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1. Resumen

La coordinacién entre el ritmo circadiano y el metabolismo es crucial para asegurar
la respuesta adecuada de un organismo ante las variaciones ambientales del dia y
la noche. mTOR es un regulador maestro del crecimiento y sensor de nutrientes
como parte del complejo 1 de mTOR (mMTORC1). Mientras el ritmo circadiano
confiere ritmicidad en la concentracion de la proteina mTOR, mediante la regulacion
de su tasa de degradacion, la actividad de mTORCL1 tiene el efecto de disminuir el
periodo y aumentar la amplitud de las oscilaciones circadianas a nivel celular,
mediante un mecanismo que aun no ha sido detallado. En este trabajo
desarrollamos un modelo mateméatico con ecuaciones diferenciales ordinarias
(ODESs) para explorar las posibles interacciones que permiten que mTORC1 sea
capaz de regular el reloj circadiano. Nuestros resultados sugieren que mTORC1
regula la amplitud mediante el control de la proteina Bmall a nivel traduccional,
mientras que la regulacion del periodo es llevada a cabo principalmente al controlar
la localizacion nuclear de Bmall. Nuestro modelo indica ademas que ambos niveles
de regulacion deben estar presentes para asegurar que la robustez de las
oscilaciones no se vea comprometida, dado que la intervencién de mTORC1 en el
control de la localizaciéon de Bmall disminuye considerablemente la capacidad de
oscilacion del reloj circadiano, en tanto que la regulacion de la traduccién de Bmall
reduce este efecto. En conjunto, estos resultados enfatizan las interacciones
necesarias para el control adecuado de las oscilaciones del reloj circadiano celular
por parte de mTORC1, las cuales podrian ser extrapoladas a otras rutas

metabodlicas.

2. Abstract

Crosstalk between the circadian Clock Clockwork and cellular metabolic regulatory
networks is crucial to ensure an adequate response of an organism to the day/night
cycle. mTOR is a master growth regulator and sensor of nutrient status, which is part
of the mTOR complex 1 (mMTORC1). While the circadian Clock confers rhythmicity
to the mTOR protein by regulating its degradation rate, mTORC1 activity diminishes
period and augments amplitude of circadian oscillations at the cellular level by a



currently unknown mechanism. Here, we develop a mathematical deterministic ODE
(ordinary differential equation) model, to explore the possible interactions that allow
MTORCL1 to display such regulation of the core circadian Clock. Our results suggest
that mMTORCL1 is capable of regulating amplitude by exerting translational control on
core the Clock protein Bmall, and that period-tuning is achieved by controlling post-
translational localization of Bmall. Since, in our model, mTORCL1 control of Bmall
localization greatly diminishes the ability of the Clock to oscillate, and regulation of
Bmall translation reduces this effect, our results also suggest that both levels of
regulation must be present to ensure the robustness of oscillations. Together, the
above results emphasize the importance of the influence of mMTORC1 on the

circadian rhythms.



3. Introduccidén

Las células son las estructuras minimas capaces de mostrar las caracteristicas de
un organismo vivo, como son: metabolismo, crecimiento, reproduccion, interaccion
con el entorno y adaptacion a éste. Para llevar a cabo estas funciones, las células
poseen una enorme cantidad de entidades quimicas orgénicas e inorganicas, que
forman parte de extensas redes de reacciones bioquimicas de alta complejidad. El
intento por entender el papel de estas reacciones y moléculas en las diversas
funciones celulares constituye la base de la biologia celular y molecular; entre otras

areas de las ciencias bioldgicas.

Las metodologias disponibles no son suficientes para evaluar directamente la
complejidad tanto quimica como espacial del entorno intracelular de manera
simultanea. En estos casos, el uso de herramientas matematicas y computacionales
ofrece la posibilidad de encontrar patrones y generar modelos que nos permitan

acercarnos mas al entendimiento de estos fendbmenos.

La cronobiologia, rama encargada del estudio de los osciladores biolégicos, desde
sus inicios ha hecho uso de modelos matematicos para entender las condiciones
basicas necesarias para la generacion de los patrones peridédicos presentes en
muchos fendmenos bioldgicos. En particular, el estudio de los ritmos circadianos
(aquellos que tienen un periodo de aproximadamente 24 horas), ha permitido
entender los mecanismos fundamentales a nivel fisiolégico y celular, necesarios
para que un organismo sea capaz de sincronizarse ante estimulos externos, como
la variacion en la cantidad de luz debida a la rotacion de la Tierra y la disponibilidad
de nutrientes (Marcheva et al., 2013). En el proceso de elucidacién de los procesos
circadianos, los modelos matematicos han sido capaces de predecir la existencia
de moléculas cruciales involucradas en la generacion de dichos patrones, y han
ayudado a comprender como diversas modificaciones genéticas y ambientales son

capaces de regular o alterar la regulacién circadiana(Podkolodnaya et al., 2017).

Recientemente, se ha descubierto que proteinas involucradas en otros procesos

celulares, como el control del crecimiento y el metabolismo celular, interactian con



las moléculas efectoras de las oscilaciones circadianas, modificando su abundancia
y/o actividad. Sin embargo, poco se sabe acerca del impacto y el efecto de estas
interacciones en la regulacion celular del ritmo circadiano (Ribas-Latre and Eckel-
Mahan, 2016). Una de estas proteinas es mTOR (mammalian/mechanistic target of
rapamycin), que es una proteina serina/treonina cinasa considerada como uno de
los reguladores maestros del crecimiento celular, metabolismo y sintesis de
proteinas como parte del complejo 1 de mTOR (mMTORC1) (Saxton and Sabatini,
2017).

Diversos estudios han resaltado la importancia de la via de sefializacion de
MTORCL1 en el mantenimiento de la funcién circadiana, tanto a nivel de organismo
completo como en células individuales (Lipton et al., 2017; Okazaki et al., 2014;
Ramanathan et al., 2018).

En este proyecto de tesis, se hace uso de un modelo matematico, construido de
acuerdo con la informacion experimental disponible (la cual serd abordada con
detalle en las secciones siguientes), para dilucidar el efecto ocasionado por los
diferentes niveles de regulacion entre la via de mTORCL1 y el oscilador circadiano.
En especial, se estudian las consecuencias del control de la via de mTORCL1 sobre
el periodo y la amplitud de tales oscilaciones. El modelo sugiere que los cambios
experimentales observados en periodo y amplitud podrian ser explicados por los
dos niveles de regulacion, hasta ahora descritos, mediante los que mTORCL1 afecta
al reloj circadiano (Dang et al., 2016; Lipton et al., 2017; Okazaki et al., 2014). Esto
es, la regulacion positiva de la traduccién y la regulacién negativa de la localizacién

nuclear de Bmall (una proteina de la maquinaria del oscilador circadiano).

3.1. Definicion del ritmo circadiano
Muchos organismos tienen un reloj molecular interno que dirige cambios circadianos
en su comportamiento y metabolismo. Por ejemplo, los humanos y otros organismos
diurnos poseen una mayor temperatura corporal, actividad metabdlica, estado de
alerta y presion sanguinea durante el dia, y tienden a dormir durante la noche, en
donde estas caracteristicas se ven disminuidas. En general, los ritmos circadianos

proveen a los organismos de un mecanismo que les permite anticipar y adaptarse
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a los cambios ambientales debidos al ciclo del dia y la noche del planeta (Thurley
et al., 2017).

La presencia de ritmos circadianos ha sido demostrada en organismos tanto
procariotes (especificamente en cianobacterias), como en eucariotes (Saini et al.,
2019). A pesar de que las proteinas y metabolitos involucrados varian dependiendo
del organismo en cuestion, se ha observado que todos comparten un mecanismo
de accion especifico: los ritmos circadianos suelen ser generados por redes de
regulacion transcripcional, traduccional y post-traduccional, en las que los genes y
proteinas involucrados participan de complejos lazos de retroalimentacion positiva
y negativa(Saini et al., 2019). El resultado es un comportamiento oscilatorio en la
expresion de proteinas, la concentracion de metabolitos y las actividades celulares
y fisiolégicas asociados a éstos. A continuacion se abordard con mas detalle el

funcionamiento del ritmo circadiano en el caso de los mamiferos.

3.2. Organizacion del ritmo circadiano en mamiferos
En los mamiferos, una pequefia region ubicada en el hipotalamo llamada el nacleo
supraquiasmatico (SCN) es el responsable de la sincronizacion del organismo
completo(Buhr and Takahashi, 2013). Tiene como principales funciones adaptarse
a los cambios del dia y la noche y comunicar esta informacion al resto del cuerpo.
El SCN se encuentra situado directamente sobre una region cerebral llamada el
guiasma o6ptico, en la cual los nervios épticos que provienen de la retina de ambos
ojos se cruzan parcialmente. EI SCN recibe entonces sefales directas de estos
nervios, lo que permite una conexion estrecha entre la actividad del SCN y la
entrada de luz desde la retina, facilitando la respuesta circadiana en este grupo
neuronal. En respuesta, las neuronas del SCN presentan una liberacion circadiana
de neurotransmisores y péptidos, que viajan por el torrente sanguineo y aseguran

la sincronizacion del resto de las células del cuerpo.



Luz

Figura 1. El nacleo supraquiasmatico (SCN), se encuentra en el hipotadlamo y
recibe informacion directa de la luz captada por la retinay en consecuencia,

controla los patrones circadianos del organismo.

Es por esto por lo que el SCN es considerado el marcapasos maestro del ritmo
circadiano en el cuerpo, y su disrupcién anula los patrones circadianos en las
funciones fisiologicas y de comportamiento en el organismo completo(Cao et al.,
2013). A pesar de esto, cada célula individual es capaz de mantener su propio ritmo
circadiano, es decir, las células poseen un oscilador circadiano autonomo, de
manera que la pérdida de los patrones circadianos en el organismo completo ocurre
por una falta de sincronizacion de los tejidos, y no por la ausencia de control
circadiano en los diferentes tipos celulares que los conforman (Nagoshi et al., 2004;
Pulimeno et al., 2013). A las oscilaciones circadianas presentes en tejidos distintos
al SCN se les denomina relojes periféricos, mientras al SCN se le conoce como el
reloj central (Buhr et al., 2006).

Ademas de la regulacidon por parte del SCN, se ha demostrado que el
comportamiento circadiano de un organismo puede ser modificado en respuesta a
la disponibilidad de alimento durante el dia (Oosterman et al., 2014). En algunos

casos (por ejemplo, patrones de alimentacién restringida a una sola hora del dia),



esta sincronizacion debida a nutrientes puede desacoplar los relojes periféricos del

reloj central e incluso, controlar las oscilaciones en éste.

Las oscilaciones circadianas estan presentes no solo en el nivel de organismo
completo, sino que son una propiedad de las células individuales. De forma que
para que un organismo multicelular desarrolle comportamientos circadianos, todas

las células deben actuar en sincronia unas con las otras.

El acoplamiento apropiado de los relojes periféricos y el reloj central es relevante
para la salud de un individuo, y su disrupcién ha sido asociada con una gran
variedad de enfermedades metabdlicas, desérdenes del suefio y algunos tipos de
cancer (Martino et al., 2008; Ribas-Latre and Eckel-Mahan, 2016). Debido a esto,
muchos estudios se han realizado para dilucidar las complejas interacciones entre
los componentes del reloj circadiano y el metabolismo a distintos niveles: desde el

organismo completo hasta el nivel celular y molecular.

La maquinaria molecular de las oscilaciones circadianas a nivel celular forma parte
de una serie de procesos transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales
entrelazados por una multitud de retroalimentaciones positivas y negativas. En
mamiferos, los componentes centrales de los ritmos circadianos se encuentran
representados por seis familias de genes reloj: Clock, Bmal, Period (Per),
Cryptochrome (Cry), Rev-erb y Ror, las cuales son esenciales para mantener una
correcta fase, periodo, amplitud y adaptabilidad del oscilador (Buhr and Takahashi,
2013).



AN

Figura 2. Las oscilaciones circadianas a nivel celular son controladas por una
red de procesos transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales
controlados por 6 familias principales de genes: Bmal, Clock, PER, CRY, Ror

y Rev—erb.

Las proteinas Clock y Bmall forman un heterodimero que actia como un factor de
transcripcion para los otros genes en la red. De entre estos genes, Per y Cry
codifican para proteinas que son capaces de formar heterodimeros que inhiben la
actividad del factor de transcripcion conformado por Clock y Bmall, creando

entonces un lazo de retroalimentacion negativa (Marcheva et al., 2013).

Clock/Bmall promueve ademas la transcripcion de los genes Rev-erb y Ror, que
tienen efectos opuestos en la transcripcion de Bmall: mientras Rev-erb es un

inhibidor de esta reaccion, Ror se encarga de promoverla. Estos lazos de



retroalimentacion son considerados como las interacciones mas basicas que

permiten la aparicion de oscilaciones circadianas (Tao et al., 2015).

Las proteinas del reloj circadiano no solo modulan su propia expresion, sino que
ademas modifican la expresion y actividades de diversos genes y proteinas de la
célula, induciendo un comportamiento periddico en la actividad de estos blancos,
involucrados en diversas funciones celulares como vias de sefializacién y procesos
metabdlicos. Es por esta razén que una gran parte de los procesos celulares

exhiben comportamiento circadiano (Thurley et al., 2017).

La regulacion circadiana puede ser llevada a cabo a diferentes niveles, que incluyen
regulaciones en la transcripcién y traduccién, asi como modificaciones post
traduccionales tales como degradacion via proteosoma por medio de marcaje con
ubicuitina. Zhang. et al., estimé que, en el genoma de ratén, el 43% de los genes
codificantes para proteinas oscilan en al menos un tipo de tejido (Zhang et al., 2014).
Ademas, Duffield et al., mostré que, en fibroblastos de ratén, la funcion de los genes
regulados de forma circadiana pertenecia a multiples procesos como la regulacion
de la transcripcion, reciclaje de proteinas, sefializacion celular y motilidad (Duffield,
2003).

3.3. Viade mTORC1

Todas las células tienen la habilidad de crecer y duplicarse a través de la divisién
celular cuando las condiciones ambientales son favorables. Para asegurar que
estos procesos puedan ser llevados a término las células han desarrollado redes de
sefalizacion que detectan estas condiciones y comunican el resultado al resto de la
célula, estableciendo un control integrado de las diferentes vias que constituyen el

metabolismo celular.

La proteina mTOR es considerada uno de los reguladores maestros del
metabolismo celular (Gingras et al.,, 2001). En las células, mTOR puede ser
encontrado en dos complejos con funciones diferentes, mMTORC1 y mTORC2.
MTORC1 se encarga de integrar diversas sefiales como disponibilidad de

aminoacidos, glucosa y factores de crecimiento, estrés celular y dafio al DNA, y en



respuesta, mantiene un balance adecuado entre procesos anabdlicos y catabdlicos.
Es un complejo multiproteico que posee otros dos componentes esenciales ademas
de mTOR: Raptor y mLST8, que participan en la localizacion celular del complejo,
su activacion y el reclutamiento de proteinas blanco (Saxton and Sabatini, 2017).

Aminoacidos_ o Factores de
@ g crecimiento

L e erans Mesmatcs.

Traduccion
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Figura 3. La via de mTORC1

Este complejo media la activacion de muchos procesos metabdlicos, principalmente
promoviendo la sintesis de proteinas. Sus principales blancos, son las cinasas de
S6 (S6K1 y S6K2) y las proteinas de union al factor de iniciacion de la traduccién
eucariotico elF4E (4E-BP1, 4E-BP2 and 4E-BP3) (Choo et al., 2008).

Las proteinas 4E-BP son represores traduccionales que actian mediante la
interaccion directa con el factor de iniciacion elF4E, que esta involucrado en el
reclutamiento de la subunidad ribosomal 40s durante el proceso de traduccion

dependiente del cap -5 en el mRNA. La fosforilacion de las 4E-BPs por parte de
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MTORC1 promueve la disociacion de estas proteinas del factor elF4E, permitiendo

que la traduccion se lleve a cabo (Mdiller et al., 2013).

Por otro lado, las S6Ks actuan principalmente fosforilando proteinas en la subunidad
ribosomal 40S, promoviendo de esta forma la traduccion del mRNA.
Especificamente, incrementa la traduccion de mRNAs que contienen un tracto de
oligopirimidinas cerca del sitio de iniciacion de la traduccion (Jefferies et al., 1997).
Esta familia de mRNAs, conocida como 5-TOP mRNAs, a pesar de ser pequefia,
constituye aproximadamente el 20% de las moléculas de mRNA en la célula y
codifica para muchas proteinas involucradas en procesos relacionados con la
traduccion, como son proteinas ribosomales, factores de iniciacion y de elongacion
de la traduccion (Avni et al., 1996).

MTORCL1 inhibe ademas el proceso de autofagia, el cual involucra el reciclaje de
estructuras celulares dafiadas, como organelos y proteinas mal plegadas. Ademas,
esta via puede ser activada en respuesta a falta de nutrientes y otros tipos de estrés
celular, funcionando como una fuente alternativa de energia. Cuando hay
suficientes nutrientes en el medio, mTORC1 se encuentra activo e inhibe mediante
fosforilacién a algunas proteinas involucradas en la formaciéon del autofagosoma
tales como Atgl3, ULK-1 y ULK-2 (Rabanal-Ruiz et al., 2017).

La activacion de mTORC1 es llevada a cabo mediante dos pasos principales
(Menon et al., 2014): inicialmente, el complejo debe localizarse en la superficie del
lisosoma, donde después puede interactuar con una GTPasa pequefia denominada
Rheb, que es capaz de activar a mTORC1 por un proceso actualmente desconocido
(Sancak et al., 2010).

El primer paso, la localizacion lisosomal, es altamente dependiente de la
concentracion intracelular de aminoacidos y es mediado por la presencia de un
conjunto de GTPasas pequefias llamadas Rags (RagA, RagB, RagC y RagD)
(Efeyan et al., 2012). Estas proteinas se encuentran ancladas a la superficie de los
lisosomas y forman heterodimeros que consisten en una proteina RagA o RagB

mas una de RagC o RagD. Cuando los aminoacidos se encuentran en
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concentraciones adecuadas, RagA y RagB se unen a una molécula de GTP y RagC
y RagD a una de GDP. En este estado, los heterodimeros de Rag pueden reclutar
a mTORC1 al lisosoma. Por otra parte, en la carencia de aminoacidos, RagA y RagB
se unen a GDP para formar un complejo inactivo incapaz de unirse a mTORC1, lo
cual hace que permanezca citopladsmico e inactivo (Manifava et al., 2016).

En la superficie del lisosoma, mTORC1 se encuentra en proximidad a Rheb, de
forma que el complejo puede ser activado. Rheb, como las proteinas Rag, se
encuentra en su estado activo cuando esta unido a GTP, y permanece inactivo en
su union con GDP. La relaciéon Rheb GTP/GDP es controlada entre otras sefiales
de entrada por la presencia de factores de crecimiento (GFs) en el espacio
extracelular. Cuando estos factores estan presentes, Rheb se encuentra
mayormente unido a GTP y la actividad de mTORCL1 se ve incrementada (Buerger
et al., 2006).

La inactivacion de Rheb es controlada por el complejo TSC, que consiste en las
proteinas TSC1, TSC2 y TBC1D7. TSC2 es una proteina con actividad de GTPasa
que al unirse a Rheb, promueve la conversion de GTP a GDP (Inoki et al., 2003) .

En condiciones favorables para la célula, como son la presencia de nutrientes y
factores de crecimiento en el medio extracelular, concentracion adecuada de
oxigeno y ausencia de dafio al DNA, por mencionar algunos ejemplos, el complejo
TSC permanece citoplasmico (Menon et al., 2014). Pero cuando la célula se
encuentra en condiciones de estrés y falta de nutrientes, este complejo se localiza
rapidamente en la superficie del lisosoma. Se ha demostrado que estas sefiales de
estrés no afectan la actividad de GTPasa del complejo, sino su localizacion, y que
la presencia de unicamente una de ellas es suficiente para lograr la localizacion
completa del complejo al lisosoma (Demetriades et al., 2016; Menon et al., 2014;
Smith et al., 2005).

El complejo TSC no solo inhibe la actividad de mTORC1 mediante la inactivacion
de Rheb, sino que ademas puede afectar su localizacion. Anteriormente se pensaba

gue la regulacion de la localizacion de mTORC1 por aminoacidos era independiente
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de TSC, pues este evento puede ser observado en células en las que la expresion
de TSC2 ha sido eliminada (Smith et al., 2005). Pero recientemente, Demetriades
et al., demostraron que el complejo TSC es capaz de unirse a las formas inactivas
de las proteinas Rag. Esto no afecta al reclutamiento de mTORCL1 en presencia de
aminoacidos cuando el complejo TSC se encuentra citoplasmico, sino a su

liberacion en ausencia de éstos (Demetriades et al., 2016, 2014).

La regulacibon de mTORC1 ha sido asociada con desordenes metabdlicos,
envejecimiento y cancer. Debido a la importancia de esta via, multiples mecanismos
de control existen para asegurar que la actividad de mTORCL1 se encuentre en los
niveles adecuados. Por ejemplo, uno de sus blancos, S6K1, fosforila al sustrato 1
del receptor de insulina (IRS-1), bloqueando su sefalizacion y la subsecuente
activacion de mTORCL1 (Efeyan et al., 2012; Saxton and Sabatini, 2017).

La activacion de la via por aminoacidos también estd regulada por lazos de
retroalimentacion negativa. mMTORC1 promueve la ubicuitinacion dependiente de
Skp2 de la proteina RagA, lo que a su vez causa el reclutamiento de GATOR1, un
complejo que posee actividad GTPasa hacia RagA-GTP. Esta interaccion reduce la
relacion RagA GTP/GDP y consecuentemente la localizaciéon lisosomal de mTORC1
(Jin et al., 2015).

ZNRF2 es una E3 ubicuitina ligasa que cuando estd presente en la superficie
lisosomal promueve la localizacion de mTORC1 a este organelo. A su vez, la
fosforilacion de ZNRF2 mediada por mTORC1 ocasiona su liberacion hacia el
espacio citoplasmico, estableciendo asi otro mecanismo de retroalimentacion

negativa en la localizacion de mTORC1 (Hoxhaj et al., 2016).

3.4. Interaccion entre la viade mTORCL1 vy el reloj circadiano
MTOR es una de las muchas proteinas que exhiben regulacion circadiana. Okazaki
et al. mostraron que en células de carcinoma renal (RenCa), la concentracion de la
proteina mTOR, asi como su actividad, mostraban oscilaciones circadianas.
Ademas, demostraron que la degradacion de la proteina mTOR se encuentra

mediada por la ubicuitina ligasa Fbxw7, que a su vez tiene oscilaciones circadianas
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y esta directamente regulada por el factor de transcripcion Dbp, una proteina cuya
expresion esta controlada por el complejo Bmall/Clock (Okazaki et al., 2014). Con
esto se demostré que el reloj circadiano es un regulador directo de la actividad de

la via de mTORC1, mediante la regulacion de la concentracion de mTOR.

Muchos experimentos han demostrado que, ademas, la via de mTORCL1 es capaz
de regular algunas propiedades del reloj circadiano mediante diferentes
interacciones con los elementos que lo componen. Primeramente, se ha observado
gue durante la activacion constitutiva de la via de mTORC1 mediante el knock-out
del gen TSC2 en células de fibroblasto embrionario de raton (MEF), la expresion de
la proteina Bmall se encuentra incrementada (Lipton et al., 2017). En contraste, si
la actividad de mTORC1 es bloqueada por rapamicina en estas mismas células, la

concentracion de Bmall se ve reducida.

En segundo lugar, la via de mTORC1 modifica la localizacién de Bmall. En células
de higado de raton, el tratamiento con insulina reduce la acumulaciéon nuclear de
Bmall, e incrementa la concentracion total de la proteina Bmall en la célula (Dang
et al., 2016). Ademas, Bmall es blanco de S6K, y su fosforilacién en el aminoacido
S42 promueve el reclutamiento de Bmall a la maquinaria traduccional en el

ribosoma, donde ayuda a promover la sintesis de proteinas (Dang et al., 2016).

Estas interacciones podrian estar ocasionando un efecto en las propiedades del
reloj circadiano. Se ha observado que en células de mamifero de diversas lineas
(HeLa, HEK-293, fibroblastos, etc.), las oscilaciones circadianas tienen un
incremento en amplitud a la vez de una disminucién en el periodo cuando la
actividad de mTORC1 es inducida (Ramanathan et al., 2018). El efecto opuesto
también se observa: la inhibicion de mTORCL1 se relaciona con una disminucion en

la amplitud y un incremento en el periodo de las oscilaciones circadianas.

El uso de modelos matematicos y computacionales ha sido relevante en el
entendimiento de las dinamicas complejas que surgen de la interaccion entre las
moléculas tanto para la via de mTORC1 (Sulaimanov et al., 2017), como para el

reloj circadiano (Gonze, 2011). Hasta ahora, estos modelos se han enfocado
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principalmente en entender el papel que cada una de las moléculas participantes
tiene en el funcionamiento general de la via, el tipo de respuesta que se espera de
estos procesos ante diversos estimulos, asi como la importancia de las
caracteristicas topologicas complejas presentes, tales como los diversos lazos de
retroalimentacion positiva y negativa (Gonze, 2011; Sulaimanov et al., 2017).

Gran parte de los modelos utilizados para estudiar las vias de sefializacion
intracelulares estan compuestos por ecuaciones diferenciales ordinarias (ODES),
donde las diferentes interacciones entre las moléculas estan representadas por los
principios basicos de cinética quimica y enzimética como por ejemplo, ley de accion
de masas, dinamicas tipo Michaelis-Menten y funciones tipo Hill (Klipp and
Liebermeister, 2006). Esto hace que en algunos casos sea posible integrar modelos
de diferentes fenbmenos con el fin de analizar sus interacciones. Tal es el caso, por
ejemplo, de la interaccion entre dos de los osciladores mas importantes en la célula:
el ciclo celular y el ritmo circadiano (Clairambault et al., 2007; Gérard and Goldbeter,
2012).

La informacion experimental disponible sobre los efectos que surgen de la
interaccidn entre la via de mTORC1 vy el reloj circadiano es cada vez mayor, como
se ha expuesto previamente en esta seccion. Pero el analisis detallado de estas
interacciones no ha sido estudiado con detalle desde el punto de vista dinamico. En
2016, se desarrollé un modelo que relaciona la funcién circadiana en el higado con
la actividad de la enzima AMPK (AMP-activated protein kinase), la cual esta
estrechamente relacionada con la via de mTORC1 (Woller et al., 2016). Hasta la
fecha, éste ha sido el Unico trabajo que ha explorado los efectos celulares que
surgen de la interaccion entre la maquinaria de regulacién del balance energético
de la célula y el ritmo circadiano. Sin embargo, aln no existen estudios que
consideren directamente la influencia de mMTORCL1 en las propiedades dinamicas de
las oscilaciones circadianas, como son la regulacion de su amplitud y periodo, ni las

implicaciones funcionales que derivan de ellas.
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4. Planteamiento del problema

Tanto la via de mTORC1, como el reloj circadiano, han sido estudiados
minuciosamente y se ha llegado a un entendimiento bastante completo de los
mecanismos bioquimicos y las interacciones moleculares en cada uno de estos
procesos, asi como el efecto de éstos en las funciones celulares. Sin embargo, dada
la complejidad de cada via individual, poco se conoce sobre los efectos que surgen

de la interaccion entre ambas.

La informacion disponible sobre los cambios en el comportamiento celular debidos
a la accion conjunta del reloj circadiano y la regulacion de mTORC1 es bastante
limitada, a diferencia del conocimiento que se tiene del funcionamiento de estos
mecanismos por separado. Es por esto, que es necesario realizar estudios que
tomen en cuenta la estrecha conexion que existe entre la administracion celular de
los nutrientes, guiada por mTORCL1 y la regulacién global del comportamiento

celular en respuesta al dia y la noche, representada por el reloj circadiano.

El control exhaustivo de ambas vias en un contexto experimental puede resultar
prohibitivo en términos metodoldgicos, dada la limitada cantidad de variables que
es posible manipular en un solo experimento. Es por esto, que el uso de modelos
matematicos, que permitan organizar la informaciéon experimental disponible y que
arrojen conclusiones concretas que puedan ser demostradas experimentalmente,

es determinante en el entendimiento completo de la funcién celular.

Por lo tanto, en este proyecto de tesis, dada la informacion experimental
previamente discutida en la Introduccion, se aborda mediante modelaje matematico,
el problema de entender de forma mas detallada, el efecto que la via de mTORC1
tiene sobre el reloj circadiano, con el entendimiento de que la via de mTORCL1 en si

misma, se encuentra bajo regulacion circadiana.
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5. Hipotesis
La via de mTORC1 regula la amplitud y el periodo de las oscilaciones circadianas a

nivel celular y es capaz de sincronizar tales oscilaciones de acuerdo con la

disponibilidad de nutrientes en la célula.

6. Objetivos
6.1. Objetivo general

Entender el comportamiento dinamico de la interaccion entre el reloj circadiano y la

via de mTORCL1 utilizando modelaje matematico.

6.2. Objetivos particulares

-Estudiar la dindmica de la via de mTORC1.

-Desarrollar un modelo matematico de la via de mTORC1 y validarlo con datos

experimentales.

-Analizar la influencia mutua entre la via de mTORC1 vy el reloj circadiano a nivel
celular, utilizando el modelo antes mencionado y un modelo que capture las

propiedades del reloj circadiano.

-Determinar el efecto que los diferentes estados de activacion de la via de mTORC1
tiene sobre las propiedades del ritmo circadiano, como son periodo, amplitud y

patrones de sincronizacion.
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7. Metodologia

7.1. Subsistema del reloj circadiano
En 1965, Goodwin propuso un oscilador bioquimico minimo, el cual consiste en tres
ecuaciones diferenciales de primer orden, cada una con una tasa de produccion y
degradacion, las cuales estan acopladas de forma que dan lugar a un lazo de
retroalimentacion negativa (Goodwin, 1965). En este modelo, las reacciones de
produccién y degradacion son lineales y la represion esta representada como una

funcién decreciente tipo Hill.

Las propiedades del modelo de Goodwin han sido estudiadas ampliamente y a
pesar de su simplicidad, el modelo ha sido capaz de reproducir multiples
caracteristicas de los osciladores circadianos, tales como sincronizacion por luz,
robustez ante el ruido y compensacién por temperatura (Ruoff et al., 1999; Tang,
2008; Woller et al., 2014).

El oscilador de Goodwin es modelado mediante el siguiente conjunto de ecuaciones

diferenciales:

X K7 k, X 1
dt ~ 'KM+zn T (1a)
dy
E = k3X - k4Y, (1b)
dz
E = k5Y — k6Z (1C)

El sistema de ecuaciones diferenciales reune las caracteristicas minimas

necesarias para generar oscilaciones en sistemas biolégicos:

1.-Un lazo de retroalimentacion negativa, que, en este caso, consta de la inhibicién

en la produccion de la variable X por parte de Z.

2.-Un retardo en la comunicacién entre las moléculas participantes, denotado de

forma explicita por la presencia del intermediario Y.
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3.-Presencia de no linealidad, aportada por la funcién tipo Hill decreciente.

Bajo las suposiciones de que la proteina Clock no es un factor limitante para la
formacion del complejo, y que el complejo Bmall/Clock inhibe directamente la
transcripcion de Bmall, el modelo de Goodwin puede ser utilizado para representar
el reloj circadiano. En este caso, las variables X, Y y Z representan las
concentraciones del mMRNA de Bmall, la proteina Bmall y el factor de transcripcion

Bmall/Clock respectivamente.

7.2. Subsistema de laviade mTORC1

A continuacion, se desarrolla un modelo para la via de mMTORC1, disefiado de forma
gue sea suficientemente simple para ser acoplado al modelo de Goodwin. El modelo
toma en consideracion que la activacion de mTORC1 es llevada a cabo en dos
pasos: el primero, el reclutamiento del complejo mTORC1 al lisosoma y segundo,
su activacién mediada por la proteina Rheb. EI modelo toma en cuenta ademas su
retroalimentacion negativa de mTORCL1. Utilizando esta informacion, se construyo
un modelo de cuatro variables (representado en la figura 1), el cual considera que
MTORCL1 puede encontrarse tanto en el lisosoma como fuera de éste, en su forma

activa o inactiva.

A A

IIIIIIIIIIIIIIIIIIII’

Wy

‘IIIIIIIIIIIIIIIII .
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Figura 4. Representacién esquematica del modelo de activacion de mTORC1.
V y VL representan las formas inactivas de mTORC1, Wy W. representan las
formas activas, y el subindice L denota la localizaciéon lisosomal. Las flechas
continuas describen la localizacion lisosomal reversible, mientras las flechas
punteadas representan los procesos de activacion e inactivacion. Notese que
la activacion de mTORC1 ocurre solamente en la superficie del lisosoma. Las
lineas amarillas representan la retroalimentacién negativa de mTORCL1 en su

propia localizacion.

Las ecuaciones que conforman el modelo son las siguientes:

dv
E == C4W + C2VL - f(WT)ClV, (Za)
dv,
E == f(WT)C1V + C4WL - (Cz + C3)VL, (Zb)
dw,
F = f(WT)C1W + C3VL - (Cz + C4)WL, (ZC)
dw
dr oW, — f(Wr)el W — e, W, (2d)

M=V+VL+W+WL, (26)

En las ecuaciones anteriores, las variables V' y V; representan las formas inactivas
de mTORC1, Wy W, son las formas activas, y el subindice L denota la localizacién
lisosomal. Se asume que la activacion de mTORC1 ocurre solamente en la
superficie del lisosoma. Ademas, se considera que ambas formas activas de
MTORCL1 (citoplasmica y lisosémica), tienen el mismo efecto en el lazo de

retroalimentacion negativa.

Los parametros c; Y ¢, corresponden a las tasas de asociacién y disociacion del

lisosoma, mientras c3 y ¢, son las tasas de activacion e inactivacion de mTORC1.
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M es la concentracion total de mTORC1. Se asume que el estado de activacion de
MTORCL1 no afecta al proceso de localizacion. La funcion f(Wr), que representa la
regulacion negativa, es modelada como una funcibn monotonica decreciente de la

concentracion total de mTORCL1 activo y tiene la siguiente forma:

n;

FWp) = =2 (2g)
T) — n, n, -
K.+ W,
Finalmente, bajo la suposicion de que las reacciones de activacion e inactivacion de
MTORC1 son rapidas, comparadas con los procesos transcripcionales y
traduccionales del oscilador circadiano, se realizé una aproximacion de estado cuasi
estacionario al subsistema de mTOR para obtener la siguiente expresion para la

concentracion de mTORCL1 activo (W), en términos de mTORCL1 total (M).

(rokp)™
*
(rokp)™2 + WTnZ

Wr = 1okq M, 3)
donde los parametros k, y k; estan relacionados con cy,c,, c3, ¢, Y K5, mientras r,
es un parametro que permite el ajuste simultaneo de k, y k;. La derivacion de esta

Gltima expresion se discute mas adelante en la secciéon Estimacion de Parametros.

7.3. Acoplamiento de los subsistemas de mTORCL1 y el reloj
circadiano

Para tomar en consideracion la interaccion que existe entre la via de mTORC1 y la
maquinaria de las oscilaciones circadianas, se agrega la siguiente ecuacion al

modelo de Goodwin:

dM

E = kp - (kd + deZ)M (461)

En esta ecuacion, M representa la concentracion total de mTORC1y el término k;,Z

es incluido para representar la contribucion del reloj circadiano a la degradacion de

la proteina mTOR. Por cuestiones de simplicidad, supondremos que k; = k,.
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Tomando en cuenta el efecto observado de mTORCL1 sobre la traduccion de la
proteina Bmall (Dang et al.,, 2016; Lipton et al., 2017), una tasa de traduccion
dependiente de mTORC1 es agregada a la ecuacion 1b (que representa la dinamica

de la proteina Bmall):

dY
E == (k3 + k3_2WT)X - k4Y (4b)
Recordando que la variable W+t corresponde a la proporcion de mTORCL1 activo,
para modelar el efecto negativo que mTORCL tiene sobre la localizacion de Bmall,
un término adicional es agregado a la ecuacién 1c (que representa la dinamica del
factor de transcripcién Bmall/CLOCK):

dZ

E == ksY - (k6 + k6.2WT)Z' (4‘C)
Asi, después de un proceso de normalizacién ad hoc, el modelo adimensional

resultante del acoplamiento entre mMTORCL y el ritmo circadiano queda como sigue:

x' = — X, (5a)

y' =Q+nwpx—y,  (5b)
z' =y — (1 +rwr)z (5¢)
m =1—-(1+cz)m, (5d)

(TO kl],{kp)nZ
= m, (5e)

donde:
ks k k 1 k k

X zSX, > Y,Z=—Z,m=—pM, t’=k2t,WT=_pWT,
k3K k2K K; k2 ko
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_ kaksks _ kszka . _ Kezka . _ ka2

K3K: 'Y T ksky ' % T kakp ' koK

El pardmetro adimensional a engloba los parametros del subsistema del ritmo

circadiano y por tanto, representa las propiedades intrinsecas del mismo.

El pardmetro adimensional ¢ relaciona la tasa de degradacién basal de mTOR (k)
y la tasa de degradacién de mTOR dependiente del ritmo circadiano (k4,). Por lo
tanto, este parametro representa la influencia del ritmo circadiano sobre la

degradacion de la proteina mTOR.

El parAmetro adimensional r, relaciona la tasa de traduccién basal de Bmall (k3) y
la tasa de traduccién de Bmall dependiente de mTORCL1 (k5 ,) por lo tanto, este
pardmetro es utilizado para representar el efecto de mTORC1 sobre la traduccion
de Bmall.

El parAmetro adimensional r, relaciona la tasa de localizacién citopladsmica del
complejo Bmall/Clock (k¢) y la tasa de localizacion citoplasmica del complejo
Bmall/Clock dependiente de mTORC1 (k¢,) por lo tanto, este parametro es
utilizado para representar el efecto negativo de mTORCL1 sobre la localizacion

nuclear del complejo Bmall/Clock.

7.4. Métodos numeéricos
El sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) dado por las ecuaciones
5a-5d, fue resuelto numéricamente utilizando la funcidén odeint, de la libreria

scypy.integrate de Python (Python.org).

7.5. Estimacidén de parametros
Primeramente, se estimaron los parametros asociados al subsistema de mTORC1
(Egs. (2a)-(2f)). En especifico, se buscaron determinar combinaciones de
parametros que reprodujeran adecuadamente la dinamica del sistema ante las
diferentes combinaciones de presencia/ausencia de aminoacidos y factores de
crecimiento. No se encontraron reportes de experimentos que ayudaran a estimar

directamente dichos parametros. Sin embargo, existen publicaciones en las que la
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actividad de mTORC1 fue medida en cultivos celulares bajo diferentes condiciones
de disponibilidad de nutrientes. Con base en esta informacién, se encontraron
heuristicamente sets de parametros que permitieran al modelo reproducir los niveles
de actividad de mTORC1 bajo las condiciones apropiadas acordes con los
resultados experimentales, y entonces se compararon estos sets de parametros
para encontrar un patréon que permitiera obtener estimaciones empiricas de los

pardmetros consistentes con los resultados analizados.

Menon et. al, determinaron el porcentaje de colocalizacion de mTOR y Rheb bajo
condiciones Optimas de factores de crecimiento y aminoacidos (AA+/GF+), y
encontraron que éste es de alrededor de 60% en células HelLa. Por lo tanto, para el
modelo suponemos que el 60% del mMTORC1 total se encuentra en su forma activa

en estas condiciones (Menon et al., 2014).

Hara et al. mostraron que en células de la linea HEK-293 cultivadas en ausencia de
suero y privadas de aminoacidos por 2 horas (AA-/GF-), la actividad de S6K es de
alrededor de un 20% de la actividad mostrada después de la adicion de suero y
aminoacidos durante 60 minutos (Hara et al., 1998). Para comparar esta informacion
experimental con el modelo, supondremos que la actividad de S6K es proporcional
a la activacion de mTORCL1, de forma que el nivel de activacion de mTORCL1 sea el
20% de la actividad maxima bajo estas condiciones. Dado que el porcentaje de
MTORCL1 activo no esta reportado para la linea celular HEK-293, suponemos que

es igual al reportado previamente para células HelLa.

Tomando en cuenta la informacion previamente discutida, se determiné el siguiente
set de parametros, el cual permite al modelo reproducir los datos experimentales en

ausencia de factores de crecimiento y aminoacidos (AA-/GF-):
¢, =c¢, =c3=0.1min"t,¢c, =0.01min~1,K;;, = 0.0225 uM,n, =5 (P1).

mientras que el siguiente set de parametros es consistente con la condicién optima
de nutrientes (AA+/GF+):

¢, =c3=1min"t,¢c, =0.1min™%, ¢, = 0.01 min~t, K;, = 0.0744 uM,n, =5 (P2).

24



En la figura 2 se muestran los resultados de las simulaciones realizadas utilizando

cada uno de los sets de parametros anteriores.
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Figura 5. Gréafico de la proporcion de mTORCL1 activo en funcién del tiempo.
Para simular el estado estacionario del subsistema de mTORC1 en las
distintas condiciones de nutrientes, las ecuaciones 2a-2f, fueron resueltas
numéricamente con un tiempo de simulacion de 1000 min con los sets de

parametros P1 (curvaroja) o P2 (curva azul).

Manifava et al. determinaron la dinamica de colocalizacién de mTOR con la proteina
lisosomal de superficie LAMP-1 (Manifava et al., 2016). Para lograr esto, tomaron
cultivos celulares de células HEK-293 privados de aminoacidos y factores de
crecimiento, los cuales fueron re-estimulados con aminoacidos por 30 minutos. El
resultado del experimento mostré que la colocalizacion de mTOR con LAMP-1

alcanza su maximo en alrededor de 5 minutos, siendo este de alrededor del 50%.
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Para simular este experimento, se utilizé el estado estacionario del sistema bajo el
set de parametros P1 como la condicion inicial. Posteriormente se llevo a cabo la
simulacién bajo el siguiente set de parametros:

¢, =1min~t, ¢, = ¢ =01min"1,¢, = 0.01 min~1,K;;, = 0.0409 uM,n, =5 (P3).

La comparacion entre el resultado de la simulaciéon y los datos experimentales
discutidos anteriormente se muestra en la figura 3.
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Figura 6. Graficade mTOR lisosomal (% * 100) en funcién del tiempo. Para

simular la rapida localizacion de mTORC1 debido a la estimulacién con
aminodcidos, las ecuaciones 2a-2f fueron resueltas numéricamente utilizando
el set de parametros P3 con un tiempo de simulacion de 40 min. El resultado
de esta simulacion (curva roja continua) es contrastado con la informacion

experimental obtenida de Manifava et al. (curva punteada azul).

Choo et al. midieron el efecto de la deprivacion de suero sobre la actividad de S6K

en células HEK-293 durante 24 horas (Choo et al., 2008). Para simular este
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experimento, el estado estacionario del Sistema bajo el set de parametros P1 fue
tomado como condicion inicial y posteriormente las ecuaciones del modelo fueron
resueltas por 1440 minutos (24 h) utilizando el siguiente set de parametros (AA-
IGF+):

¢, =c¢, =0.1min" % ¢c3 =1min"t,¢c, = 0.0l min~1,K;; = 0.0409 uM,n, =5 (P4).

Los resultados de esta simulacion se muestran en la figura 4.
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Figura 7. Grafica de mTORCL1 activo (W + W) en funcion del tiempo. Para
simular la disminucidn en la actividad de mTORC1 debida a la deprivacion de
factores de crecimiento, las ecuaciones (2a)-(2f) fueron resueltas usando el
set de parametros P4 por 1440 min. La proporcién de mTORCL1 activo fue
normalizada con el estado estacionario del sistema bajo el set de parametros
P2. El resultado de la simulacion (curva verde) es comparado con la

informacion experimental de Choo et al. (curva azul).
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En la Tabla 1 se recopilan los diferentes sets de parametros utilizados para
representar las diferentes combinaciones de condiciones de aminoacidos y factores

de crecimiento evaluadas previamente.

Tabla 1. Sets de parametros para las cuatro diferentes combinaciones de

factores de crecimiento y aminoacidos.

Parametro | AA-/ GF- | AA+/GF - AA -/ GF + AA +/ GF +
o 0.1 min™?! 1min~?! 0.1 min™? 1 min?!
Cy 0.1 min~? 0.1 min~? 0.1min™?! 0.1 min?!
Cs 0.1 min~? 0.1 min~1 1min~?! 1min?!
Cy 0.01min~t| 0.01min™?! 0.01 min~?! 0.01 min™t
K, 0.0225uM | 0.0409 uM | 0.0409 uM | 0.0744 uM
, 5 5 5 5

Analizando los valores de los parametros, podemos concluir que, en el modelo, la
concentracion de aminoacidos impacta tanto la tasa de localizacién c¢; como el
parametro K;,, mientras que la presencia de factores de crecimiento incrementa el
valor del pardmetro de activacion c;, asi como también el parametro K;,. Estas
observaciones van acordes con la informacion experimental reportada, discutida
previamente en la seccion de Introduccién. La presencia de aminoacidos se ha visto
que tiene el efecto de incrementar la localizacion de mTOR en el lisosoma. Ademas,
la presencia de factores de crecimiento incrementa la proporcion
RhebGTP/RhebGDP, y por lo tanto la tasa de activacion de mTORC1 en la

superficie lisosomal.
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A continuacioén, se realiz6 una aproximacion de estado cuasi estacionario para el
subsistema de mTORC1, igualando las ecuaciones 2a-2d a cero, y despejando para
Wr, que representa la concentracion de mTORCL1 activo, con el objetivo de obtener
una expresion que relacione dicha variable en términos de la concentracion total de
MTOR (M).

W, = (crf (Wr) +¢3 +c4) C3 M 6)

Podemos ver en la figura 6 que las curvas de Wt vs. M obtenidas utilizando la
ecuacion 6y los diferentes sets de pardmetros de la Tabla 1 son curvas sigmoidales
monotonicas crecientes. Asi que, para aproximar la ecuacion 6 se propone la
siguiente funcion tipo Hill:

kp

WT = ka *WM’

(7)

donde k, y k;, son parametros relacionados con c,, c,, c3, ¢4 Y K;». NOtese de la figura
6 que esta funcion resulta en una muy buena aproximacién para todos los casos
analizados. Los valores de k, y k;, empleados para cada condicién son tabulados

en la Tabla 2.
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Figura 8. Grafica de mTORC1 activo (Wy) como funcién de mTOR total (M).
Los resultados obtenidos del estado estacionario del subsistemade mTORC1,
utilizando los sets de pardmetros de la Tabla 1, son comparados con los

resultados obtenidos de la Ecuacion 7 y los sets de parametros de la Tabla 2.

Tabla 2. Sets de parametros utilizados para simular las condiciones de

activacion de mTORCL1 utilizando la Ecuacioén 7.

Parametro | AA-/GF- | AA-/GF+ AA + / GF - AA +/ GF +

k, 0.78 0.92 0.92 1.02
k, 0.033 uM | 0.066 uM 0.092 uM 0.186 uM
1, 5 5 5 5

De los parametros tabulados en la Tabla 2 podemos observar que, para simular

aumento en la actividad de mTORC1, los parametros k, Yy k;, deben incrementarse
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simultdneamente, de modo que introducimos un nuevo parametro, r, que multiplica
tanto a k, como a k, y es proporcional al nivel de activacion de mTORCL1.
Finalmente, tomando los siguientes valores de parametros: k, = 0.5, k;, = 0.02,
n, = 5, y variando el parametro r, entre 0y 10, tenemos un set de parametros para
el subsistema de mMTORC1 que es compatible con todos los resultados

experimentales analizados previamente.

Para los parametros asociados al subsistema del reloj circadiano, se exploraron
estudios previos en los que fue utilizado en modelo de Goodwin para simular
oscilaciones circadianas con el fin de estimar los valores de a y n. Para el pardmetro
a, se encontraron reportes donde se obtuvieron oscilaciones sostenidas con
periodos cercanos a 24 h en los siguientes rangos: 11.54 — 93.9 (Tang, 2008), 250
— 500 (Ruoff et al., 1999) and 25 — 250000 (Ruoff et al., 1996). Todos estos estudios
utilizaron ademas el valor de n = 9, dado que un requisito para obtener oscilaciones
sostenidas en este modelo es que el parametro n tenga un valor mayor a 8 (Woller
et al., 2014). Teniendo esta informacién en cuenta, a y n fueron variados en los
rangos 0-60 y 9-20. Finalmente, los parametros r;, r, Y ¢ tomaron valores entre 0 y

10 para explorar las interacciones entre mTORCL1 y el reloj circadiano.

8. Resultados y Discusion

8.1. Comportamiento del sistema en condiciones

constantes de activacion de mTORC1.

Algunos trabajos experimentales previos han demostrado que la via de mTORCL1
afecta el periodo y la amplitud de las oscilaciones circadianas en distintos tipos
celulares de mamiferos: un nivel alto de actividad de la via conlleva un incremento
en la amplitud y una disminucién en el periodo de las oscilaciones en la
concentracion de diversas proteinas directamente relacionadas al ritmo circadiano
(Cao et al.,, 2013; Lipton et al., 2017; Ramanathan et al., 2018). Por lo tanto,
iniciamos investigando si las interacciones conocidas entre la via de mMTORCL1 y el

reloj circadiano (esto es, control de la traduccién y localizacién nuclear de Bmall),
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son individualmente o en conjunto, suficientes para explicar estas observaciones

experimentales.

En el modelo, el parametro r; esta relacionado a la tasa de traduccion de Bmall
mediada por mTORC1, normalizada con la tasa de traduccion basal. De forma
similar, el pardmetro r, esté relacionado a la tasa de localizacion nuclear de Bmall,
normalizada con la tasa de localizacion basal. Esto nos permite modelar la
contribucion individual de cada uno de los mecanismos regulatorios igualando
alguno de los parametros antes mencionados a cero y variando el otro. Ademas, el
nivel de activacion de mTORC1 puede ser modulado modificando el valor del

parametro ry.

El comportamiento dindmico del modelo fue analizado numéricamente resolviendo
el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias dado por las ecuaciones 5a-5e.
En todos los casos se utilizo la variable z como reportero del comportamiento
oscilatorio del sistema. Se utilizaron los siguientes valores de parametros a =
10,c = 10,n = 10, para todas las simulaciones mostradas a continuacion. Sin
embargo, resultados similares pueden ser obtenidos en los rangos. 6 < a < 60,
0.1<c<10y 9 <n<20. Los cambios ocasionados debido a las variaciones en

estos parametros seran discutidos mas adelante cuando sea necesario.

8.2. Laregulacion de la viade mTORCL1 sobre el reloj
circadiano tiene diferentes efectos en el periodo y la
amplitud.

Tomando el parametro r, = 0 mientras r; toma valores en el rango 1 <r; <10,
podemos analizar el efecto individual que el incremento en la traduccion de la
proteina Bmall mediado por mTORCL tiene sobre la amplitud y el periodo de las
oscilaciones circadianas. Se realizaron las simulaciones correspondientes y se
obtuvieron los valores del periodo y la amplitud de las oscilaciones de la variable z
para cada uno de los casos. Los resultados de estos analisis se muestran en la

figura 7.
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El efecto que mTORC1 tiene sobre la amplitud de las oscilaciones depende del valor
del parametro a. En el rango 6 < a < 40, incrementos en el valor del parametro r,
ocasionan valores mayores de amplitud para cualquier valor de r; entre 1y 10. Para
valores de a mayores a 40, se observa el efecto opuesto. Esto es, la amplitud de

las oscilaciones disminuye con incrementos en ry.

Podemos concluir que, en todas las situaciones analizadas, cuando el Unico efecto
de mMTORCL1 corresponde a la regulacién del reloj circadiano a nivel traduccional,
se observa un cambio en la amplitud de las oscilaciones, a la vez que el periodo se

mantiene igual o bien, disminuye ligeramente.

Para estudiar el efecto que tiene mTORC1 sobre el periodo y la amplitud de las
oscilaciones, cuando Unicamente afecta a la localizacion nuclear de Bmall,
tomamos el parametro r; = 0, mientras variamos r, en el rango 1<, < 10.
Después de realizar las simulaciones correspondientes, el periodo y la amplitud de
las oscilaciones de la variable z fueron calculados y los resultados fueron graficados

en la Figura 8.
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Figura 9. Efecto del control de mTORCL1 en traduccion de Bmall sobre las
propiedades del reloj circadiano. Las ecuaciones 5a-5e fueron resueltas
utilizando diferentes valores de r; con r, = 0, luego el periodo (curva roja) y
la amplitud (curva azul) de las oscilaciones de la variable z fueron obtenidas
y graficadas para diferentes valores del parametro ry. (A,B) Un incremento en
la amplitud proporcional ary y r; es observado cuando a=10. (C,D) Para a >
40, el comportamiento se ve invertido, y un ligero incremento en el periodo es

observado cuando r; = 10.

Notese que el incremento en el valor del parametro r, ocasiona una disminucion en
el periodo y la amplitud de las oscilaciones. Para r, > 5 el sistema pierde la
capacidad de generar oscilaciones sostenidas para un valor del parametro a = 10.

Esto quiere decir, que el parametro r,, ademas de tener un efecto en la reduccion
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del periodo de las oscilaciones, compromete el comportamiento oscilatorio del
sistema. Esta pérdida de oscilaciones sostenidas es mas pronunciada cuando el
parametro a toma valores pequefios. Por ejemplo, con a = 6, no es posible obtener
oscilaciones sostenidas aun con los valores r, = 2y ry = 6. Para valores mayores
del parametro a, el sistema puede alcanzar oscilaciones sostenidas en un rango

mayor de valores del parametro r.
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Figura 10. Efecto del control de la localizacion nuclear de Bmall mediado por
MTORCL1 en las propiedades del reloj circadiano. Las ecuaciones 5a-5e fueron
resueltas utilizando diferentes valores de r, con r; =0, luego el periodo
(curva roja) y la amplitud (curva azul) de las oscilaciones de la variable z
fueron obtenidas y graficadas para diferentes valores del pardmetro ry. Una
disminucion del periodo es observada para r, = 1. Ademas, para r, = 5, las

oscilaciones sostenidas se pierden para algunos valores de r,.

Los resultados discutidos anteriormente revelan que tanto el control de mTORC1
sobre la traduccion como sobre la localizacion de Bmall son incapaces
individualmente de explicar el efecto observado experimentalmente que la via de
MTORCL1 tiene sobre las oscilaciones del reloj circadiano, esto es, un incremento
en la amplitud acompafiado de una disminucion en el periodo con niveles crecientes
de activacion de mTORC1. De forma que a continuacion, analizamos el caso en el
gue ambos niveles de regulacién estan presentes. Para lograr esto, se realizaron
simulaciones con diferentes combinaciones de valores para los parametros r; y 7.

Los resultados se muestran en la Figura 9,
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Estos resultados muestran que el incrementar el valor del parametro r, tiene el
efecto de aumentar la amplitud y disminuir el periodo de las oscilaciones
circadianas, para cualquier combinacion de valores de los parametros r; y r, en los

rangos 1 <r;, <10y1<nr, <5.

Es importante notar que para valores menores del parametro a, es posible obtener
oscilaciones sostenidas aun cuando r, = 5. Ademas, la capacidad de incrementar
la amplitud se mantiene sin importar el valor que tome el parametro a. Dado que
estos resultados coinciden con las observaciones experimentales analizadas
anteriormente, concluimos que ambos niveles de interaccion entre la via de
MTORC1 vy el ritmo circadiano, esto es, control de la traduccién y localizacién
nuclear de Bmall, son necesarios para mantener una regulacion correcta de la

amplitud y el periodo de las oscilaciones.
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Figura 11. Efecto del control gue mTORCL1 ejerce sobre la traduccion y la
localizacién nuclear de Bmall en las propiedades del reloj circadiano. Las
ecuaciones 5a-5e fueron resueltas utilizando diferentes valores de r; y r,,
luego el periodo (curvaroja) y la amplitud (curva azul) de las oscilaciones de
la variable z fueron obtenidas y graficadas para diferentes valores del
parametro ry. Se observa una disminucion en el periodo acompafiada de

incremento en la amplitud al variar ro entre 1y 10 parar; # 0y r, # 0.
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8.3. El control de mTORC1 sobre el reloj circadiano afecta

la robustez de las oscilaciones.
Estudios previos han mostrado que el modelo de Goodwin original siempre es capaz
de presentar oscilaciones sostenidas cuando el coeficiente de Hill es mayor a 8, y
un valor suficientemente alto del parametro a (Woller et al., 2014). Para obtener
soluciones periddicas, el punto de equilibro estable del sistema debe atravesar una
bifurcacién de Hopf supercritica, en la que el punto de equilibrio se vuelve inestable

y aparece un ciclo limite estable.

En contraste, el modelo desarrollado anteriormente de la interaccion de mTORC1 y
el reloj circadiano es incapaz de generar oscilaciones sostenidas en algunos casos
en los que el modelo de Goodwin basico si es capaz. Para entender mejor este
fendmeno, estudiamos como los dos niveles de regulacién que mTORCL1 ejerce
sobre el ritmo circadiano afectan al comportamiento oscilatorio de éste. Para esto,
se determino la presencia de oscilaciones en el espacio de parametros r, VS a para
todas las combinaciones de valores de los parametros r y r, previamente
analizadas. Se consider6 la presencia de oscilaciones sostenidas si la amplitud de
las oscilaciones era mayor a 0.01 unidades adimensionales cuando t=2000. Los

resultados se muestran en la figura 10.

Los resultados muestran que incrementos en el valor del parametro r; aumentan el
area en el espacio de parametros en la que es posible observar un comportamiento
oscilatorio. Por otro lado, incrementos en el pardmetro r, reducen drasticamente, y
en algunos casos completamente, la habilidad del sistema de obtener oscilaciones
sostenidas. Por lo tanto, nuestro modelo sugiere que el control de la traduccion de
Bmall no solo impacta en la amplitud de las oscilaciones, sino que ademas
contribuye a incrementar la robustez de estas ante cambios paramétricos en la

dinamica oscilatoria del reloj.

El modelo predice oscilaciones estables en un rango mayor de parametros cuando
el control de la traduccién de Bmall mediado por mTORCL1 esta presente, y este

comportamiento es mas pronunciado cuanto mayor es la tasa de traduccion
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dependiente de mMTORC1 comparada con la tasa de traduccion basal. Ademas, la
regulacion del periodo ocasionada por el control de mMTORCL1 sobre la localizacion
nuclear de Bmall es acompafiada por una drastica reduccion de la robustez de las
oscilaciones. Esto sugiere que, en condiciones de actividad constante de mTORC1,
la regulacion de la amplitud puede ser necesaria ademas para balancear este efecto
y asegurar que mTORC1 sea capaz de modificar tanto el periodo como la amplitud
de las oscilaciones, sin comprometer la capacidad del reloj circadiano de producir
oscilaciones sostenidas.
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Figura 12. Area de oscilaciones sostenidas en el espacio de parametros ry vs

a. A la derecha de cada curva, las oscilaciones tienen una amplitud >0.01
cuando t=2000. Incrementos en el valor del parametro r; aumentan el area del
plano ry vs a en la que se presentan oscilaciones sostenidas, tanto cuando

r, = 0 (A)como cuando r, = 1 (B). Incrementos en el parametro r, disminuyen
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el area de oscilaciones sostenidas en el plano ry vs a, tanto cuando r; = 0 (C)

como cuando r; = 10 (D).

En conjunto, los resultados obtenidos hasta ahora ofrecen evidencia de una
conexion directa entre el comportamiento de la amplitud y el periodo del reloj
circadiano ante niveles constantes de activacion de la via de mTORC1
(Ramanathan et al., 2018) y la regulacion que mTORC1 ejerce sobre este, a traves
del control de la dinamica de Bmall (Dang et al., 2016; Lipton et al., 2017). Esta
informacion permite proponer una explicacion mecanicista de los cambios en las
oscilaciones circadianas asociados a la via de mTORC1, la cual se resume en los

siguientes puntos:

-El control de mMTORC1 sobre la traduccion de Bmall, permite que la via de
MTORCL1 sea capaz de regular la amplitud de las oscilaciones circadianas. Dicha
amplitud es proporcional a la activacion de mTORC1, esto es, a mayor activacion

de la via, la amplitud de las oscilaciones circadianas se ve incrementada.

-El control de mTORCL1 sobre la localizacion del complejo Bmall/Clock permite a la
via de mTORCL1 controlar el periodo de las oscilaciones circadianas. El periodo de

oscilacion es inversamente proporcional al nivel de activacién de mTORCL1.

-El control de mTORCL1 sobre la localizacion del complejo Bmall/Clock por si solo
compromete la capacidad del reloj circadiano de mantener oscilaciones sostenidas.
Sin embargo, la acciéon conjunta de ambos niveles de regulacion balancea este
efecto y permite oscilaciones sostenidas en un mayor rango de escenarios, a la vez
gue permite a la via de mMTORCL1 el control del periodo y amplitud de las oscilaciones

circadianas.

8.4. Comportamiento del sistema en condiciones de

activacion periodica de mTORCL.

La actividad de mTORC1 se encuentra constantemente regulada por la
disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento en el medio extracelular, los

cuales estan directamente relacionados con los patrones de alimentacion en un

40



organismo completo. Por lo tanto, resulta interesante investigar el efecto que esta
regulacion tiene sobre el sistema mTORC1-reloj circadiano. En concreto, se
investigd la capacidad de sincronizacion del reloj circadiano ante un
comportamiento periédico en el patrén de alimentacion, mediado por la actividad de
MTORCL1. En el modelo, esto puede ser llevado a cabo definiendo el parametro r,
como una funcion periddica. Especificamente, se hizo la suposicion de que r,

cambia cada periodo de acuerdo con la siguiente expresion:
1o = 10e70t  (8),

y cada periodo es completado cuando r, = 1, de forma que el periodo de las

oscilaciones de r, se encuentra determinado por el valor de b (Figura 11).

10+

g6

Figura 13. Grafico de ry en funcion del tiempo. La curvatoma la forma de una

funcién exponencial periédica decreciente, oscilando en el rango 1 < ry < 10.

A continuacién, se examind la capacidad del reloj circadiano de sincronizarse con
las oscilaciones de r, a diferentes periodos, para diversos valores de r; y r,. Para
realizar esto, se determiné el periodo natural de oscilacion del sistema (a = 10,c =
10,n = 10,k, = 0.5,k;, = 0.02) con un valor constante de r, = 1. Después, se
realizaron simulaciones donde r, tiene un comportamiento periddico de acuerdo con

la ecuacion 8, donde los periodos analizados se definen como porcentajes del
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periodo natural de oscilacion del sistema obtenido anteriormente. En la figura 12 se

observan algunos ejemplos de la dinamica temporal de este tipo de simulaciones.
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Figura 14. Dindmica temporal de Z (curva azul) y ry (curva roja). Las
ecuaciones 5a-5e se resolvieron para cada combinacién de parametros r, y
r2, con un valor constante de ry =1 hasta t=100, con el fin de obtener el
periodo natural de oscilacion del sistema. Después de eso, se dejo oscilar a
ro de acuerdo con la ecuacién 8 y con un periodo correspondiente a una
fraccién del periodo natural del sistema. En las figuras, la razon entre el

periodo de ry y z se muestra como el valor rg /z.

Un andlisis rapido del comportamiento dinamico del sistema para diferentes
combinaciones de valores de r; y r, ante diferentes periodos de estimulacion, arrojo

dos observaciones importantes:
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-La amplitud de las oscilaciones de Z parece incrementarse considerablemente con

un estimulo periédico, en comparacion con el escenario donde r, es constante.

-Diferentes combinaciones de r,,r, y periodos de r,, generan modos de

sincronizacion distintos, y en algunos escenarios existe pérdida de sincronizacion.

A continuacioén, se aborda con mas detalle cada una de estas observaciones.

8.5. La estimulacion periédica de la viade mTORCL1 es
capaz de incrementar la amplitud de las oscilaciones

circadianas
La figura 13 muestra algunas graficas representativas en las que se observa la
amplitud de las oscilaciones a diferentes valores de periodo de estimulacion
(parametro ). En ellas se puede observar que existe una tendencia de la amplitud
a incrementarse alrededor de valores de periodos de estimulo que sean mdultiplos

del periodo natural de oscilacion (esto es, ry/z = 1, 2, etc.).

Ademas, es importante notar que las amplitudes alcanzadas en estas regiones son
considerablemente mayores a las que pueden alcanzarse en condiciones donde r,

€s constante.
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Figura 15. Cambios en la amplitud en funcién del periodo de estimulacion. La
amplitud de las oscilaciones de Z se determiné para cada valor del periodo de

To. Las lineas punteadas representan el valor de la amplitud del sistema con
un valor constante de ry = 1 (rojo) o ro = 10 (negro).

8.6. El control de mTORC1 sobre la localizacién nuclear de
Bmall facilita la sincronizacién por nutrientes del reloj
circadiano

Para estudiar la habilidad de mTORC1 de sincronizar al reloj circadiano bajo
distintos periodos de estimulacion por nutrientes, se realizaron simulaciones con
diferentes valores del periodo de r,, asi como distintas combinaciones de r; y r,. Se

encontro que el estimulo de nutrientes, representado por el parametro r,,, es capaz

44




de sincronizar el reloj circadiano en ritmos complejos de la forma m:n, en los que
cuando el estimulo completa m ciclos, el reloj circadiano completa n ciclos. Los

resultados de estas simulaciones se resumen en la figura 14.
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Figura 16. Modos complejos de sincronizacion en la forma m:n (m ciclos del
estimulo por cada n ciclos del reloj circadiano) en funcién del periodo de r,
(normalizado al periodo natural de oscilacién del ritmo circadiano), asi como
de combinaciones de valores de r; y r,. Los modos de sincronizaciéon
encontrados se identifican con distintos colores, y las regiones negras

denotan ausencia de sincronizacion.

Noétese que a mayores valores del parametro r,, el rango de periodos en los que es
posible obtener una sincronizacion del sistema es mas grande. Este resultado
resulta contraintuitivo, dado que previamente se mostrd que el comportamiento
oscilatorio del sistema se ve comprometido al incrementar el valor de este

pardmetro. Sin embargo, el fendmeno puede ser explicado por el hecho de que los
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osciladores amortiguados tienen un mayor rango de sincronizacién ante estimulos

externos periodicos (Gu et al., 2016; Hasegawa and Arita, 2013).

Los resultados de las secciones 8.4, 8.5 y 8.6 predicen el comportamiento de las
oscilaciones circadianas en el contexto de una variacion periédica en la actividad de
la via de mTORC1. Tales resultados mostraron caracteristicas dinamicas
interesantes: el incremento dréstico en la amplitud de las oscilaciones circadianas
ante frecuencias de estimulacion especificas y la presencia de modos complejos de
sincronizacion en funcién de dichas frecuencias. En especial, es importante
destacar que la aparicion de los diferentes modos de sincronizacién depende de la
intensidad con la que mMTORCL1 es capaz de controlar la dinamica de Bmall a través
de los dos niveles de regulacién descritos anteriormente (Dang et al., 2016; Lipton
et al., 2017). Hasta el momento, no existen estudios experimentales ni tedricos que
hayan explorado la dinamica de las oscilaciones circadianas ante cambios

periddicos de la activacion de mTORC1.

La capacidad de la via de mTORC1 de generar diferentes modos de sincronizacion
entre los patrones de alimentacion y las oscilaciones circadianas, podria tener
repercusiones en la salud. La disrupcion del ritmo circadiano ha sido asociada con
enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, obesidad, displasia vy
desoérdenes del suefio (Xie et al., 2019). Ademas, se ha visto que el control sobre la
disponibilidad de nutrientes durante el dia es capaz de modificar tanto la sintesis y
liberacién de hormonas como la insulina, asi como el metabolismo de grasas y
carbohidratos (Ribas-Latre and Eckel-Mahan, 2016). Por lo tanto, es probable que
los diferentes modos de sincronizacion encontrados tengan efectos diferentes en el

control de estos procesos.

9. Conclusiones

En este proyecto de tesis se desarroll6 un modelo minimo de la interaccién entre el

reloj circadiano y la via de regulacion de mTORC1 a nivel celular.

El modelo sugiere que el control que mMTORC1 ejerce sobre la traduccion y la

localizacion nuclear de Bmall es suficiente para explicar los cambios observados
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experimentalmente en el periodo y la amplitud del ritmo circadiano. De acuerdo con
el modelo, mMTORCL1 controla el periodo y la amplitud mediante dos mecanismos
separados: mientras la regulacion de la traduccion de Bmall afecta la amplitud de
las oscilaciones, el periodo correspondiente es afectado por la regulacion de la
localizacion nuclear. Dado que el control de la localizacion de Bmall es
acompafado de una reduccion drastica en la robustez de las oscilaciones ante
cambios en los pardmetros r, y a, ilustrada por la disminucion en el area en la que
se obtienen oscilaciones sostenidas en el plano r, vs a, la regulacién de la
traduccion de Bmall podria ser importante para balancear este efecto y asegurar
gue mTORC1 sea capaz de controlar tanto el periodo como la amplitud de las
oscilaciones de Bmall, sin comprometer la estabilidad del comportamiento
oscilatorio, en condiciones de actividad constante de mTORC1.

Por otra parte, cuando las células se encuentran sujetas a activacioén periodica de
la via de mTORCL1 debida a disponibilidad periddica de nutrientes, la amplitud en
las oscilaciones circadianas puede alcanzar niveles mucho mayores que aquellos
observados en condiciones de activacion constante, lo cual es relevante pues a
mayores niveles de amplitud en las oscilaciones, las diferencias en el
comportamiento celular en cada fase del ciclo se ven incrementadas. Ademas, en
este escenario, el control de mMTORCL1 sobre la localizacion nuclear de Bmall puede
ser relevante para incrementar el rango de sincronizacion del reloj circadiano con

respecto a la estimulacion por nutrientes.
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