por alteraciones metabdlicas.

Con el modelo presentado se pueden realizar estudios de sincronizacion en poblaciones de

hepatocitos y estudiar su robustez ante alteraciones en el metabolismo.

El modelo solo contempld las moléculas claves sin tener en cuenta otros lazos
complementarios de retroalimentacién positiva en la propia maquinaria molecular y que han
sido reportados que se involucran en el metabolismo, a través de receptores mitocondriales,
y en el control de las oscilaciones circadianas (Cant6 and Auwerx 2009) (Reldgio et al. 2011)
y que valdria la pena incorporar y ver que efecto presentan estos lazos y sus moléculas en la

interaccion.

Debido a que el modelo en principio solo considera dos lazos de retroalimentacion, para los
ciclos de la maquinaria del reloj de transcripcion traduccion, y de las enzimas metabolicas
con el ciclo de biosintesis de NAD, interactuando con los ciclos de la cinasa AMPK, se podria
incluir otro ciclo importante, el de la actividad de enzimas antioxidantes en las reacciones de

reduccién-oxidacion como plantea (Bass 2012).
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