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Resumen

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular estrictamente regulado, que permite que las
células mueran en respuesta a diferentes estimulos de manera organizada. El proceso se basa
en la activacion de una cascada de proteasas, llamadas caspasas, que se encargan de
ejecutar el programa de muerte.

El principal objetivo del trabajo fue estudiar el punto de no retorno de la apoptosis y tratar de
determinar en qué condiciones el proceso puede ser reversible o irreversible.

Para ello, se emplearon modelos de ecuaciones diferenciales. Se utiliz6 como base un modelo
de via intrinseca de la apoptosis que presenta biestabilidad, publicado en la literatura. A este se
le afiadio un bloque que incluye los aspectos basicos de activacion de la via mitocondrial, como
por ejemplo la liberacion del citocromo C de la mitocondria, obteniéndose un modelo de
apoptosis extendida. El andlisis de los estados estacionarios de este modelo, utilizando la
concentracion de BAK como parametro de bifurcacién, mostrd que la activacion de la apoptosis
es biestable e irreversible.

Se realizd un estudio exhaustivo de la sensibilidad del comportamiento biestable e irreversible
al cambio en los parametros del sistema. La mayor sensibilidad se encuentra en las tasas de
sintesis de las caspasas 3y 9, y de XIAP. Para los tres parametros, existe un rango en el que
hay biestabilidad, pero variaciones relativamente pequefias del parametro permiten pasar de
este comportamiento a un régimen donde la apoptosis no se activa o donde se activa
irreversiblemente.

En base a estos resultados, se decidid incorporar la regulacion de la apoptosis a nivel
transcripcional. En particular se afadio el efecto del factor de transcripciéon E2F, que regula
directamente la tasa de trascripcion de las caspasas 3 y 9, y Apaf-1. Ademas, E2F tiene un
efecto de activacion indirecta sobre BAK. En el andlisis de estados estacionarios, se encontrd
gue el efecto principal de E2F se da a través de la modificacion de la tasa de sintesis de
caspasa 3. Variaciones razonables de la cantidad de E2F permiten que la apoptosis se active o
no, que sea reversible o inevitable.

Por otro lado, se realizaron simulaciones temporales, utilizando diferentes tipos de estimulos
para obtener informacion sobre la dinamica de activacion de la apoptosis. Primero, tenemos
gue BAK por si mismo no es capaz de desencadenar la apoptosis sin la accion de E2F sobre
las tasas de sintesis, a menos que las especies activadoras derivadas de C9 se encuentren
presentes en concentraciones apreciables. Por otro lado, utilizando pulsos de E2F de diferente
duracion e intensidad, se encontr6 que el tiempo necesario para la activacion y la
concentracion de caspasa 3 activa maxima alcanzada dependen de la intensidad del estimulo.
A su vez, esta concentracion cae abruptamente a cero una vez removido el estimulo que le dio
origen.

En resumen, en base a los estudios de estado estacionario y los cursos temporales de este
modelo, los resultados parecen indicar que la apoptosis puede ser reversible o irreversible
dependiendo del contexto en el que se active (factores de trascripcion presentes, tiempo de
activacion, etc.). Ademas, vemos que, si bien hay diversas interacciones regulatorias, lo que
tiene un mayor efecto en el comportamiento del sistema es la modulacion de la tasa de sintesis
de caspasa 3. Este resultado nos muestra que una forma eficiente de modular el nivel de
activacion de la apoptosis es efectivamente regular la cantidad de caspasa 3 disponible para
activarse, que es la principal ejecutora del programa de muerte.
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1) Marco teoérico

1.1) Introduccion

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada mediante el cual las
células mueren de manera ordenada. El proceso es orquestado por la misma célula y
permite mantener la integridad de los tejidos al eliminar células dafiadas o innecesarias
[1]. Si bien otros procesos de muerte como la necrosis han demostrado ser regulados
[2,3], la apoptosis se caracteriza por una estricta regulaciéon que permite degradar el
contenido celular, manteniendo la integridad de la membrana. La célula se fragmenta
en vesiculas, denominadas cuerpos apoptéticos, que pueden ser endocitados por
fagocitos del sistema inmune u otras células vecinas [4].

La apoptosis se basa en la activacion una cascada de proteasas, denominadas
caspasas, que tienen como efecto ultimo el clivaje de blancos especificos que llevan a
cabo la ejecucion de la muerte celular. La respuesta puede desencadenarse frente a
diferentes sefiales de estrés, como deprivacién de factores de crecimiento, falta de
interaccidn con otras células o con la matriz extracelular, citoquinas en el medio, dafios
en el material genético, disfuncién mitocondrial, etc [5].

Independientemente del estrés, todos los mecanismos de activaciébn convergen en la
activacion de la cascada de caspasas y si bien se ha comprobado que puede existir
muerte celular programada caspasa independiente [6], estas son necesarias para
poder observar el fenotipo apoptético como tal (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de los cambios fenotipicos asociados a la muerte celular por apoptosis. Célula
normal (Normal cell): célula con su fenotipo normal, con sus organelos intactos. Condensacion
(Condensation): comienza a condensarse el material genético y a desensamblarse la envoltura nuclear.
Se activan mecanismos que degradan los organelos y la maquinara de expresion génica.
Fragmentacion (Fragmentation): se forman protrusiones en la membrana, comenzando la formacién de
vesiculas de contenido celular. Cuerpos apoptéticos (Apoptotic bodies): la célula se fragmenta por
completo en cuerpos apoptéticos. Imagen extraida de [7].

1.2) Mecanismos de activacion

Existen varios mecanismos de activacion de la apoptosis, que se basan en la respuesta
celular a “estimulos de muerte” de distinto origen (Figura 2). Las principales vias son la
intrinseca, en respuesta a estrés interno, como falta de nutrientes o dafio mitocondrial,
y la via extrinseca, desencadenada por sefiales de muerte externas mediadas por
receptores de membrana.



Cabe destacar que, si bien se catalogan como vias diferenciadas de activacion, tienen
elementos en comun y pueden retroalimentarse entre si para desencadenar la
apoptosis [8].
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Figura 2: Resumen de los eventos mas relevantes en las principales vias de activacién de la apoptosis.
Extraido de [1]

La via extrinseca se define como la activacién de la apoptosis por la unién de ligandos
de muerte a nivel de la membrana celular, cuyo efecto esta mediado por el complejo
DISC (Death Inducing Signaling Complex). El esquema de esta via puede verse en la
Figura 3. La unién de un ligando como CD95L (FAS-L) desencadena la activacion al
unirse a su respectivo receptor. Esto causa el reclutamiento de diferentes moléculas a
nivel de la membrana, entre ellas FADD (FAS Associated Death Domain), diferentes
isoformas de c-FLIP (FLICE like inhibitor protein) y procaspasa 8. Este conjunto de
moléculas forma al complejo denominado DISC que se encarga de conectar la sefial de
muerte a nivel de membrana con el citoplasma celular. La formacion de este complejo
permite la activacion de la caspasa 8 (principal caspasa iniciadora de la via extrinseca)
gue es la encargada de activar a las caspasas efectoras (3y 7). A su vez, es capaz de
clivar a la proteina Bid (produciendo t-Bid), que permite amplificar la activacién por via
mitocondrial, al promover la liberaciéon de citocromo C y por tanto la formacion del
Apoptosoma. El camino seguido por la célula finalmente se define por el balance entre
los componentes proapoptéticos mencionados y las moléculas inhibidoras de la
apoptosis. Entre estas Ultimas se encuentran proteinas como Bcl-2 (B cell lymphoma),
XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) y la activacion de vias de sefializacion
como Nfkb o MAPK. Cabe destacar que la amplificacion por via mitocondrial no
siempre es necesaria, clasificandose las células en tipo Il o | dependiendo de si
requieren esta amplificacién o no [9, 10, 11, 12].
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Figura 3: Esquema de la activacion de la via extrinseca de la apoptosis (ver descripcion en el texto).
Extraido de [12]

Por otra parte, esta la via intrinseca de activacion de la apoptosis. Se denomina de esta
manera cuando la sefal que da lugar al proceso de muerte es de origen interno. Los
desequilibrios que pueden llevar a la activacion de esta via son mdultiples y tienen
diferentes niveles de regulacion (Figura 4a). Por ejemplo, podemos mencionar la
disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo, la sefalizacion por proteinas de ciclo celular
como p53 frente a dafio en el DNA, la sefializacion por Ca?* y otros [13,14]. Si bien
muchas veces no es del todo claro cual es el evento inicial que marca la activacion (a
diferencia de en la via extrinseca, donde es la unién del ligando), todas las sefiales de
estrés mencionadas convergen a la liberacion del citocromo C del espacio
intermembrana de la mitocondria [15]. La liberacién de esta proteina es muy rapida, del
orden de minutos, y permite la formacion del Apoptosoma. Este es un complejo
formado por la proteina Apaf-1 y el citocromo C que permite el reclutamiento de la
procaspasa 9 [16,17]. Este complejo utiliza ATP para generar un cambio
conformacional que permite activar la caspasa 9 [18] (principal caspasa iniciadora de la
via intrinseca). A su vez, la activacion de esta via es regulada por otras proteinas pro y
anti apototicas. De las proteinas antiapoptéticas de la familia 1APs (Inhibitor of
Apoptosis Proteins), XIAP es la que presenta el efecto inhibidor mas potente [19]. XIAP
es capaz de unirse a las diferentes formas de C9 y a la caspasa 3 activa, promoviendo
su degradaciéon. En oposicion, tenemos a la proteina SMAC (Second Mitochondria-
derived Activator of Caspases), que es liberada de la mitocondria junto con el citocromo
C y secuestra a XIAP, y por tanto tiene un rol proapoptoético. Este proceso puede verse
esquematizado en la Figura 4b
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Figura 4: Esquematizacion de los eventos que llevan a la activacion de la via intrinseca de la apoptosis.
a) Se observan los procesos que llevan a la permeabilizacién de la mitocondria y b) la cascada de
caspasas asociada a la via intrinseca que ocurre posterior a la liberacion del citocromo C mitocondrial.
Adaptado de [15,20].

También existen otros mecanismos menos estudiados de activacion de la apoptosis,
como la via perforina-granzima y la anoikis.

La via perforina granzima es utilizada por células citotoxicas, como las NKT o los
linfocitos T CD8+ para promover la apoptosis en otras células [21]. EI mecanismo
consiste en la deteccidén de determinadas sefales en la membrana de la célula blanco,
gue indican que esta debe ser eliminada, por ejemplo, sefiales relacionadas con
infecciones virales o transformacion maligna. Entonces, las células citotoxicas forman
poros en la membrana de sus blancos utilizando la proteina perforina. Esto debilita la
integridad de la membrana y permite la entrada de los diferentes componentes de los
granulos citotéxicos liberados por las células citotoxicas. Entre otros, ocurre la entrada
de la proteina granzima, encargada de clivar diferentes blancos celulares. Este sistema
en su conjunto hace que la célula blanco muera por apoptosis [22].

Por otro lado, la anoikis es un mecanismo por el cual las células disparan un programa
de muerte en respuesta a la falta de sefales de interaccion con la matriz extracelular.
Se cree que se desencadena debido a que, la falta de interacciones con la matriz
causa cambios en el citoesqueleto que liberan proteinas proapoptéticas BH3-only de la
familia Bcl-2 y esto desencadenaria la muerte por una via similar a la mitocondrial [23].
Existe evidencia que apunta a que el desarrollo de resistencia a la muerte por anoikis
es clave para permitir que células cancerigenas se vuelvan invasivas [24].

Finalmente, todas las vias de activacion de la apoptosis convergen hacia la via de
ejecucion, que es llevada a cabo principalmente por la caspasa 3. Esta Ultima es la
responsable de activar varias proteasas y nucleasas, que efectivamente ejecutan el
programa de muerte y son las responsables del fenotipo observado en las células
apoptoéticas (fragmentaciéon nuclear, exposicion de fosfatidilserina, protrusiones,
formacion de cuerpos apoptoticos, etc) [25, 26].



Dentro de los diferentes grupos de proteinas que tienen un rol regulador sobre la
apoptosis, estan las de la familia Bcl-2. Estas son definidas por la presencia de
dominios homologos a los de la proteina antiapoptética Bcl-2, que le da el nombre a la
familia. Estas pueden clasificarse en tres grupos principales, dependiendo de cuales
dominios poseen. Estan las BH1-BH4, que son las que presentan los cuatro dominios
homologos a Bcl-2 y son proteinas inhibidoras de la apoptosis. Después tenemos a las
BH1-BH3, como por ejemplo BAX (Bcl-2 Associated X protein) y BAK (Bcl-2 Antagonist
Killer), que se encargan de generar poros en la membrana mitocondrial externa. Estas,
por lo tanto, permiten la liberacidbn de otras proteinas proapoptéticas (como las ya
mencionadas citocromo C y SMAC). Finalmente estan las proteinas BH3-only, que solo
tienen uno de los dominios caracteristicos de la familia, como PUMA, NOXA, BIM, etc
[27, 28]. En general tienen roles proapoptéticos y se han propuesto varios modelos
para el mecanismo de accion. Por ejemplo, se ha observado que algunas de estas
proteinas BH3-only promueven la apoptosis al neutralizar proteinas antiapoptoéticas
(secuestrandolas). También hay algunas que tienen efecto indirecto ya que promueven
que BAK y BAX se inserten en la membrana mitocondrial externa [29].

1.3) Punto de no retorno

Desde que comenzé a estudiarse la muerte celular se observé que existian
determinados puntos clave en la regulacién de la apoptosis, los cuales marcan etapas
decisivas en el destino final de la célula [6, 30, 31]. En particular se detecté que existe
un “compromiso de muerte celular’ en varios tipos celulares a diferentes alturas de la
via apoptotica. En base a la evidencia disponible se ha postulado la mitocondria como
el integrador de la respuesta apoptética y, en particular, la liberacién del citocromo C,
como posible punto de no retorno, junto con la disrupcién de la cadena respiratoria [32,
33, 34, 35].

Se han encontrado diversos mecanismos por los cuales el citocromo C llega de la
mitocondria al citosol, que se relacionan con la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa, tal como se aprecia en la Figura 5. Los principales mecanismos
serian: la formacién de poros en la membrana mitocondrial, la produccion de ROS y la
ruptura de la membrana por la entrada de solutos, pero no se ha logrado establecer
cudl es el evento desencadenante [36].

A su vez, generé un enorme interés el por qué es precisamente la mitocondria, el
organelo encargado de la regulacién de la apoptosis. Los principales argumentos
evolutivos se relacionan con su caracter regulador del metabolismo energético y el
hecho de que podria tratarse de un vestigio de la inmunidad innata contra bacterias
intracelulares (Figura 6) [37, 38]. Se especula qué ventajas puede tener este
mecanismo de regulacion y qué consecuencias puede tener el conservar un
mecanismo agresivo latente contra un elemento de la propia célula [39].



DACUUUUUUUUUUUUUO

IMS

M AAARAAY 1Y
39933933303

Matrix Solutes
H20 rupture of IM and OM

Osmotic swelling and

Figura 5: Resumen esquematico de los mecanismos de liberacién del citocromo C mitocondrial. Pueden
distinguirse dos mecanismos principales. El primer mecanismo (cuadro rojo) se caracteriza por la
formacion de poros en la membrana mitocondrial por las proteinas BAK y BAX. Estas se insertan en la
membrana en respuesta a diferentes sefiales de estrés y permiten el pasaje del citocromo C hacia el
citosol. Por otro lado, el segundo mecanismo (cuadro azul), se basa en la formacién de complejos de
membrana que permiten la entrada de solutos osméticamente activos al espacio intermembrana de la
mitocondria. Esto ocurre en respuesta al aumento del Ca?* citosolico y especies reactivas del oxigeno,
causando la ruptura de la membrana mitocondrial externa y permitiendo la salida del citocromo C.
Adaptado de [36]
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Figura 6: Esquema que muestra la analogia estructural entre la via intrinseca de la apoptosis con
elementos de la inmunidad innata contra bacterias intracelulares. (a) Se observa una esquematizacion
de la via de inmunidad innata para patégenos, como bacterias, que utiliza como plataforma el
inflamasoma; (b) Se esquematiza la respuesta de la inmunidad innata frente a patégenos intracelulares
gue promueve la muerte celular de manera preventiva via la activacion de NLRs (NOD like receptors) ;
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(c) Resumen de la apoptosis por via mitocondrial, que utiliza como plataforma el apoptosoma; (d)
Esquema de la respuesta mediada por interferén frente a patégenos virales. En los casos a, by ¢ se
aprecia una cierta analogia en las estructuras utilizadas para desencadenar la respuesta. Adaptado de
[38]

1.4) Interaccion entre el metabolismo y la apoptosis

Existe evidencia de que hay células capaces de evadir la apoptosis en diferentes
etapas. Por ejemplo, impidiendo que se generen sefales proapotéticas a nivel nuclear
o de membrana, sobreexpresando genes relacionados con el crecimiento y la
proliferacion, bloqueando genes reguladores o inhibiendo la cascada de caspasas a
diferentes niveles [24, 40, 41, 42].

En particular, desde el punto de vista metabdlico, se ha encontrado que la capacidad
de tener un mayor flujo de glicélisis hace que una célula tenga mas probabilidades de
sobrevivir frente a un estimulo de muerte [43, 44]. Este mayor flujo se ha relacionado
con factores promotores de la glicélisis anaerdbica [45]. En este modo de
funcionamiento, el piruvato producido por la glicélisis se transforma en lactato para
permitir regenerar el NAD+. Si bien el rendimiento energético es mucho menor que si el
flujo se dirige hacia el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, la glicolisis anaerobia
permite una rapida produccion de energia. Este fenomeno se observa comiunmente en
células con alta demanda metabdlica o en proliferacion y es conocido como efecto
Warburg. Este consiste en que las células utilizan glicélisis anaerobia, a pesar de que
haya disponibilidad de oxigeno, para hacer frente a la alta demanda energética. El
efecto Warburg ha sido enormemente estudiado en células cancerigenas ya que se ha
observado que suelen presentar altos niveles de disfunciéon mitocondrial. Se sabe que
estas células sobreviven principalmente utilizando glicolisis, aumentando su flujo por
diferentes mecanismos [46].

Por otra parte, se ha observado que el ATP es necesario para desencadenar la
apoptosis, ya que participa en el cambio conformacional de Apaf-1 que permite la
formacion del apoptosoma y la activacion de la Caspasa 9. Se comprobé efectivamente
gue la ausencia de ATP impide la activacion de las caspasas y a su vez que el
complejo del apoptosoma tiene actividad ATPasa [18, 47]. Ademas, se ha visto que
células que han iniciado la via apoptética pueden morir por necrosis si no tienen
suficientes recursos como para llevar a cabo las etapas de la apoptosis, desde la
formacion del apoptosoma hasta la fragmentacion nuclear.

A su vez, también la activacion de la apoptosis tiene efecto sobre el metabolismo
energético. Se demostré que la activacion de las caspasas 9 y 3 inhibe la glicdlisis. Sin
embargo, no se ha encontrado que afecten los transportadores de glucosa, ni que
exista clivaje proteolitico de las enzimas de la glicdlisis, y no se han encontrado
complejos caspasa-enzima glicolitica. Se observa inhibicion de algunas de las enzimas,
preferentemente de la fosfofructoquinasa 1 y la piruvato-quinasa. En suma, no se ha
logrado determinar exactamente cual es la naturaleza de la inhibicion [48]

Si bien esta demostrada la participaciéon del ATP en la apoptosis, no se observa una
disminucidon en el nivel de ATP citosélico al momento de la muerte. Dado que la

activacion de las caspasas inhibe la glicélisis y gran parte del citocromo C mitocondrial
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se trasloca al citosol (afectando la cadena respiratoria) seria previsible que existiera
una catastrofe energética, pero esta no ha sido evidenciada claramente [49].

El rol de la mitocondria en la activacion de la apoptosis ya se ha mencionado
anteriormente en esta introduccion. Por otro lado, la disrupcidon de la cadena
respiratoria por la salida del citocromo no es total, por lo que existe una produccién
minima de ATP por fosforilacion oxidativa. Ademas, la falta de citocromo C causa un
aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), que sumado a la
activacion de las caspasas retroalimentan la disfuncion mitocondrial. En particular se ha
visto que C3 es capaz de clivar los complejos 1y 2 de la cadena respiratoria [36].

En resumen, la competencia energética o capacidad de producir energia de una célula,
es un factor importante a la hora de decidir, frente a un estimulo apoptético, si esta
sobrevive, muere por apoptosis, 0 por necrosis [50].

1.5) Apoptosis vs anastasis

Desde hace un tiempo, se ha descrito un fenomeno conocido como “Anastasis”.
Bésicamente, se define como el proceso por el cual células que han activado alguna de
las vias apoptoticas e incluso comenzaron a adquirir el fenotipo (Figura 7), logran
revertirlo, llegando a ser indistinguibles de células sanas [51].

A B

i Untreated ii Treated fil Wash

v o EtOH, 4.5%, Shr | Reversal, 24hr
A

— ~ —_— ]

Apply C A Wash

apoptotic ~ inducer

inducer off

Healthy cell Apoptotic cell Cell after washed
(Untreated) (Treated) (Washed)

i Untreated ii Treated iii Treated ii Treated iii Treated

A

01:00 EtOH 4,5% ] 02:30

Figura 7: Proceso de anastasis [52]. A) Esquematizacidn del proceso de anastasis inducido, donde se
somete a una célula a un estimulo apoptético por un tiempo determinado y luego se favorecen las
condiciones de recuperacion. B) Microfotografias de contraste de fase para la evolucién de células de
higado de raton tratadas con Etanol 4.5% durante 5hs para inducir apoptosis. Puede verse reversion del
fenotipo a las 24 hs. C) Micrografia de contraste de fase del proceso de induccién, superpuesta a
microscopia de epi-fluorescencia. El rojo marca las mitocondrias (MitoTracker) y el azul los nicleos
(Hoechst stain). Puede verse como se forman las protrusiones de la membrana y se condensa el nicleo
en respuesta a la induccién y como este fenotipo se revierte después del lavado. D) Misma imagen que
en C) pero sin superponer la imagen de microscopia de contraste de fase.
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Figura 8: Resumen de la interconexion apoptosis-anastasis. Adaptado de [42]

En base a lo conocido sobre la sefializacion celular, se ha encontrado que en realidad
incluso en momentos en los que la célula estd muriendo por apoptosis, estan
conviviendo mecanismos de muerte y sobrevida. Podria pensarse que la célula, en
caso de recibir la sefial de detener la apoptosis, debe estar preparada para revertir la
activacion rapidamente. Entonces, puede decirse que lo mas probable es que lo que le
ocurre a la célula no sea definido necesariamente por la presencia/ausencia de
elementos o vias especificas, sino que ocurre un balance cuantitativo de componentes
anti y proapoptéticos y la duracion de los diferentes estimulos [53]. Este concepto se
ilustra en el esquema de la Figura 8.

Se ha buscado determinar si existe algin marcador molecular que permita identificar
células que estan en apoptosis 0 en diferentes etapas de recuperacion o anastasis.
Para ello, [54] se empezo6 por determinar los niveles de expresion de los genes, para
evidenciar los que presentan variaciones significativas en su valor respecto a células
normales. Sin embargo, no se encontraron resultados muy especificos. Si bien, se ha
visto que durante la anastasis estd mas elevada la expresion de genes relacionados
con mecanismos de reparacion y sefalizacion, lo cual parece razonable, no se
encontré ninguna molécula o via que pueda atribuirse exclusivamente al proceso de
anastasis. Los autores de dicho trabajo concluyeron que las células estan
predispuestas para recuperarse en caso de que la sefal apoptotica falle y evitar dafios
innecesarios. Sin embargo, no se encuentran marcadores que distingan a la anastasis
de otros procesos celulares.

En otros trabajos, se ha buscado si existe alguna manera de revertir la apoptosis mas
alld de la permeabilizacion de la mitocondria, pero antes de la activacion de los
mecanismos efectores. Utilizando diferentes marcadores y protocolos de citometria de
flujo [55], se encontraron varias moléculas inhibidoras que no solo bloquean la muerte
por apoptosis, sino que también promueven la recuperacién celular. A su vez, se
determiné que la autofagia celular es necesaria para obtener el efecto de proteccion y
recuperacion de las células después de un estimulo apoptdtico. Una posible explicacion
podria ser que durante la autofagia se degradan las proteinas, permitiendo de cierta
forma generar recursos para una futura recuperacion rapida [56, 57].
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1.6) Regulacion transcripcional de la apoptosis

Existen varios estimulos y vias de sefalizacion celulares que tienen efecto sobre la
expresion de los factores involucrados en la apoptosis [58]. En general, las vias
relacionadas con la regulacion de la proliferacion y la progresion del ciclo celular tienen
una fuerte vinculacion con las decisiones de muerte o sobrevida (Figura 9). A su vez,
los mecanismos que regulan la apoptosis dependen del contexto celular (etapas del
desarrollo, interaccién con el sistema inmune, etc.) [59].

Genotoxic Oncogenic Cytokines/growth Developmental
stresses stresses factor withdrawal cues

v v

¥ 1L v 1L X

Proapoptotic Antiapoptotic Caspases Inhibitor of Death receptors
Bcl-2 family Bcl-2 family apoptosis proteins  and ligands

Intrinsic Extrinsic
pathway pathway

Caspase activation
and cell death

Figura 9: Resumen de los mecanismos de induccion de la apoptosis por via intrinseca y los factores de
transcripcion involucrados en la sefializacién [58]

En particular, nos interesaremos por el factor de transcripcién E2F, que fue identificado
originalmente como el mediador de los efectos de la proteina viral E1A, presente en
adenovirus [60]. Tiene el efecto principal de promover la proliferacion, al permitir la
transicion de G1/S del ciclo celular. Actualmente, E2F denomina a una familia de
factores de transcripcion involucradas principalmente en la regulacion del ciclo celular,
migracion, proliferacion, induccion de la reparacion de DNA y de la activacion de la
apoptosis. Su mecanismo de accidn puede observarse en la Figura 10 [61 ,62]. Se ha
observado que durante la progresion G1/S, la aparicion del complejo CiclinaD-Cdk4
fosforila el factor pRB, liberando a las isoformas de E2F que activan la transcripcion
(E2F1, E2F2 y E2F3) de su inhibicion. A su vez, la fosforilacion de p130 impide la unién
del factor inhibidor de la transcripcion E2F4. Todo esto permite que las formas
activadoras de E2F promuevan la transcripcion de proteinas involucradas en la
progresion del ciclo celular.

Si bien la principal funcién de E2F es la regulacién de los check points del ciclo celular
GO0/G1 y G1/S, tiene dos importantes funciones en la regulacion de la apoptosis.
Primero, se sabe que afecta la tasa de transcripcion de las caspasas 3y 9y de Apaf-1.
Ademas, activa de manera indirecta el arresto celular por p53, a través de la inhibicion
de Mdm2 [63]. Los efectos de E2F sobre la apoptosis se resumen en la Figura 11.
Actualmente, no esté claro cdmo se articulan las diferentes vias de sefializacion celular
con las vias de activacion de la apoptosis [64]. Sin embargo, se han hecho diferentes
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experimentos que muestran que no hay una isoforma particular de E2F que se
encargue de la regulacién de la apoptosis. Sino mas bien se relaciona con el contexto
celular en el sentido mas amplio.

PP
pRB @ p130 ¢
1,2,3 p PRBP P

'Y @
Cell cycle
L ’ m Regulators,
DNA Synthesis
6,16, G,/S

Transcriptional Transcriptional
Repression Activation

Figura 10: Mecanismo basico de funcionamiento de E2F en la regulacién de la transcripcion. Adaptado
de [63]
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Figura 11: Resumen de los efectos transcripcionales de E2F sobre los diferentes componentes de la
apoptosis. Los componentes en rojo son regulados transcripcionalmente por E2F, en azul los regulados
por p53y en violeta los regulados por ambos. Es destacable el efecto transcripcional directo de E2F
sobre Apaf-1y las caspasas 3y 9, asi como el efecto indirecto sobre p53 y por lo tanto sobre diferentes
proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 [63].
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1.7) Modelos matematicos de apoptosis

En la actualidad, se ha comenzado a utilizar herramientas de modelado matematico y
computacional para abordar la complejidad de los fendmenos biologicos. Estos son
importantes para el estudio de la creciente cantidad de informacion experimental
disponible, cuyo andlisis muchas veces no puede hacerse solamente de manera
intuitiva. Existen diferentes tipos de modelos, siendo los mas utilizados los sistemas de
ecuaciones diferenciales y las redes booleanas [65].

Existen varios modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias para la activacion de la
apoptosis, principalmente enfocados en la via extrinseca. Por ejemplo, el modelo de
Bentele et al. [66], que fue uno de los primeros en intentar explicar la ultrasensibilidad?
en la curva de activacion de la via. En este se concluyé que las diferentes formas de c-
FLIP permiten generar un umbral de concentracién de ligando de muerte necesario
para la activacion. Por otro lado, en el trabajo de Eissing et al. [67], se describe la
presencia de biestabilidad? en la activacion de la apoptosis. Se determiné el espacio de
parametros para el cual este comportamiento es posible y, a pesar de que este no
coincide con lo determinado experimentalmente, el modelo muestra que la estructura
del sistema tiene potencialidad para generar biestabilidad. A su vez, esta el modelo de
Neumann et al. [68] que se centra en analizar el papel del complejo DISC en la
regulacion de las apoptosis. En este trabajo se concluye que la estequiometria entre las
diferentes isoformas de c-FLIP es lo que determina si la célula finalmente muere o
sobrevive.

Un ejemplo tipo modelo juguete utilizado en [65] consiste en un sistema de ecuaciones
diferenciales que incluye los componentes elementales de la activacién de la via
extrinseca de la apoptosis como puede verse en la Figura 12a. Al realizar las
simulaciones temporales de los componentes del sistema, utilizando como estimulo la
cantidad de ligando de muerte (L), se obtiene el resultado mostrado en la Figura 12b.
Este modelo simple permite evidenciar la activacion ultrasensible de la caspasa 3.

1 La ultrasensibilidad es un comportamiento dindmico que se caracteriza por una respuesta sigmoide. Este tipo de
respuesta se observa cuando la activacion de una respuesta avanza lentamente hasta que se alcanza un umbral. A
partir de este punto, la respuesta se desencadena rapidamente hasta llegar a un maximo y estabilizarse.

2 Se dice que un sistema estacionario es biestable si presenta dos estados estacionarios estables, normalmente
separados por un estado estacionario inestable.
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Figura 12: Andlisis de modelo juguete para la activacién de la via extrinseca de la apoptosis. a) Esquema
de las reacciones consideradas en el modelo, donde la entrada es la cantidad del ligando de muerte y la
salida la concentracion de caspasa 3 activa alcanzada. b) Simulacién de cursos temporales para los
diferentes componentes del sistema. Adaptado de [65]

Para la via intrinseca de la apoptosis se han desarrollado varios modelos, aunque
presentan la dificultad de que el estimulo desencadenante no esta bien definido como
en el caso de la via extrinseca. Por ejemplo, el modelo de Fussenger et al. [69] sugiere
gue la liberacion de citocromo C desde la mitocondria es un paso muy importante en la
muerte por apoptosis. Por otro lado, el modelo de Stucki and Simon [70], si bien se
centra en la via extrinseca, muestra que el citocromo C es liberado en funcién de la
intensidad del estimulo aplicado. Finalmente, dentro de los modelos de ecuaciones
diferenciales, esta el desarrollado por Legewie et al. [71]. Este intenta identificar qué
tipos de comportamientos estacionarios es capaz de presentar el sistema. Concluyen
que la presencia de lazos de retroalimentacion (feedback) positiva y una doble
retroalimentacion negativa es lo que permite que el sistema presente biestabilidad.
Ademas, logran obtener diferentes comportamientos dependiendo de las interacciones
consideradas y los valores de parametros utilizados (Figura 13)
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Figura 13: A-E, ejemplo de los diferentes comportamientos que puede tener el sistema en funcion de los
parametros utilizados. F-H, muestra los diagramas de bifurcacion para el sistema, donde se observa para
gué valores de C3tot y C9tot se tienen los distintos comportamientos posibles, dependiendo de los
feedbacks considerados. F-Sélo doble feedback negativo, G-Feedback positivo de C3 sobre C9 y doble
feedback negativo, H- Sélo Feedback positivo de C3 sobre C9 [71].

Un aspecto fundamental, de la via intrinseca de la apoptosis es la permeabilizacion de
la mitocondria. En el trabajo de Duessmann et al [72] se utilizaron automatas celulares
para modelar el proceso de formacion de poros en la membrana mitocondrial externa.
Se cred un modelo para estudiar cobmo se comporta la via intrinseca en funcién de la
distribucion espacial de las proteinas en la membrana, representadas en una grilla que
se actualiza en funciébn a un conjunto de reglas. En cada una de las celdas de la
cuadricula, puede haber de 0 a 7 proteinas diferentes que pueden reaccionar entre si y
tienen cierta probabilidad de difundir a las celdas adyacentes.

Por otro lado, los modelos booleanos también se han utilizado para modelar la totalidad
de los grandes procesos que tienen lugar en la apoptosis. Si bien este tipo de enfoque
tiene la limitacion de que reduce la informacién cuantitativa que puede obtenerse del
modelo, permite hacer simulaciones dinamicas incluyendo una mayor cantidad de
elementos del sistema.

Tenemos, por ejemplo, el modelo booleano de Calzone et al. [73]. En este se incluyen
los componentes béasicos de la regulacion de los fenotipos celulares posibles (Figura
14A) y dependiendo de las entradas, la célula puede sobrevivir, morir por apoptosis o
por necrosis. A su vez, permite simular qué ocurre con los diferentes contextos, frente a
la activacién o inhibicion de determinados elementos reguladores. Asi, de la red de
interacciones conocidas, se obtiene una red booleana con los componentes minimos
necesarios para modelar los tres posibles destinos celulares (Figura 14B). Como
resultado obtienen qué proporcion de los estados posibles del sistema conducen a
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cada uno de los destinos posibles. Ademas, puede verse como, dependiendo de los
componentes activados o blogueados esta proporcion cambia. (Figura 14C). Por
ejemplo, se observa que si se sobreexpresan componentes antiapoptéticos de la
familia Bcl-2 o se bloquea la sintesis de caspasas, la célula es incapaz de morir por
apoptosis. Sin embargo, si se bloquea la via Nfkb o se elimina clAP, la célula
necesariamente muere. A su vez, logran una reducciéon méxima del modelo, llegando a
una red de tres componentes que se auto activan e inhiben a los otros dos (Figura
14D). Este resultado es muy interesante, ya que muestra que cada uno de los
diferentes fenotipos excluye a los otros y en cada caso hay un elemento crucial para
lograr alcanzarlo.
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Figura 14: Resumen de los resultados obtenidos en el trabajo de Calzone et al. [73]. A) Esquema de las
interacciones involucradas en la determinacion del fenotipo celular. B) Elementos e interacciones que
efectivamente se consideraron en el modelo. C) Resumen de la proporcion de estados del sistema que
llevan a la célula a cada fenotipo en diferentes condiciones: Verde - Sobrevida (S); Naranja — Apoptosis
(A); Violeta — Necrosis (N); Celeste — naive®. D) Modelo reducido con los componentes minimos para
simular la toma de decision celular.

Otro ejemplo es el modelo booleano de Schlatter et al. [74], donde se genera una red
que incluye componentes tanto de la via intrinseca como la extrinseca para estudiar las
interacciones entre ellas. Se encontrdé que la alta conectividad entre los componentes
de la red y el cross-talk entre ambas vias es crucial para el correcto funcionamiento de
la apoptosis.

3 Células que tienen un fenotipo no diferenciado o multipotencial
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A su vez, se han desarrollado modelos para intentar entender la relacion de la
apoptosis con el metabolismo energético. Un ejemplo es el trabajo de Huber et al. [75]
que intenta integrar el metabolismo energético de la célula (incluyendo la glicdlisis y la
cadena de transporte de electrones a nivel mitocondrial) con la apoptosis. Utilizan un
modelo de ecuaciones diferenciales definido en funcion de flujos bioenergéticos y
simula cémo varian los principales indicadores de apoptosis, asi como la diferencia de
potencial mitocondrial. Este trabajo tiene la particularidad de que contrastan los
resultados de las simulaciones con medidas experimentales a nivel de cultivo celular.
Observando la Figura 15 vemos algunos de los resultados obtenidos en el trabajo.
Puede verse que, durante la simulacién, la salida del citocromo C mitocondrial (caida
de la curva verde, Figura 15A) es seguida de la activacién de la caspasa 3 (curva
negra. Figura 15A). Mientras en la Figura 15B, vemos que la caida del potencial
mitocondrial (A¥) es menos pronunciada cuando se le impide a la caspasa 3 clivar los
complejos /1l de la cadena respiratoria (curva azul). Finalmente, en las Figuras 15C y
15D se observan medidas experimentales para testear los resultados predichos por la
simulacion mostrada en la Figura 15B. Las curvas verdes corresponden a la cantidad
de citocromo C intramitocondrial y las rojas a la diferencia de potencial de la
mitocondria. Se puede observar una disminucion pronunciada del citocromo C
mitocondrial y una caida del potencial mitocondrial a medida que avanza la apoptosis
(Figura 15C). Sin embargo, al impedir la retroalimentacion positiva utilizando un
inhibidor de la caspasa 3 (zZVAD), este efecto se ve reducido (Figura 15D). Por otro
lado, también encontraron que el aumento en el flujo glicolitico, permite que la
produccion de ATP extra se utilice para la reversion de la actividad de la ATP sintasa
mitocondrial, para restaurar la diferencia de potencial mitocondrial.
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Figura 15: Ejemplo de los resultados obtenidos en el trabajo de Huber et al [75]. (A) Resultado de la
simulacion temporal para los principales componentes del sistema. Puede verse como la caida en la
concentracion relativa de citocromo C intramitocondrial (curva verde) precede a la activacion de la
caspasa 3 (curva negra). (B) Simulacion de la variacion del potencial mitocondrial durante la apoptosis.
La curva roja muestra la caida en condiciones estandar y la azul corresponde a cuando se le impide a la
caspasa 3 clivar los complejos de la cadena respiratoria. (C) Medidas experimentales de la
concentracion de citocromo C (curvas verdes) y diferencia de potencial mitocondrial (curvas rojas).
Puede verse una caida en la diferencia de potencial mitocondrial posterior a la liberacion del citocromo
C. (D) Experimento andlogo al mostrado en (C) pero utilizando un inhibidor de caspasa 3 (zZVAD) para
impedir el clivaje de los complejos de la cadena respiratoria.
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Finalmente, podemos mencionar el modelo de Lopez-Marin et al. [76], que intenta
utilizar un modelo de ecuaciones diferenciales para simular la apoptosis en células
sometidas a terapia fotodindmica*. Entre otras cosas, simulan qué ocurre con las
células expuestas a diferentes niveles de estimulo apoptético. Encontraron que las
moléculas tBid y BAX son las moléculas que tienen el mayor efecto en la activacion de
la apoptosis, mientras Bcl-2 y XIAP son las principales moléculas inhibidoras. A su vez,
estudiaron la relevancia relativa de las vias intrinseca y extrinseca de activacion de la
apoptosis en este proceso, concluyendo que la activacion se da principalmente por via
intrinseca. Ademas, lograron simular la variabilidad célula a célula incorporando
algoritmos estocasticos, obteniendo resultados que indican que la variabilidad celular
en la respuesta al mismo estimulo apoptético se debe principalmente a diferencias
naturales en las concentraciones de las diferentes moléculas involucradas. Puede
verse el tipo de resultados obtenidos en las simulaciones en la Figura 16. En la Figura
16A, vemos varias curvas de % de Supervivencia celular en el tiempo para diferentes
niveles de tBid. Puede observarse que, al aumentar la concentracion de tBid, se supera
mas rapidamente el umbral a partir del cual la muerte se dispara. Se puede apreciar un
resultado analogo en la figura 16B, donde al aumentar la cantidad de tBid presente, el
tiempo para llegar a la mitad de la concentracion letal de caspasa 3 (Ts,) disminuye. Y
finalmente, en la Figura 16C, se observa la misma curva mostrada en B, pero
considerando la variabilidad celular, observdndose una dispersion significativa.
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Figura 16: Algunos de los resultados obtenidos en el trabajo de Lopez-Marin et al. [76] Se muestra que la
cantidad de células que mueren por apoptosis (A) asi como el tiempo necesario para que ocurra (B),
depende fuertemente de la cantidad de tBid presente. Ademas, encuentran una gran variabilidad célula a

4 La terapia fotodindmica es un tipo de tratamiento utilizado para diferentes enfermedades, como el cancer. Consiste
en la aplicacion de una molécula fotosensible que se localice preferentemente en una zona, por ejemplo, un tumor, y
se activa con radiacién a una determinada longitud de onda. El efecto inmediato es la generacién masiva de
especies reactivas del oxigeno que causan la muerte celular por necrosis en los primeros minutos. Pero en horas
posteriores, células alcanzadas por una menor dosis del tratamiento pueden morir por apoptosis.
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célula (C) en las moléculas relacionadas con la apoptosis. (A) Muestra la simulacion del % de células
que sobreviven al estimulo apoptético para diferentes concentraciones de tBid utilizadas. (B) Se muestra
como varia el tiempo para alcanzar la mitad de la concentracion de caspasa 3 considerada como letal
(Ts0) en funcion de la concentracion de tBid. (C) Como varia la concentracion de tBid en el tiempo
incluyendo la variabilidad célula a célula en los niveles de las moléculas.

En resumen, dada la complejidad de la apoptosis, sumada a la enorme variabilidad que
existe entre diferentes tipos celulares e incluso entre células iguales de una misma
poblacion, se hace necesaria la utilizacion de modelos matematicos. Estos se requieren
tanto para intentar interpretar la gran cantidad de informacion experimental no
estandarizada que existe, asi como para servir de guia a la hora de disefiar nuevos
experimentos.

1.8) Modelo de la via intrinseca de la apoptosis de Legewie et al.

Para estudiar la via intrinseca de la apoptosis, utilizamos el modelo de Legewie et al
[71]. Este considera como componentes las caspasas 3y 9, el complejo formado por
Apaf-1 y el citocromo C (A*) y el inhibidor de la apoptosis XIAP (X), asi como las
interacciones entre los mismos (Figura 17). A partir de esto, se genera un sistema de
trece ecuaciones diferenciales que describe la activacion de la apoptosis por via
intrinseca, utilizando como estimulo la cantidad de A;,; presente. Como indicador de la
activacion de la via intrinseca se tomo la cantidad de Caspasa 3 activa (C3*). En la
Figura 18 se describe graficamente el comportamiento de C3* en este modelo.
Brevemente, tenemos que para el modelo de Legewie la activacion de C3 presenta una
cinética ultrasensible (sigmoide). Puede verse que el tiempo de la activacién, asi como
la cantidad de C3* alcanzada depende de la intensidad del estimulo. A su vez, a partir
del diagrama de bifurcacion, se deduce que la activacion es biestable e irreversible.
(Notar que luego de que el sistema alcanza la rama alta, aunque se elimine
completamente el estimulo, no se puede volver al estado inicial)

REFERENCIA
+ C3:caspasa3
+ C9:caspasa9
+ X:XIAP
+ A*: apoptosoma
Las demas especies son
complejos de las cuatro
moléculas ya descritas. Por
ejemplo, A*C9*X es un
complejo formado por el
apoptosoma, la caspasa 9y
XIAP.

Figura 17: Esquema del modelo de Legewie et al. Resume todas las reacciones e interacciones entre los
componentes del modelo. Las flechas sélidas representan las reacciones quimicas, aquellas con doble
punta son reversibles y las de una punta irreversibles. Las flechas punteadas representan interacciones
no lineales donde en el origen se encuentra el activador y al final la reaccion activada. El activador no es
consumido durante la reaccién. Los nimeros solamente representan el nimero de reaccién, se utilizan

para ordenarlas y no tienen un significado. Adaptado de [71]
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Figura 18: Resultados obtenidos en el trabajo de Legewie et al. (A) Simulacién del curso temporal de
activacion de la caspasa 3 para concentraciones crecientes de A*tot (Apaf-1 + citocromo C). (B)
Diagrama de bifurcacion en funcion de la cantidad total de A* [71]

1.9) Modelo de la glicélisis de Mulukutla et al.

Para representar mejor los aspectos energéticos de la apoptosis, decidimos incluir en
algunos de los modelos estudiados en el presente trabajo la glicdlisis, ya que es una de
las principales vias de produccion de ATP, en especial en condiciones anaerdbicas o
en situaciones de alta proliferacion celular.

Para estos fines, utilizamos el modelo de glicélisis de Mulukutla et al. [77]. La version
completa de este modelo considera las diez reacciones de la glicélisis que llevan de
glucosa a piruvato, el pasaje de fructosa 1,6 bi fosfato a fructosa 2,6 bi fosfato y la
reaccion de piruvato a lactato (Figura 19).

Glucosa
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Glucosa 6 P

I

Fructosa 6 P

|

Fructosa 2-6 BP Fructosa 1,6 BP
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3 fosfoglicerato
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Figura 19: Esquema de reduccion de la glicdlisis. Se considera la fructosa 1,6 bi fosfato y las reacciones
gue la afectan directamente. De esta forma se representa el flujo glicolitico y a la vez se reduce la
complejidad del sistema.
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Dada la complejidad del modelo completo de Mulukutla et al, para las simulaciones de
esta tesis, se utilizé una reduccién de modelo propuesta por los autores (Figura 19).
En particular, se considera como unico intermediario la fructosa 1,6 bi-fosfato,
incluyendo las reacciones que la producen y consumen. En otras palabras, el modelo
de glicdlisis reducido quedaria representado por una Unica ecuacion diferencial que
considera las reacciones catalizadas por las enzimas fosfofructoquinasa 1 (PFK1) y
aldolasa (ALDO).

Este modelo presenta biestabilidad en el flujo glicolitico, en funcion de los valores de
fructosa-6-fosfato (F6P) disponible (Figura 20). Se pueden identificar los estados
estables como los modos de funcionamiento de la via, uno de bajo flujo, que opera en
condiciones normales y otro alto flujo que se activa frente a un aumento de la demanda
energética. Puede pensarse que el pasaje de un flujo al otro en funcién de F6P se debe
a que este metabolito seria una medida de cuanta glucosa esta entrando a la célula y,
por tanto, de qué tanta energia se necesita.
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Figura 20: Resultados obtenidos por Mulukutla et al. para el estudio de los flujos estacionarios de
glucosa. Puede verse que el flujo glicolitico estacionario es biestable y reversible. El sistema puede
alternar entre los estados de alto y bajo flujo segiin sus requerimientos energéticos [77].

2) Métodos y procedimientos

En este trabajo, se utilizaron sistemas de ecuaciones diferenciales para describir el
comportamiento de los distintos componentes del sistema. El cambio temporal de la
concentracién de cada especie se describe en funcién de las leyes de velocidad de las
reacciones en las que participa.

El sistema de ecuaciones se puede representar mediante una ecuacion diferencial
matricial:
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donde X es el vector de las concentraciones de las especies, N es la matriz de

-

coeficientes estequiométricos y v es el vector de las velocidades. En el estado
estacionario (dx/dt) = 0 y entonces:

donde 6 es un vector de ceros.

Si para un estado estacionario dado, la parte real de todos los valores propios A; de la

. . af(xX
matriz jacobiana (J = e

—| ) es negativa, entonces el estado es estable. En cambio, si
X

ee

alguno de los valores propios tiene parte real positiva, significa que el estado es
inestable.

El céalculo de los estados estacionarios se realizé variando el valor de alguno de los
parametros del sistema (parametro de bifurcacion). Se observa cémo varian las
concentraciones estacionarias y cuantos estados estacionarios presenta el sistema
para cada valor de dicho parametro. La eleccidén del parametro a estudiar dependera
de los aspectos del funcionamiento del sistema que se quieran analizar. Seguidamente
se estudio la estabilidad de los estados encontrados para determinar cuéles son
estables y cuéles inestables.

En general los sistemas dindmicos pueden presentar diferentes comportamientos
dependiendo de los parametros del sistema. En particular pueden clasificarse en
funcion de la cantidad de estados estacionarios que presentan y la estabilidad de estos.
Por ejemplo, si un sistema presenta dos estados estacionarios estables para cierto
rango de paradmetros, se dice que el mismo es biestable o que presenta biestabilidad
(Figura 13 C). Una caracteristica interesante de los sistemas biestables es que
presentan histéresis. Esta puede entenderse como la capacidad de guardar
informacion de una perturbacion ya desaparecida. A nivel practico, puede decirse que
un sistema presenta histéresis cuando el camino para ir de un estado “a” a un estado
“b” es diferente al camino para ir de “b” a “a”.

Este efecto se ve claramente en los sistemas biestables. En particular, algunos
sistemas tienen comportamiento irreversible, es decir, una vez que se alcanza cierto
estado, no se puede salir del mismo (Figura 13D).

Finalmente, los resultados obtenidos se corroboraron realizando la simulacién numérica
de las ecuaciones diferenciales para obtener los cursos temporales de las
concentraciones en la proximidad de los estados estacionarios

Para los célculos de los estados estacionarios y su estabilidad, asi como para la
simulacion numérica de los cursos temporales se elaboraron programas para el
software Mathematica.
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Construcciéon de diagramas de bifurcacion:

Para construir los diagramas de bifurcacién se calculan los estados estacionarios del
sistema para diferentes valores de un parametro elegido. A nivel practico, se resuelve
el sistema de ecuaciones diferenciales igualado a 0 (condicién de estado estacionario)
utilizando un solver numérico de ecuaciones. Para cada uno de los estados obtenidos,
se estudia su estabilidad, calculando los valores propios del jacobiano evaluado en
dicho estado (puede resolverse la ecuacion caracteristica del sistema explicitamente o
utilizar la funcion “Eigenvalues” sobre el jacobiano). Dependiendo del signo de la parte
real del valor propio de mayor valor, se decide si el estado es estable o inestable. A
efectos de visualizar méas facilmente la estabilidad los estados estables se imprimen en
negro y los inestables en rojo.

3) Resultados v discusion

3.1) Modelos utilizados

En el transcurso de este trabajo los diferentes estudios se haran en base al “Modelo de
Legewie el al.” de la apoptosis [71] (Seccion 1.8), un “Modulo de activacion” de la
apoptosis, construido en el marco de la presente tesis, y el modelo de “Glicolisis
reducida” del trabajo de Mulukutla et al. [77] (Seccion 1.9) o combinaciones de estos,
para estudiar diferentes aspectos de la via intrinseca de la apoptosis.

3.1.1) Verificaciéon de resultados del modelo de Legewie et al.

Primeramente, se reprodujeron satisfactoriamente los resultados obtenidos en el

trabajo de Legewie et al., tanto las simulaciones temporales como los diagramas de
bifurcacioén (Figura 21).
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Figura 21: Resumen del comportamiento del modelo de Legewie et al. A la izquierda se observa el curso

temporal de la activacion de C3*para diferentes valores de A*tot. A la derecha, tenemos el diagrama de

bifurcacion de €3*vs A*tot donde puede verse claramente que la activacion de la caspasa 3 es biestable
e irreversible (ver las ecuaciones y los valores de pardmetros utilizados en los anexos).
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3.1.2) Modulo de activaciéon

Para lograr entender mejor el funcionamiento de la via intrinseca de la apoptosis,
creamos un “Mdédulo de activacion” de la apoptosis.

En el modelo se incluye, a grandes rasgos, la regulacion de la apoptosis a nivel
mitocondrial (Figura 22). Este médulo responde a diferentes estimulos, (por ejemplo, el
dafio en el DNA) que se reflejan en la aparicion de la proteina BAK, la cual forma poros
en la membrana mitocondrial externa y promueve la liberacion de proteinas
proapoptoéticas. En este caso, incluimos al citocromo C (CytC), que forma parte del
apoptosoma y SMAC, una proteina que secuestra al inhibidor de la apoptosis XIAP.
Finalmente, la salida de este modulo es la formacién del complejo Apaf-1+CytC (A¥%),
gue es el responsable de desencadenar la cascada de caspasas.
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DEMANDA METABOLICA

Figura 22: Esquema del Médulo de activacion, disefiado para incorporar la regulacion de la via intrinseca
de la apoptosis por la mitocondria y la influencia sobre el metabolismo energético. CytC: citocromo C;
RCh: cadena respiratoria; A*: Apaf-1+CytC[c]; [{]: especie intramitocondrial, [c] especie citosllica. Las

flechas sélidas representan las reacciones quimicas, doble flecha indica reacciones reversibles y flecha

simple irreversibles. Las flechas punteadas rojas representan interacciones no lineales donde en el
origen se encuentra el activador y al final la reaccion activada. El activador no es consumido durante la
reaccion. Los nimeros solamente representan el niimero de reaccion, se utilizan para ordenarlas y no
tienen un significado.

Adicionalmente, para observar la interaccion de la apoptosis con el metabolismo
energeético, incorporamos el efecto de la activacion de la misma sobre la cadena
respiratoria (RCh). Con este fin, se considero que las proteinas proapoptoticas CytC y
SMAC pueden estar tanto en la mitocondria como en el citosol. En particular, para que
la cadena respiratoria funcione correctamente, el citocromo C debe estar dentro de la
mitocondria. Esta interaccién es representada por el complejo RCh-CytCi. Ademas, se
incorpord una reaccion de demanda metabdlica, que engloba todas las reacciones que
consumen energia dentro de la célula.
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3.1.3) Modelo de Apoptosis Extendida

Al combinar el médulo de activacién con el modelo de Legewie, obtenemos un modelo
de Apoptosis extendida, que contiene la cascada de caspasas, asi como los aspectos
basicos de los mecanismos desencadenantes de la via intrinseca de la apoptosis. En
este caso la velocidad v16 del modelo de Legewie (que representaba la formacién de
A*), es reemplazada por las velocidades v8L (formacion de A* a partir de Apaf-1 y
CytC) y v11L (sintesis y degradacion de Apaf-1).

3.1.4) Verificaciéon de resultados del modelo de glicélisis de Mulukutla et al.

Si bien logramos reproducir cualitativamente los resultados reportados para este
modelo, no se logro llegar a las mismas concentraciones de F16BPc descritas en el
diagrama original del articulo (comparar Figura 20 y 23). El motivo de la discrepancia
es incierto ya que, en principio, utilizamos las mismas leyes de velocidad y los mismos
valores para los pardmetros que los reportados por los autores. Podria deberse a que
en el trabajo se utilizé algun valor para los parametros diferente a los reportados en el
articulo o que se tomo alguna simplificacion extra del modelo que no fue explicitada.
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Figura 23: Diagramas de bifurcacion para el modelo de glicolisis de Mulukutla et al. reducido. A la
izquierda se utiliza la concentracion de fructosa 6P citosolica (F6Pc) como parametro de bifurcacion,
mientras a la derecha, se utiliza la concentracion de ATP citosolico (ATPc) (ver las ecuaciones y los
valores de parametros utilizados en los anexos). Estos diagramas fueron realizados en el presente

trabajo.

Ademas del diagrama de bifurcacion presentado por Mulukutla et al. en su trabajo,
decidimos hacer el mismo analisis, pero para una concentracion de F6Pc compatible
con la biestabilidad y utilizando ATPc como pardmetro de bifurcacion. Podemos
observar que existe biestabilidad para cierto rango de concentraciones de ATPc y
nuevamente podemos asociar los dos estados estables con los modos de alto y bajo
flujo de la glicolisis (Figura 23). Sin embargo, al aumentar la cantidad de ATPc
disponible, el flujo glicolitico disminuye. Esto es coherente con el conocimiento de la
regulacion de la glicdlisis, ya que se sabe que cuando la cantidad de ATP disponible es
baja, la via se activa, y se inhibe al aumentar la concentracién de ATP.

Observando los diagramas de bifurcacion (Figura 23), podemos ver que la transicion
entre un modo de flujo y el otro es reversible (esto puede verse facilmente porque las
curvas no cortan el eje de las ordenadas). Es decir que al disminuir o aumentar el
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parametro de bifurcacion se puede cambiar de un modo a otro. Es importante destacar
gue, si bien el proceso es reversible, el camino para ir del estado de bajo flujo al de alto
flujo es diferente al camino para ir de alto a bajo flujo. En otras palabras, la glicolisis
presenta histéresis.

Este comportamiento parece razonable porque una célula debe ser capaz de cambiar
de un estado a otro en caso de necesitarlo y de manera relativamente rapida. Pero, al
mismo tiempo, no debe ocurrir que se “salte” de un estado al otro por pequefas
fluctuaciones en las concentraciones de metabolitos. En otras palabras, la biestabilidad
parece ser un mecanismo adecuado para permitir la toma de decision a la célula
respecto a su estado energético.

3.1.5) Modelo integrado Apoptosis Metabolismo

Finalmente, el modelo integrado de apoptosis con el metabolismo es un modelo que
incluye la via intrinseca de la apoptosis, asi como los aspectos basicos del
metabolismo energético (cadena respiratoria y glicdlisis). Se compone por el modelo de
Apoptosis Extendida (seccion 3.1.3) al que se le acopla la glicdlisis reducida de
Mulukutla et al. (seccion 1.9). En este caso, se modifican la ecuacion del ATP, a la cual
se le agrega la contribucion de la glicélisis y las velocidades que involucran la
interaccion de A* con C9 (v1, v8, v13, v14), ya que estas pasan a consumir ATP.

3.2) Analisis de estados estacionarios y estabilidad
3.2.1) M6dulo de Activacion

Al analizar los estados estacionarios del médulo de activacion, aisladamente vemos
que es monoestable para todo el rango de BAK considerado (0-10 nM) (Figura 24). A
su vez, podemos apreciar efectivamente que la cantidad de proteinas proapoptoéticas
presentes en el citosol es proporcional a la intensidad del estimulo. Se observa que la
cantidad de complejo RChCytC, que representa la cadena respiratoria activa, no
cambia con A*tot y tampoco lo hace la cantidad de ATP disponible. Esto implica que en
este modulo si bien hay un transporte neto del citocromo C hacia el citosol, no se ve
una disrupcién de la cadena respiratoria. Es decir, la activacion de este modulo por si
mismo no afecta el equilibrio energético de la célula.

28



Steady state behaviour Steady state behaviour Steady state behaviour
; 3.0x10°
10 2.0

2.5x10f
2.0x10°

1.5x10°

o
ATP

MACc
SMACI

1.0x10°

N

500000

BAK BAK BAK

Steady state behaviour Steady state behaviour Steady state behaviour

100 100

80 80

- ., 60 60
210 s -

O

CytCc
A:

20 20

BAK ’ 0 2 i 6 8 10

Figura 24: Diagramas de bifurcacion en funcion de BAK para los once componentes del
sistema. Concentraciones en nM (ver las ecuaciones y los valores de parametros utilizados en los
anexos).

3.2.2) Apoptosis Extendida (en funcién de BAK y A*tot)

Como habiamos mencionado, al combinar el médulo de activaciéon con el modelo de
Legewie et al. obtenemos el modelo de “Apoptosis Extendida”

Se realizo el calculo de los estados estacionarios variando la intensidad del estimulo
apoptotico (en este caso la concentracion de BAK). Puede apreciarse, que el sistema
presenta biestabilidad en todo el rango de concentraciones considerado (Figura 25c).
Se observa claramente que el sistema presenta dos estados estables, uno compatible
con el estado de sobrevida (rama baja) y otro de activacién de la apoptosis (rama alta).
A su vez, la rama inestable (rojo), esta colapsada sobre la rama estable inferior. Esto
podria indicar que la célula tiene cierta predisposicion a morir por apoptosis, ya que la
cuenca de atraccion del estado de sobrevida es mucho menor que la del estado de
muerte. Parece un resultado coherente, ya que, en el mddulo de activacion
incorporado, solo se agregan componentes relacionados con la activacion, siendo XIAP
el Unico inhibidor considerado. En otras palabras, vale la pena recordar que el modelo
tiene cierto sesgo hacia componentes activadores de la apoptosis, mientras en la célula
existe un delicado balance entre proteinas anti y proapoptéticas, que determina el
destino de la célula [27].

Adicionalmente, se realizé el diagrama de bifurcacion para el modelo extendido en
funcion de A*tot (Figura 25b) con el fin de comparar los resultados mas facilmente con
los obtenidos con el modelo de Legewie et al (Figura 25a). En rasgos generales, con el
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modelo de apoptosis extendida se obtienen resultados muy similares a cuando se
utiliza anicamente el modelo de Legewie et al. El sistema es biestable (con un estado
de baja y uno de alta concentracion de caspasa 3 activa) e irreversible en el rango de
parametros considerado. Sin embargo, el valor de caspasa 3 maxima alcanzada por el
Modelo de Apoptosis extendida es menor y el punto de bifurcacion donde el sistema
para de ser biestable a monoestable esta después de los 3 nM. (Figura 25a, b).
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Figura 25: Resultados del analisis de estados estacionarios para el modelo extendido de la apoptosis. (a)
Diagrama de bifurcacion C3* vs A*tot para el modelo de Legewie et al. (b) Diagrama de bifurcacion C3*
vs A*tot para el modelo de apoptosis extendida. (¢) Diagrama de bifurcacion para el modelo de apoptosis
extendida C3* vs BAK. (d) Relacion entre la concentracion de BAK utilizada como estimulo y la
concentracién de A*tot alcanzada. Dado que en el modelo de apoptosis extendida A*tot es una variable
cuyo valor va entre 0 y 3 nM aproximadamente (grafico (d)), el gréafico (b) solo puede graficarse en este
intervalo de valores de A*tot (ver las ecuaciones y los valores de parametros utilizados en los anexos).

Finalmente, analizamos la relacion entre el estimulo por BAK y la concentracién de
A*tot alcanzada (Figura 25d). A diferencia de lo que se observa cuando se estudia el
Médulo de Activacion por separado (Figura 24), la cantidad de A*tot no es proporcional
a la cantidad de BAK. sino que, presentan una relacion de saturacion. En otras
palabras, hay un limite para la respuesta que puede provocar BAK en cuanto a la
activacion de la apoptosis. Esto es bastante razonable, porque se tiene que para los
valores de BAK, considerados, el sistema es biestable, y A*tot siempre se mantiene en
el rango donde para el modelo de Legewie et al. el sistema es biestable. Una
explicaciéon para este limite en cuanto a la produccion de A*. podria ser que a diferencia
de en el moédulo de activacion aislado, en el modelo de apoptosis extendida hay
muchas complejos que requieren a A* para su formacion, haciendo que haya una sola
forma de agregar a A* al pool total, pero muchas formas de degradarlo.
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En resumen, al incorporar el médulo de activacion monoestable al médulo biestable de
la cascada de caspasas, el sistema continda siendo biestable y cualitativamente el
comportamiento de los estados estacionarios se mantiene. Ademas, la incorporacion
de BAK, modifica la estructura de tal manera que el sistema es biestable para un
amplio rango de concentraciones de BAK. Se estudiara mas adelante (seccion 3.5.1), si
la aparente predisposicion del sistema a activar la apoptosis se verifica en los cursos
temporales del sistema.

3.2.3) Simplificacion del modelo de Glicdlisis reducido

Dado que se desea incorporar la glicolisis al modelo de apoptosis extendida, cabe
preguntarse si acaso existe alguna simplificacion del modelo de glicélisis reducido, que
siga manteniendo el comportamiento cualitativo del modelo original, pero que sea
matematicamente mas simple.

Entre otras cosas, nos interesa conservar la biestabilidad de la glicolisis para observar
gué ocurre con la estabilidad de los estados al combinarla con otros modulos biestables
0 monoestables.

“«_.n

Para ello, decidimos reducir el exponente “n” en la ley de velocidad rPFK. Este
parametro, da cuenta de la cooperatividad y las interacciones alostéricas de la enzima
fosfofructoquinasa 1. El motivo para elegir este parametro es que la fuerte no linealidad
de dicha ecuacién, causada principalmente por el exponente, dificulta mucho la
resolucién del sistema, en particular cuando se combina con otros moédulos, como se
vera mas adelante.

Al repetir los célculos en estado estacionario para diferentes valores de n, se obtuvo
gue para n = 3, se mantiene la biestabilidad de la glicélisis, como puede apreciarse en
la Figura 26. Cualitativamente, se mantiene el comportamiento observado cuando n =
4, pero en un rango mas acotado. Ademas, se alcanzan valores similares de flujo por
rPFK. Sin embargo, al analizar el sistema para n =2, si bien se mantiene la
biestabilidad en un rango muy pequefio de valores de F6Pc, esta desaparece cuando
se estudia la estabilidad en funcion de ATPc (Figura 27). Finalmente, al llevar n = 1, la
biestabilidad desaparece por completo (Figura 28).
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Figura 26: n=3
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Como conclusién, podemos decir que se puede reducir el valor de n de 4 a 3,
manteniendo las caracteristicas generales del modelo original, lo que permite reducir
apreciablemente el tiempo de calculo para el modelo integrado (ver siguiente seccion).
Aproximadamente, se pasa de 120 minutos por punto a 55 minutos.

3.2.4) Modelo integrado

Como se dijo anteriormente, el modelo integrado incluye el modelo de Legewie et al, el
mddulo de activacion y el modelo de glicolisis reducido de Mulukutla et al. A pesar de
que al incorporar la glicélisis a la apoptosis extendida solo se afiade una ecuacién
diferencial, la complejidad al resolver el sistema aumenta enormemente. Esto se debe
principalmente, a la fuerte no linealidad de las leyes de velocidad de la glicolisis, en
particular, la de la fosfofructoquinasa 1 (rPFK). Computacionalmente hablando, se
pasa de un tiempo de céalculo de unos cuantos minutos para obtener el diagrama, a
alrededor de tres horas para obtener cada punto. Esto hace que para obtener un
diagrama de bifurcacion con una cantidad razonable de puntos se requieren al menos
cuatro dias de calculo.
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Interpretacion de la multiestabilidad
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Figura 29: Diagrama de bifurcacion para el Modelo integrado (que considera le médulo de activacion, el
modelo de Legewie et al y la glicélisis reducida de Mulukutla et al). Ver las ecuaciones y los valores de
parametros utilizados en los anexos.

Al realizar el diagrama de bifurcacién correspondiente, en el rango de BAK entre 0y 3,
se obtienen un total de 9 estados estacionarios para cada valor del parametro. Sin
embargo, las distintas variables del sistema s6lo adoptan un maximo de tres valores de
concentracion diferentes para un valor dado de BAK (Figura 29). Observando la Figura
30, vemos que efectivamente las variables del sistema pueden tomar solo tres valores
estacionarios, a pesar de que el sistema presenta nueve estados.
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Figura 30: Grafico de las concentraciones de las variables. Se muestran los resultados para C3* como
representante del médulo de apoptosis y para F16BPc como componente de la glicélisis.

Como se mostrd en las secciones anteriores, tanto el modelo de apoptosis extendida
como la glicdlisis reducida presentan biestabilidad para cierto rango de parametros.
Ademas, ambos modulos presentan pocas conexiones entre ellos. Por lo tanto, es
posible que los modulos de glicolisis y apoptosis se comporten de manera
relativamente independiente al llegar al estado estacionario. Y la multiplicacién de los
estados estacionarios, se deberia a una combinacion entre los estados estacionarios

de ambos maddulos.
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Tabla 1: Resultados obtenidos a partir del calculo de los estados estacionarios para dos de los valores
de BAK utlizados en las simulaciones. Pude apreciarse claramente que para cada valor de
concentraciéon posible de C3* hay tres valores posibles de concentraciéon para F16BP y viceversa. El
color verde implica el estado de baja concentracion, azul/celeste de alta y rojo el estado inestable

BAK C3a F16BPc
0 0,058356
0 0,058356 2517419
0 0,058356 32694767
0 7,162475
0 7,162475 2517419
0 7,162475 32694767
0 48,14328
0 48,14328 2517419
0 48,14328 32694767
0,06 69,92703
0,06 69,92703 2335321
0,06 69,92703 32696787
0,06 4,391683
0,06 4,391683 2335321
0,06 4,391683 32696787
0,06 0,087936
0,06 0,087936 2335321
0,06 0,087936 32696787

Esto puede observarse en las tablas de datos obtenidas a partir del analisis de estado
estacionario del sistema. Se observan claramente para cada valor de parametro (BAK)
nueve estados posibles, pero que cada variable solo toma tres valores distintos. Sin
embargo, puede verse en la Tabla 1, que para cada valor de C3* (variable
desencadenante de la apoptosis), existen tres valores posibles de F16BPc, (variable
representativa de la glicdlisis) y viceversa.

Lo mismo puede observarse en los graficos de la Figura 31, donde, si para cada uno de
los estados de C3* se grafican los valores de F16BPc, se obtienen curvas con
biestabilidad para los tres valores estacionarios posibles para C3*. Lo mismo ocurre si
se grafican los estados posibles de C3* para cada uno de los valores de F16BP.

Como conclusion, podemos decir efectivamente que la multiplicacion de estados
estacionarios en el Modelo integrado, puede explicarse por la combinatoria de los
estados estacionarios de la glicdlisis y los de la apoptosis. Desde el punto de vista del
funcionamiento celular, lo que nos va a interesar principlamente son los estados
estables, ya que los inestables son empiricamente inobservables debido a las
fluctuaciones de las concentraciones celulares. Entonces, dado que los modulos de
glicolisis operan de manera independiente, podemos pensar que el sistema puede
operar de tal manera que haya apoptosis activa con flujo alto o bajo de la glicélisis, asi
como apoptosis inactiva, con flujo alto o bajo de la glicdlisis. Esto se ve reflejado en la
tabla 1, donde vemos que para cada valor del parametro, hay un total de cuatro
estados que son combinaciones de estados estables, y que por tanto son estables.
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Figura 31: A la izquierda, vemos como para cada estado de concentracién de C3*, existen tres valores
posibles de concentracion para F16BPc. A la derecha, se aprecia como ocurre algo analogo. Cuando se
toma cada uno de los estados de de concentracion de F16BPc, se observan tres estados posibles para

C3*,

3.3) Estudio de la irreversibilidad de la apoptosis
3.3.1) Modelo de apoptosis de Legewie et al.

Uno de los principales objetivos del trabajo, es entender el punto de no retorno y la
reversibilidad en la apoptosis. Entonces, estudiamos qué ocurre con la cantidad y
estabilidad de los estados estacionarios cuando el estimulo apoptético es cero. Si,
cuando el estimulo apoptético es cero, el sistema es biestable o presenta un Unico
estado de alto valor de C3*, la apoptosis es irreversible. Notar que esto implica que
luego de desaparecido el estimulo apoptotico, seguira habiendo caspasa activa en la
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célula. Entonces, para este modelo, la apoptosis seguiria activa, haciéndola de cierto
modo irreversible.

De manera de tener un costo computacional razonable, inicialmente se decidio aplicar
el analisis sobre modelo de Legewie, realizando diagramas de bifurcacion para cada
uno de los pardmetros del modelo en A*tot=0.

Al realizar el analisis de los parametros del sistema, en la mayoria de los casos, variar
el parametro, multiplicandolo y dividiéndolo por 10, no tiene un efecto apreciable sobre
el comportamiento estacionario del sistema (Figura 32). Esto implicaria que no seria
posible modular el comportamiento del sistema a través de estos parametros. Si lo
vemos con un ejemplo mas practico, supongamos que la apoptosis esta activa en una
célula y luego de desaparecido el estimulo, la misma intenta revertir el proceso de
muerte. Entonces, podria intentar, por ejemplo, aumentar la inhibicién sobre el
complejo apoptético A*C9* via XIAP (aumentando k12) y promoviendo la degradacién
del complejo A*C9*X (aumentando k28), de esta forma depletando el pool de moléculas
activadores. Sin embargo, en base a este analisis, estas acciones no tendrian ningun
efecto sobre el nivel de activacion, ya que no afectarian el comportamiento estacionario
en A*tot=0.

Steady state behaviour
50¢ i ' ]

401}

30}

C3a

20}

Figura 32: Diagrama de bifurcacion genérico para los parametros cuya variacion no afecta
significativamente el comportamiento del sistema en el estado estacionario. Este corresponde a los
parametros: k1, k1r, k3, k5, k7, k8, k8r, k9r, k10, k10r, k12, k12r, k13, k13r, k14, k14r, k16, k16r, k20,
k21, k27, k28. Para las constantes k9, k11r y k25, si bien hay pequefias variaciones en los valores en
estado estacionario, al igual que para las constantes mencionadas anteriormente, para todo el rango de
valores, el sistema es biestable.

Sin embargo, un grupo de 15 parametros afecta el comportamiento estacionario
cuando se modifica su valor. A su vez, dentro de estos parametros pueden observarse
distintos comportamientos dependiendo de si se aumenta o disminuye su valor.

3.3.2) Parametros que al aumentar su valor presentan un Unico estado
estacionario de alto valor de C3* para A*iot = 0.

Existen dos parametros, k2 y k18, para los cuales, al aumentar su valor, se obtiene un
unico estado estacionario de alto valor de C3* (Figura 33). Es decir, si se aumentan lo
suficiente estos pardmetros, puede asegurarse que la apoptosis serd irreversible
(Figura 34), aun frente a grandes fluctuaciones de las concentraciones de caspasas.
Estos resultados son bastante razonables, ya que k2 es la tasa de una de las
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reacciones de activacion de C3 y k18 es la tasa de degradacion de XIAP. Esto implica
que aumentar el valor de estos parametro, deberia tener un efecto proapoptoético, lo
gue se evidencia claramente en los diagramas Figuras 33 y 34, donde vemos que,
aumentando por ejemplo k2, lleva a tener un unico estado estacionario de alto valor de
C3*.
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Figura 33: Diagramas de bifurcacién para los parametros que permiten obtener un Gnico estado
estacionario de alto valor de C3* al aumentar su valor.
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Figura 34: Diagrama de bifurcacion en funcion de k2 vs Diagrama de bifurcacién en funcién de A*tot.
Vemos que para valores altos de este parametro, existe un Unico estado estacionario, que tiene un alto
valor de C3* en A*tot=0 (izquierda). Si utilizamos un valor de k2 alto en el diagrama de bifurcacion en
funcion de A*tot, la activacion de la apoptosis pasa a ser inevitable (derecha)

3.3.3) Parametros que al disminuir su valor presentan un uUnico estado
estacionario de bajo valor de C3* para A*it= 0.

Para las constantes cinéticas k4, k6, k15 y k24, cuando se disminuye su valor, se ve
como a partir de cierto punto, el sistema presenta un Unico estado estacionario de bajo
valor de C3* (Figura 35). Esto implica que, si por algin mecanismo alguno de estos
cuatro parametros se viera disminuido lo suficiente, esto haria que la apoptosis dejara
de ser irreversible.

Que haya un uUnico estado estacionario de bajo valor de C3* en A*tot cero o muy bajo,
implica que la desaparicion del estimulo luego de un cierto tiempo hace que la
concentracion de caspasa 3 activa, vuelva a valores cercanos a cero. En otras
palabras, la activacion de C3 seria reversible. Cabe destacar que, desde el punto de
vista fisiol6gico, es importante considerar el tiempo por el cual las caspasas estan
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activas, asi como el tiempo que tardaria en realidad la concentracion en caer. Por
ejemplo, es posible que rapidamente al desaparecer el estimulo, desaparezca C3*.
Pero si esta estuvo presente el suficiente tiempo para que el avance del fenotipo
apoptético no se pueda revertir, la célula probablemente muera. Sin embargo, esto
debe analizarse a partir de los cursos temporales.
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Figura 35: Diagramas de bifurcacion para los parametros que permiten obtener un Unico estado
estacionario de bajo valor de C3* al disminuir su valor. El efecto puede verse més claramente en el
gréfico de k6 (marca azul)

Es coherente que estos parametros tengan esta caracteristica, debido a lo que las
correspondientes reacciones representan en el modelo. Por ejemplo, k4 y k6 son
constantes relacionadas con la activacion de C9 y C3, por lo tanto, tiene sentido que la
disminucién de su valor haga que el sistema tienda hacia un estado de baja caspasa 3
activa. Claramente vemos que cuando se disminuye k6, se observa un Unico estado
estacionario de bajo valor de C3*. Si extrapolamos esta informacion al diagrama de
bifurcacién en funcion de A*tot, vemos que efectivamente al disminuir suficiente el valor
de k6, la apoptosis pasa a ser reversible (Figura 36)
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Figura 36: Diagrama de bifurcacion en funcion de k6 vs Diagrama de bifurcacion en funcién de A*tot.
Vemos que para valores bajos de este parametro, existe un Unico estado estacionario de bajo valor de
C3* en A*tot=0 (izquierda). Si utilizamos un valor de k6 bajo en el diagrama de bifurcacién en funcién de
A*tot, la activacién de la apoptosis pasa a ser reversible (derecha)

3.3.4) Pardmetros que al aumentar su valor presentan un unico estado
estacionario de bajo valor de C3* para A*it= 0.

En este caso, el comportamiento es similar al anterior, con la diferencia de que para
obtener un Unico estado de bajo valor de C3*, el parAmetro debe aumentar su valor.
Las constantes que tienen esta dindmica son k11, ki15r, k17, k22, k23 y k26, y
analogamente a lo que ocurria en el caso anterior, al aumentar lo suficiente cualquiera
de estos parametros, la apoptosis dejaria de ser irreversible (Figura 37). Nuevamente
obtenemos un resultado razonable. Por ejemplo, si aumentamos k23, la tasa de
degradacion de C3* esperamos que esto tenga un efecto antiapoptotico sobre el
sistema. Esto lo vemos claramente en la Figura 37, donde al aumentar k23,
observamos un Unico estado estacionario en A*tot=0, donde la concentracion de C3*
es muy baja.
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Figura 37: Diagrama de bifurcacion para la constante k23 (tasa de degradacién de C3*). Representa el
comportamiento de los pardmetros para los cuales si se aumenta su valor, el sistema pasa a tener un
Unico estado estacionario de bajo valor de C3* (izquierda). A su vez, si utilizamos un valor de k23 alto en
el diagrama de bifurcacién en funcién de A*tot, la activacién de la apoptosis pasa a ser reversible
(derecha)
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3.3.5) Parametros para los cuales tanto para valores altos y bajos, el
sistema presenta un Unico estado estacionario de C3* para A*it= 0.

Finalmente, las constantes cinéticas k17r, k18r y k22r, que corresponden a las tasas de
sintesis de C9, X y C3 presentan un comportamiento doble. Por un lado, para k17r y
k22r tenemos que, si se disminuye su valor, existe un Unico estado estacionario de bajo
valor de C3*. Mientras, si se aumenta su valor, se obtiene un Unico estado estacionario
de alto valor de C3*. Sin embargo, para k18r ocurre lo contrario, al aumentar su valor
se tiene un Unico estado de bajo valor y al disminuirla un Unico estado de alto valor de
C3* (Figura 38).
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Figura 38: Diagramas de bifurcacién correspondientes a los tres parametros con mayor influencia sobre
el comportamiento del sistema (Izquierda). En todos los casos se prob6 aumentar y disminuir por diez el
valor del parametro con respecto al valor de referencia.Valores de referencia: k17r=2e-2; k18r=4e-2;
k22r=2e-1. Los parametros correpondientes a las tasas de sintesis pueden variarse en rangos
razonables y obtener un solo estado estacionario de alto o bajo valor de C3*, asi como biestabilidad. En
el carril central (Centro) de la figura vemos a su vez como modificando los parametros del sistema en el
sentido que indican los diagramas de bifurcacion se puede lograr que la apoptosis sea reversible (en
A*tot=0 hay un Unico estado estacionario de bajo valor de C3*). Se debe aumentar k18r o disminuir k17r
0 k22r. (Derecha) Podemos ver que al variar adecuadamente los parametros la apoptosis pasa a ser
inevitable, disminuyendo k18r o aumentarndo k17r o k22r. Cabe destacar que para obtener los diferentes
comportamientos es suficiente con variar los pardmetros un orden de magnitud 0 menos.

De cierta forma, estos tres parametros son los mas interesantes, ya que cada uno de
ellos individualmente puede variarse para obtener reversibilidad o irreversibilidad en la
activacion de la apoptosis. Por ejemplo, si se logra que para A*tot=0 el sistema
presente un unico estado de alto valor de C3*, esto implicaria que, al desaparecer el
estimulo, seguira habiendo caspasa 3 activa, y por lo tanto que la activacion seria
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inevitable. En suma, puede lograrse que la apoptosis sea irreversible aumentando la
tasa de sintesis de las caspasas 3 6 9, o disminuyendo la tasa de sintesis de XIAP.

Parece razonable que los principales parametros que regulan la activacion de la
apoptosis sean la tasa de sintesis de las caspasas y la del inhibidor XIAP. Puede
pensarse que la regulacién sobre las constantes cinéticas se relaciona con la
regulacion de la expresion génica de la apoptosis. De esta forma, tiene sentido que se
vea una fuerte regulacién a nivel de la tasa de sintesis de los principales componentes
de la via intrinseca de la apoptosis, independientemente de a qué nivel de la expresion
génica ocurre. Cabe destacar, que los niveles intracelulares de una proteina en
particular, depende globalmente de su tasa de sintesis. En general, uno de los niveles
de regulacién principales en la expresion de proteinas es la regulacion de la tasa de
transcripcion de su mensajero. Por lo tanto, si bien la tasa de sintesis puede ser
regulada a muchos niveles (por ejemplo, transporte y modificaciones
postranscripcionales del mensajero, tasa de transcripcion, modificaciones
postraduccionales, degradacion, y mas) una buena aproximacién para estudiar los
niveles de proteina celulares es estudiar la regulaciéon de la transcripcion.

3.3.6) Modelo de Apoptosis extendida

Primeramente, se analizaron los parametros correspondientes al médulo de activacion;
k1L, kiLr, k2L, k2Lr, k3L, k3Lr, k4L, k4Lt, k5L, k5Lr, k6L, kéLr, k7L, k7Lr, k8L, k8Lr,
koL, ki0L, k11L, k11Lr. No se encontré que ninguno de ellos tuviera un efecto si se
multiplica o divide por diez su valor. Es decir, se obtiene un diagrama de bifurcaciéon
genérico analogo al de la seccion 3.3.1 (Figura 32). Es decir, la regulacion de la
reversibilidad de la apoptosis esta concentrada en el médulo correspondiente al modelo
de Legewie et al.

A su vez, los parametros que no presentaban efecto para el modelo de Legewie et al.
(mencionados en la seccion 3.3.1) tampoco parecen tener efectos significativos cuando
se incorpora el médulo de activacion.

Finalmente, el conjunto de 15 pardmetros que tienen efecto sobre el comportamiento
estacionario del sistema, tienen el mismo efecto cualitativo y un efecto cuantitativo muy
similar al observado en el modelo de Legewie et al. En otras palabras, si bien se
incorporan varios componentes reguladores de la apoptosis, la mayor sensibilidad del
sistema sigue estando en las tasas de sintesis de sus componentes basicos, las
caspasas 3y 9, y XIAP.

3.3.7) Anédlisis de cursos temporales

Para continuar con el estudio, nos centramos en las constantes cinéticas cuya variacion
logra que el sistema presente un Unico estado de bajo valor de C3* ya que estas
pueden revelar mecanismos para lograr que la apoptosis sea reversible.

La idea de utilizar cursos temporales fue partir del estado de C3* alta, que se obtiene

de los diagramas de bifurcacion, y simular que ocurre si en un tiempo determinado, se
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varia el valor del parametro. En otras palabras, determinar si variando el parametro
elegido de la manera que corresponda, se logra que el sistema evolucione hacia un
estado de C3* baja. El protocolo consiste en comenzar la simulacién con todas las
variables en un valor de concentracion compatible con el estado de activacion de la
apoptosis. En cierto momento, un parametro elegido es modificado y se observa la
evolucion temporal del sistema en respuesta a dicha perturbacion. Si la variacion del
parametro logra sacar al sistema del estado de C3* alto, implica que modular ese
parametro seria Gtil para revertir la activacion.

De los parametros considerados, la mayoria no logran el efecto deseado, ya sea
porgue no tienen efecto o porque se requiere una gran variacion para ver efectos
moderados (Figura 39, 40). Por ejemplo, vemos que disminuir la producciéon de C3*
(disminuyendo k4 y k6 drasticamente) no tiene ningun efecto sobre el estado del
sistema (Figura 39).

Sin embargo, para las constantes k17r, k18r, k22, k22r, k23, k26, se ve que al variar su
valor un orden de magnitud, tienen un efecto significativo y al variarlo mas, se logra que
el sistema evolucione de un alto valor de C3* a casi cero (Figura 41). Esto es muy
interesante. Primero, recordemos que k17r es la tasa de sintesis de C9, k18 la tasa de
sintesis de X y k22r la tasa de sintesis de C3. Ademas, tenemos que k22 es la tasas de
degradacion de C3, k23 es la tasa de degradacion de C3* y k26 la tasa de degradacion
de C9*. Es decir, que nuevamente la mejor manera de modular la reversibilidad de la
activacion de la apoptosis parece ser regular las tasas de sintesis y degradaciéon de sus
principales componentes.

Tal y como se apreciaba a partir de los diagramas de bifurcacién, el mayor efecto lo
causan las constantes k17r, k18r y k22r. Entonces, podemos concluir que una forma
gue el sistema tiene de hacer que la apoptosis sea reversible o irreversible, es ajustar
las tasas de sintesis de los principales componentes de la via, es decir, caspasas 3y 9,
y XIAP
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Figura 39: Cursos temporales para paramteros cuya variacion no afecta apreciablemente la
concentracién de C3. Para obtener estos graficos, se utiliza como condicion inicial el estado estacionario
alto para todas las variables y al comenzar la simulacion se cambia el valor del parametro
correspondiente desde su valor de referencia al indicado en la gréfica. Se observa qué ocurre con la
concentraciéon de caspasa 3 activa a lo largo del tiempo. Valores de referencia de los parametros k4=2e-
4 k6=5e-5; k24=1e-3; A*tot=10.
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Figura 40: Parametros cuya variacion logra disminuir la concentracion de C3*, pero se requiere un
cambio de varios 6rdenes de magnitud. Para obtener las curvas se utilizé un procedimiento analogo al
detallado en la Figura 39. Valores de referencia de los parametros: k11=1e-3; k15=3e-3; k15r=1e-3;
k17=1e-3; A*tot=10.
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Figura 41: Parametros cuya variacién de uno o dos 6rdenes de magnitud logra una caida significativa en
la concentracién de C3*. Una variacion mayor hace que la concentracion caiga a cero. Para obtener las
curvas se utilizé un procedimiento analogo al detallado en la Figura 39. Valores de referencia de los
parametros: k17r=2e-2; k18r=4e-2; k22=1e-3; k22r=2e-1; k23=1e-3; k26=1e-3; A*tot=10.

3.4) Regulacién transcripcional via E2F

En funcion de los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos estudiar la
regulacion de las tasas de sintesis de los componentes de la apoptosis, en particular a
nivel transcripcional. Como se mencioné anteriormente, ademés de sus efectos sobre
la progresion del ciclo celular, el factor de transcripcion E2F tiene dos mecanismos
principales de regulacion sobre la activacion de la apoptosis. Por un lado, afecta la
produccion de las caspasas 3y 9, y de Apaf-1 al regular la tasa de transcripcion de sus
respectivos mensajeros. Por otro, afecta indirectamente la activacion de la via
intrinseca al promover la activacién de p53, via la activaciéon de ARF, inhibidor de
Mdm2, que a su vez es un inhibidor de p53. Por lo tanto, decidimos incorporar en el
modelo el efecto activador de E2F, para analizar como afecta la reversibilidad de la
apoptosis.

3.4.1) Efecto de E2F sobre la sintesis de elementos de la apoptosis

En primer lugar, se decidi6 incluir el efecto de E2F sobre la sintesis de caspasas,
considerando a E2F y a BAK como parametros del sistema, que representan la
intensidad del estimulo apoptético. Para incorporar la regulacion sobre la tasa de
sintesis de las caspasas, se decidio incorporar E2F en las constantes de k11Lr, k17ry
k22r, de acuerdo con las siguientes relaciones:

kiir = ky1ir°- (1 4 aq1pr. E2F)
ki7r = ki7,°. (1 4 ay7,. E2F)

Kooy = ka2r®. (1 + aap. E2F)

44



donde ky1.,°, k17,°, k22,° son los valores de las constantes cuando la concentracion de
E2F es cero. Representan valores de las constantes para los cuales el modelo de
Legewie et al. tiene un Unico estado estacionario de bajo valor de C3*. a;1;,, Q17 A2y
son pardmetros que representan la “intensidad” de la regulacién, o sea, cuanto mayor
sea su valor, mayor serd la sensibilidad de la constante a variaciones en la
concentracion de E2F. Como en principio no tenemos motivo para decir que hay una
sensibilidad diferencial, para todos los “a” se tomo valor 1.

Steady state behaviour

o | [e ] ‘
i i “}
%

k17r

k22r

BAK BAK
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Figura 42: Efecto de la regulacion de las tasas de sintesis de los componentes de la apoptosis. Las tres
graficas superiores corresponden a regular solamente k,,;,, las tres intermedias solamente k,, y las
tres inferiores solamente k,,,. k,;., cOrresponde a la tasa de sintesis de Apaf-1, k,,, a la de caspasa 9
y k,,, ala de caspasa 3.

Por un lado, se estudio lo que ocurria si se afectaban las tasas de sintesis que regula
E2F de a una a la vez, es decir, dejando las otras en su valor de referencia (valores
reportados en el articulo de Legewie et al.)

Observando los resultados obtenidos (Figura 42), podemos ver que para una misma
intensidad de regulacion de E2F sobre cada una de las tasas de sintesis, el efecto mas
dréstico ocurre cuando se regula la tasa de produccion de caspasa 3 (k,,,). Para esta
tasa, tenemos que para E2F igual a cero o muy bajo hay un anico estado de bajo valor
de C3*, en valores intermedios de E2F hay biestabilidad y para valores altos de E2F un
solo estado de alto valor de C3*.

Se observa un comportamiento similar al regularse la tasa de sintesis de caspasa 9,
pero mucho menos acentuada, ademas de que existe biestabilidad cuando E2F=0.
Finalmente, al regular la tasa de sintesis de Apaf-1, si bien existen variaciones
cuantitativas en cuanto a los valores de los estados estacionarios, cualitativamente se
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mantiene un comportamiento biestable para los valores de E2F y el rango de
concentraciones de BAK considerados. Podemos decir entonces, que a la hora de
regular las tasas de sintesis, el mayor efecto de E2F aparece cuando se regula la tasa
de sintesis de caspasa 3.

Seguidamente, integramos la regulacion de E2F sobre los tres componentes de la
apoptosis al mismo tiempo. Como puede verse en la Figura 43, la regulacién que
ocurre al modular las tres tasas de sintesis simultdneamente es cualitativa vy
cuantitativamente similar a la que se observa cuando se modula Unicamente la sintesis
de caspasa 3.

Finalmente, cuando realizamos el diagrama de bifurcacion en funcion de E2F (Figura
44), regulando las tres tasas de sintesis a la vez, se obtuvo un resultado
cualitativamente similar al diagrama de bifurcacién de C3* en funcién de k22r (tasa de
sintesis de caspasa 3) para el modelo de Legewie et al. (Figura 38). Puede verse,
como se dijo anteriormente, que la activacion de la apoptosis regulada por E2F ocurre
como un switch, donde para valores muy bajos de E2F no hay activacion de caspasas
y para valores altos ocurre una drastica activacion. Cabe destacar que, en este
contexto, el rango de biestabilidad es relativamente acotado. Ademas, la apoptosis
seria un proceso reversible, ya que al desaparecer E2F, la concentracién de caspasa 3
activa caeria a valores cercanos a cero, al menos en términos estacionarios. En la
practica, se debe considerar el factor temporal, entre otras cosas el tiempo que es
necesario que estén activas las caspasas efectivamente para que una célula muera por
apoptosis.

Resumiendo lo observado, tenemos que E2F podria funcionar como un switch, ya que
variaciones razonables de su concentracion permite o no la activacion de la apoptosis.
Ademas, el efecto parece darse principalmente a través de la regulacion de la tasa de
sintesis de caspasa 3.

beha r Ste ate beha

Figura 43: Regulacion simultdnea de la tasa de sintesis de las caspasas 3y 9, y Apaf-1
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Figura 44: Diagrama de bifurcaciéon de C3* vs E2F, con E2F regulando simultdneamente la sintesis de
Apaf-1y las caspasas 3y 9. BAK =1 x 10712 nM

3.4.2) Activacién de BAK

Al igual que se estudio el efecto directo de E2F sobre la sintesis de los componentes
de la apoptosis, se estudi6 el efecto indirecto de E2F sobre BAK. Se utilizd una relacion
sigmoide entre la concentracion de BAK y la de E2F:

Kyopp BAK g E2F™

BAK =
kyiy + E2F™

donde BAK,,,, €s el valor maximo que puede alcanzar BAK vy, k12L, k12Lr y n son
constantes. La eleccién de esta cinética se debe a que en general la regulacion de
factores de trascripcidon es cooperativa, con cinéticas de tipo switch. Decidimos utilizar
n =6 para simular una fuerte cooperatividad positiva para el proceso. Ademas,
incorporar otros detalles mecanisticos, que no estén basados en informacion
experimental, podria complejizar innecesariamente el sistema.

Al realizar el diagrama de bifurcacion, se obtiene que la activacion de la apoptosis en
funcion de E2F es biestable e irreversible (Figura 45).
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Figura 45: Diagrama de Bifurcacion para la activacion de la apoptosis en funcion de E2F. A la izquierda

se muestra el diagrama para C3*, y a la derecha, la relacion sigmoide entre BAK y E2F. Es importante

notar que en esta simulacién no se incluye el efecto de E2F sobre las tasas de sintesis de las caspasas
3y 9, nide Apaf-1.

3.4.3) Regulaciéon doble de E2F sobre los componentes de la apoptosis

A continuacion, realizamos el diagrama de bifurcacion considerando el efecto de E2F
sobre las tasas de sintesis y sobre la aparicion de BAK. Si observamos la Figura 46,
vemos que se obtiene un diagrama de bifurcacion muy similar cualitativa y
cuantitativamente al obtenido cuando se considera solo el efecto de E2F sobre las
tasas sintesis. Nuevamente, vemos un comportamiento en donde, en un rango
relativamente acotado de E2F, puede pasarse de tener un Unico estado de baja
concentraciéon de C3* a un unico estado de alta concentracién de C3*, pasando por una
transicion con biestabilidad. Es interesante destacar que la apoptosis es irreversible
cuando se considera unicamente el efecto de E2F sobre BAK (Figura 45), pero cuando
se considera también el efecto de E2F sobre las tasas de sintesis, pasa a ser

reversible.

Podemos concluir que, al menos de la manera en que esta planteado el modelo, el
mecanismo de regulacion més fuerte ocurre a nivel de la sintesis de los componentes
de la via intrinseca. Particularmente, parece que el mayor efecto se da a nivel de la
caspasa 3. Si pensamos en la logica de los mecanismos de regulacion, parece
razonable que exista una potente regulaciéon a nivel de la caspasa 3, ya que es la

proteina que efectivamente ejecuta el programa de muerte, siendo el punto de
convergencia de las diferentes vias de activacién de la apoptosis. Adicionalmente,

parece razonable tener una fuerte regulacién sobre las tasas de sintesis, ya que esto
determina los niveles de caspasas y otros componentes de la apoptosis disponibles

para la activacion.
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Figura 46: Diagrama de bifurcacion para el modelo de apoptosis extendido regulado por E2F. Se
considera el efecto tanto sobre la sintesis de las caspasas 3y 9, y de Apaf-1, asi como sobre BAK.

3.5) Simulacioén de dinamicas temporales

Para comprender mejor el funcionamiento de la via intrinseca de la apoptosis,
realizamos cursos temporales para la activacion de la apoptosis. El objetivo de este
analisis es determinar qué parametros de las sefales de muerte (intensidad, duracion,
etc.) determinan las caracteristicas de la respuesta apoptética (duracion, retardo,
cinética de activacion, reversibilidad, etc.)

Utilizamos como referencia el curso temporal obtenido por Legewie et al [71], cuyo
resultado se aprecia en la Figura 47. Podemos ver que la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis en este modelo presenta una cinética de switch, donde cuando la
cantidad de caspasa 3 activa alcanza un cierto umbral, la activacion se dispara.
Ademas, vemos que la intensidad del estimulo (dada por la concentracién de A*tot)
determina el tiempo que lleva la activacion y el valor maximo de concentracion de C3*
alcanzado. En particular, a menos intensidad del estimulo, se observa un retardo mas
prolongado y el nivel de activacién alcanzado es menor.
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Figura 47: Reproduccién de los cursos temporales obtenidos en el trabajo de Legewie et al. [71]. Se
grafica la evolucién temporal de la concentracién de la caspasa 3 activa. A la izquierda de cada curva se
indica la concentracion de A*tot utilizada en la simulacién (la cual representa la intensidad del estimulo
apoptotico)

3.5.1) Apoptosis Extendida- BAK como parametro

Inicialmente realizamos los cursos temporales correspondientes al modelo de
Apoptosis extendida, donde BAK se toma como parametro y es el Unico elemento que
representa la sefal de muerte. Entonces, se simularon los cursos temporales variando
tanto la concentracion de BAK como la concentracion inicial de C3*.

Al variar la concentracion de C3* inicial se observé que para bajos valores de
concentracion, el sistema evoluciona hacia un estado de [C3a] = 0. Sin embargo,
cuando la concentracion inicial supera cierto umbral, el sistema queda confinado a un
estado de alto valor de C3*. Este resultado implica que, en este modelo, luego de
alcanzar el estado de activacion, este no puede revertirse. Entonces, la apoptosis seria
irreversible, en concordancia con lo que muestran los diagramas de bifurcacion
mostrados anteriormente.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos estudiando los estados estacionarios
del sistema, lo esperable seria que, si se fija la concentracion de C3 en un valor
cercano a cero y se toman diferentes valores para BAK, que el sistema pudiera
alcanzar dos estados. Uno de alto valor de C3* compatible con la muerte por apoptosis
y otro de bajo valor de C3* compatible con la sobrevida.
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Figura 48: Cursos temporales para la activacion de la caspasa 3. A la izquierda se muestra el resultado
al mantener BAK = 0 y tomar valores de concentracion inicial de C3* entre 0 y 150 nM, con intervalos de
10. Puede apreciarse claramente que el sistema puede alcanzar dos estados estacionarios estables
dependiendo de la concentracion inicial. A la derecha se muestra la simulacion temporal fijando [C3a]; =
0 y tomando diferentes valores de BAK entre 0 y 100 nM, también con intervalos de 10. En este caso el
sistema solo logra alcanzar estados de concentracion baja de C3*.

Sin embargo, tal y como se observa en la Figura 48, independientemente del valor de
BAK utilizado como estimulo, no se logra evidenciar activacion de la apoptosis. Este
resultado parece contradecirse a lo observado en los diagramas de bifurcacion, en
donde se ve claramente que para todos los valores de BAK, es posible alcanzar ambos
estados estables. Este resultado implica que, para este sistema, no es posible
desencadenar la apoptosis partiendo de concentraciones de caspasa cercanas a cero,
independientemente de la intensidad del estimulo. En otras palabras, en estas
condiciones el modelo no seria capaz de describir la activacion de la apoptosis, ya que
no permite que la caspasa 3 se active cuando se parte de concentraciones bajas de
C3* (condicion en la cual normalmente se inicia la apoptosis en una célula)

Entonces, ¢cual es el motivo de esta discrepancia? Un motivo razonable podria ser que
el diagrama de bifurcacion no considera el factor temporal en la activacion. Por lo tanto,
podria ocurrir que las moléculas activadoras que se generan frente a la sefial de BAK,
A*, C9a, A*C9, A*C9*, que son las encargadas de activar la caspasa 3, sean
degradadas antes de que la concentracion de C3* alcance cierto umbral. Esto
significaria, dicho cuantitativamente, que las condiciones iniciales de todas las variables
son importantes a la hora de definir hacia qué estado evoluciona el sistema. En
particular, los condiciones iniciales de las moléculas derivadas de C9. Este fendmeno
podria explicarse debido a que desde que se produce el estimulo por BAK, hasta que
se genera A* suficiente, existe un cierto retardo. Y es probable que en ese tiempo se
degrade la caspasa 9 disponible, antes de generar especies activadoras. Entonces si
se genera una pequefia cantidad de moléculas derivadas de C9, logra desencadenarse
la activacion en una escala de tiempo razonable.

51



Un ejemplo de esto es el resultado observado en la Figura 49. Si bien parte de una
concentracion razonable de C9 y ademas se genera la cantidad esperada de A*, no se
observa aparicion de otras especies derivadas de C9 (las cantidades de A*C9, C9a,
A*C9* son despreciables).

Sin embargo, si modificamos la distribucion inicial de las especies derivadas de C9,
haciendo que haya pequefias cantidades de las especies activadoras, vemos que
ocurre la activacion de C3 (Figura 50). A su vez, las concentraciones estacionarias de
A*C9 y A*C9* se estabilizan en valores mucho mas bajos que los que se requiere para
iniciar la activacion. Es interesante el pico que se genera en la concentracion de C9,
mientras que la aparicién de C9* tiene forma de switch.

Esta evidencia apunta a que no solo es importante que los valores de parametros
utilizados sean compatibles con la biestabilidad, sino que las variables deben estar a
cierta distancia del estado estacionario para alcanzarlo. Para observar la activacion de
la apoptosis es necesario que esta ocurra en un marco temporal adecuado, ya que de
otra forma la “potencialidad” del sistema para activarse no se materializa. Es decir, que
hace falta un mecanismo adicional que haga que las especies activadores derivadas de
C9 se produzcan en un marco temporal adecuado.
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Figura 49: Se muestra la simulacién temporal fijando [C3a]; = 0 y tomando diferentes valores de BAK
entre 0 y 100 nM, con intervalos de 10. En este caso, se observa que se alcanza la cantidad esperada de
A*, la forma inactiva de C9 desaparece, pero no se observa la aparicién de especies activadoras como
A*C9, C9* 6 A*C9*.
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Figura 50: Simulacion de los cursos temporales para el modelo de apoptosis extendida con BAK como
parametro. Se mantiene la concentracion total de las especies derivadas de C9 en 20 nM, como
condiciones iniciales, se empieza con 15 nM de C9 vy los restantes 5 nM se distribuye de la siguiente
manera: [C9a]=2 nM; [A*C9]=1.5 nM y [A*C9*]=1.5 nM. Los colores de las curvas corresponden a los
diferentes valores de BAK utilizados. Negro-> BAK=0; Rojo-> BAK=3; Azul-> BAK=10

3.5.2) Apoptosis extendida — BAK modulado por E2F (parametro)

En base a lo expuesto en la seccidn anterior, intentamos determinar si cambiando la
cinética de aparicion del estimulo apoptoético, era posible generar que el sistema
desencadene la apoptosis. Para ello incluimos el efecto indirecto de E2F sobre la
sintesis de BAK. Sin entrar en detalles del mecanismo que media el efecto, se le asigno
a BAK una cinética de activacion cooperativa, utilizando la ecuacion de Hill (ver seccion
3.4.2) y siendo E2F en este caso el pardmetro del sistema que variamos para modificar
la intensidad del estimulo. Sin embargo, en este caso tampoco logra observarse
activacion de caspasa 3 para ningun valor de E2F cuando se parte de un estado de
baja concentracion de C3*, tal y como se aprecia en la Figura 51. Cabe destacar que si
bien la figura muestra el comportamiento hasta E2F=20 se probaron valores de E2F
hasta 1000 nM sin obtener activacion de la apoptosis.

La forma de las curvas, con un pequefio pico inicial que rapidamente se relaja a un
estado de baja concentracion de C3* podria indicar que efectivamente el estimulo de
activacion tiene su efecto, pero de alguna manera este se “disipa” antes de que se
desencadene la apoptosis.
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Figura 51: Simulacion del curso temporal para la activacion de caspasa 3 para el modelo de apoptosis
extendida que ademas considera el efecto de E2F sobre BAK. El color de la curva indica la intensidad
del estimulo aplicado. Azul -> E2F= 0; ; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM. A
la izquierda se muestra la simulacién completa y a la derecha un zoom para los tiempos iniciales.

Puede realizarse un andalisis similar al hecho en la seccidén anterior, para determinar si
efectivamente el motivo por el cual no se observa la activacion predicha por el estudio
de los estados estacionario es la ausencia de moléculas activadoras derivadas de C9.
Observando la Figura 52, vemos un escenario similar al descrito anteriormente. La
caspasa 9 se degrada, pero no se generan concentraciones significativas de moléculas
activadoras derivadas. Y al igual que en el caso anterior, se logra la activacion predicha
por el diagrama de bifurcacion, cambiando las concentraciones iniciales de las
especies derivadas de C9 (Figura 53). Ademas, al haber utilizado un pulso de E2F, en
lugar de mantener su valor constante durante la simulacion, se evidencia que el
proceso de activacion es irreversible.

En suma, podemos ver que no existe en realidad una contradiccion entre los resultados
obtenidos a partir del diagrama de bifurcacion y los cursos temporales, sino que para
alcanzar el estado de activacion, se deben producir moléculas activadoras de la
apoptosis en un tiempo adecuado.
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Figura 52: Simulacion de cursos temporales para la apoptosis extendida, incluyendo la regulacion
indirecta de E2F sobre BAK. Los diferentes colores de las curvas indican la concentracién de E2F
utilizadas: Azul -> E2F= 0; Verde -> E2F=5 nM; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM
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Figura 53: Simulacion de cursos temporales para el modelo de apoptosis extendida con la regulacion de
E2F sobre BAK. Se mantiene la concentracion total de las especies derivadas de C9 en 20 nM, como
condiciones iniciales, se empieza con 15 nM de C9 y los restantes 5 nM se distribuye de la siguiente
manera: [C9a]=2 nM; [A*C9]=1.5 nM y [A*C9*]=1.5 nM En todos los casos se utiliz6 un pulso de E2F=20
nM, variando la duracién de dicho pulso (dt). Verde-> di=14400 s; Azul-> dt=10800 s; Rojo-> dt=7200 s;
Negro-> dt=3600s
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3.5.3) Apoptosis extendida-Regulaciéon de la sintesis de caspasas por E2F

Por otro lado, estudiamos el efecto de E2F sobre la sintesis de las caspasas y su
incidencia sobre el curso temporal de la activacion. En este caso no se incluyo la
interaccion de E2F sobre BAK (BAK fue tomado como parametro). El tiempo necesario
para que se desencadene la activacion de la caspasa 3 y la concentracion méxima de
caspasa activa alcanzada depende del valor de E2F. Efectivamente, cuanto mayor es
la concentracién utilizada (mayor intensidad del estimulo), la activacion ocurre mas
rapidamente y la concentracion de C3* alcanzada es mayor (Figura 54)
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Figura 54: Simulacion del curso temporal para el modelo de Apoptosis extendida considerando
Unicamente el efecto de E2F sobre la sintesis de caspasas y tomando BAK como parametro. Azul ->
E2F=0; ; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM.

Lo interesante es que si bien en las simulaciones anteriores de los cursos temporales,
BAK no logra desencadenar la apoptosis, su presencia si tiene un efecto sobre la
dinamica de activacion. Si observamos la Figura 54, vemos que cuando pasamos de
BAK=0 a 1.5 nM, la concentracién de C3* alcanzada es mayor y el tiempo necesario
para que se dispare el aumento de concentracion es menor. Sin embargo, BAK no
puede hacer que ocurra la activacion si esta no ocurre por si misma solo con el efecto
de E2F. Es decir, BAK afecta la cinética de la activacion de la apoptosis, pero no es el

factor que define si esta ocurre o0 no.

Si ademas analizamos un poco mas profundamente los resultados obtenidos en esta
simulacion para los otros componentes del sistema, podremos entender un poco mejor
los mecanismos utilizados tanto por BAK como por E2F para desencadenar la
apoptosis.

Fijando BAK en 0 y variando Unicamente E2F, vemos que la activacion de la apoptosis
ocurre por la aparicion de C3* y C9* de manera directa. Pero no se observan especies
activadoras intermedias como A*, A*C9 y A*C9* como se aprecia en la Figura 55. Es
decir que la activacion se da por la influencia directa de E2F sobre las tasas de sintesis
de las caspasas 3y 9.
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Al afhadir BAK=1,5 nM, si bien este no afecta la cantidad de E2F minima necesaria para
la activacion, si permite que esta ocurra mas rapidamente y alcance valores mayores
de C3*. Si observamos los graficos para las otras variables, vemos que al afiadir BAK
aparecen las especies activadoras A*, A*C9 y A*C9*, que parecerian ser las
mediadoras del efecto de BAK sobre el sistema (Figura 56).
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Figura 55: Simulacion del curso temporal para el modelo de Apoptosis extendida considerando
Unicamente el efecto de E2F sobre la sintesis de caspasas y tomando BAK=0. Azul -> E2F= 0;
; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM.

Como conclusion, diriamos que E2F actua principalmente modulando las tasas de
sintesis de las caspasas 3 y 9, mientras BAK estimula la activacion via la formacién de
A* y los diferentes bucles de retroalimentacién en los que participa C9.
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Figura 56: Simulacion del curso temporal para el modelo de Apoptosis extendida considerando
Unicamente el efecto de E2F sobre la sintesis de caspasas y tomando BAK=1.5. Azul -> E2F= 0;
; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM.

3.5.4) Apoptosis extendida-Regulacion completa via E2F

A continuacion, se incorporaron los dos efectos de E2F sobre el sistema: la regulacién
de la sintesis de las moléculas involucradas en la via intrinseca de la apoptosis (C3, C9
y Apaf-1) y su activacion indirecta sobre BAK. En este caso podemos ver que el
resultado obtenido es cualitativa y cuantitativamente igual al obtenido cuando se
considera solo el efecto sobre las caspasas (Figura 57).

Claramente puede apreciarse en el grafico de la derecha, como al aumentar la
concentracion de E2F, utilizada como estimulo, se alcanza un mayor nivel de caspasa
3 activa, mientras se reduce al retardo entre el momento de la aplicacion del estimulo y
cuando se dispara el aumento en la concentracién de C3*. Vemos que la intensidad de
la respuesta apoptoética depende de la intensidad del estimulo aplicado. Ademas, el
mecanismo que parece dominar la dinamica de activacibn en este modulo es la
regulacion directa sobre la tasa de sintesis de caspasa 3 por E2F.
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Figura 57: Simulacion del curso temporal de activacion de C3 variando la intensidad del estimulo
utilizado. A la izquierda se muestra el resultado para algunos valores de E2F (Azul -> E2F= 0;

; Rojo -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM). A la derecha aparece la simulacién para
concentraciones crecientes de E2F (sefialado por la flecha roja) entre 0 y 20 en pasos de 1. Para los
tiempos considerados en esta simulacién (en funcion de los tiempos que son relevantes desde el punto
de vista bioldgico), la apoptosis se desencadena para E2F = 12 nM.

3.5.5) Utilizacion de pulsos de E2F

Para entender mejor la dindmica de la activacion cuando se toma la regulacién de E2F

sobre las tasas de sintesis y sobre BAK al mismo tiempo, se utilizaron pulsos diferentes
de E2F.

Pulso escalén

Para utilizar un pulso escalon, simplemente se utiliza una funcion escalén donde a
partir de un tiempo t, la cantidad de E2F pasa de 0 a un valor maximo que se mantiene

durante el resto de la simulacion. En otras palabras, E2F tiene el siguiente
comportamiento temporal

0, o<t<r

E2F = {EZFmax' o1
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Figura 58: Simulacion de curso temporal para la activacién de caspasa 3 en el modelo de apoptosis
extendida con la regulacién completa via E2F. Se utilizan concentraciones de E2F,,,, crecientes entre 10
y 20 nM, con intervalos de 2. Tau=3600 s

Al igual que cuando se fija E2F en una concentracion, al utilizar pulsos escalon
crecientes de E2F como estimulo, aumenta al valor de concentracion de C3* alcanzado
y disminuye el tiempo necesario para que se desencadene la activacion. Se observa
ademés que cuando se utiliza E2E,,, = 12 nM, se alcanza un valor maximo de C3*
similar a los que se observan en el modelo de Legewie at al, de alrededor de 140 nM
(Figura 58). Pero el tiempo necesario para el que se logre la activacion es
sensiblemente mayor que el que se requiere para alcanzar la activacion para
concentraciones de E2F de entre 14 y 20 nM. Ademas, tal y como se observo
anteriormente, cuando se utilizan concentraciones inferiores a 12 nM, los tiempos
observados crecen enormemente.

Un aspecto destacable es que mas all4 de que existen variaciones, las concentraciones
de A*tot alcanzadas, oscilan entre 2 y 3 nM (Figura 59). Esto es interesante, ya que en
el modelo de Legewie, se utilizan concentraciones de entre 5y 20 nM de A*tot como
estimulo. Daria la impresién de que, en el modelo de apoptosis extendida, cuando se
incorpora a E2F, la activacion de la apoptosis seria principalmente regulada a nivel
transcripcional y no tanto por el apoptosoma. Se deberia investigar que tan verosimil es
este escenario a nivel celular. Es decir, medir la relevancia relativa de regular por un
lado la transcripcion y por otro lado la formacion del apoptosoma sobre la activacion de
la apoptosis.
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Figura 59: Simulacion de curso temporal para el modelo de apoptosis extendida incluyendo la regulacion
completa via E2F. Se observan curvas de distintos colores para los diferentes valores de E2F, 4y
utilizados, Rojo -> E2F= 10 nM; Azul -> E2F= 15 nM; Negro -> E2F=20 nM. A la izquierda se muestra el
grafico de variacion temporal de C3* y a la derecha como varia la cantidad de A*tot. Tau=3600 s

Pulso rectanqular

Para entender mejor el efecto de la duracién de los estimulos, utilizamos un pulso
rectangular. Este pulso es similar a un pulso escaldn, con la diferencia de que la
funcion se mantiene en el valor maximo por un periodo de tiempo limitado. Entonces, el
comportamiento temporal de E2F puede resumirse de la siguiente manera:

0, 0<t<rt
E2F = E2E,,, T <t<T,
0, %) <t

En este caso, variamos tanto la intensidad como la duracién del estimulo. Cuando se
mantiene la duracién constante y se varia la intensidad del estimulo obtenemos
resultados similares a cuando se utiliza el pulso escalén. A mayor intensidad del
estimulo, la activacién ocurre mas rapidamente y se alcanzan niveles mayores de
caspasa 3 activa (Figura 60)
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Figura 60: Simulacion de curso temporal utilizando estimulos de una duracion de 7200 s (2 horas) y
diferente intensidad.

En cambio, al utilizar un pulso rectangular de intensidad constante E2F=20 nM y variar
la duracion del pulso, no cambia ni el tiempo de activacion ni el nivel de C3* alcanzado.
Sin embargo, cuanto mas largo sea el estimulo, la caspasa 3 se mantiene activa por
mas tiempo (Figura 61).

Ambas simulaciones tienen en comun que, independientemente de la intensidad y la
duracién del estimulo, la cantidad de caspasa 3 activa cae abruptamente a 0 cuando el
estimulo desaparece.
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Figura 61: Simulacion de cursos temporales utilizando pulsos rectangulares de E2F de diferente
duracion. Rojo -> di= 3600 s (1 hs); Azul -> dt=7200 s (2 hs); Negro -> dt=10800 s (3 hs)

Que la caspasa activa desaparezca al quitarse el estimulo es coherente con lo
observado en los diagramas de bifurcacion. En todos los casos, si se incorpora el
efecto de E2F sobre la sintesis de caspasas (se tome su efecto sobre BAK 0 no), la
apoptosis pasa a ser reversible. En otras palabras, cuando E2F=0, existe un Gnico
estado estacionario posible, en el cual €3* = 0. Sin embargo, en un contexto de la
fisiologia celular mas amplio que el que abarca el modelo que estamos estudiando, que
desaparezcan las caspasas activas después de cierto tiempo no implica
necesariamente que la célula vaya a sobrevivir. Es probable que si la via intrinseca de
la apoptosis esta activa por suficiente tiempo, cause dafios que sean practicamente
irreversibles. A su vez, aunque las caspasas estén activas mucho tiempo, que la célula
pueda sobrevivir, dependeré de qué otros procesos estan activos.
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Seguidamente, se calculd la relacion entre el retardo observado en la activacion y la
intensidad del estimulo utilizado. Se definié el retardo o lag del sistema como el tiempo
necesario para llegar al 90% de la concentracibn méaxima de C3* alcanzada por el
sistema. Puede verse claramente en la Figura 62 que el lag disminuye al aumentar la
intensidad del estimulo, pero no lo hace indefinidamente. Aparentemente, existe un
tiempo minimo requerido por el sistema para activarse, alrededor de 4000 s (1.4 hs
aproximadamente). Este limite, puede indicar que se necesita un cierto tiempo para
gue se genere las moléculas necesarias para generar la activacién de la apoptosis. Es
decir, como es esperable, existen restricciones fisicas a la velocidad del proceso.
Ademas, como se habia observado anteriormente, cuando se utilizan concentraciones
de E2F inferiores a 12 nM, el tiempo necesario para la activacibn aumenta
enormemente. A su vez, detectamos que para concentraciones de E2F inferiores a 9.5
nM, no se observa activacién en ningin momento. Este valor de E2F coincide con el
punto de bifurcacion en el diagrama de estados estacionarios (Figura 46). A partir de
este, el sistema pasa de una region biestable, a tener un Unico estado estacionario de
alta concentracion de C3*.

30000+

20000+

Lag [s]

10000+

AAAAAAA

E2Fmax [nM]

Figura 62: Grafico del retardo (Lag), expresado en segundos (s), observado en la activacion de la capasa
3 en funcidn de la concentracién de E2F maxima que se le aplica al sistema como estimulo. El retardo
tiende a un valor minimo a medida que el estimulo apoptético aumenta. Ademas, cuando se utilizan
concetraciones de E2F inferiores a 12 nM, el lag crece enormemente

Finalmente se determiné la duracion minima de un estimulo para que el sistema logre
desencadenar la apoptosis. Para ello se calcula en cada caso la concentracién de C3*
mas alta alcanzada en funcion de la duracién del estimulo aplicado, para una
concentracion determinada de E2F. Puede verse que cuanto mayor es la intensidad del
estimulo, menor es el tiempo que se requiere para alcanzar la maxima concentracion
de C3* (mesetas de las curvas sigmoides en la Figura 63). Es decir que aumentar la
concentracion de E2F utilizada, no solo aumenta el valor maximo de C3* posible, sino
gue también reduce el tiempo necesario para alcanzarlo.
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Figura 63: Valor maximo de C3* vs tiempo que actla el estimulo (para dferentes valores de E2F). Se
aprecia que cuanto mayor es E2F, menor es el tiempo para llegar a una concentracién de C3* dada. Por
ejemplo, si E2F=12 nM, para que la concentracion de C3* llegue a 150 nM, se requiere un estimulo de
alrededor de 10000 s (cerca de tres horas), mientras que cuando E2F=20 nM, se requieren unos 2000 s
(un poco mas de media hora).

3.6) Estudio del médulo minimo de activacion de caspasa 3

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, para intentar entender mejor el
papel de cada uno de los componentes que regulan la activacion de la apoptosis,
decidimos reducir el modelo. Para ello eliminamos toda la influencia de moléculas
activadoras, excepto la de E2F sobre la tasa de sintesis de caspasa 3 (ver Figura 64).

Se conservan las leyes de velocidad v15, v18, v22, v23 y v24, y la velocidad vG
colapsa los diferentes mecanismos de activacion de la caspasa 3 en una sola
velocidad.

22 Activacién (G)

—— C3 «—— C3*——
15 18
X—
24

C3'X ——

Figura 64: Core de activacion de caspasa 3. La reaccion de activacion (G) resume en un solo paso las
formas que tiene de activarse C3, permitiendo eliminar los diferentes feedbacks positivos asociados a la
presencia de C9y A*
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Figura 65: Diagrama de bifurcacion en funcion de E2F para las cuatro variables del core de activacion de
caspasa 3. Podemos observar que el sistema es monoestable para todos los valores de E2F
considerados.

Al realizar el estudio de los estados estacionarios del sistema, obtenemos que para
valores de E2F entre 0 y 100 nM, o sea para valores bajos, moderados y altos, el
sistema es monoestable (Figura 65). Es decir, en todos los casos existe un Unico
estado estacionario posible en el cual la apoptosis no se activa. Podemos deducir esto
rapidamente al ver que incluso para estimulos muy intensos, la concentracion de
caspasa activa alcanzada no llega a 1 nM. Se verifico la estabilidad de los estados
estacionarios a través de las simulaciones temporales (Figura 66).
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Figura 66: Simulacion temporal para la aparicion de caspasa 3 activa. A la izquierda se puede ver la
evoluciéon temporal cuando todas las variables excepto C3*inicial estan en su valor estacionario y a la
derecha el resultando cuando ninguna de las variables esta en su valor estacionario al iniciar la
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simulacion. En rojo se marca el estado estacionario y en azul las trayectorias obtenidas a partir de la
perturbacion del mismo. Estado estacionario mostrado: E2F=10nM; X=37.859 nM; C3=217,82 nM;
C3*=0.03769 nM, C3*X=2.1405 nM

Podemos concluir, que si bien existe una activacion directa de E2F sobre la sintesis de
caspasa 3, este efecto por si s6lo no puede superar la inhibicion por XIAP. Si
recordamos los resultados de la seccidén 3.5.3, veiamos que el principal efecto de E2F
para activar la apoptosis era a través de las tasas de sintesis de las caspasas 3y 9, sin
gue se generaran especies activadoras como A*, A*C9, A*C9*. Pero si se observaba
una importante produccion de caspasa 9 activa (C9*). Estos resultados, combinados
con lo obtenido al analizar este core de C3, nos indica que aunque el principal
regulador de este modelo es el efecto de E2F sobre las tasas de sintesis, la
amplificacion via C9 si es necesaria. Esto podemos concluirlo porque en este caso se
utiliza una regulacion igual sobre la tasa de sintesis, pero no se observa la regulacion
tipo switch en la activacion encontrada anteriormente. En resumen, aunque si es cierto
que el efecto de regulaciébn mas fuerte es via la tasa de sintesis de C3, la amplificacion
a través de la caspasa 9 parece tener un rol importante. En principio, parece ser que la
produccion de C9* es necesaria para superar la inhibicién por XIAP de la via intrinseca
de la apoptosis.

4) Conclusiones

En nuestro trabajo, utilizamos metodologias matematicas y computacionales para
estudiar diferentes modelos matematicos de la activacion de la via intrinseca de la
apoptosis. Los objetivos fueron intentar entender mejor los mecanismos de activacion y
caracterizar el punto de no retorno.

Consideramos, principalmente, tres modelos. Por una parte, estudiamos el Modelo de
Apoptosis de Legewie et al. [71], en aspectos que no fueron reportados en la
bibliografia. Ademas, se estudio el modelo de Legewie et al. acoplado a un Mdédulo de
Activacion de la apoptosis (creado en el transcurso de este trabajo). Este incorpora
aspectos basicos de la cadena respiratoria, la demanda metabdlica, la permeabilizacién
mitocondrial y la formacion del apoptosoma, al que denominamos, Modelo de
Apoptosis Extendida. Finalmente, incorporamos el Modelo de Glicélisis Reducida de
Mulukutla et al. [77] al modelo de Apoptosis extendida, obteniendo el Modelo Integrado
de Apoptosis con el metabolismo. Este ultimo, ademas, toma en cuenta el consumo de
ATP por la activacion de la caspasa 9.

Al analizar los estados estacionarios del Modelo de Apoptosis Extendida, obtuvimos
gue se mantiene cualitativamente el comportamiento observado en el Modelo de
Apoptosis de Legewie et al. Es decir, la apoptosis es biestable (presentando dos
estados estables y uno inestable) e irreversible. Si observamos el comportamiento
energético del modelo, vemos cierta disrupcion de la cadena respiratoria, pero la
misma no es total y ademas los niveles de ATP presentan una caida moderada
(graficas no mostrada). Estos resultados son consistentes con los obtenidos estudiando
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el Mddulo de Activacion aisladamente, el cual presentd un comportamiento
monoestable y lineal.

El Modelo Integrado de Apoptosis, que incluye la glicdlisis, puede presentar hasta
nueve estados estacionarios. Sin embargo, al analizar los diferentes estados obtenidos,
se constaté que las variables pueden tener como maximo tres valores posibles. Esto
indica, que los estados obtenidos corresponden a la combinacion de los estados
estacionarios de la glicdlisis con los estados estacionarios de la apoptosis. Si bien hay
conexiones entre la apoptosis y la glicdlisis via el componente energético, los modulos
operan de manera relativamente independiente. En este trabajo no exploramos
exhaustivamente la interaccion de la apoptosis y el metabolismo, por lo que seria muy
interesante profundizar el analisis en proyectos futuros.

Después de caracterizar los estados de los diferentes modelos utilizados en el trabajo,
seguimos en la linea de estudiar de manera sistematica el punto de no retorno en la
apoptosis. Para ello realizamos un andlisis exhaustivo de los parametros del Modelo de
Legewie et al. y el Modelo de apoptosis extendida. Realizamos diagramas de
bifurcacién en estimulo 0 (A*tot=0 o0 BAK=0, segun corresponda) para cada uno de los
parametros multiplicando y dividiendo por diez el valor de referencia. Obtuvimos que,
de los 61 pardmetros estudiados, un conjunto de 15 parametros, todos ellos en el
modulo de apoptosis, tienen un efecto significativo sobre el comportamiento del
sistema. Modificando algunos de los parametros puede lograrse que la apoptosis sea
bistable, reversible o irreversible. En particular, encontramos que la mayor sensibilidad
del sistema se encuentra en las tasas de sintesis de las caspasas 3y 9, y XIAP (k22r,
k17r y k18r, respectivamente). Para estos tres pardmetros, cambios moderados en sus
valores permiten que la apoptosis sea reversible o irreversible. Parece razonable que
exista una fuerte sensibilidad del sistema a las tasas de sintesis de sus componentes,
ya que a nivel dltimo, la cantidad de proteinas activadoras es lo que determina los
niveles de activacion que puede alcanzar el sistema. Al incorporar esta informacion en
cursos temporales, obtuvimos que modificar los pardmetros durante la simulacion,
efectivamente afecta la evolucion temporal del sistema. En particular, seis de los quince
parametros identificados inicialmente (k17r, k18r, k22, k22r, k23, k26) le permiten al
sistema revertir la activacion de la apoptosis. Es decir, si durante la simulacion se
modifica adecuadamente el pardmetro correspondiente, se pasa de un estado inicial de
alto valor de C3* valores de C3* cercanos a 0. O sea, la activacién de la apoptosis se
revierte. Cabe destacar, que estos seis pardmetros se corresponden con las tasas de
sintesis y degradacion de los principales componentes de la apoptosis, siendo k17r,
k18r y k22r tasas de sintesis y k22, k23 y k23 tasas de degradacion, Sin embargo,
nuevamente el mayor efecto se ve a nivel en las tasas de sintesis de las caspasa 3y 9,
y de XIAP. Estos resultados, implicarian que la célula es capaz de revertir la apoptosis
modificando adecuadamente cualquiera de los parametros mencionados, es decir tasas
de sintesis y degradaciéon de sus componentes.

En base a estos resultados, se investigo en la bibliografia la regulacion transcripcional
de la apoptosis. Se encontrd que el factor de transcripcién E2F, regula de forma directa
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la tasa de sintesis de las moléculas C3, C9 y Apaf-1, y tiene un efecto indirecto en la
activacion de la apoptosis a través de BAK.

Al incorporar al modelo el efecto que E2F tiene en las constantes que representan las
tasas de sintesis, obtuvimos el mayor efecto sobre la tasa de sintesis de caspasa 3. De
hecho, cuando se regulan las tres tasas a la vez, el efecto sobre los estados
estacionarios es cualitativamente igual y cuantitativamente muy similar al resultado que
se obtiene regulando Unicamente la tasa de sintesis de C3. Estos comportamientos no
cambian significativamente si, ademas, se incluye el efecto indirecto de E2F a través de
BAK. Estos resultados son muy razonables. Primero porque encontramos que existe un
elemento regulador de la expresion en la célula (E2F) que actla sobre dos de los tres
parametros con mayor sensibilidad del sistema segun nuestro estudio. Ademas,
cuando se incorpora E2F al modelo, efectivamente el mayor efecto es a nivel de la
sintesis de caspasa 3. Esto es interesante, porque mas allad de todas las capas de
regulacion del sistema, al menos en este modelo, la regulacion mas fuerte ocurre a
nivel de la principal molécula ejecutora de la apoptosis. Con respecto al efecto que
tiene la variacion de E2F en las concentraciones estacionarias de C3*, encontramos
gue segun el valor de E2F sea bajo, alto o intermedio, la apoptosis no ocurre, ocurre
necesariamente o presenta un umbral de activacion regido por un comportamiento
biestable, respectivamente.

A continuacion, realizamos las simulaciones temporales de la activacion de la apoptosis
para los diferentes modelos considerados. Al realizar los cursos temporales del Modelo
de Apoptosis Extendida se obtuvieron resultados llamativos.

Primeramente, cuando analizamos el modelo utilizando BAK como el Unico parametro
de activacion, el sistema no puede llegar al estado de activacion partiendo de valores
bajos de C3* es decir en lo que serian condiciones celulares normales. Esto en
principio es contradictorio con lo observado en los diagramas de bifurcacion, donde
para todos los valores de BAK representados hay biestabilidad (Fig 25c). Sin embargo,
alcanzar el estado estacionario alto de C3* también requiere la formacion de otras
moléculas activadoras intermedias, como C9*, A*C9, A*C9*. Si revisamos la evolucion
temporal de las moléculas activadoras derivadas de C9 y A*, vemos que, si bien se
consume C9, no se generan moléculas activadoras. Es decir que el potencial del
sistema para activarse parece “disiparse” antes de que se desencadene la activacion
de la caspasa 3. Por otro lado, tenemos que si modificamos las concentraciones
iniciales de C9*, A*C9 y A*C9*, manteniendo la concentracion total de moléculas
derivadas de C9 constantes, logramos que ocurra la activacion durante la simulacion
de manera irreversible, tal y como indican los diagramas de bifurcacion. Entonces, la
aparente contradiccién inicial simplemente es un indicador de la importancia de que se
generen las moléculas activadoras en un periodo de tiempo adecuado. Podemos
concluir que sin otro mecanismo que potencie la produccion de moléculas intermedias,
el estimulo por BAK es insuficiente para generar la activacion de la apoptosis. Una
explicacion a este resultado es que en este modelo no se toman en cuenta las
numerosas interacciones entre proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 y otros
reguladores celulares que retroalimentan la actividad del apoptosoma, los que
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actuando junto con BAK, podrian permitir la activacion partiendo de valores bajos de
C3*. Por otro lado, la degradacién de C9 previo a la aparicién de A* podria explicarse
argumentando que deben darse varios procesos entre la aparicion de la sefial y que
efectivamente se forme el apoptosoma (por ejemplo, la liberacion del citocromo C al
citosol), lo que retrasa la activacion. Entonces, podemos decir que estaria haciendo
falta un mecanismo auxiliar que le permita al sistema alcanzar el estado de activacion
de la apoptosis en un marco temporal adecuado, antes de que se degrade la caspasa
9.

En base a estos ultimos resultados, incorporamos el efecto del factor de transcripcion
E2F en las simulaciones temporales. Se estudi6 la evolucién del modelo considerando
la influencia de E2F por un lado sobre la sintesis de caspasas y Apaf-1, y por otro lado,
sobre BAK y finalmente considerando los dos efectos de E2F a la vez.

Empezamos por la influencia de E2F sobre la sintesis de caspasas, manteniendo a
BAK como parametro. En este caso, obtenemos que a partir de cierto umbral de E2F,
se da la activacion de la apoptosis. Cuando se utilizan diferentes concentraciones fijas
de BAK, vemos que la presencia de este no cambia el umbral de activacion, pero si
permite que se desencadene mas rapidamente y se alcancen concentraciones mayores
de C3*. Por otro lado, vemos que en ausencia de BAK, aunque se generan enormes
cantidades de C3* y C9*, no se generan especies intermediarias, como A*, A*C9*, etc.
De todo esto, se concluye que lo que domina la activacion del sistema es el efecto de
E2F sobre las tasas de sintesis. BAK actia como un modulador del tiempo y la
intensidad de la activacion, pero no define si esta ocurrird o no.

Pasando a la influencia de E2F sobre BAK (sin considerar su efecto sobre las tasas de
sintesis), vemos que se repite el escenario de si se considera a BAK como el unico
parametro. Es decir, en principio no se observa activacion de la apoptosis, pero
modificando adecuadamente las condiciones iniciales, se obtiene la activacion
irreversible predicha por los diagramas de bifurcacion. En otras palabras, el efecto de
E2F sobre BAK por si mismo no es capaz de activar la apoptosis antes de que se
degrade la caspasa 9.

En suma, si consideramos los dos efectos de E2F en el sistema, obtenemos un
comportamiento cualitativo y cuantitativo muy similar a cuando sélo se considera su
efecto sobre las tasas de sintesis. En base a esto y los resultados anteriores
concluimos que el efecto principal de E2F sobre el sistema es sobre las tasas de
sintesis y la activacion via BAK es un mecanismo modulador del tiempo e intensidad de
la respuesta. A su vez, vemos que principalmente el efecto de BAK ocurre via la
produccion de las moléculas activadoras derivadas de C9 (C9*, A*C9, A*C9*)

Frente a estos resultados, se decidié analizar un ndcleo minimo de activacion de
caspasa 3 que eliminara todo el efecto mediado por C9 y A* y mantuviera la
modulacion de la tasa de sintesis de C3 por E2F. Como resultado, se tuvo que el
sistema presenta una activacion con un unico estado estacionario estable. A su vez,
vemos que no se alcanzan concentraciones de C3* compatibles con la activacion de la
apoptosis. Recordando la seccion 3.5.3, la activacion de la apoptosis via E2F ocurre
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por la produccion directa de caspasas y aparicion de C3* y C9*. Estos resultados
combinados, nos permiten concluir que mas alld de que el principal efecto ocurre sobre
la tasa de sintesis de caspasa 3, el efecto sobre la caspasa 9 también es necesario
para que ocurra la activacion. En particular, parece que C9* es requerido para superar
la inhibicién por XIAP sobre C3*.

Finalmente, surge la pregunta de por qué existen tantos niveles de regulacion cuando
existe una manera directa de controlar los niveles de los diferentes componentes del
sistema. Parece razonable suponer entonces que los diferentes mecanismos de
activacion y retroalimentacion permiten modular las respuestas del sistema, de manera
que la apoptosis ocurra sélo cuando debe y pueda revertirse cuando sea necesario.

5) Perspectivas

Como perspectiva para trabajos futuros, seria muy interesante estudiar la relevancia de
estos mecanismos a nivel de las células a nivel experimental. Es decir, ver de alguna
manera si las predicciones del modelo sobre cual es el mecanismo de accion de los
determinados factores se ajusta a la realidad. Por ejemplo, determinar si efectivamente
E2F actua preferentemente sobre la sintesis de caspasa o cual de las moléculas
activadoras derivadas de C9 tiene un rol més importante. Para ello podria impedirse la
union de E2F a su secuencia blanco en los genes de las caspasas y ver si esto
realmente tiene un efecto sobre la activacion de la apoptosis. También podrian
realizarse ensayos activando o inhibiendo selectivamente cada una de las especies
derivadas de C9, como C9*, A*C9 o A*C9* y ver cual de ellas tiene un mayor efecto
sobre los niveles de produccion de caspasa 3 activa.

Ademas, el modelo seria util para predecir el efecto de bloquear o sobre expresar
ciertas moléculas sobre las concentraciones de caspasa activa alcanzadas, es decir,
sobre la activacion de la apoptosis.

Un aspecto interesante que no llegamos a abordar en la tesis de manera amplia es el
efecto del estado energético celular sobre la activacion de la apoptosis. En particular,
estudiar de manera tanto experimental como tedrica si es posible revertir la disrupcién
de la cadena respiratoria que ocurre al activarse la apoptosis. Ademas, seria
importante estudiar si efectivamente la compensacion de la produccion de ATP por flujo
de la glicdlisis es capaz de explicar que las células sobrevivan luego de la perdida de la
funcion mitocondrial o tal vez deban considerarse otros factores.

También es claro que si se desea entender en mayor profundidad los mecanismos de
regulacion que operan en la regulacion de la apoptosis, es necesario incluir mas
interacciones upstream de las proteinas reguladoras de la familia Bcl-2. Esto es
indispensable si se desea modelar la complejidad y variabilidad en las sefiales que
pueden dar lugar a la activacion de la via intrinseca de la apoptosis.

Seria importante en algin momento integrar el rol sefalizador de E2F sobre la
apoptosis con su papel como factor de transcripcién en la progresion del ciclo celular.
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Deberia poder generarse un modelo que expligue como estas funciones
aparentemente contradictoras pueden nuclearse en una misma molécula. En principio,
sin ahondar demasiado en los mecanismos, aparecen dos grandes posibilidades. La
primera es que la funcién que cumple E2F dependa del contexto, es decir que se una a
genes que promueven la proliferacion 6 la apoptosis dependiendo de qué otras
moléculas estan presentes en ese momento. La otra posibilidad es mas sutil, e
implicaria que E2F sefialice la apoptosis o la progresion del ciclo celular dependiendo
de su rango de concentracion. En este caso deberia entenderse como diferentes
concentraciones, favorecen que E2F se una a un tipo de gen o a otro. Finalmente cabe
la posibilidad de que sea una combinacion de estos mecanismos los que permiten este
comportamiento dual de E2F.

Por otro lado, existe una estricta regulacion espacial de todos estos procesos, sin ir
muy lejos, la compartimentalizacion a nivel de la mitocondria es una fuerte regulacion
de la apoptosis. Considerar incorporar los gradientes espaciales podria ser importante,
pero deberia determinarse qué tanto contribuiria al entendimiento del sistema, en
relacion con la complejidad que agregaria al modelo.

Finalmente, dada la informacién experimental reciente, tal vez la formacion de caspasa
3 activa no sea en todas las situaciones la mejor eleccion como medida de la activacién
de la apoptosis. En nuestro modelo, si la cantidad de C3* activa supera cierto umbral,
se considera que la célula morira por apoptosis. Sin embargo, en la practica la muerte
puede revertirse en etapas muy posteriores a la activacion de las caspasas. En otras
palabras, para analizar cabalmente la reversibilidad de la apoptosis o estudiar procesos
celulares mas complejos como la anastasis, habria que considerar el tiempo que lleva a
la célula efectivamente desmantelarse y cudles de estos procesos pueden revertirse.
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7) Anexos

7.1) Leyes de velocidad y ecuaciones diferenciales

Modelo de Apoptosis de Legewie et al.

Leyes de Velocidad

vy =ky. A*.CO—ky.. A°C9

v, =k,.C9.C3

vy =k;.C3. A*C9

v, =k,.C9.C3"

vg = kg .A*C9.C3"

ve =k¢.C3.C9"

v, =k, C3.A7C9*

vg =kg.C9" . A" — kg, . A*CO*

Vg =kg.C9. X — ko .COX

V1o = k1. A'C9. X — kyoy . A*COX
V11 = ki . €9 X —kyyr .CO'X

Vip = Kyp A C9". X + kypyr . A'CO'X
Vi3 = ky3.C9X . A" — kq3. . A*COX

V14 = k14 .CO*X . A" — k141" AT COX

Ecuaciones
dA*
i - Eqy = —v1—V13—Vg— V14 + Vg5
dac9
dt Eq; = —v1—V9—V4+Vy5
ax
yrie Eqs = —Vg — Vg — V15 — V11 — V12 + Vgg
dc3
W=ECI4= —Vy = V3= Vg — V7 +Vp
dcox
ar qs = Vg — V13 — V19

Vs = k15.C3" . X —ky5, . C3°X
Vi = kier — ki . A
V17 = Ki7p — ky7.C9
Vig = Kigr — k1g. X
V19 = kq9.C9X

Vyo = kyo . A*C9X
Uy = kyp . A*CO

Vya = Kyor — kg2 . €3
Vy3 = ky3 .C3*

Vg = kyy .C3°X

Vys = kys C9'X

Vy6 = ky6 C9”

Uy = kyy . ATC9*

Vpg = k28 LATC9*

dA*C9X
- Eqe = v19 + V13 — Uy
dA*C9
dt =Eq; = vy — V10— V5 — VU
dc3*
WZEqS :172 +173_ 1715+U6+177—v23
dc3*X
dt =Eqg = V15 — Vy4
dco*x
—dr = Eqip = V11 — V14 — Vys
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dcor

7=ECI11 = Vs — Vg — V11 — Ve

dA*C9*
dt

= Eqy; = Vs + Vg — V15 — Vyy

Leyes de velocidad

vy = kq . SMAC; .BAK + ky;, .SMAC,
Uy = —kyp .CytC; .BAK + ky;, . CytC,
V3, = k3 — k3 . SMAC;

Uy = Kypr — kyy . CYtC;

vs, = ks, . SMAC, . X + ks, SMAC.X

Ecuaciones
dA*
dt =Eq, = vg,
dSMAC;
~dt =Eq, = —vy + V3
dSMAC,
—dt =Eq; = vy, — Vs
- Eq, = —vy, + vy, — vy
dCytC,
dt = L(qs = Vy, — VgL

dA*C9*X

=Eqi3 =V + Vs —V
dt q13 12 14 28

Modulo de activacion

Ver = Kerr — koL RCh

vy, = k4, CytC; RCh — k4, RChCytC;
Vg = kgp . CytC.. AA+ kg, . A”

Vg, = kop, . Py .ADP . RChCytC;

Vi = kqo,. ATP

Vi = Kiapr — k11 - AA

dSMAC.X
T = Eqﬁ = VgL
dRCh
T =Eq; = vg, — vy,
dRChCytC;
— dt =Eqg = vy,
dATP

dt = Eqq = vo;, — vy
dAA
W = Eqyo = V111 — Vgy

Modelo de glicélisis reducido de Mulukutla et al.

Leyes de velocidad

A%D

m

a= KALD
F16BP

_ VP GAP. DHAP,

_ aF16BP, +b
"ALD = F16BP. + d

b=
REPR e
F16P < KALD , F16BP. GAPC)
Cc =
“\Kivepr  KiriospKiap Kibiap
. 23BPG. KikR, GAP, ( 23BPGC> DHAP. DHAP,. GAP,
Kizsaee  Kiar Kibrar \ Kizspee) Kiviar  KéarKipaar
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V}’FK MgATP. F6P:  vPFKpMgaDP, F16BP,

KPFKKPFK KPFK KPFK 1
r FeP “*MgATP MgADP®F16BP
PFK = F6P, MgATP F16BP, MgADP,
(a+ KPFIC()(l + KPFK )+ 1+ KETE 91+ KPFK -1 Npri
Nppx =1+Dp/q
ATP, Mg, 23BPG,
p=Lppg(1+ KPFK)4(1 + KPFK)4(1 + KFPFK )4
ATP Mg 23BPG
« F6P. F16BP,* AMP, )4(1 (;16191175)4(1 Pi, )4(1 F26BP, )4
g=(_1+ + +
KFep  Kitesp K K&iesp KPFK KFhesp
Ecuaciones
dF16BP.
———— =1Tppx — T
dt PFK — TALD

Modelo de Apoptosis extendida

Leyes de Velocidad

v, =ky. A*.CO—kyp . A*C9Y

v, =k,.C9.C3

vy =ks.C3. A"C9

v, =k,.C9.C3*

vs = ks .A*C9.C3"

vg =kg.C3.C9*

v, =k, C3.4C9*

Vg = kg .C9* . A" — kg, . A*C9*

Vo =ko.C9. X — ko .C9X

V1o = kig. A*C9 . X — ko, . A*C9X
Vi1 = kyy . C9*.X — kyqp .CO*X

Vip = kiy .A*C9*. X + kypy .A*CO*X
Uiz = kqz . COX . A" —ky3, .A*C9X
Vig = kig .CO'X . A" — kygy . A°CO°X
Vis = kys.C3* . X — kqs, . C3*X

Vie = kigr — kis. A’
V17 = ki7p — kq7.C9

Vig = kigr — k1g. X

Vig = k19 .C9X
Vyo = kyo . A*C9X
vy =kyy . ATC9
Va2 = Kagr — K32 . C3
Vy3 = ko3 .C3”

Vg = kyy .C3°X
Vys = ko5 CO*X

Vp6 = ko C9”

Va7 =kyy . ATCO”

Vg = k28 .ATC9*

171L = le . SMACl .BAK + leT .SMACC

vy, = =k, .CytC; . BAK + kyy,- . CytC,
V3 = kapr — ks . SMAG;
Vg = Kapr — kap . CYEC;

vsy = ks, .SMAC. . X + ks, SMAC X

Ve = kerr — ker RCh
Uy, = k7L Cthl RCh - k7LT' RChCthL

Vg = k8L . CthC . AA + kBLT' AT
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Vg = k9L . le .ADP. RChCth,_

VioL = klOL . ATP

Ecuaciones
dA”

- Eqy = —v1—v13—Vg—V14 + Vg
aco

dt Eq; = —v1—V9— 4+ V45
ax
E = qu = —Vg9 — V19 — V15 — V11 — V12 +U13

— Vs,
dc3
W:Eq‘l: —‘UZ—U3—U6_U7+U22
dcox
T=Eq5 = Vg — V13 — Vyo
dA*C9X
b Eqe = v19 + V13 — Vg

dA*C9

dt =Eq; =v, — V19— Vs — U
dc3*

dt =Eq8=v2+v3—v15+v6+v7—1723
dc3*X

dt =Eqg = V15 — Vyy
dco*x

dt = Eqip = V11 — V14 — Vs
dcor
W=EQ11 = V4 — Vg — V11 — Uy

Vi = Kiar — k11 - AA

dA*C9*

dt = Eqy; = Vs + Vg — Uiy — Vyy
dA*C9*X
—dr = Eqi3 = Vi3 + V14 — Vg
dSMAC;
o Equ = —vy + vz
dSMAC,
—dr =Eqis = vy — gy
T =Eqig = —VaL + Vo — V71
dCytC,

dt = L£q17 = Uy, — Vg
dSMAC.X
—dr = Eqi3 = Vs,
dRCh
“dr =Eqio = Ve, — Vg
dRChCytC;
T = Eqy = vy
dATP
T = Eqz1 = Vo, — V11
dAA
dar = Eqy; = V111 — Vgt

Modelo integrado apoptosis glicélisis

Leyes de Velocidad

vy =ky. A*.CO.ATP — ky,.. A*C9
v, = k,.C9.C3

vy =k3.C3. A*C9

vy = ky.C9.C3"

vg = kg .A*C9.C3"

v = k¢.C3.C9"

v, =k, C3.A"C9"*

Vg = kg.C9" A" ATP — kg, . A*C9*

Vo =ko.C9. X — ko .COX

V1o = kig. A"C9.X — kygy . A"COX

Vg =kig. C9°.X —kypp .CO'X

Uiy = kiy . ATCO".X + kypy . ATCO'X

Vi3 = ky3.C9X . A*.ATP — kys, .A*C9X
Vig = k14 .CO'X . A ATP — kyyy . A"CO'X
Vys = kys.C3* . X — kysy . C3°X

—_ *
Vig = Kigr — K16+ A



Vy7 = ki7p — kq7.C9
Vig = kigr — k1g. X
Vig = k19.C9X

Voo = koo . A*C9X
Vyy = kyy . A"CY

Vyy = Kypr — kyy . C3
Vo3 = ko3 .C3”

Voy = kyy .C3'X
Vo5 = ky5 C9"X

Vag = Ky C9*

Vyy = kyy . ATCO”

Vg = k28 .ATCY*

vy, = kq, . SMAC; .BAK + kq;, .SMAC,
vy, = —ky . CytC; . BAK + k4, . CytC,
V3L = kapr — ks . SMAG;

Va, = Karr — kay - CytC;

Vs, = ks, .SMAC, . X + ks SMAC.X
Ve, = kerr — ke, RCh

v, = k5, CytC; RCh — k,, RChCytC;
vg, = kg . CytC,.. AA+ kg, . A"

Vg, = kop, . Py .ADP . RChCytC;

Vi, = k1o,. ATP

Vi1 = Kiagr — kqq - AA

a F16BP. + b

TALD =" F16BP, + d

A%D
m
a=——
Kiiesp
_ VALD GAP. DHAP.,
 KEPKRap
F16BP < KALD, F16BP, GAPC)
C =
“\Kiiosr  KiiisspKéar Kipnap
d=1+ 23BPG, KAEB, GAP. ( ZSBPGC) DHAP. DHAP. GAP.
Ky Kiap Kiphar Kissee)  Kiviar  Kéur Kiphar
VFFK MgATP. F6P:  vPFKMgADP, F16BP,
- _ KEEK KI\I:IZIETP KI}CIZIgDPKIEfgap 1
PFK — F6P. MgATP F16BP, MgADP.
a+ KPFK)(1 + KPgFK )+ 1+ <PFK )1+ KI;qFK )—1) Nerk
FeP MgATP F16BP MgADP
Nppx = 1+Dp/q
ATP, Mg 23BPG
p=Lppx(1+ KPFIi)4(1 + KPF?()4(1 + KPFK C)4
ATP Mg 23BPG
F6P. F16BP. AMP, P, Pi, F26BP,
=1+ —m+—7)*1+ )41+ )41+ )41+ )%
Kiép  Kiigse K Kétesp kg Kiigsp
Ecuaciones
dA* daco
ar Eqy = —v1—V13—Vg— V14 + Vg WECIZ = =V —Vg—VytVy7
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i Eqs = —vg — V19 — V15 —Vy; — Vi3 + Vg
— Vs,

dc3
W=EQ4= —Vp = V3= Vg — V7 +Vp
dcox

dt =Eqs = v — V13 — V9
dA*C9X

b Eqe = v10 + V13 — Uy

dA*C9

dt =Eq; =v; — V19— Vs — Vpq
dc3*

dt =Eq8=v2+v3—U15+v6+U7—U23
dc3*X

dt =Eqq = V15— Vs
dco*x
—dr = EqQip = V11 — V14 — Vs
acor
WZEQH =Vy — Vg — V11 — Uy
dA*C9*

T Equy; = vs +vg— vy — Uy
dF16BP.
T = £{23 = Tprx — TALD

dA*C9*X

=Eqi3 =V + Vs —V
dt q13 12 14 28

dSMAC;

=Equ=-v tv
dt q14 1L 3L

dSMAC,
dr =Eqs = vy, — Usy

Eqie = =y, + vy, — v
dt q16 2L 4L 7L

dCytC,
dt

=Eqy; = vy — gy

dSMAC.X
T = Eqig = Vs,

dRCh
dr = Eqi9 = Vg, — V7,

dRChCytC;
T =Eqz = vy,

dATP
—ar Eqy1 = vor, — V1oL + Tarp

dAA
F = Eqy; = Vi1 — Vgi
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7.2) Valores por defecto de los parametros.

Los valores listados a continuacion corresponden a los valores tomados por defecto tomados
por los pardmetros del sistema, a menos que se explicite lo contrario en la seccion
correspondiente. Todos los pardmetros se encuentran expresados en nM y s segun

corresponda.

Modelo de Legewie et al.

Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
ky 2x103nM~t st kqy 0.1s71 ko 1/1000 s
k, 5x10°nM~1 st ke 1/1000 s~
ks 3.5x 105 nM~1 st k,, 1/1000 s—1
ks 2x 10 nML s 1 Ky 1/1000 s
ks 2x107* nM~1 st
ke 5x 1075 nM~1.5°1
k, 35x10* nM~L.s°1
kg 2%x103nM~t st kg, 0.1s7?
ko 1x103nM~1.s71 ko, 1x1073s7t
kio 1x103nM-1 st kior 1x 1073571
kqq 1x103nM-1 st kiir 1x 1073571
ki, 1x103nM-1 st kior 1x 1073571
ki3 2x103nM~1. st kisy 0.1s71
kis 2%x103nM~t st kiar 0.1s71
kis 3x103nM~1 st ks 1x1073s71
Kie 1x1073s1 Kier 0.02nM .51
kyy 1x1073s7t k17, 0.02nM .s™!

Kig 1x1073s 1 Kigr 0.04nM .51
Ko 1x103s1

K20 1x1073s 1

Kyy 1x103s°1

ky, 1x1073s7t Kooy 0.2nM .s71
Kys 1x103s°1

Kya 1x103s1
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Maddulo de activaciéon

Parametro Valor Parametro Valor
k. 1x1073s71 K1y 1x103nMts7t
ko 1s71 korr 0.1nM™1s71
ks, 1x103s71 kasr 1x103nM.s1
KyL 1x103s71 Kasr 1x103nM.s!
ks, 1x103nM1.s71 ks, 1x1073s71
kL 1x103s1 kovr 1x103nMt.s7t
ko, 1x103nM1.s71 koL 1x1073s71
kg, 1x103nM~1. st kgrr 1x1073s71
ko, 1%x 10 7nM2.s71
KioL 0.1s71
ki1, 1x103s1 Ki1pr 1x1073nM.s!

AXPoos | 2 X 106nM 1 Py, 2.5 x 106nM 1

Modelo de glicélisis reducida de Mulukutla et al.

Parametro Valor Parametro Valor
VFrK 15500000/36 nM~1.s71 V,PFK 67800000/36 nM~t.s71
KEEK 60000 nM Kiokrp 68000 nM
Kighop 540000 nM K& p 650000 nM
KEEK » 5500 nM KEFK b 100000 nM
KiEK 100000 nM KEEK 300000 nM
K" 200000 nM KEFK 30000000 nM
KK 500000 nM Lprg 2000
Vinf® 6750000/36 nM.s™! VLD 23200000/36 nM.s™!
KA, 50000 nM K+ esp 198000 nM
KALD, 35000 nM oRAp 11000 nM
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ALD
K, GAP

189000 nM

ALD
Ki,ZBBPG

1500000 nM

DHAP, | 40000 nM MgATP, | 2690000 nM
GAP, | 20000 nM MgADP. | 460000 nM
23BPG, | 3000000 nM Mg, 700000 nM
AMP, | 30000 nM G16BP. | 100000 nM
Pi, 2500000 nM F26BP, | 1000000 nM
F6P, 100000 nM ATP, | 310000 nM
ADP, 540000 nM
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7.3) Glosario

Anastasis: palabra de origen griego que significa evento de “volver a la vida”.
Actualmente se utiliza para denominar el proceso por el cual células que estan
ejecutando algun programa de muerte, logran revertirlo y sobrevivir.

Apaf-1: Apoptotic Protease Activating Factor -1, es una proteina involucrada en la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis. Es capaz de formar un complejo
conocido como Apoptosoma y activar la caspasa 9.

Apoptosis: término de origen griego que significa “precipitarse o caer hacia la muerte”.
Basicamente se utiliza para denominar a los mecanismos de muerte celular
programada que tienen como resultado el fenotipo apoptético -caracteristico
(condensacién y fragmentacion nuclear, exposiciéon de fosfatidilserina, formacion de
cuerpos apototicos, etc)

Apoptosoma (A*): Complejo macromolecular formado por un heptamero de moléculas
de Apaf-1 cada una unida a una molécula de citocromo C y una molécula de ATP (esta
Ultima es necesaria para permitir la activacion de la caspasa 9)

BAK: Bcl-2 Antagonist Killer, proteina proapoptotica de la familia Bcl-2, con homologia
BH1-BH3. En respuesta a diferentes sefales es capaz de insertarse en la membrana
mitocondrial externa formando poros en la misma.

BAX: Bcl-2 Associated X protein, idem a BAK

Bcl-2: B cell ymphoma. Es una proteina identificada como responsable de promover la
resistencia a la apoptosis (antiapoptética). Antagoniza otras proteinas proapoptoticas,
secuestrandolas y su sobreexpresion se ha observado en lineas celulares
transformadas. Le da nombre a la familia de proteinas Bcl-2.

Biestable: Se dice que un sistema es biestable si presenta dos estados estacionarios
estables

BID: BH3 Interacting Domain death antagonist, uno de los miembros de las proteinas
Bcl-2 proapoptéticas BH3-only (solo tienen un dominio de homologia con Bcl-2, BH3).
Promueve la formacion de poros en la membrana mitocondrial externa. Es activado por
la caspasa 8 durante la activacién de la via extrinseca siendo su forma activa tBID
(truncated BID), actuando como punto de conexién que permite la retroalimentacion de
la via intrinseca por la via extrinseca.

BIM: Bcl-2 Interacting Mediator of cell death, otro miembro BH3 only de la familia Bcl-2.
Promueve la formacion de poros en la membrana mitocondrial externa.

Caspasas: Familia de cistein proteasas que clivan diferentes proteinas blanco en
residuos especificos de acido aspartico. Globalmente se clasifican en caspasas
iniciadoras (que inician la cascada de caspasas, 0 sea clivan otras caspasas) Yy
caspasas ejecutoras (clivan otras proteinas celulares)
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c-FLIP: FLICE Like Inhibitor Protein. Es una molécula estructuralmente similar a la
caspasa 8 pero cataliticamente inactiva. Su presencia en el complejo DISC se atribuye
a que sus diferentes isoformas pueden formar heterodimeros con caspasa 8 y de esta
manera modular el nivel de activacion de la via.

Ciclo de Krebs: también conocido como ciclo del citrato, es un ciclo dentro del
metabolismo celular que principalmente utiliza como base Acetil-CoA y permite la
produccion de equivalentes de reduccion que luego son utilizados en la cadena
respiratoria.

Citocromo C: proteina pequefia con un grupo prostético Hemo (porfirina coordinada con
un atomo de Fe). Participa en la cadena de transporte de electrones o cadena
respiratoria, transfiriendo electrones del complejo Il (citocromo c reductasa) al IV
(citocromo c oxidasa). También participa en la via intrinseca de la apoptosis, formando
parte del apoptosoma.

DISC: Death Inducing Signaling Complex, es un complejo macromolecular que funciona
como plataforma de activacion de la caspasa 8. Esta formado por el receptor FAS, la
molécula adaptadora FADD y cFLIP en sus diferentes isoformas.

E2F: Factor de transcripcion encargado de regular la progresion del ciclo celular en el
punto de control G1/S. Es inhibido por proteinas de la familia pRB. También actua
como regulador de la apoptosis.

Estado estacionario: Estado de un sistema en el que las variables se mantienen
constantes en el tiempo.

FADD: FAS Associated Death Domain, molécula adaptadora que permite la interaccién
entre FAS y la casapasa 8, promoviendo el reclutamiento de esta ultima.

Fas y FasL: Uno de los receptores de membrana que puede activar la via extrinseca de
la apoptosis y su respectivo ligando. También es conocido como CD95. Permite la
transduccion de las sefiales externas de muerte al interior celular.

Fosforilacion oxidativa: Proceso de sintesis de ATP a nivel mitocondrial. Utiliza el
gradiente de protones generado por la cadena de transporte de electrones para que la
enzima ATP sintasa sintetice a ATP. Tiene un rendimiento energético mucho mayor
gue las fosforilaciones a nivel de sustrato (por ejemplo, la glicolisis)

Histéresis: Propiedad de los sistemas dindmicos. Implica que dado un sistema, el

camino para ir de un estado “a” a un estado “b” es diferente que el camino reverso.

MAPK: Mitogen - Activated Protein Kinase, también conocida como ERK, quinasa
activada por una cascada de fosforilacibn que participa en diferentes procesos de
sefializacion celular.

Mdm2: Murine doble minute 2, proteina ubiquin-ligasa E3 que promueve la degradacion
del factor de transcripcion p53 via el proteasoma
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MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, proceso de permeabilizacion
de la membrana mitocondrial externa. En general ocurre via la formacién de poros en la
misma.

Necrosis: forma de muerte celular considerada accidental o no organizada. Se
caracteriza por la pérdida de la integridad de la membrana plasmética

NfxB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, es un factor de
transcripcion que participa en diferentes procesos celulares de sobrevida y en el
funcionamiento de las células inmunes.

NOXA: También conocida como: phorbol-12-myristate-13-acetateinduced protein 1
(PMAIP1). Es una proteina proapoptotica BH3 only de la familia Bcl-2.

p53: Factor de transcripcidn que participa en diferentes procesos de detencién del ciclo
celular y reparacion del genoma. Se considera un gen supresor de tumores.

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern, se les llama a distintas estructuras
moleculares que pueden ser expresadas por diferentes agentes infecciosos (por
ejemplo, el lipopolisacarido de algunas bacterias) y son reconocidos por el sistema
inmune innato.

pRB: Proteina retinoblastoma. Proteina reguladora de la transcripcion. Al igual que p53
es un importante supresor de tumores, encargandose de detener la progresion del ciclo
celular. Inhibe el factor de transcripcion E2F

PUMA: p53-Upregulated Modulator of Apoptosis, es una proteina proapoptética BH3
only de la familia Bcl-2.

ROS: Reactive Oxigen Species, especies reactivas del oxigeno, de diferente naturaleza
guimica (OH"* radical hidoxilo, 0, ion superoéxido, H,0, peroxido de hidrégeno, etc). Se
caracterizan por ser oxidantes fuertes pudiendo causar dafio oxidativo tanto en lipidos
como en proteinas celulares.

SMAC: Second Mitochondrial Activator of Caspase (también llamada Diablo), se
conoce con este nombre por ser liberada junto con el citocromo c luego de la
permeabilizacion de la mitocondria. Se une a XIAP promoviendo su degradacion.

TNFa: Tumoral Necrosis Factor alfa, citoquina liberada durante la respuesta
inflamatoria.

XIAP: X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein, proteina inhibidora de la apoptosis.
Pertenece a la familia IAP, se une a la caspasa 9 en sus diferentes formas (C9, C9*,
A*C9, A*C9*) y a la caspasa 3 activa (C3*) promoviendo su degradacion.
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7.4) Materiales utilizados

Para todas las simulaciones realizadas en el transcurso de esta tesis se utilizé el
software Wolfram Mathematica 10. El equipo utilizado fue un computador Intel(R) Core
(TM) i7-4770K CPU @ 3.50 GHz, 16 GB de memoria RAM.

7.5) Scipts representativos

DIAGRAMAS DE BIFURCACION
Clear["Global *"]

SetDirectory["D:\\Google Drive\\Programas en ejecucién"]
(*Parameters*)

tl=SessionTime[];

k1=2/1000 ; klr=1/10; k2=5/1000000 ; ; k3=35/100000; k4=2/10000; k5=2/10000;
k6=5/100000; k7=35/10000; k8=2/1000; k8r=1/10; k9=1/1000; k9r=1/1000;
k10=1/1000; k10r=1/1000; k11=1/1000; k11lr=1/1000; k12=1/1000; k12r=1/1000;
k13=2/1000; k13r=1/10; k14=2/1000; k1l4r=1/10; k15=3/1000; k15r=1/1000;
k16=1/1000; klé6r=2/100; k17=1/1000; k17r=2/100; k18=1/1000; k1l8r=4/100;
k19=1/1000; k20=1/1000; k21=1/1000; k22=1/1000; k22r=2/10; k23=1/1000;
k24=1/1000; k25=1/1000; k26=1/1000; k27=1/1000; k28=1/1000;

v1=kl (Aatot-AaC9-AaC9X-AaC9%a-AaC9%aX)C9-(klr AaC9);
v2=k2 C3 C9;

v3=k3 C3 AaC9;

vd=k4 C9 C3a;

v5=k5 AaC9 C3a;

ve=ko C3 C9a;

v7=k7 C3 AaC9a;

v8=k8 C9a (Aatot-AaC9-AaC9X-AaC9%9a-AaC9%aX)-(k8r AaC9a);
v9=k9 C9 X-(k9r C9X);

v10=k10 AaC9 X-(kl0r AaC9X) ;

v1ll=kll C9a X-(kllr C9aX);

v12=kl2 AaC9a X-(kl2r AaC9aX) ;

v13=k1l3 C9X (Aatot-AaC9-AaC9X-AaC9a-AaC9%aX)-(k1l3r AaC9X);
v14=kl4d C9aX (RAatot-AaC9-AaC9X-AaC9a-AaC9aX)-(kld4r AaC9aX);
v15=kl5 C3a X-(kl5r C3aX);

v16=0;

v17=kl7r-k17 C9;

v18=k18r-kl8 X;

v19=k1l9 C9X;

v20=k20 AaC9X;

v21=k21 AaC9;

v22=k22r- (k22 C3);

v23=k23 C3a;

v24=k24 C3aX;

v25=k25 C9aX;

v26=k26 C9a;

v27=k27 RAaC9a;

v28=k28 AaC9aX;

(*Egql=Aa=-v1-v13-v8-v14d+vlo6; *)
(*C9*)Eqgl=-v1-v9-vi+vl7;
(*X*)Eq2=-v9-v10-v15-v11l-v12+v18;
(*C3*)Eq3=-v2-v3-v6-v7+v22;
(*CO9X*)Eqg4=v9-v13-v19;
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(*AaC9X*)Egb=v10+v13-v20;
(*AaC9*)Egb6=v1l-v10-v5-v21;
(*C3a*)Egq7=v2+v3-v15+ve+vT7-v23;
(*C3aX*)Eg8=v15-v24;
(*C9aX*)Eq9=v11-v14-v25;
(*C9a*)EglO=v4-v8-v1l-v26;
(*AaC9%a*)Egll=v5+v8-v12-v27;
(*AaC9aXx*)Eqgl2=v12+v14-v28;

dEqldC9=D[Eqgl,C9];
dEgldX=D[Eqgl, X];
dEqldC3=D[Egl,C3];
dEgldC9X=D[Eqgl, C9X];
dEgldAaC9X=D[Eqgl, AaC9X];
dEqldAaC9=D[Eqgl,AaC9];
dEgldC3a=D[Eqgl,C3a];
dEgldC3aX=D[Eqgl,C3aX];
dEgldC9aX=D[Eqgl,C9%aX];
dEgldC9a=D[Eqgl,C9%a];
dEgldAaC9a=D[Eqgl, AaC9al;
dEgldAaC9%aX=D[Eqgl, AaC9%aX];

dEg2dC9=D[Eg2,C9];
dEg2dX=D[Eqg2,X];
dEg2dC3=D[Eg2,C3];
dEg2dC9X=D[Eg2, C9X];
dEg2dAaC9X=D[Eg2, AaC9X] ;
dEg2dAaC9=D[Eg2,AaC9];
dEg2dC3a=D[Eg2,C3al;
dEg2dC3aX=D[Eg2,C3aX];
dEg2dC9aX=D[Eg2,C9%aX];
dEg2dC9a=D[Eg2,C9%a];
dEg2dAaC9%a=D[Eg2,AaC9a];
dEg2dAaC9aX=D[Eg2, AaC9aX];

dEg3dC9=D[Eg3,C9];
dEq3dX=D[Eq3,X];
dEg3dC3=D[Eg3,C3];
dEg3dC9X=D[Eg3,C9X];
dEg3dAaC9X=D[Eg3, AaC9X];
dEg3dAaC9=D[Eg3,AaC9];
dEg3dC3a=D[Eg3,C3a];
dEq3dC3aX=D[Eg3,C3aX];
dEg3dC9aX=D[Eqg3,C9%aX];
dEg3dC9a=D[Eg3,C9%a];
dEg3dAaC9%a=D[Eqg3, AaC9a];
dEg3dAaC9aX=D[Eqg3, AaC%aX];

dEgq4dC9=D[Eg4,C9];
dEg4dX=D[Eqg4,X];
dEq4dC3=D[Eg4,C3];
dEq4dC9X=D[Eg4, C9X];
dEg4dAaC9X=D[Eqg4, AaC9X];
dEg4dAaC9=D[Eg4,AaC9];
dEgq4dC3a=D[Eg4,C3al;
dEg4dC3aX=D[Eg4,C3aX];
dEg4dC9aX=D[Eg4,C9%aX];
dEg4dC9a=D[Eg4,C9%a];
dEg4dAaC9%a=D[Eg4,AaC9a];
dEg4dAaC9%aX=D[Eqg4, AaC9%aX];

dEq5dC9=D[Eqg5,C9];
dEq5dX=D[EQ5, X] ;
dEq5dC3=D[Eqg5,C3];



dEg5dC9X=D[Eg5, C9X];
dEg5dAaC9X=D[Eg5, AaC9X] ;
dEg5dAaC9=D[Eg5,AaC9];
dEg5dC3a=D[Eg5,C3a];
dEg5dC3aX=D[Eqgl,C3aX];
dEg5dC9aX=D[Eg5, C9%aX];
dEg5dC9a=D[Eg5,C9%a];
dEg5dAaC9%a=D[Eg5,AaC9a];
dEg5dAaC9%aX=D[Eg5, AaC9%aX];

dEg6dC9=D[Eg6,C9];
dEg6dX=D[Eqg6,X];
dEg6dC3=D[Eg6,C31];
dEg6dC9X=D[Eqg6,C9X];
dEg6dAaC9X=D[Eg6, AaC9X];
dEg6dAaC9=D[Eg6,AaC9];
dEg6dC3a=D[Eqg6,C3a];
dEg6dC3aX=D[Eg6,C3aX];
dEg6dCS8aX=D[Eqg6, C9%aX];
dEg6dC9a=D[Eg6,C9%a];
dEg6dAaC9%a=D[Eg6,AaC9a];
dEg6dAaC9%aX=D[Eg6, AaC9%aX];

dEg7dC9=D[Eq7,C9];
dEq7dX=D[Eg7,X];
dEq7dC3=D[Eg7,C3];
dEq7dC9X=D[Eg7, C9X];
dEq7dAaC9X=D[Eqg7, AaC9X];
dEq7dAaC9=D[Eqg7,RAaC9];
dEg7dC3a=D[Eg7,C3a];
dEqg7dC3aX=D[Eg7,C3aX];
dEg7dC9aX=D[Eg7,C9%aX];
dEg7dC9a=D[Eq7,C9%a];
dEg7dAaC9%a=D[Eq7,RAaC9al;
dEg7dAaC9%aX=D[Eqg7,AaC%aX];

dEg8dC9=D[Eg8,C9];
dEg8dX=D[EQ8, X];
dEg8dC3=D[Eg8,C31];
dEg8dC9X=D[Eg8, C9X];
dEg8dAaC9X=D[EQg8, AaC9X] ;
dEg8dAaC9=D[Eg8,AaC9];
dEg8dC3a=D[Eg8,C3al;
dEg8dC3aX=D[Eqg8,C3aX];
dEg8dCS%aX=D[Eg8, C%aX];
dEg8dC9a=D[Eg8,C9%a];
dEg8dAaC9%a=D[Eg8,AaC9a];
dEg8dAaC9%aX=D[Eg8, AaC9%aX] ;

dEgq9dC9=D[Eg9,C9];
dEq9dX=D[Eq9, X] ;
dEg9dC3=D[Eg9,C31];
dEg9dC9X=D[Eg9, C9X];
dEg9dAaC9X=D[Eg9, AaC9X] ;
dEgq9dAaC9=D[Eg9, AaC9];
dEg9dC3a=D[Eg9,C3a];
dEg9dC3aX=D[Eg9, C3aX];
dEg9dC9aX=D[Eg9, C9%aX];
dEg9dC9a=D[Eg9,C9%a];
dEg9dAaC9%a=D[Eg9, AaC9a];
dEg9dAaC9aX=D[Eg9, AaC9%aX];

dEq10dC9=D[Eql0,C9];
dEq10dX=D[EqL0, X] ;
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dEql10dC3=D[Egl0,C3];
dEq10dC9X=D[Egl0, C9X];
dEql0dAaC9X=D[Egl0, AaC9X];
dEgl0dAaC9=D[Egl0, AaC9];
dEgl0dC3a=D[Eql0,C3al;
dEql0dC3aX=D[Egl0,C3aX];
dEgl0dC9aX=D[Egl0, C9%aX];
dEgl0dC9a=D[Egl0,C9%a];
dEgl0dAaC9%a=D[Eqgl0, AaC9%a];
dEgl0dAaC9%aX=D[Eql0,AaC%aX];

dEgl1ldC9=D[Eqgll,C9];
dEglldX=D[Egll,X];
dEglldC3=D[Eqgll,C3];
dEql1dC9X=D[Eqgll, C9X];
dEgqll1dAaC9X=D[Eqgll, AaC9X];
dEglldAaC9=D[Eqgll, AaC9];
dEglldC3a=D[Eqgll,C3a]l;
dEglldC3aX=D[Eqgll, C3aX];
dEgl1dC9aX=D[Egll, C9%aX];
dEglldC9a=D[Egll,C9%a];
dEglldAaC9%a=D[Egll,AaC9%a];
dEglldAaC9aX=D[Egll,AaC9%aX];

dEgl2dC9=D[Egl2,C9];
dEql2dX=D[Eqgl2,X];
dEgl2dC3=D[Eqgl,C3];
dEgl2dC9X=D[Egl2,C9X];
dEql2dAaC9X=D[Egl2, RaC9X];
dEgl2dAaC9=D[Egl2, AaC9];
dEgl2dC3a=D[Egl2,C3a];
dEgl2dC3aX=D[Egl2,C3aX];
dEgl2dC9aX=D[Egl2,C9%aX];
dEgl2dC9a=D[Egl2,C9%a];
dEgl2dAaC9%a=D[Egl2,AaC9%a];
dEgl2dAaC9%aX=D[Eqgl2,AaC9%aX];

graCss={};

Do[Clear[solss,C9ss,C3ss,Xss,C9Xss,AaC9Xss,AaC9ss,C3aXss,C9aXss,C9ass,AaC9ass
,AaC%aXss,C3ass, 1ss];solss=NSolve[{Egl==0,Eqg2==0,Eqg3==0,Eqg4==0,Eg5==0, Eg6==0,
Eq7==0,Eqg8==0,Eg9==0,Eql0==0,Eqll==0,Eql2==0}, {C9,C3, X, C9X,AaC9%,RAaC9,C3aX,C9
aX,C%a,RAaC9%a,RAaC9%aX,C3a},Reals,WorkingPrecision->500];

C9ss=C9/.solss;

C3ss=C3/.solss;

Xss=X/.solss;

C9Xss=C9X/.solss;

AaC9Xss=RAaC9X/.solss;

RAaC9ss=RaC9/.solss;

C3ass=C3a/.solss;

C3aXss=C3aX/.solss;

C9aXss=C9aX/.solss;

CY9ass=C9%a/.solss;

AaC9ass=RAaC9%a/.solss;

RAaC9aXss=RAaC9%aX/.solss; lss=Length[solss];

Do[vector={C9ss[[1]],C3ss[[1]],Xss[[1]],C9Xss[[i]],RaC9Xss[[i]],RAaC9ss[[1i]]
3ass[[1]],C3aXss[[1]],C%9aXss[[1]],C9ass[[1]],AaC%ass[[1]],RAaC%aXss[[1]]};If
in[Re[vector]]>= 0,

,C
(M

i]]1],Re[Xss[[1i]]],Re[C3ss[[1]]],Re[COXss[[1]]
]1,Re[C3ass[[i]]],Re[C3aXss[[i]]],Re[CY9aXss[|
i]11],Re[RaC9aXss[[1]]11}]11,{i,1,1ss}];Print["A

AppendTo[graCss, {Aatot,Re[C9ss|
],Re[RaC9Xss[[1i]]],Re[AaC9ss[[1
i]]]1,Re[C9ass[[i1]]],Re[AaC9ass]|
atot=",Aatot], {Ratot,0,10,1/10}

’

——
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1Css=Length[graCss];

graestC9={};grainestC9={};
graestX={};grainestX={};
graestC3={};grainestC3={};
graestC9X={};grainestC9X={};
graestRAaC9X={}; grainestAaC9X={};
graestAaC9={}; grainestAaC9={};
graestC3a={}; grainestC3a={};
graestC3aX={}; grainestC3aX={};
graestC9aX={};grainestC9%aX={};
graestC9a={}; grainestC9a={};
graestAaC9%a={};grainestAaC9a={};
graestAaC9aX={};grainesthaC9%aX={};

VPss={};

Do[Clear[Aatot,C9,X,C3,C9X,AaC9X,AaC9,C3a,C3aX,Cl% X, C%a,AaC%a,AaC%aX,JdJ];
Aatot=graCss([[i,1]];
C9=graCss[[1i,2]1;
X=graCss[[i,3]];
C3=graCss[[i,4]11]1;
C9X=graCss[[1,5]1];
AaC9X=graCss[[i,6]];
AaC9=graCss[[i,7]]
C3a=graCss[[1,8]11;
C3aX=graCss[[1,9]1];
C9aX=graCss|[[1,10]1;
C9a=graCss[[1,11]11];
AaC9a=graCss[[1,12]];
AaC9aX=graCss([[i,13]];

I

JJ={{dEgldC9, dEqldX, dEqldC3, dEqldC9X,dEgldAaC9X, dEqldAaC9,dEgldC3a, dEgldC3aX,
dEgldC9aX,dEgqldC9a, dEgldAaC9a,dEgldAaC9%aXx},

{dEg2dC9, dEg2dX, dEg2dC3,dEgq2dC9X, dEgq2dAaC9X, dEg2dAaC9, dEg2dC3a, dEg2dC3aX, dEqg2
dC9%aX, dEg2dC9a, dEg2dAaC9a, dEg2dAaC9aX},

{dEg3dC9, dEg3dX, dEg3dC3,dEg3dC9X, dEgq3dAaC9X, dEgq3dAaC9, dEg3dC3a,dEg3dC3aX, dEg3
dC9%aX, dEg3dC9a, dEg3dAaC9a, dEg3dAaC9aX},

{dEg4dC9, dEg4dX, dEg4dC3,dEq4dC9X, dEgq4dAaC9X, dEgqd4dhaC9, dEg4dC3a,dEg4dC3aX, dEg4
dC9%aX, dEg4dC9a,dEg4dAaC9a, dEg4dAaC9aX},

{dEg5dC9, dEg5dX, dEg5dC3,dEg5dC9X, dEgq5dAaC9X, dEg5dAaC9, dEg5dC3a, dEg5dC3aX, dEgb
dC9%aX, dEg5dC9%a, dEgbdAaC9a, dEgbdAaC9aX},

{dEg6dC9, dEg6dX, dEg6dC3, dEq6dC9X, dEgq6dAaC9X, dEg6dAaC9, dEg6dC3a, dEg6dC3aX, dEg6
dC9%aX, dEg6dC9a, dEg6dAaC9a, dEg6dAaC9aX},

{dEg7dC9, dEg7dX, dEq7dC3,dEq7dC9X, dEq7dRAaC9X, dEgq7dAaC9, dEqg7dC3a,dEq7dC3aX, dEgq7
dC9%aX, dEg7dC%a,dEg7dAaC9%a, dEg7dAaC9%aX},

{dEg8dC9, dEg8dX, dEg8dC3,dEg8dC9X, dEgq8dAaC9X, dEgq8dAaC9,dEg8dC3a,dEg8dC3aX, dEg8
dC9%aX, dEg8dC9%a, dEg8dAaC9%a, dEg8dAaC9aX},

{dEg9dC9, dEg9dX, dEg9dC3,dEg9dC9X, dEgq9dAaC9X, dEg9dAaC9, dEgq9dC3a, dEq9dC3aX, dEg9
dC9%aX, dEg9dC9a, dEg9dAaC9a, dEg9dAaC9aX},

{dEg10dC9,dEgl0dX, dEgl10dC3,dEql0dC9X, dEgql0dRaC9X, dEgql0dAaC9,dEgl0dC3a,dEgl0dC
3aX,dEgl0dC9%aX, dEgl0dC9a, dEgl0dAaC9a,dEgl0dAaC9%aX},
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{dEg11dC9,dEqlldX, dEglldC3,dEglldC9X,dEqlldAaC9X,dEglldAaC9,dEglldC3a,dEglldC

3aX,dEglldC9%aX,dEglldC9a,dEglldAaC9a,dEglldAaC9%aX},

{dEq12dC9, dEql2dX, dEq12dC3, dEql2dC9X, dEql2dAaC9X, dEql2dAac9, dEql2dC3a, dEql2dC

3aX,dEgl2dC9aX,dEgl2dC9a,dEgl2dAaC9a, dEgl2dAaC9aX} };
VP=Eigenvalues[N[JJ,50]1];
AppendTo [VPss, {Aatot,C3a,Max[Re[VP]]}];
If[ (Max[Re[VP]]<0),
AppendTo[graestC9, {Aatot,C9}];
AppendTo [graestX, {Aatot,X}];
AppendTo[graestC3, {Aatot,C3}];
AppendTo[graestC9X, {Aatot,CO9X}1];
AppendTo [graestAaC9X, {Aatot,AaC9X}];
AppendTo[graestAaC9, {Aatot,AaC9}];
AppendTo[graestC3a, {Aatot,C3a}l;
AppendTo[graestC3aX, {Aatot,C3aX}];
AppendTo[graestC9aX, {Aatot,C9aX}];
AppendTo[graestC9a, {Aatot,C9%al}];
AppendTo[graestAaC9a, {Aatot,AaC%al}];
AppendTo[graestAaC9aX, {Aatot,AaC%aX}],
AppendTo[grainestC9, {Aatot,C9}];
AppendTo[grainestX, {Aatot,X}];
AppendTo[grainestC3, {Aatot,C3}];
AppendTo[grainestC9X, {Aatot,C9X}];
AppendTo[grainestAaC9X, {Aatot,AaC9X}];
AppendTo[grainestAaC9, {Aatot,AaC9}];
AppendTo[grainestC3a, {Aatot,C3a}];
AppendTo[grainestC3aX, {Aatot,C3aX}];
AppendTo[grainestC9aX, {Aatot,C9%aX}];
AppendTo[grainestC9a, {Aatot,C9a}l];
AppendTo[grainestAaC9a, {Aatot,AaC%al}];
AppendTo[grainestAaC9aX, {Aatot,AaC%aX}]],{i,1,1Css}];

LPestC9=ListPlot[graestC9,PlotStyle->Black];
LPestX=ListPlot[graestX,PlotStyle->Black];
LPestC3=ListPlot[graestC3,PlotStyle->Black];
LPestC9X=ListPlot[graestC9X, PlotStyle->Black];
LPestAaC9X=ListPlot [graestAaC9X,PlotStyle->Black];
LPestAaC9=ListPlot[graestRAaC9,PlotStyle->Black];
LPestC3a=ListPlot[graestC3a,PlotStyle->Black];
LPestC3aX=ListPlot[graestC3aX,PlotStyle->Black];
LPestC9aX=ListPlot[graestC9aX,PlotStyle->Black];
LPestC9a=ListPlot[graestC9a,PlotStyle->Black];
LPestAaC9%a=ListPlot[graestAaC9a,PlotStyle->Black];
LPestAaC9aX=ListPlot[graestAaC9%aX,PlotStyle->Black];

LPinestCY9=ListPlot[grainestC9,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestX=ListPlot[grainestX,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC3=ListPlot[grainestC3,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC9X=ListPlot[grainestC9X,PlotStyle->Red,PlotMarkers->0];
LPinestAaC9X=ListPlot[grainestAaC9X,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestAaC9=ListPlot[grainestAaC9,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC3a=ListPlot[grainestC3a,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC3aX=ListPlot[grainestC3aX,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC9%aX=ListPlot[grainestC9%aX, PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestC9%a=ListPlot[grainestC9a,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];
LPinestAaC9a=ListPlot[grainestAaC9a,PlotStyle->Red,PlotMarkers->0];
LPinestAaC9%aX=ListPlot[grainestAaC9aX,PlotStyle->Red, PlotMarkers->0];

Legl=Show[LPestC9,LPinestC9, PlotRange->Al11l,Frame->True,BaseStyle->{FontSize-
>14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FramelLabel-
>{"Aatot","C9"},AspectRatio->1]
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Leg2=Show[LPestX,LPinestX, PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle->{FontSize-
>14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","X"},AspectRatio->1]
Leg3=Show[LPestC3,LPinestC3, PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle->{FontSize-
>14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","C3"},AspectRatio->1]

Leg4=Show [LPestC9X, LPinestC9X, PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","COX"},AspectRatio->1]

Leg5=Show[LPestAaC9X, LPinestAaC9X,PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour",FrameLabel-
>{"Aatot","AaC9X"},AspectRatio->1]
Leg6=Show|[LPestAaC9, LPinestAaC9, PlotRange->All, Frame->True, BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","RAaC9"},AspectRatio->1]

Leg7=Show[LPestC3a, LPinestC3a,PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","C3a"},AspectRatio->1]
Leg8=Show[LPestC3aX, LPinestC3aX, PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","C3aX"},AspectRatio->1]
Leg9=Show[LPestC9aX, LPinestC9%aX, PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","C9aX"},AspectRatio->1]
LeglO=Show[LPestC9a, LPinestC9a, PlotRange->All, Frame->True, BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FramelLabel-
>{"Aatot","C%9a"},AspectRatio->1]
Legll=Show[LPestAaC9a,LPinestAaC9a,PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-
>{"Aatot","AaC9%a"},AspectRatio->1]

Legl2=Show[LPestRAaC9aX, LPinestAaC9%aX,PlotRange->All, Frame->True,BaseStyle-
>{FontSize->14},PlotLabel->"Steady state behaviour", FrameLabel-

>{"Aatot","AaC9%aX"},AspectRatio->1]

CURSOS TEMPORALES

Clear["Global *"]
(*Parameters*)

k1=2*60*10"-3; klr=0.1*60; k2=5*60*10"-6; ; k3=3.5*60*10"-4; k4=2*60*10"-4;
k5=2*60*10"-4; k6=5*60*10"-5; k7=3.5*60*10"-3; k8=2*60*10"-3; k8r=0.1*60;
k9=1*60*10"-3; k9r=1*60*10"-3; k10=1*60*10"-3; klOr=1*60*10"-3; kll=1*60*10"-
3; kllr=1*60*10"-3; k12=1*60*10"-3; kl2r=1*60*10"-3; k13=2*60*10"-3;
k13r=0.1*60; kl14=2*60*10"-3 ; kl4r=0.1*60; k15=3*60*10"-3; kl5r=1*60*10"-3;
k16=1*60*10"-3; kl6r=0.02*60; kl17=1*60*10"-3; kl7r=0.02*60; k18=1*60*10"-3;
k18r=0.04*60; k19=1*60*10"-3; k20=1*60*10"-3; k21=1*60*10"-3; k22=1*60*10"-3;
k22r=0.2*60; k23=1*60*10"-3; k24=1*60*10"-3; k25=1*60*10"-3; k26=1*60*10"-3;
k27=1*60*10"-3; k28=1*60*10"-3;

(*Unidades:nM; min¥*)

vl=kl (Aatot-RAaC9[t]-RAaC9X[t]-AaC9a[t]-AaC9aX[t])CO9[t]—-(klr AaC9[t]);
v2=k2 C3[t]CO[t];

v3=k3 C3[t]RAaCI[t];

vd=kd C9[t]C3alt];
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vb=k5 RAaC9[t] C3alt];
vo=k6 C3[t] C9alt];

v7=k7 C3[t] AaC9alt];

v8=k8 CY9alt] (Aatot-AaC9[t]-RAaC9X[t]-AaC9a[t]-AaC9aX[t])—-(k8r AaCY9alt]):;

v9=k9 CO[t]X[t]-(k9r CO9X[t]);

v10=kl10 AaC9[t] X[t]-(klO0r AaCOX[t]);

v11l=kll CY9a[t] X[t]-(kllr C9aX[t]):

v12=kl2 AaC9alt] X[t]l-(kl2r AaC9aX[t]);

v13=kl3 CO9X[t] (RAatot-AaC9[t]-AaC9X[t]-AaC9a[t]-AaC9%9aX[t])-(k1l3r

RAaCO9Xx[t]);

v14=kl4d C9aX[t] (Aatot-AaC9[t]-AaC9X[t]-AaC9a[t]-AaC9aX[t])—-(kldr AaC9aX|[t]):

v15=k1l5 C3alt] X[t]l-(kl5r C3aX[t]);
v1e=0;

v17=kl7r-k17 CO[t];
v18=kl18r-k18 XI[t];
v19=k1l9 COX[t];
v20=k20 AaC9X[t];
v21=k21 AaCO[t];
v22=k22r- (k22 C3[t]);
v23=k23 C3alt];
v24=k24 C3aX|[t];
v25=k25 CSaX|[t];
v26=k26 C9alt];
v27=k27 AaC9alt];

v28=k28 AaC9aXx|[t];

(*Egl=Aa'[t]==-v1-v13-v8+v16;*)
Egl=C9' [t]==-v1-vO-vi+vlT7;
Eg2=X"'[t]==-vI9-v10-v15-v11-v12+v18;
Eg3=C3' [t]==-Vv2-v3-v6-vT7+Vv22;
Eg4=C9X' [t]==v9-v13-v19;

Eg5=RAaC9X' [t]==v10+v13-v20;

Eg6=AaC9' [t]==v1-v10-v5-v21;
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Eg7=C3a' [t]==v2+Vv3-v15+v6+v7-v23;
Eg8=C3aX'[t]==v15-v24;

Eg9=C9aX' [t]==v11-v14-v25;
Egl0=C9a' [t]==v4-v8-v11-v26;
Egll=AaC9a' [t]==v5+v8-v12-v27;

Egl2=AaC9aX'[t]==v12+v14-v28;

Aatot=20;
graC9={};
graX={};
graC3={};
graCo9X={};
gra”haCo9X={};
grahaCo={};
graC3a={};
graC3aX={};
graC9aX={};
graC9a={};
grahaC9a={};
grahaC9aX={};
t£=80;

Block[{C3a0=C3a0},Do]|

Clear([sol,C9,C3,X,C9X,AaC9X,AaC9,C3aX,C% X, C9% ,AaC9% ,AaC9%aX,C3a];sol=NDSolve|[
{Eql,Eqg2,Eq3,Egq4,Eqg5,Eg6,Eq7,Eq8,Eq9,Eql0,Eqll,Egql2,C9X[0]==0,C9[0]==20,C3[0]
==200,X[0]==40,RAaC9X[0]==0,RaC9[0]==0,C3aX[0]==0,C9aX[0]==0,C%9a[0]==0,RAaC9a[0
]==0,RAaC%9aXx[0]==0,C3a[0]==C3a0}, {CO[t],X[t],C3[t],CO9X[t],RaCI9X[t],RAaC9[t],C3a

X[t],ClX[t],C9[t],AaCl9[t],AaCl%aX[t],C3alt]}, {t,0,tf}, MaxSteps->5000000];

C9[t _1=C9[t]/.sol;
X[t 1=X[t]/.sol;
C3[t_]= C3[t]/.so0l;
CO9X[t 1=C9X[t]/.sol;

AaC9X [t 1=RAaCI9X[t]/.sol;

RAaC9[t ]=RaC9[t]/.sol;

C3al[t ] =C3alt] /. sol;
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C3aX[t ] =C3aX[t] /. sol;
C9aX[t ]=C9ax[t]/.sol;
C9alt ]1=C9a[t]/.sol;
RaC9a[t ]=RaC9a[t]/.sol;
AaC9aX[t ]=RaC9%aX[t]/.sol;

AppendTo[graC9,Plot[CO[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graX,Plot[X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3,Plot[C3[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9X, Plot [C9X[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graAaC9X,Plot [AaC9X[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graAaC9,Plot[RaCO[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3a,Plot[C3a[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3aX,Plot[C3aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9aX,Plot[C9aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9a,Plot[CSalt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[gra”haC9a,Plot[AaC9alt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC9aX,Plot[AaC9aX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Black},DisplayFunction->Identity]], {C3a0,0,0,1}11;

Aatot=10;
graC9l={};
graXl={};
graC31l={};
graCoxXl={};
grahaCo9Xl={};

graRhaCol={};
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graC3al={};
graC3aXl={};
graC9aXl={};
graC9al={};
grahaC9al={};
graAaC9aXl={};
tf£=80;

Block[{C3a0=C3a0},Do]|
Clear([sol,C9,C3,X,C9,AaC9%,AaC9,C3aX,C%aX,C%a,AaC9%,AaC%aX,C3a];sol=NDSolve|[
{Eql,Eq2,Eqg3,Eq4,Eqg5,Eqg6,Eq7,Eq8,Eq9,Eql0,Eqll,Eql2,C9X[0]==0,C9[0]==20,C3[0]
==200,X[0]==40,RAaC9X[0]==0,RAaC9[0]==0,C3aX[0]==0,C9%9aX[0]==0,C9%a[0]==0,RAaC9a([0
]==0,RAaC9%aX[0]==0,C3a[0]==C3a0}, {CO[t],X[t],C3[t],COX[t],AaCO9X[t],AaCO9[t],C3a
X[t],C9aX[t],C%[t],AaC9%a[t],RaC9aX[t],C3alt]},{t,0,tf},MaxSteps->5000000];

Co[t 1=C9[t]/.sol;

X[t 1=X[t]/.sol;

C3[t 1= C3[t]/.sol;

C9X [t 1=C9X[t]/.sol;

AaC9X [t ]=AaC9x[t]/.sol;
RaC9[t ]=RaC9[t]/.sol;
C3al[t_ ] =C3alt] /. sol;
C3aX[t ] =C3aX[t] /. sol;
C9aX[t ]=C9ax[t]/.sol;
C9alt ]1=C9alt]/.sol;

AaC9alt ]=RAaC9al[t]/.sol;

AaC9aX [t ]=RAaC9aX[t]/.sol;

AppendTo[graC9l,Plot[CO[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graXl,Plot[X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC31l,Plot[C3[t], {t,0,tf},PlotRange->Al1l,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9X1l,Plot [COX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC9X1l,Plot [AaCO9X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];
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AppendTo[graAaC91,Plot[RAaCO9[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3al,Plot[C3a[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo [graC3aXl,Plot[C3aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo [graC9%aXl,Plot[C%aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9al,Plot[CO9a[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graRaC9al, Plot[AaC9alt], {t,0,tf},PlotRange->Al11,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graRaC9aXl, Plot [RAaC9aX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Red},DisplayFunction->Identity]], {C3a0,0,0,1}11;

Aatot=6.5;
graC92={};
graX2={};
graC32={};
graCox2={};
grahaCox2={};
graRhaC92={};
graC3a2={};
graC3aX2={};
graC9aX2={};
graC9a2={};
grahaC9az2={};
grahaC9aXx2={};
t£=80;

Block[{C3a0=C3a0}, Dol
Clear([sol,C9,C3,X,C9,AaC9,AaC9,C3aX,C%aX,C9%a,AaC9%9a,AaC9%9aX,C3a];sol=NDSolve|
{Eql,Eqg2,Eq3,Eq4,Eqg5,Eg6,Eq7,Eq8,Eq9,Eql0,Eqll,Egl2,C9X[0]==0,C9[0]==20,C3[0]
==200,X[0]==40,RAaC9X[0]==0,RaC9[0]==0,C3aX[0]1==0,C9%aX[0]==0,C9a[0]==0,RAaC9a[0
]==0,RAaC%9aXx[0]==0,C3a[0]==C3a0}, {CO[t],X[t],C3[t],CO9X[t],RaCO9X[t],RaC9[t],C3a
X[t],C9aX[t],Cla[t],RAaC9a[t],RaC9aX[t],C3alt]l},{t,0,tf},MaxSteps->5000000];

C9[t_]=C9[t]/.sol;
X[t 1=X[t]/.sol;
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C3[t 1= C3[t]/.sol;

CO9X [t 1=C9X[t]/.sol;

RaC9X [t ]=AaC9X[t]/.sol;
RaC9[t ]=RaC9[t]/.sol;
C3alt ] =C3alt] /. sol;
C3aX[t ] =C3aX[t] /. sol;
C9aX[t ]=C9ax[t]/.sol;
C9alt_1=C9a[t]/.sol;
AaC9a[t ]=RaC9a(t]/.sol;

AaC9%aX [t ]=RAaC9aX[t]/.sol;

AppendTo[graC92,Plot[CO[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graX2,Plot [X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC32,Plot[C3[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9X2,Plot [COX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC9X2,Plot [AaCO9X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC92,Plot[AaCO9[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3a2,Plot[C3alt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3aX2,Plot[C3aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9%aX2,Plot[C9aX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9%a2,Plot[CO9alt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC9a2,Plot[AaC%alt],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graAaCSaX2,Plot[AaC%aX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Blue},DisplayFunction->Identity]], {C3a0,0,0,1}1];

Aatot=5;
graC93={};
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grax3={};
graC33={};
graC9o9xX3={};
graRAaC9X3={};
graRaC93={};
graC3a3={};
graC3aX3={};
graC9aX3={};
graC9a3={};
grahaC99a3={};
grahaC9aX3={};
t£=80;

Block[{C3a0=C3a0},Do]|
Clear([sol,C9,C3,X,C9,AaC9,AaC9,C3aX,C%aX,C%a,AaC9%,AaC9%aX,C3a];sol=NDSolve|[
{Eql,Eqg2,Eqg3,Eq4,Eqg5,Eqg6,Eq7,Eq8,Eq9,Eql0,Eqll,Eql2,C9X[0]==0,C9[0]==20,C3[0]
==200,X[0]==40,RAaC9X[0]==0,RaC9[0]==0,C3aX[0]==0,C9aX[0]==0,C%9a[0]==0,RaC9%a[0
]==0,RAaC%aX[0]==0,C3a[0]==C3a0},{CO[t],X[t],C3[t],COX[t],RaC9X[t],RaC9[t],C3a
X[t],C9aX[t],C%[t],AaC%a[t],RAaC9aX[t],C3alt]},{t,0,tf},MaxSteps->5000000];

Co[t 1=C9[t]/.sol;

X[t 1=X[t]/.sol;

C3[t_]= C3[t]/.sol;

CO9X [t 1=C9X[t]/.sol;
AaC9X [t ]1=RaC9Xx([t]/.sol;
AaC9[t_]1=RaC9[t]/.sol;
C3alt ] =C3alt] /. sol;
C3aX[t ] =C3aX[t] /. sol;
C9aX [t ]=C9ax[t]/.sol;
C9alt ]1=C9al[t]/.sol;
AaC9alt ]=AaC9al[t]/.sol;

AaC9%aX [t ]=RAaC9aX[t]/.sol;

AppendTo[graC93,Plot[CO[t], {t,0,tf},PlotRange->Al11,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graX3,Plot [X[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

101



AppendTo[graC33,Plot[C3[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9X3,Plot [CO9X[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo [graRhaC9X3,Plot [AaC9X[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo [graRhaC93,Plot [AaC9[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3a3,Plot[C3a[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC3aX3,Plot[C3aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9aX3,Plot[C%9aX[t],{t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graC9%a3,Plot[C9alt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[grahaC9a3,Plot[AaC9alt], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]];

AppendTo[graRhaC9aX3, Plot [AaC9aX[t], {t,0,tf},PlotRange->All,PlotStyle-
>{Thickness[0.005],Green},DisplayFunction->Identity]], {C3a0,0,0,1}11;

labell=Graphics[ Text["20 nM",{7,100},BaseStyle->{FontSize-> 14,FontFamily-
>"Times",Bold (*,Italic*)}]1];

label2=Graphics[ Text["10 nM", {19,85},BaseStyle->{FontSize-> 14,FontFamily-
>"Times",Bold (*,Italic*)}]1];

label3=Graphics[ Text["6.5 nM",{37,70},BaseStyle->{FontSize-> 14,FontFamily-
>"Times",Bold (*,Italic*) }]1];

labeld4=Graphics[ Text["5 nM", {58,50},BaseStyle->{FontSize-> 14,FontFamily-
>"Times",Bold (*,Italic*)}]1];

Show[graC9,graC9l,graC92,graC93, Frame->True, AspectRatio->1,PlotRange-
>All,AxesOrigin->{0,0}, FrameLabel->{"t [min]","Casp9 [nM]"},LabelStyle-
>{FontSize-> 14}]

Show|[graX,graXl,graX2,graX3, Frame->True, AspectRatio->1,PlotRange-
>All,AxesOrigin->{0,0}, FrameLabel->{"t [min]","XIAP [nM]"},LabelStyle-
>{FontSize-> 14}]

Show|[graC3,graC31,graC32,graC33, Frame->True, AspectRatio->1,PlotRange-

>All,AxesOrigin->{0,0}, FrameLabel->{"t [min]","Casp3 [nM]"},LabelStyle-
>{FontSize-> 14}]
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Show[graC9X, graC9X1l,graC9X2, graC9X3, Frame->True, AspectRatio->1,PlotRange-
>All,AxesOrigin->{0,0}, FramelLabel->{"t [min]","C9X [nM]"},LabelStyle-
>{FontSize-> 14}]

Show [graRhaC9X, gra”haC9X1l,gra”haC9X2,gra”haC9X3, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All,AxesOrigin->{0,0}, Framelabel->{"t [min]","AaC9X
[nM]"},LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show|[gra”AaC9, gra”haC9l,gra”haC92,gra”haC93, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All,AxesOrigin->{0,0}, FramelLabel->{"t [min]","AaC9
[nM] "}, LabelStyle->{FontSize-> 14}]

LP=Show[graC3a,graC3al,graC3a2,graC3a3, labell, label2, label3, label4, Frame-
>True, AspectRatio->1,PlotRange->{{-1,80},{-5,160}},AxesOrigin->{0,0},
FrameLabel->{"t [min]","Active Casp3 [nM]"},LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show[graC3aX,graC3aXl,graC3aX2,graC3aX3, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All, AxesOrigin->{0,0}, FrameLabel->{"t [min]","C3aX
[nM] "}, LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show[graC9aX, graC9%aXl,graC9aX2,graC9aX3, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All, AxesOrigin->{0,0}, FramelLabel->{"t [min]","C9aX
[nM] "}, LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show[graC9a,graC9al, graC9%9a2,graC9%9a3, Frame->True, AspectRatio->1,PlotRange-
>All,AxesOrigin->{0,0}, FramelLabel->{"t [min]","Active Casp9
[nM] "}, LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show[graRhaC9a,grahaC9al,gra”haC9a2,gra”haC9a3, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All, AxesOrigin->{0,0}, FrameLabel->{"t [min]","AaC9a
[nM]"},LabelStyle->{FontSize-> 14}]

Show[graRaC9aX, grahaC9%aXl,gra”haC9aX2,gra”haC9aX3, Frame->True, AspectRatio-
>1,PlotRange->All, AxesOrigin->{0,0}, FramelLabel->{"t [min]","AaC9%aX
[nM]"},LabelStyle->{FontSize-> 14}]
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