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REsSumMO

As espécies reativas de oxigénio e azoto desempenham um papel importante em certas
funcdes fisiologicas, como na inflamacdo, mas em situacdes de sobreproducdo ou
desregulacdo podem ter varios efeitos lesivos para as biomoléculas.

O objetivo foi construir um modelo mateméatico de equacdes diferenciais ordinarias (ODES)
que descrevesse a rede de reacdes quimicas entre as diferentes espécies reativas e as
biomoléculas. Para tal:

a) foram recolhidas da literatura e utilizadas as constantes cinéticas das varias reacdes
para escrever as equacdes cinéticas de todas as reagfes que constituiram o sistema
estudado;

b) com base nas varias equacdes cinéticas foram construidas as equacdes diferenciais
gue descreviam a evolugéo temporal de cada espécie quimica no sistema, recorrendo
a abordagem do tipo Continuously Stirred Batch Reactor (CSBR);

c) otimizou-se os parametros do modelo de modo a obter um sistema em estado
estacionario que mimetizou as condi¢des observadas na circulagéo sistémica;

d) foi feita a analise do modelo com recurso a andlise de fluxos e de coeficientes de
controlo, que identificaram quais os principais pontos de controlo do sistema.

Com estes passos obteve-se um modelo matemético robusto que permitiu a simulagédo de
situacdes fisiolégicas como a desregulacdo dos sistemas de producdo de espécies reativas
ou o efeito de antioxidantes sobre o nivel global de espécies reativas e sobre o nivel de lesbes
induzidas as biomoléculas:

= As concentragfes de estado estacionario das espécies tamponantes do sangue bem
como da agua, do hidronio e do anido hidréxido mantiveram-se constantes em todas
as variagoes;

= As variagdes do 6xido nitrico e do superéxido ocorreram exatamente de acordo com o
que se esperava;

= Avariagdo da concentracdo do anido nitrato correspondeu a variagdo da concentracao
do peroxinitrito, indicando a composi¢cdo do mesmo;

= Todas as espécies reativas tiveram a variagdo das suas concentragdes como
esperado em relagdo da variagdo das concentracdes de estado estacionario dos
antioxidantes.

Contudo, nao foi possivel obter um modelo que descreva adequadamente o sistema de
tamponamento do sangue, tendo-se identificado a origem desse erro no excessivo detalhe
utilizado para descrever essas reagoes.

PALAVRAS-CHAVE: espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de azoto, modelacdo
matematica, analise de controlo, modelo de acdo de massas
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ABSTRACT

Reactive oxygen and nitrogen species play an important role in certain physiological functions,
such as in inflammation, but in situations of overproduction or deregulation, they may have
several detrimental effects on biomolecules.

The goal was to construct a mathematical model of ordinary differential equations (ODES) that
describes the network of chemical reactions between different reactive species and
biomolecules. For such:

a) they were collected from literature and kinetic constants of the various reactions were
used to write the kinetic equations of all the reactions that constituted the studied
system;

b) based on the various kinetic equations the differential equations that described the
temporal evolution of each chemical specie in the system were constructed, using the
Continuously Stirred Batch Reactor (CSBR);

c) the model parameters were optimized to obtain a steady-state system that mimicked
the conditions observed in the systemic circulation;

d) the analysis of the model using flow and control coefficients analysis was performed,
which identified the main control points of the system.

These steps yielded a robust mathematical model that allowed the simulation of physiological
situations such as the deregulation of reactive species production systems or the effect of
antioxidants on the global level of reactive species and on the level of biomolecule induced
lesions:

= Steady-state concentrations of the buffering species in the blood as well as water,
hydronium and hydroxide anion remained constant in all variations;

= Changes of nitric oxide and superoxide went exactly according to what was expected;

= The variation of the concentration of the nitrate anion corresponded to the variation of
the peroxynitrite concentration, indicating its composition;

= All reactive species had the variation of their concentrations as expected in relation to
the variation of the steady-state concentrations of the antioxidants.

However, it was not possible to obtain a model that adequately describes the blood-buffering
system, and the origin of this error was identified in the excessive detail used to describe these
reactions.

KEYWORDS: reactive oxygen species, reactive nitrogen species, mathematical modelling,
control analysis, mass action law model
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1. ENQUADRAMENTO TEORICO

1.1 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES OXIDANTES E NITROSANTES E AS SUAS REACOES

As espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de azoto (RNS) estédo
envolvidas em numerosas fungdes fisioldgicas. As ROS e as RNS desempenham um papel-
chave nas vias de transduc¢ao de sinal, transcricao génica, sintese proteica, e na manutencao
da funcdo celular. As ROS e as RNS sdo importantes na patogénese de muitas doencas
incluindo doencas cardiovasculares. A Tabela 1 resume as revisdes na literatura das funcdes
das ROS e RNS em varios sistemas biolégicos (Kavdia, 2011).

As ROS e as RNS séo derivadas da reducéo parcial (incompleta) de oxigénio e da produgéo
de NO, respetivamente, e ambas podem ocorrer nas formas de radicais livres e nao-
radicalares. A partir de uma perspetiva fisiolégica e fisiopatoldgica, as principais ROS séo o
radical anido superéxido (0;7), o radical hidroxilo (OH®), o radical hidroperoxilo (HO3), o
peroxido de hidrogénio (H,0,), o &cido hipocloroso (HCIO) e o oxigénio singleto (10,),
enquanto as RNS importantes sdo o peroxinitrito (ONOO™), o radical nitrito (NO5) e o trioxido
de diazoto (N,05), para além do radical 6xido nitrico (NO*) (Kavdia, 2011). A sobreproducdo
de ROS e de RNS resulta em stress oxidativo e nitrosativo, que contribuem para a variedade
de processos fisiol6gicos normais, como a inflamacgéo, e de processos patolégicos, como
cancro e doencas neurodegenerativas.

Tabela 1. Revisdes literarias das fungbes de ROS e RNS nos sistemas biol6gicos (Kavdia, 2011)

Topico de revisao Referéncia
Saude geral e doenca Pacher et. al., 2007
Resposta imune Wink et. al., 2011

Mecanismo molecular e implicacdes terapéuticas na

. . . Nediani et. al., 2011
insuficiéncia cardiaca

Citoneurotoxicidade e distlrbios neurolégicos Metodiewa e Koska, 2000

Regulacéo da funcéo de barreira endotelial Boueiz e Hassoun, 2009
Sinalizagédo intracelular no musculo esquelético Powers et. al., 2011
Regulacéo da funcdo de neutrofilos Fialkow et. al., 2007
Despolimerizagdo de polissacarideos e seus resultados Duan e Kasper, 2010
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1.1.1  Oxipo NiTrIcO (NO)

O o6xido nitrico, NO, é o fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), € o mensageiro-
chave de sinalizac&o nos sistemas cardiovasculares para a regulacdo de presséo sanguinea
e tonus vascular., O NO desempenha muitas funcbes importantes nos sistemas
cardiovasculares incluindo a manutencgéo de integridade vascular e inibicdo de agregacao das
plaquetas, recuperagéo da adeséao leucécito-endotélio, recuperacao da proliferacdo muscular
lisa vascular. Uma reducédo dos niveis endotélios de NO resulta na disfuncéo endotelial, e as
anormalidades na sinalizagdo de NO foram ligadas a muitas doencas incluindo aterosclerose,
hipertenséo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, trombose e apoplexia (Kavdia, 2011).

Conforme resumido na Figura 1, o NO é produzido a partir da oxidacado enzimatica da L-
arginina por varias isoformas das enzimas NO sintases (NOS), incluindo NOS neuronal
(nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS indutivel (iNOS). Recentemente, foi identificada outra
NOS, a NOS mitocondrial (MtNOS). Estas isoformas sao divididas com base no seu controlo
de atividade pelo célcio (dependente de calmodulina) intracelular. A atividade da nNOS e da
eNOS ¢é dependente do aumento transiente na concentracao de célcio intracelular, enquanto
a atividade da iINOS é dependente apenas do nivel de transcri¢cdo. As enzimas NOS requerem
varios cofatores incluindo tetrahidrobiopterina (BH4), dinucleétido de flavina adenina (FAD),
mononucleétido de flavina (FMN), fosfato de dinucle6tido de nicotinamida adenina (NADPH),
e oxigénio molecular para as suas atividades enziméaticas (Kavdia, 2011).

MLV L-arg Ach ‘ @ 0@®
. O OPra

TN\

MLV: masculo liso vascular Pla:plaquetas GR: glébulo vermelho

receptor de Ach
substancia receptor P

Figura 1. Producgéo do 6xido nitrico a partir do endotélio, permitindo assim a vasodilatacdo e consequentemente
a congestdo muscular (https://www.masmusculo.com).

Das isoformas NOS, a eNOS ¢ a principal fonte de NO biodisponivel na vasculatura. O NO
produzido por células endoteliais difunde para as células musculares lisas vasculares, onde
ativa a guanilato ciclase soluvel (sGC) que catalisa a conversdo da guanosina trifosfato (GTP)
em guanosina monofosfato ciclico (¢cGMP), induzindo o relaxamento das células musculares
lisas e causando vasodilatagdo. O NO endotelial difunde para o lumen vascular, onde reage
rapidamente com a hemoglobina nos glébulos vermelhos no fluxo sanguineo. O papel dos
glébulos no metabolismo do NO tem sido um foco de muitas investigacées experimentais e
varios papéis de modelagem de NO.


https://www.masmusculo.com/blog/oxido-nitrico-benefico-para-os-musculos/
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1.1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

Em condicbes fisiolégicas normais, uma pequena fracdo do oxigénio inspirado (0,), usado
para gerar energia por fosforilacdo oxidativa na mitocdndria, € convertida em ROS. Todas as
células do tecido vascular, incluindo células endoteliais e células musculares lisas, tém
sistemas enzimaticos que produzem ROS. Primariamente a ROS gerada no tecido vascular €
0 05~ ou 0 H,0,. As fontes importantes de produgéo de ROS incluem a NADPH oxidase, nas
mitocondrias, e a xantina oxidase. A partir destas fontes de producdo de 05, a NADPH
oxidase associada a membrana € uma importante fonte de 0;~ em doencgas vasculares,
incluindo doencas cardiovasculares. A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a
conversao do 05~ em H,0,, 0 H,0, é convertido em 4gua pelas enzimas catalase ou glutationa
peroxidase, esta utilizando o glutationo (GSH) como agente redutor. O 05~ € altamente reativo
e tem uma semivida muito curta, enquanto o H, 0, é relativamente estavel e tem uma semivida
mais longa (Kavdia, 2011).

Em condicdes fisiologicas normais, 0s sistemas antioxidantes protegem contra danos
causados pelas ROS. Estes sistemas antioxidantes incluem (1) antioxidantes de baixa massa
molecular, tais como as vitaminas A, C e E, e (2) sistemas enziméaticos tais como SOD,
glutationa peroxidase e catalase. No entanto, quando a geracdo de ROS prevalece sobre a
defesa antioxidante, estes radicais podem alterar a fungdo celular ao interagir com as
biomoléculas, promovendo a sua oxidacao e possivel perda de funcéo, que pode levar a morte
celular por apoptose. Este estado € normalmente descrito como stress oxidativo. Tanto o 05~
como o H,0, podem alterar vias de sinalizagao intracelular, incluindo regulacdo da migragao
e defesa do hospedeiro. O 05~ pode reagir com o NO°®, pelo que assim os niveis de 05~ e
H,0, podem ser controlados pelo NO°*, e os danos oxidativos sdo limitados em locais celulares
especificos de geracdo de ROS. No entanto, a reagdo de 05~ com NO*® forma peroxinitrito
(ONOO™), uma RNS que destréi o BH4 necessério para a sintese de NO°®. O esgotamento de
BH4 ndo so6 reduz a sintese de NO* mas também resulta no desacoplamento de eNOS que
pode levar a producédo de 05~ por eNOS (Kavdia, 2011).

O "stress oxidativo " como conceito na biologia redox e medicina foi formulado em 1985; no
inicio de 2015, aproximadamente 138.000 entradas da PubMed apresentam este termo no
titulo. Este conceito tem os seus méritos e 0s seus deméritos:

= Entre os méritos esta a nocgdo, provocada pelos dois termos combinados de (i)
metabolismo aerébio como um equilibrio redox em estado estacionario e (ii) as tensbes
potenciais associadas no equilibrio, tal como indicado pelo termo, stress, evocando
respostas de stress bioldgico;

= Entre os deméritos esta o facto de que os detalhes moleculares subjacentes devem
ser elaborados em cada caso particular, 0 que € um avango para um conceito global,
mas que as vezes é negligenciado. Isso pode levar ao uso indiscriminado do termo,
stress oxidativo, sem uma relagéo clara com a quimica redox.

1.1.3 ESPECIES REATIVAS DE AzOTO (RNS)

O NO° reage rapidamente com o 05~ para formar o peroxinitrito (ONOO™), um oxidante forte.
O 0;” reage 3 a 6 vezes mais depressa com o NO* (k =9 x 10° M~1s~1) para formar
peroxinitrito do que com a SOD (k=2x10°M~1's~') para formar H,0,. Embora a
concentracdo de NO* (na ordem de poucas dezenas ou centenas de nM) in-vivo seja muito
menor do que a concentracdo de SOD (ordem de 10 mM), uma vez formado o ONOO~
contribui para a disfungdo vascular indiretamente ao reduzir a biodisponibilidade de NO* e ao
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iniciar um numero de processos patolégicos. Em adi¢éo a reagdo rapida com 05~ para formar
ONOO~, 0 NO* reage também com o oxigénio para formar N,0; e NO, (Kavdia, 2011).

Estas RNS podem iniciar um namero de processos patoldgicos incluindo peroxidacgéo lipidica,
nitracdo dos residuos tirosil de proteina, inibicdo de enzimas metabdlicos chave, reducéo de
capacidade antioxidante celular por oxidacdo rapida de tidis e ruturas da cadeia de DNA,
levando a apoptose. Este estado é descrito como stress nitrosativo. O ONOO~ € um possivel
iniciador para a reacdo em cadeia de radicais livres que resulta da peroxidac¢éao lipidica, em
particular em baixa densidade (LDL) no sangue, que se acredita ser a primeira e principal
etapa na formacao da placa aterosclerética (ou aterogénese). Também oxida BH4, um cofator
de NOS, para dihidrobiopterina, resultando na formacédo de NO° reduzido (NO™) (Kavdia,
2011; Stanbro, 2000).

O papel principal na defesa antioxidante € cumprido por enzimas antioxidantes, e nao por
compostos antioxidantes de moléculas pequenas. O campo da pesquisa de stress oxidativo
abrange a quimica, a bioquimica, a biologia celular, a fisiologia e a fisiopatologia, todo o
percurso para a medicina e a pesquisa sobre saude e doencas (Sies, 2015).

1.2 PAPEL DOS MODELOS MATEMATICOS EM STRESSES OXIDATIVOS E NITROSATIVOS

Muitos aspetos das interac6es de NO*®, 05~ e ONOO~ em condi¢des fisiopatologicas tais como
doengas cardiovasculares, hipertensdo e diabetes foram estudados extensivamente em
muitos modelos ambos in vivo e in vitro na maioria das circunstancias. A literatura esta cheia
de controvérsias que surgem por causa de abordagens reducionistas nos métodos. Estas
controvérsias incluem (1) o papel das vitaminas antioxidantes A, C e E em melhorar o stress
oxidativo e melhorar condi¢cdes de doencga, e (2) o potencial de sistemas enzimaticos tais
como SOD e eNOS em causar ou remover stresses oxidativos e nitrosativos nos sistemas
cardiovasculares (Kavdia, 2011).

As causas e as consequéncias dos stresses oxidativos e nitrosativos dependem de um
balanco delicado entre muitos processos. Uma melhor compreenséo de NO, ROS e RNS em
sistemas bioldgicos vai exigir a avaliagdo quantitativa de interagdes bioquimicas e transporte
destas espécies a partir de uma perspetiva de sistemas. As abordagens da modelacéo
matematica podem ajudar a elucidar o comportamento destas interacées para um sistema
particular. Embora os estudos experimentais envolvendo as 3 moléculas importantes (NO°*,
05~ e ONOO~) sejam muitos, os modelos matematicos sdo limitados por causa da
complexidade das interagdes bioquimicas (Kavdia, 2011).

1.2.1 Os DIFERENTES MODELOS DA PEROXIDAGAO LIPIDICA

A peroxidacdo lipidica € um processo radicalar de rea¢do em cadeia iniciado por radicais em
meios lipidicos, tais como membranas e lipoproteinas, e € também um processo degenerativo
gue se acredita desempenhar um papel-chave na patogénese de muitas doencgas, e para o
gual existem modelos matematicos validados de varias complexidades (Waldeck e Stocker,
1996; Zielinski e Pratt, 2017).

Os modelos, compostos por equacdes diferenciais simultaneas, foram utilizados para avaliar
os perfis de concentrac@o dos reagentes de interesse. Os esquemas de reacdo monofasicos
gue descrevem a peroxidagdo lipidica e a antioxidacdo de acordo com o modelo
"convencional’ e de peroxidagdo mediada por tocoferol (TMP) foram simulados para
condi¢cBes de fluxos radicais baixos e altos produzidos por iniciadores azo termolabeis. Os
resultados mostram que as dependéncias particulares das taxas de peroxidagéo lipidica (Rp)

4
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nas taxas de iniciacdo (R;) para os dois esquemas foram preditas com precisdo pelas
simulacdes (Waldeck e Stocker, 1996).

Ambos os modelos previram qualitativamente a inibicdo da peroxidacao lipidica na presenca
do a-tocoferol (a-TOH) sob condicdes de alto fluxo radicalar, sugerindo que ambos podem
descrever a peroxidacao lipidica inibida em solucdo sob estas condi¢cdes. A TMP, mas néo o
modelo convencional, pode também prever o comportamento complexo experimentalmente
observado da peroxidacdo lipidica de LDL induzida com diferentes concentracbes de
iniciadores azo. Especificamente, a TMP reproduziu fielmente o comprimento da cadeia
cinética observada da peroxidacgéo lipidica de »>1 em baixa e «1 alta concentracdo do
iniciador (ou seja, 0,2 e 10 mM, respetivamente para LDL a 1 ymol de apoB-100 / L) durante
o0 periodo de oxidagdo contendo o a-TOH. Também demonstrou a ndo-dependéncia
experimentalmente observada de R,™" em R; (Waldeck e Stocker, 1996).

A analise cinética da geracédo radicalar e da iniciacdo da peroxidacado lipidica num modelo
prolongado de dois compartimentos de TMP mostraram que a separagéo de fases de reacdes
bimoleculares numa suspensado de particulas de LDL pode levar a um aumento de ca. 400
vezes na taxa de formagdo do hidroperdxido lipidico. As agbes co-antioxidantes
experimentalmente observadas do ascorbato sollvel em agua e do ubiquinol-10 lipossolavel
foram verificadas usando este modelo. E proposto um modelo biofisico simples que constitui
as reacOes da TMP e incorpora a natureza compartimental de uma suspenséo de LDL. Juntos,
os resultados demonstram que a TMP € o Unico modelo que se adapta aos dados
experimentais que descrevem 0s estagios iniciais da peroxidacao lipidica de LDL sob vérias
condicbes de oxidagcdo. As implicacbes dessas conclusbes sao discutidas em relacédo a
aterogénese e um modelo alternativo recentemente proposto de peroxidacao lipidica de LDL
(Waldeck e Stocker, 1996).

1.2.2 MODELOS CINETICOS

Um dos objetivos mais comuns dos modelos cinéticos é compreender como é que os fluxos
de NO* e 05~ afetam um resultado particular. Os modelos cinéticos de NO*, 05~ e ONOO~
estudaram diversos aspetos das funcdes destas moléculas, que incluiam (1) as cinéticas de
reacdo de NO e superoxido, (2) a dismutacdo de superdxido catalisada por superoxido
dismutase, (3) a fungdo de GSH, e (4) os modelos da producgéo de 05~ a partir da cadeia de
transporte mitocondrial (Kavdia, 2011).

Por exemplo, a nitracdo de residuos proteicos tirosina € uma modificagdo pos-translacional
covalente de agentes nitrantes observada em muitas condicbes de doenca. As vias de
nitragdo envolvendo ONOO~ resultam na formagdo de complexos oxo-metalicos e
nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO;) que se decompdem para os radicais carbonato (C03™) e
nitrito (NO3). O NO; oxida a tirosina a radical tirosilo e a 3-nitrotirosina. Por causa da reacéo
limitada pela difusdo de NO~ com 05~, e da capacidade do produto de reagcdo ONOO~ para
nitrar tirosina in vitro, a formacao de 3-nitrotirosina € comumente utilizada como um marcador
indireto para o local de formacéo in vivo de ONOO~ (Kavdia, 2011).

O objetivo dos modelos computacionais da nitracdo de tirosina é avaliar se 0 ONOO~ pode
ser um mediador de nitracdo biolégica. Esta questdo é levantada devido a aparentes
observacdes conflituantes no rendimento de nitragdo nos sistemas homogéneos biolégicos.
As vias alternativas para a nitracdo de tirosina foram também propostas, incluindo
mecanismos de transicdo dependentes de metais e de hemo-peroxidases, como a
mieloperoxidase e o eosindfilo peroxidase, catalisando a formacao de nitrotirosina por acéo
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de nitrito e H,0,. Em sistemas homogéneos, os rendimentos méaximos de nitragdo s&o
realizados na razéo de fluxo NO*/0;~ de aproximadamente um, e um excesso de NO°® ou de
05~ resulta na diminuicdo nos rendimentos de nitragdo. Uma explicagdo possivel para o
rendimento reduzido com um excesso de NO* ou de 0;~ pode ser a desativacdo de nitracdo
com excesso de NO® e as interacdes de 0;~ com NO, e radicais tirosilo, respetivamente. No
entanto, a nitragdo em sistemas biologicos aumenta com o créscimo de NO° ou de 0;”. Esta
contradicao invalida o uso da 3-nitrotirosina como um marcador para 0 ONOO~ (Kavdia, 2011).

Para resolver o aparente conflito no rendimento de nitracéo entre os dados in vivo e in vitro,
Quijano et al. modelou a formacao da 3-nitrotirosina usando fluxos simultaneos de NO° e de
05" . Eles puseram a hipétese de que a presenca de SOD e a difusdo transmembranar de NO*
impedem a acumulacdo de NO* e de 05~ e, deste modo, a formagédo de ONOO~. A difusédo
transmembranar de NO* foi representada com uma rapida taxa de desaparecimento de NO*
de 400 s. Ainclusdo da difusdo transmembranar de NO e SOD reduz a concentracdo de NO*
dos 12 yM aos 40 pM e a concentragdo de 05~ dos 200 nM ao 0,8 pM, respetivamente. Os
seus dados mostraram que a nhitracdo mediada por ONOO~ em sistemas biolégicos é um
processo de baixo rendimento, mas responsivo a aumentar em formagéo de NO* e 0;~. Tanto
a incorporagao de SOD como a difusdo de NO aumentaram a formagé&o de nitragdo de tirosina
guando a taxa de fluxos de NO* e 05~ aumentou para acima de um. No entanto, os
rendimentos de nitracdo eram significativamente mais baixos na gama de fentomolar por
minuto quando a SOD e a difusdo de NO eram incorporadas comparado com a gama de
nanomolar por minuto quando a SOD ou difuséo de NO eram incorporadas (Kavdia, 2011).

Lancaster (2006) investigou sistematicamente a oxidag&o, a nitrosacéo e as vias de nitracao
para melhor compreender as vias de reacdo dominante e as formacdes intermediarias e de
produto. A analise indicou que a oxidacdo, comparado com nitrosacao e nitracdo, € a via
dominante para o destino do NO* e do 0;~. Quando um fluxo de NO* ou de 05~ varia e outro
€ constante, ha um acréscimo linear na concentracdo de ONOO™ que atinge o platd em certas
condicoes.

Ainda é discutivel se o0 ONOO~ é a fonte exclusiva de nitragdo de tirosina in vivo. Os
mecanismos de reacdo alternativos, que sdo normalmente ignorados, precisam de ser
considerados na nitrac&o de tirosina in vivo, incluindo uma funcéo para o NO;. A modelacdo
de nitracdo tem sido restrita para apenas a nitracdo de tirosina, mas também pode ser
estendida a nitracdo de residuos de triptofano, de bases de DNA e de acUcares (Kavdia,
2011).
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2. METODOS

2.1 MODELACAO DE REATORES CONTINUAMENTE AGITADOS

Para a construcdo do modelo cinético que descreve as reacdes entre espécies reativas,
antioxidantes e biomoléculas, foram recolhidos dados da literatura relativos as reacdes
descritas na Tabela 4 (apresentada em apéndice); os valores iniciais utilizados para cada
varidvel sdo apresentados na Tabela 3 (em apéndice). As leis cinéticas e respetivos
parametros cinéticos foram utilizados para construir um sistema de equacgfes diferenciais
ordinarias utilizando a lei de acdo de massas para todas as reagdes. As reacfes enzimaticas
incluidas foram descritas por leis de pseudo-segunda ordem, conforme foi descrito por Justino
e Ferreira (2007).

O sistema em estudo foi modelado através de um reator em batch continuamente agitado
(Continously Stirred Batch Reactor, CSBR). Esta abordagem pressupde-se que algumas das
espécies consideradas no modelo estdo presentes inicialmente a uma determinada
concentracdo; a agitagdo continua permite que a concentragdo de cada uma das espécies
presentes seja homogénea em todo 0 espago, 0 que remove a necessidade de considerar a
distribuicdo espacial dos reagentes. Num CSBR, o balan¢co de massa de cada espécie X é
dado pela soma das velocidades de todas as reagfes em que essa espécie participa, quer
como reagente quer como produto. Seguindo o formalismo das leis de acdo de massa, para
uma reacao reversivel

A+2B=22X+Y (1)

a variacao da concentracao de X ao longo do tempo é dada por
- = kdir [A] [B]z - kinv [X]Z[Y] (2)

em que kg € kinpy S80, respetivamente, as constantes de velocidade das reagfes no sentido
direto e no sentido inverso.

O modelo construido assenta na producgédo de radical anido superoxido e de oxido nitrico pelas
células endoteliais e pelos leucdcitos através do sistema enziméatico NADPH oxidase e das
sintases do 6xido nitrico, e engloba as espécies quimicas cuja producao nao decorre das
reacOes consideradas (ides, proteinas, lipidos e espécies com agdo antioxidante). A producéo
das restantes espécies reativas (como por exemplo o H,0, € o HO;) decorre das reacdes
consideradas no modelo, pelo que a sua concentracao inicial € nula (Justino e Ferreira, 2007).

Algumas das concentra¢des iniciais das espécies relacionadas com o efeito tampéo do
monohidrogenocarbonato (C0,, H,CO;, HCO; e C0%") foram determinadas recorrendo
igualmente a recolha de dados da literatura (Tabela 3, apresentada em apéndice). As
concentracdes em estado estacionario obtidas foram posteriormente utilizadas no modelo
global, estando descritas na Tabela 4; estas espécies foram consideradas variaveis

independentes (o dioxido de carbono, C0,, ndo foi considerado uma vez que ndo entra na
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descricdo do modelo). O oxigénio molecular ndo foi considerado uma variavel independente
devido a sua concentracao inicial ser zero.

A peroxidacao lipidica (LH) foi descrita tendo como base os modelos de Antunes et al. (1996)
e de Salvador (1995). No modelo, a LH corresponde a soma de todas as espécies lipidicas
insaturadas; a concentracdo de LH utilizada no modelo, 2 M, é baseada na concentragéo de
fosfatidilcolina na lecitina do ovo, de acordo com Barclay e Ingold (1981). Nao foram feitas
quaisquer aproximacdes - mesmo que o conteddo nao lipidico das membranas celulares néo
seja na ordem de 75 % dos constituintes totais, a concentragdo LH sera sempre muito superior
a das restantes espécies reativas presentes no modelo.

A partir das leis cinéticas de cada reacao foram escritas as equacgfes diferenciais que
descrevem a evolucdo no tempo da concentracdo de cada espécie envolvida. Todas as
simulacdes e andlises do modelo foram feitas utilizando o simulador online JWS?, que tem a
vantagem de efetuar as simulacdes rapidamente num servidor dedicado acessivel
remotamente, ndo tendo restricdes ao nivel da dimenséo do sistema nem da complexidade
das leis cinéticas envolvidas.

2.2 ANALISE DE CONTROLO METABOLICO

A analise de controlo metabdlico, MCA, é uma estrutura matematica para descrever caminhos
metabolicos, sinalizadores e genéticos. A MCA quantifica como as varidveis (fluxos e
concentracdes) das espécies dependem dos parametros da rede. Em particular, é capaz de
descrever como as propriedades dependentes da rede, chamadas de coeficientes de controlo,
dependem das propriedades locais chamadas elasticidades (Fell, 2004; Heinrich e Schuster,
1996).

2.2.1 COEFICIENTES DE CONTROLO

Um coeficiente de controlo mede a mudanca relativa do estado estacionario numa variavel do
sistema, por exemplo, o fluxo da via (J) ou a concentracdo do metabolito (X) em resposta uma
alteracao relativa num parametro, por exemplo a atividade enzimatica ou a taxa estacionaria
(vi) do passo i. Os dois principais coeficientes de controlo sédo o coeficiente de controlo de
fluxo definido por

J _9Jvi_ 9dlnJ
Vi 9y, J  dlny; C)

e o coeficiente de controlo de concentracdo definido por

X _ dlnXx
Vi

T dln v; (4)
gue permitem quantificar, respetivamente, o efeito da variagdo de um parametro sobre o fluxo
de uma reacao ou de uma via, e o efeito da variacdo de um paradmetro sobre a concentracédo
de uma espécie (Fell, 2004).

1 JWS Online — Biological Systems Modelling (https://jjj.bio.vu.nl/)
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Os teoremas da soma do controlo de fluxo e de concentragdo implicam que os fluxos
metabdlicos e as concentracbes sao propriedades sistematicas e que o seu controlo é
compartilhado por todas as rea¢des no sistema. Quando uma Unica reagdo muda o0 seu
controlo do fluxo, esta é compensada por mudancgas no controlo do mesmo fluxo por todas as
outras reacdes; e no caso da concentracdo, algumas reacdes exercem controlo positivo e
outras exercem controlo negativo (Fell, 2004; Heinrich e Schuster, 1996).

2.2.2 COEFICIENTE DE ELASTICIDADE

O coeficiente de elasticidade mede a resposta local de uma enzima ou outra reagao quimica
as mudancas no seu ambiente. Tais mudancas incluem fatores como substratos, produtos ou
concentracdes efetoras. O coeficiente de elasticidade é definido por

v X dlnv
aXv _ olnx (5)

€y=
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1 MODELO SEM ANTIOXIDANTES - VARIACAO INDIVIDUAL DE PARAMETROS

Numa primeira fase, foi implementado um modelo cinético relativo apenas a interconversao
das espécies reativas geradas a partir de radical aniao superéxido e éxido nitrico, através da
implementacao das reacfes 1 a 87 descritas na Tabela 4 apresentada em anexo.

Durante a implementacao deste modelo foi necessario retirar todas as reacfes relacionadas
com a producgédo e consumo do radical anido 6xido (0°~), porque levavam a que o modelo n&o
atingisse nunca um estado estacionario (reagdes 33, 35, 36, 37, 40, 42, 44, 45, 48, 49, 68, 70
e 82). Apesar de este radical reagir muito rapidamente com aminoacidos, por exemplo:
Glicina, Alanina e a-Metilalanina, a sua formacao in vivo ocorre apenas por desprotonacao do
radical hidroxilo (reag&o 33); uma vez que o radical hidroxilo ndo se forma em concentracdes
elevadas, e reage muito rapidamente com outras moléculas, o radical anido 6xido devera ter
um papel pouco relevante biologicamente, e por isso as reagdes referidas foram removidas
(Armstrong et al., 2004).

Apbs se ter verificado que o modelo atingia de facto um estado estacionario, procedeu-se a
variacdo de parametros selecionados de modo a analisar o efeito de cada parametro sobre o
equilibrio do sistema.

3.1.1 VARIACAO DAS CONDICOES INICIAIS DE NO" E Oz~

Um dos primeiros aspetos a testar é a adequacdo das condi¢des iniciais do sistema. No
sistema construido, as Unicas espécies reativas presentes inicialmente sdo o 6xido nitrico,
NO°*, e o radical anido superoxido, 05~ . Para analisar se as condi¢fes iniciais sdo adequadas,
fizeram-se as seguintes simulacdes:

= variagdo simultdnea da concentracao inicial de éxido nitrico, NO°®, e de radical aniao
superoéxido, 0;7;

= variagdo da concentracao inicial de 6xido nitrico;

= variagdo da concentragdo inicial de radical anido superoxido.

Em cada caso, os valores das concentracGes iniciais foram variados de 5x 10712 M a
5x 107 M (5 pM a 5 uM), correspondendo a uma variacdo de 3 ordens de grandeza para
cima e para baixo do valor padréo (5 nM).

3.1.1.1 Variagéo simultadnea das concentragdes iniciais de NO" e O™

Da Figura 2 a Figura 7 apresentam-se o0s resultados obtidos quando se variaram
simultaneamente as concentragdes iniciais de 6xido nitrico e de superéxido.

As concentracfes de estado estacionario das espécies envolvidas no sistema tampao de
bicarbonato (CO,, H,CO5, CO5~ e HCO3) ndo apresentam quaisquer variacdes com o aumento
das concentracdes iniciais de 6xido nitrico e de radical anido superoxido, (Figura 2) o que

11
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significa que o modelo utilizado para implementar a tamponizacdo do sangue esta bem
construido (reacfes 59 a 64, Figura 3). Por outro lado, isto também pode ser verificado pelo
facto de as concentracdes de H,0, H;0t e OH~ nédo variarem. Contudo, as concentracdes de
H;0%" e OH™ estdo na ordem de grandeza de 10~° e 10~°> M, respetivamente, a que
corresponde um pH de aproximadamente 9, o que esta longe do valor fisioldgico.

1.0E+02
1.06401 |-
1.0E400 |- PKa"’ = 635
1.0E-01 | HCO:

1.0E-02 : I pK, = 10.3

LoE03 | E————————

1.0E-04
1.0E-05 | ' ' ' ' ' ' '
1.0E-06 |
1.0E-07 |
1.0E-08 |-
1.0E-09
1.0E-10 ! ! !

5.0E-13 5.0E-11 5.0E-09 5.0E-07 5.0E-05
[No.]o =[02'_]0 (Xl)
@ co2 W co3 h2co3 X h20 h3o hco3 + oh

€O, H,CO0,

cox

ConcentragGes de estado estacionario (M)

Figura 2. Variagdo das concentracdes de estado estacionario de COz, Figura 3. Sistema
CO3%", H2CO3, H20, H30*, HCOs™ e OH™ em fungéo da variagéo de [NOJo  carbonato/hidrogenocarbonato de
e de [O2]o tamponizag&o do sangue

O aumento simultdneo das concentracdes iniciais de 6xido nitrico e superéxido até ca. 0,05
MM leva a um aumento da concentrac@o de estado estacionario de 6xido nitrico, mas acima
desse valor a concentragdo final de oxido nitrico diminui (Figura 4); esta diminuicdo das
concentracdes finais quando a concentracdo inicial dos reagentes aumenta também se
verifica no caso do peroxinitrito, do aducto deste com didéxido de carbono (ONOOCO;) e do
radical carbonato (Figura 5).

Contudo, a concentracdo de superéxido assume um comportamento mais complexo,
atingindo um minimo local quando as concentracdes iniciais sdo na ordem de 5 nM (Figura
4). A existéncia deste comportamento multifasico mais complexo, bem como da existéncia de
um minimo da concentracdo em estado estacionario de superdxido para valores iniciais
proximos dos valores fisioldégicos sugere que o modelo até aqui construido serd parcialmente
plausivel - em situagdes fisiolégicas 0os organismos mantém os niveis das espécies reativas
bem controlados, procurando minimizar a sua producdo de modo a ndo exacerbar os efeitos
lesivos destas espécies.
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em funcéo da variagdo de [NO'Jo e de [O2"]o

Na Figura 6, o aumento das concentracgdes iniciais de 6xido nitrico e de superéxido leva ao
aumento das concentracdes de estado estaciondario das espécies presentes. S6 a de oxigénio
mantém-se constante por ndo haver reagdo nela envolvida. O anido nitrato apresenta um
grande acréscimo de concentracdo devido aos dois radicais formarem peroxinitrito que se
decompde em nitrato. Os valores das espécies HNO;, ONOOH, HO;, N,05, NO%~, NO*,
0,NOOH, OH* e NO5 n&o surgem na figura porque as suas concentracdes séo inferiores a 1
fM. Em particular, a concentracdo final de nitrato aumenta, o que esta de acordo com a
hip6tese de se estar a verificar um aumento das espécies reativas, uma vez que o nitrato e 0
nitrito séo considerados os produtos finais da degradacgéo de espécies reativas de azoto e de
oxigénio (Pacher et al., 2013).

Na Figura 7 apresentam-se os coeficientes de controlo das concentragbes de estado
estacionario devidos a variagdo simultdnea das concentragdes iniciais de reagentes. Um
coeficiente de controlo com valor absoluto elevado (acima de 1) indica uma espécie que é
significativamente afetada pela perturbacéo aplicada, enquanto que um valor absoluto baixo,
inferior a 1, indica uma espécie cuja concentragdo ndo é significativamente afetada pela
perturbacéo aplicada.

Neste caso, verifica-se que as espécies reativas cuja concentracdo € mais afetada pela
perturbagdo aplicada (variacdo simultdnea das concentragfes iniciais de reagentes) sdo o
peroxido de hidrogénio e a respetiva base conjugada (representada por hoo), bem como
varias espécies reativas de azoto, em particular as derivadas de nitrato e nitrito, marcadores
classicos da formacao de espécies nitrosantes (Pacher et al., 2013).
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Figura 7. Coeficientes de controlo das concentracGes das varias espécies pela concentragao inicial de [NO] e de
[027]

3.1.1.2 Variagao da concentracao inicial de 6xido nitrico

Para além da variacdo simultanea dos radicais 6xido nitrico e superdxido, e de modo a tentar
elucidar o comportamento multifasico das suas concentracbes de estado estacionario,
observado na Figura 4, variaram-se também individualmente as concentragdes iniciais destes
dois radicais. Nas figuras Figura 8 a Figura 12 apresentam-se os resultados obtidos com a
variacao apenas da concentracao inicial de 6xido nitrico.
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Tal como no caso anterior, as concentracbes das espécies envolvidas no sistema de
tamponizagdo do sangue, bem como de H,0, H;0* e de OH~, mantém-se constantes (Figura
8), apesar de H;0" e de OH~ estarem presentes em concentragdes nao fisiologicas (107° e
10~> M, respetivamente). Verificou-se também que, ao aumentar a concentraco inicial do
Oxido nitrico, a concentracdo de estado estaciondrio de Oxido nitrico também aumenta,
conforme seria esperado, e que a concentragdo de superédxido diminui (Figura 9). Tendo em
conta que as espécies reativas presentes ao inicio sdo o Oxido nitrico e o superoxido, ao
aumentar a concentracao inicial de um deles promove-se a reacao entre ambas, o que leva a
um maior consumo do outro (Wink et al., 2001; Beckman e Koppenol, 1996).
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Figura 8. Variacao das concentragfes de estado Figura 9. Variagdo das concentracdes de estado
estacionario de CO2, CO3%", H2CO3z, H20, Hz0*, estacionario de NO® e Oz~ em funcéo da variacéo de
HCOz™ e OH™ em fun¢éo da variagédo de [NO]o [NOo

A Figura 10 mostra que com o0 aumento da concentracdo inicial do 6xido nitrico, as
concentracdes de estado estacionario das espécies envolvidas também aumentam, com
excecdo da do radical carbonato que diminui. Contudo, neste caso estas espécies estédo
presentes com concentragdes inferiores as observadas com o aumento simultdneo das
concentracdes iniciais de 05~ e de NO* (Figura 5).

Na Figura 11, o aumento da concentragdo inicial de Oxido nitrico leva ao aumento das
concentracdes de estado estacionario das espécies presentes. O oxigenio é a exce¢ao cuja
concentracdo de estado estacionario se encontra estavel. O anido nitrato apresenta um
acréscimo menor de concentracdo que anteriormente por sé haver a concentracéao inicial de
um dos radicais a aumentar. Os valores das espécies HNO;, ONOOH, N,0,, NOS, NO3~, NO™,
0,NOOH e OH* ndo surgem na figura porque as suas concentracdes sado inferiores a 1 fM. Tal
como anteriormente, verifica-se que as concentracdes de estado estacionario destas espécies
séo inferiores as observadas com o aumento simultaneo das concentracdes iniciais de 05~ e
de NO* (Figura 6).
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Através da andlise dos coeficientes de controlo das concentragbes de estado estacionario
relativos a variacdo da concentragdo inicial de 6xido nitrico (Figura 12) verifica-se que 0s
coeficientes de controlo com maior valor absoluto estdo associados ao estimulo da producgéo
de espécies reativas de azoto (N,03, N,0,, peroxinitrito e espécies derivadas deste) bem
como a diminuicdo das concentracBes finais de radicais carbonato, hidroperoxilo e
superoxido. Verifica-se assim que o aumento da concentragéo inicial de NO* se reflete
maioritariamente no aumento da concentracdo de espécies reativas de azoto, em particular
de N,0;, e na diminuigdo da concentracdo de estado estacionario de espécies reativas de
oxigénio.

Particularmente relevante para a validacdo do modelo é o elevado coeficiente de controlo da
concentracdo de estado estacionario do triéxido de diazoto pela concentragdo inicial de 0xido
nitrico, uma vez que estd bem estabelecido na literatura que fluxos elevados de 6xido nitrico,
caracteristicos de situagfes patoldgicas, favorecem a formacdo de N,0;, que regula a
atividade de varios enzimas através da formacdo de NO* que ira nitrosar residuos de cisteina
em varias proteinas, um processo conhecido como S-nitrosilagdo, que consiste na
modificacdo pés-transducional de proteinas, e tem, tal como a fosforilacdo de proteinas, um
importante papel regulatorio (Ali et al., 2013).

Por outro lado, o coeficiente de controlo negativo associado determinado para o radical

superoxido esta de acordo com o papel protetor do 6xido nitrico em situacdes de stress
(Beckman e Koppenol, 1996).
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Figura 12. Coeficientes de controlo das concentracdes das vérias espécies pela concentragéo inicial de [NO’]

3.1.1.3 Variagdo da concentracao inicial de radical anido superoxido

Para além de variar isoladamente a concentracao inicial de éxido nitrico, variou-se também a
concentracao inicial de superéxido, sendo os resultados apresentados nas figuras seguintes.
Tal como anteriormente, as concentragfes das espécies envolvidas na tamponiza¢do do
sangue e na auto-ionizacdo da &agua ndo sofrem alteracbes quando se aumenta a
concentracao inicial de superoxido (Figura 13), e verifica-se que a concentragdo de estado
estacionario do superéxido aumenta e a do 6xido nitrico diminui (Figura 14), de modo analogo
ao observado quando se aumentou a concentracao inicial de 6xido nitrico.
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Figura 13. Variacdo das concentragfes de estado Figura 14. Variacdo das concentracdes de estado
estacionario de CO2, CO32", H2COs, H20, H30", estacionario de NO® e Oz~ em funcao da variacdo de
HCO3™ e OH™ em funcéo da variac¢éo de [O2"Jo [O27To
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As concentracdes das espécies na Figura 15, aumentam todas de forma linear até a
concentracao inicial de superoxido de 5 nM, diminuindo de seguida, apesar de pouco
acentuadamente. Na Figura 16, o aumento da concentracdo inicial de superoxido leva ao
aumento das concentra¢des de estado estacionario da maioria das espécies. A de oxigénio
mantém-se constante pela mesma razdo que nas secgbes anteriores. A concentracdo de
estado estacionario do anido nitrato apresenta um aumento menor antes de se tornar
constante pela mesma razao que na secc¢ao anterior. S6 ndo sdo apresentados os valores de
HNO,, HNO3;, ONOOH, N,05, N,0,, NO3~, NO*, 0,NOOH, OH* e NOF, porque se mostraram
inferiores a 1 fM.
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Figura 15. Variacdo das concentragfes de estado Figura 16. Variacdo das concentragdes de estado
estacionario de COs™~, NO2", ONOO™ e ONOOCO2~ estacionario de H202, HO2™, HO2", NO27, NO3™, Oz, e
em fungéo da variacédo de [O2"]o 02NOO™ em fung¢é&o da variagéo de [O2"]o

Segundo a Figura 17, as espécies com os maiores coeficientes de controlo positivos sdo o
05~ e 0 HO;, enquanto as que apresentam maiores coeficientes de controlo negativos sdo os
radicais NO° e CO3;~. Como seria de esperar a variagdo das concentracdes de estado
estacionario do oxido nitrico e do superéxido foi invertida em relagédo a sec¢éo anterior.

2_
0
[vl
c[xa]_z_
4 -
-6

~“ N &N M O O £ 0N & O N O " nmn N O N O £ &~ - 0 «

rgooooo0oo:omNomooooN-‘:oo

9 0 € € ¢ £ 2 o A c o 9 ¢ o ¢ c 0 © o ¢ o

£ © <© o < c c c €< c N C o ©9

< . . o N e

Espécies presentes (Y) S S

Figura 17. Coeficientes de controlo das concentragfes das varias espécies pela concentracao inicial de [O2"]
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Comparando os resultados obtidos com a variagdo isolada da concentragao inicial de radical
anido superoéxido e de oxido nitrico, verifica-se que tém efeitos contrastantes, sendo que o
aumento de 6xido nitrico tem um menor efeito oxidante/nitrosante do que o aumento de
superoéxido.

3.1.2 VARIACAO DAS VELOCIDADES DE PRODUCAO E DE CONSUMO DO ANIAO
NITROSOPEROXICARBONATO

Uma das espécies oxidantes formadas em maior quantidade é o peroxinitrito, ONOO~, que
resulta da reacao dos radicais 0xido nitrico e superéxido. O peroxinitrito por si ndo tem um
grande papel como oxidante, mas é capaz de reagir com o diéxido de carbono dissolvido nos
fluidos bioldgicos, dando origem ao anido nitrosoperoxocarbonato, ONOOCO,, que se
decompde a dois novos radicais com uma elevada atividade oxidante.

Para analisar o comportamento do sistema, variaram-se as velocidades de formacéo (k053d)
e de consumo (k054d e k055d) deste anido (equagbes 6 a 8), sendo os resultados
apresentados nas figuras Figura 18 a Figura 21.

ONOO~ + CO, = ONOOCO5 (kos34) 6)
ONOOCO; — CO, + NO3 (kosaa) ()
ONOOCO3; - CO3™ + NO; (kossq) (8)

Na Figura 18 verifica-se que ao aumentar a velocidade de producdo de
nitrosoperoxocarbonato, ONOOCO,, diminui a concentracdo de peroxinitrito, um dos
reagentes da reacdo, bem como do seu acido conjugado, ONOOH. Contudo, ndo ha um
aumento sustentado da concentracdo de estado estacionario de ON0OOCO; .

Segundo a Figura 19, a maioria das espécies apresenta coeficientes de controlo negativos. A
espécie com maior coeficiente de controlo positivo € NO*, enquanto as que apresentam maior
coeficientes de controlo negativos sdo ONOO~ (e espécies derivadas), NOF e OH®. O
nitrosoperoxocarbonato apresenta um pequeno decréscimo porque a concentracao de estado
estacionario desceu ligeiramente antes de ficar constante, e como seria de esperar as do
acido peroxonitroso e do peroxinitrito apresentam elevados coeficientes de controlo negativos,
mostrando uma descida abrupta das concentracdes. Verifica-se também que a concentragcéo
do radical hidroxilo é negativamente afetada pela velocidade de formacdo de ONOOCO;,
confirmando que a formagdo do nitrosoperoxocarbonato tem um efeito modulador sobre as
concentracdes de espécies oxidantes e nitrosantes provocando uma alteracéo da reatividade
do sistema (Beckman e Koppenol, 1996; Pacher et al., 2013).
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Figura 19. Coeficientes de controlo das concentragdes das varias espécies pela velocidade de producgéo de
ONOOCO2" (k053d)

Na Figura 20 verifica-se que ao aumentar a velocidade de consumo de
nitrosoperoxocarbonato, a concentracdo de estado estacionario deste desce
consideravelmente, conforme esperado, enquanto as de acido peroxonitroso e de peroxinitrito

mantém-se constantes. Esta desmonstracdo revela-se de uma forma analoga a da variagcédo
de k053d.
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Segundo a Figura 21, a maioria das espécies apresenta baixos coeficientes de controlo, sendo
gue apenas a concentracdo de estado estacionario de ONOOCO; é significativamente afetada
pela variacdo da velocidade destas rea¢des. O anido peroxonitrato, 0,NOO~, tal como o0 anido
nitrosoperoxocarbonato, ONOOCO,, decompdem-se dando origem pares de radicais com
diferentes reatividades (Figura 22), e o aumento da concentracdo de radical NO; leva
diretamente a formacgéo de 0,NOO~, que se decompde originando o anido radical hidroxilo.
Este conjunto de reacdes tem como consequéncia a mudanca de reatividade entre vias de
carater nitrosante e vias de carater oxidante (Goldstein et al., 1998).
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Figura 21. Coeficientes de controlo das concentracdes das varias espécies pela velocidade de consumo de
ONOOCO:2™ ((k054d + k055d) /2)
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Figura 22. Formacéo e decomposicao dos anides peroxonitrato, O2NOO™, e nitrosoperoxocarbonato,
ONOOCO2"

3.2 MoDELO COMPLETO

Apos se ter verificado que o modelo constituido apenas pelas espécies oxidantes era valido,
foram adicionadas ao modelo as rea¢des correspondentes ao papel antioxidante do ascorbato
e do tocoferol, bem como da peroxidacao lipidica, tendo-se feito uma analise anéloga a
anterior, variando os parametros selecionados.

3.2.1 ANALISE INICIAL DO SISTEMA NAO PERTURBADO
Apo6s a construgdo do modelo mateméatico, em que se implementaram no simulador JWS

Online (https://jjj.bio.vu.nl/) todas as reacdes e respetivos pardmetros foram analisados os
valores das concentragdes de estado estacionario do sistema (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragcfes padrao de estado estacionario de todas as espécies envolvidas no modelo completo

ConcentragBes padrdo das espécies reativas e antioxidantes envolvidas no modelo (M)

Asc AscH~ AscH* Asc'~ co, co%- coy
7,58 x 1071  1,00x107° 3,21x107Y7 8,08x 10" 0,0043 0,0021 5,08 x 10710
DHA Fe?t Fe3* H,CO04 H,0 H,0, H;0*

2,10x 1077 1,00x 1077 2,71x10712 454 x 1075 55,5643 1,56 x 10710 4,78 x 10710

HCO3 HNO, HNO, ONOOH HO; HO; LH

0,0209 7,54 x 1071 756%x1072° 964 x 1071 1,16x 10712 1,87 x 10718 2,00
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LOH LOO~ LOOH LoO* Lo’ L N,0;
256x10713  216x10715  1,32x107° 327x1071%2 640x1071 991x10715 1,28x 1077
N,0, NO* NO; NO3 NO;, NO3 NO3%~
6,71x 10718 2,07x1071° 1,26x107° 1,05x10737 1,09x 10711 352x107° 4,30 x 10723
NO* 0, 0,NOO~ 0,NOOH 0y 0, 0y

3,44 x 10735 0,0002 1,29 x10715 3,86 x 1071° 577 x 10714 0,00 0,00
OH- OH* ONOO~ ON0OCO; 0~ TocOH TocO*
2,10x 1075 3,12x 10722 3,21x 1076 8,01 x 10720 0,00 0,0007 6,12 x 10711

Da analise dos valores apresentados, verifica-se que as concentracdes de estado estacionario
de C0,, CO5~, H,CO5, H,0, HCO3, LH e 0, ndo sofrem alteragBes significativas conforme
esperado, e que, na auséncia de perturbacfes, as espécies reativas presentes em maior
concentragao sdo, nagamade 0,1 a1 nM, o NO® e o CO3~; de 1 pM a 0,1 nM encontramos
L0OO*, NO; e NO; . Esta observacao esta genérica, de acordo com a importancia atribuida as
diferentes espécies reativas, sendo as mais importantes o H,0,, 0 LOO*, 0 NO*, e 0 05—, bem
como o CO3~ e o NO; derivados da decomposigéo de ONOOCO, (Beckman e Koppenol, 1996;
Pacher et al, 2013).

3.2.2 VARIACAO DA CONCENTRAGCAO INICIAL DE OxIDo NiTRICO

Numa primeira abordagem, variou-se a concentracéo inicial de 6xido nitrico, apresentando-se
os resultados nas figuras Figura 23 a Figura 33.

Tal como no modelo sem antioxidantes, verifica-se que as concentracbes de estado
estacionario das espécies tamponantes bem como as de H,0, H;0% e OH~, ndo sdo afetadas
pela concentracdo inicial de Oxido nitrico (Figura 23). Por outro lado, o aumento da
concentracao inicial de 6xido nitrico leva também a uma diminuicdo da concentracdo de
estado estacionario de superoxido (Figura 1) (Wink et al., 2001). Note-se, contudo, que as
espécies H;0" e OH~ apresentam também valores néo fisiolégicos, tal como observado
anteriormente.
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estacionario de COz, CO3%", H2CO3z, H20, Hz0*, estacionario de NO" e Oz~ em funcéo da variacéo de

HCO3™ e OH™ em fung&o da variagédo de [NO’]o [NOo

O aumento da concentracao inicial de 6xido nitrico traduz-se inevitavelmente no aumento das
concentracdes de estado estacionario das espécies derivadas do NO* (Figura 25), bem como
de nitrato (Figura 26), considerado o produto final da degradacdo de espécies reativas de
azoto. Observa-se também que a concentracdo de radical hidroperoxilo, e espécies dele
derivadas praticamente ndo variam (Figura 26), pelo que ndo ha nenhum aumento de stress
oxidativo associado ao aumento da disponibilidade de 6xido nitrico. No caso de HNOs, N,0,,
NOF, NO*, O,NOOH e OH°®, estas espécies ndo surgem na Figura porque as suas
concentracdes de estado estacionario séo inferiores a 1 fM, assumindo-se que ndo serédo
relevantes biologicamente.

Em relacdo as concentracdes de estado estacionério de antioxidantes, o aumento da
concentracao inicial de 6xido nitrico leva a uma diminuicdo da concentracao das espécies
radicalares derivadas de ascorbato e de tocoferol (Figura 27 e Figura 28), apesar de nédo haver
nenhuma reacdo direta entre o 6xido nitrico e os antioxidantes. Para compreender melhor
esta observacdo, analisaram-se as velocidades das reacfes do sistema com estes valores
das concentracdes iniciais de 6xido nitrico (Figura 29 e Figura 30).

Para tal definiram-se as seguintes velocidades globais de consumo de ascorbato, v, € de
tocoferol, v;,0n, bEM cOMo a velocidade global de formagé&o de lipoperéxidos, v,,p, @ partir
das reacgOes envolvidas nestes processos:

Vgsen = L(reacbes 88.a 90,106 a 114) — Y.(reacbes 91 e 117) (9)
Viocon = 2(reagdes 100 a 103) — Y. (reagdes 104 a 106) (20)
Vioon = 2(reacdes 95,100 e 107) — Y. (reacbes 97 e 98) (11)
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O aumento da concentracdo inicial de 6xido nitrico reduz a velocidade das reacdes de
consumo de ascorbato (Figura 29) e de tocoferol (Figura 30), bem como peroxidacéo lipidica
(Figura 31), o que esta de acordo com o papel protetor atribuido ao éxido nitrico - como a um
aumento da concentragdo inicial de Oxido nitrico vai corresponder uma diminuicdo da
disponibilidade de radical anido superoxido, ha menor formacdo de espécies oxidantes e,
consequentemente, menor necessidade de consumo de antioxidantes.
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Figura 26. Variacdo das concentragfes de estado
estacionario de H202, HNO2 HO2~, HO2’, N203, NO2",
NO3~, O2 e de O2NOO~ em fun¢éo da variagdo de
[NOJo
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O efeito antioxidante do éxido nitrico aparece também na peroxidacédo lipidica, em que se
observa que um aumento da concentragdo inicial de 6xido nitrico (Figura 32) leva a uma
diminuicdo de todas as espécies resultantes da oxidagédo de lipidos. Novamente, o Oxido
nitrico ndo participa diretamente na oxidagéo lipidica, mas da andlise das velocidades das
reagOes feita ao lado verifica-se que o aumento do Oxido nitrico reduz a velocidade de
formacgéo do lipohidroperoxido e, consequentemente, as suas derivadas, de acordo com o
efeito global protetor atribuido ao NO* (Beckman e Koppenol, 1996; Pacher et al, 2013).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 33, as espécies com 0S maiores
coeficientes de controlo positivos séo o préprio NO*, o N,03 e o N,0,, bem como o peroxinitrito
e espécies derivadas; enquanto as com maiores coeficientes de controlo negativos séo o 05~
e 0 HO;. Tal como na analise sem antioxidantes, o coeficiente de controlo de 6xido nitrico é
alto e positivo enquanto que o de superdxido é negativo, mas vé-se que o aumento da
concentracdo de estado estacionario do tribxido de diazoto é proximo ao de éxido nitrico. A
razao disso € que o radical varidvel ao reagir com o radical nitrito d& origem a dita espécie
(reacéo 23).
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Figura 33. Coeficientes de controlo entre espécies resultante da variagédo de [NO]

3.2.3 VARIAGCAO DA CONCENTRAGCAO INICIAL DE RADICAL ANIAO SUPEROXIDO

De seguida, estudou-se o efeito da variagdo da concentracdo inicial do radical anido
superdxido sobre as concentracfes de estado estacionario das espécies presentes no
sistema, sendo os resultados apresentados nas figuras Figura 34 a Figura 44.

Neste caso, verifica-se também que o sistema de tamponamento, bem como H,0, H;0" e
OH~, mantém-se inalteradas (Figura 34), e que o aumento da concentracdo inicial de
superéxido provoca o mesmo efeito antagonistico sobre a concentracdo de estado
estacionario de o6xido nitrico previamente observado (Figura 35). No caso do ONOO~,
ONOOCO;, CO3~ e NOs, verifica-se contudo uma diminuigdo das respetivas concentragoes.
(Figura 36).

27



Modelacdo Matematica das Espécies Oxidantes e Nitrosantes em Sistemas Biol6gicos

__1.0E+02 1.0E-04
21.0E+01 - g 1.0E-07 + - [ | =
Re] | o ® o o
FLOE00 5 1.0E-10 | *
& 1.0E-01 <
®106-02 | % 2 g LOEL3 + -
¢ [ w——— 2 10616
$1.06-03 | o 1OEI6 | g ®
©
8 1.0E-04 F S 1.0E-19 +
wv & & & A—h—4—4A -
wv

§ 1.0E-05 o 10E-22 |

- - ©
g 1.0E-06 § 10E-25 |
‘S.1.0-07 | S,
£ 1.0E08 | gLoEs
91.0E-00 | § 1L0E31 | ..
S 1.0€-10 ' ' ' S 1.0E-34 ' ' L e

5.0E-13 5.0E-11 5.0E-09 5.0E-07 5.0E-05 5.0E-13 5.0E-11 5.0E-09 5.0E-07 5.0E-05
(0,1, (X7) [0,*], (X7)
@ co2 Mco3 Ah2co3 Xh2o Xh3o0 ®hco3 +oh @ no Ho2r
Figura 34. Variacdo das concentragfes de estado Figura 35. Variacdo das concentragfes de estado
estacionario de CO2, CO3%", H2COgz, H20, Hz0*, estacionario de NO" e Oz~ em fun¢&o da variagdo de
HCO3™ e OH™ em funcéo da variacédo de [O2"]o [O2]o

O aumento da concentracao inicial de superédxido (Figura 37) leva a uma variacao das
concentracdes de estado estacionério das restantes espécies reativas. A concentragdo do
nitrato aumenta como resultado da decomposi¢éo do peroxinitrito, cuja concentragdo aumenta
com a variacao do superoxido. As concentracdes do peroxido de hidrogénio e da sua derivada
aumentam devido a reagdo entre o superoxido e a agua, e as concentragbes do anido
hidroperoxilo e do radical hidroperoxilo, bem como de peroxonitrato (reagdo 22), também
aumentam, a reacgéo acido-base com o H,0, (reacdo 10) e 0 O,NOOH, respetivamente.
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No entanto, quando se analisam as concentracdes de estado estacionario das espécies
antioxidantes, verifica-se que a concentracdo das espécies radicalares derivadas do
ascorbato e do tocoferol aumenta (Figura 38 e Figura 39), o que mostra um aumento do teor
em espécies reativas no sistema. J4 no caso da peroxidagdo lipidica, verifica-se que a
concentracao de estado estacionario dos varios produtos de oxidacao lipidica aumenta com
0 aumento da concentracao inicial de superédxido (Figura 41). Estes dois conjuntos de
resultados sdo opostos aos observados com o0 aumento da concentracdo inicial de éxido
nitrico, o que permite considerar o éxido nitrico como tendo um efeito global protetor enquanto
o superoxido tem um efeito global oxidante (Beckman e Koppenol, 1996).
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Figura 40. Variacdo da velocidade de consumo de Figura 41. Variacdo das concentragfes de estado
AscH™ em funcgéo da variacéo de [O2"Jo estacionério de LH, LOH, LOO~, LOOH, LO", L* e de
LOO" em funcéo da variacdo de [O2"]o
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Figura 42. Variacdo da velocidade de consumo de Figura 43. Variagao da velocidade de formacéo de
TocOH em funcéo da variacdo de [O2""]o LOOH em funcéo da variacéo de [O2" o

Segundo a Figura 44, as espécies com 0s maiores coeficientes de controlo positivos sdo o
superoxido, o produto acumulado (DHA) (reacdes 91 e 96), o HO; e 0 LOO~, 0 LOO~ € um
produto de oxidacao lipidica, enquanto as com maiores coeficientes de controlo negativos sé&o
o NO*, como era de esperar, 0 N, 05 que € formado numa rea¢do com o 6xido nitrico, conforme
foi referido acima (Beckman e Koppenol, 1996), o peroxinitrito e as suas espécies derivadas.
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Figura 44. Coeficientes de controlo das concentragfes das varias espécies pela concentracao inicial de [O2"]
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3.2.4 VARIACAO DAS VELOCIDADES DE PRODUCAO E DE CONSUMO DO ANIAO
NITROSOPEROXOCARBONATO

Para estudar o papel modulador do peroxinitrito sobre o sistema, variaram-se as velocidades
das reacdoes que formam (k0O53d) e consomem (kO54d e kO055d) o anido
nitrosoperoxocarbonato, sendo os resultados apresentados nas figuras Figura 45 a Figura 66.

Nas figuras Figura 45 e Figura 46, as concentracfes de estado estaciondrio das espécies de
tamponamento no sangue bem como as de H,0, H;0" e OH~ mantém-se inalteradas com o
aumento da velocidade quer seja de formacao ou de consumo do nitrosoperoxocarbonato.
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Figura 45. Variacdo das concentragfes de estado Figura 46. Variacdo das concentragfes de estado

estacionario de CO2, CO3?", H2COs, H20, H30O*, estacionario de CO2, CO3?, H2COs, H20, H3O*, HCO3~
HCO3™ e OH™ em fungéo da variacédo da velocidade e OH™ em funcéo da varia¢éo da velocidade de

de producéo de ONOOCO:2" (k053d) consumo de ONOOCO:™ ((k054d + k055d) /2)

Na Figura 47, o aumento da velocidade de formacdo de ONOOCO; leva ao aumento da
concentracdo de estado estacionario de 6xido nitrico ao mesmo tempo que diminui a de
superéxido. Enquanto isso, na Figura 48 as concentragfes das duas espécies quase nao
variam.
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Na Figura 49 observamos que a concentracao de ONOOCO, se mantém praticamente estavel,
e, consequentemente, as concentragcbes de CO;~ e de NO;, radicais produzidos na
decomposi¢do de ONOOCO, , apresentam uma variacdo pouco acentuada. Por outro lado, as
concentracdes de ONOOCO; diminuem conforme esperado, devido ao aumento da velocidade
de degradacéo (Figura 50), enquanto que os das restantes espécies se mantém constantes,
tal como verificado anteriormente (Figura 20).
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Figura 49. Variacdo das concentragfes de estado Figura 50. Variacéo das concentracdes de estado
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em funcéo da variagdo da velocidade de producdo de em fungéo da variagdo da velocidade de consumo de
ONOOCO:2™ (k053d) ONOOCO:2" ((k054d + k055d) /2)

Nas duas figuras seguintes verifica-se que a variacdo das velocidades de producédo e de
consumo de nitrosoperoxocarbonato apresentam resultados bastante semelhantes. Na Figura
51 e na Figura 52 observa-se que as concentracdes de nitrato, nitrito, perodxido de hidrogénio
e anido hidroperoxilo apresentam-se constantes, com a concentracdo de peroxonitrato a
diminuir com a formacgéo do nitrosoperoxocarbonato. Os valores de HNO,, HNO5;, ONOOH,
N,05, N,0,, NOF, NO*, NO§~, 0,NOOH e OH* mostram-se inferiores a 1 fM pelo que sédo
biologicamente irrelevantes.
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Figura 51. Variacdo das concentragdes de estado Figura 52. Variacé@o das concentra¢des de estado
estacionario de H202, HO2™, N204, NO27, NOs™, Oz, e estacionario de H202, HO27, NO27, NOs™, Oz, e de
de O2NOO™ em fungao da variacao da velocidade de 02NOO™ em funcéo da variagcao da velocidade de
producao de ONOOCO:" (k053d) consumo de ONOOCO:™ ((k054d + k055d) /2)

Na Figura 53, as concentracdes de estado estacionario de AscH™, Asc e Asc*”™ mantém-se
constantes, enquanto os valores do radical ascorbilo diminuem com o aumento da velocidade
de formag&o do nitrosoperoxocarbonato, verificando-se uma ligeira diminuicdo na velocidade
global de consumo de ascorbato (Figura 54). Na Figura 55, as concentragfes de todas as
espécies derivadas do ascorbato mantém-se constantes.
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Nas figuras Figura 57 e Figura 59, os valores das espécies TocOH e TocO® nao apresentam
nenhuma variacgao significativa das concentracdes de estado estacionario embora se verifique
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que o aumento da producdo de nitrosoperoxocarbonato leva a uma diminuicdo do consumo
de tocoferol numa primeira fase, tornando-se depois constante (Figura 58).
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Nas figuras Figura 61 e Figura 63, os valores das espécies lipidicas mantém-se praticamente
constantes bem como a velocidade de formacdo do lipohidréxido, indicando nédo haver
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nenhuma reacgéao direta, verificando-se apenas uma ligeira diminuicdo da velocidade global da
peroxidacéo lipidica com a producéo do nitrosoperoxocarbonato (Figura 62). Por outro lado,
0 aumento da velocidade de consumo de ONOOCO; néo tem qualquer efeito na v,,,, (Figura
64).
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Na Figura 65, as espécies com maiores coeficientes de controlo negativos sdo ONOO~ e
ONOOH que sé&o consumidos mais cada vez que se aumenta o k053d e o NO; que é formado
a partir do acido peroxonitroso através da reagdo acido-base. Enquanto que na Figura 66, a
maioria das espécies apresenta coeficientes de controlo quase nulos, ao mesmo tempo que

a com maior coeficiente de controlo negativo é a de ONOOCO, que, como era suposto, condiz
com a variacdo da variavel.
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3.2.5 VARIACAO DA CONCENTRACAO INICIAL DO ANIAO ASCORBATO

Até aqui analisou-se apenas o efeito da variacao de parametros relacionados com as espécies
reativas. Para contrariar o efeito das espécies reativas, é necessario analisar o papel dos
antioxidantes no sistema.

Para tal, variou-se primeiro a concentracdo inicial do anido ascorbato, um antioxidante de
baixo peso molecular hidrossolivel, sendo os resultados apresentados nas figuras Figura 67
a Figura 77. Os resultados apresentados na Figura 67 permitem constatar que as
concentra¢des das espécies envolvidas no sistema de tampé&o carbonato e na auto-ionizagao
da 4gua nao sao afetadas pelo aumento da concentracao inicial de ascorbato, e na Figura 68
observa-se um aumento da concentracdo em estado estacionario do superéxido, enquanto
qgque a concentragdo em estado estacionario do 6xido nitrico praticamente ndo sofre
alteracdes. Na Figura 69 verifica-se também que as concentracdes de estado estacionario de
peroxinitrito e de ONOOCO, aumentam enquanto as dos radicais dele formados ndo sofrem
alteracOes, o0 que se repete na Figura 70, em que ndo se observam alteracdes significativas
das concentracbes das espécies reativas, com exce¢do no anido peroxonitrato cuja
concentracdo aumentou. Estes resultados estdo de acordo com o esperado uma vez que o
ascorbato ndo € um antioxidante que capte eficazmente espécies reativas de azoto, mas
apenas de oxigénio.

_1.0E+02 1.0E-09
2 s
2 | o ® 6 o6 o o o o
\21.0E+00 E 10E-10 L
Kol o
3 e
210602 | g
v [ —w— - $1.06-11 |
]
3 he]
- - L ©
7 1.0E-04 § m
2 g 1.0E-12
© 1.0E-06 | @ u
W0 0
& o)
5 S1.0E-13 ]
S 1.0E-08 | c E = B
Q o
< c
o e o
© 1.0E-10 - - - O1.0E-14 - - -
1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05 1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05
[AscH"], (X10) [AscH], (X10)
@ co2 Emco3 Ah2co3 Xh2o Xh3o ®hco3 +oh ¢ no mo2r
Figura 67. Variacdo das concentragfes de estado Figura 68. Variacéo das concentracdes de estado
estacionario de CO2, CO3%", H2CO3, H20, Hz0", estacionario de NO® e Oz~ em funcéo da variacéo de
HCO3™ e OH™ em funcéo da varia¢é@o de [AscH o de [AscH o

38



Modelagdo Matemdtica das Espécies Oxidantes e Nitrosantes em Sistemas Bioldgicos

)
[
o
m
o
(o]

T

® 6 6 o o

[ERN
o
m
[
o
T
]

[EEY

o

m

=

N
T

1.0E-14 |
1.0E-16 [
1.0E-18 [ X

1.0E-20

1.0E-22 ! ! !

1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05
[AscH], (X10)
B no2r onoo X onooco2

Concentragdes de estado estacionario (M

@ co3r

Figura 69. Variacdo das concentracdes de estado
estacionario de COs™, NOz', ONOO™ e ONOOCO2~
em func¢éo da variagéo de [AscH o

__1.0E-03

g X X X X X X X
21.0E-05

T

c

[e]

S 1.0E-07 |

5

4 E E EEEEBE
QLO0E-09 = = = = = = =
8 * 6 6 o ¢ o o
(%]

®10E-11

3 X X X X X X X
o 1.0E-13

O

o©

§LOEIS - & @ & & W m =
c

81.0E—17 + o+ o+ o 4 @ >“-£<

1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05
[AscH], (X10)

®h202 Xhoo =no2 Mno3 Xo2 o2noo

Figura 70. Variacdo das concentragfes de estado
estacionario de H202, HO27, NO27, NOs™, Oz, e de
02NOO™ em func¢é&o da variagdo de [AscH o

Na Figura 71 observa-se o aumento esperado das concentracdes de todas as espécies
derivadas do ascorbato, constatando-se (Figura 73) que nao tem efeito significativo sobre as
concentracdes de tocoferol e radical tocoferoxilo, este Gltimo diminuindo um pouco. Por outro
lado, o0 aumento da concentracdo inicial de ascorbato leva a um aumento sustentado da
concentracdo em estado estacionario do anido lipoperoxilo (Figura 75). O aumento da
concentracao inicial de AscH™ leva ao aumento esperado de v ., Uma vez que ha uma maior
disponibilidade de reagente (Figura 72), bem como a uma diminuicdo de v;,.,, (Figura 74),
apresentando assim a capacidade de poupar o tocoferol.
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Figura 71. Variacdo das concentra¢8es de estado

estacionario de Asc, AscH™, AscH' e de Asc’™ em fungéo

da variacéo de [AscH]o
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1.0E-12

Vtocoh (M/S)

1.0E-13 : : :
1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05
[AscH], (X10)

Figura 74. Variacdo da velocidade de consumo de
TocOH em funcao da variacéo de [AscH o

5.0E-10

5.0E-11

Vioon (M/s)

5.0E-12 L L L
1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-07 1.0E-05
[AscH], (X10)

Figura 76. Variacdo da velocidade de formagéo de
LOOH em fun¢éo da variacédo de [AscH o

Segundo a Figura 77, a maioria das espécies apresenta coeficientes de controlo quase nulos,
as espécies com maiores coeficientes de controlo positivos séo os antioxidantes de ascorbato,
e 0 anido lipoperoxilo visto serem 0s que mostraram maior variacdo das concentracdes nas
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outras figuras, enquanto que as com maiores coeficientes de controlo negativos s&do os
radicais lipidicos e o radical tocoferoxilo.
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Figura 77. Coeficientes de controlo entre espécies resultante da variagdo da concentracéo inicial de [AscH™]

3.2.6 VARIACAO DA CONCENTRAGCAO INICIAL DE TOCOFEROL

Ao contrario do ascorbato, que é hidrossoluvel, atuando apenas em sistemas lipidicos, o
tocoferol é lipossollvel que entra e atua nos tecidos através do sistema linfatico (Salvador et
al., 1995; Koekkoek e Van Zanten, 2016). Nas figuras Figura 78 a Figura 88 apresentam-se 0s
resultados obtidos com a variacdo da concentragéo inicial de tocoferol no sistema. Com o
aumento da concentragdo inicial de tocoferol verifica-se que as concentracdes das espécies
tampdo, bem como de H,0, H;0% e OH~, se mantém constantes (Figura 78) e observa-se
também que a concentracdo em estado estacionario de 6xido nitrico aumenta, enquanto que
a de superdxido diminui (Figura 79). Em paralelo, hd um aumento muito ligeiro das
concentracdes de peroxinitrito e do ONOOCO;, e uma diminuicdo igualmente suave dos
radicais derivados deste, CO3;~ e NO, (Figura 80).
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O aumento da concentracéo inicial de tocoferol até 0,66 mM tem um efeito limitado sobre as
concentracdes das varias espécies reativas presentes no sistema, e a partir dai observa-se
um aumento de algumas, em particular de H,0, e HO, e uma diminuicdo de outras,
nomeadamente o NO; e o 0,NOO~ (Figura 81).
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Verifica-se também que, ao aumentar a concentragdo inicial de tocoferol, aumentam as
concentracbes do dianido ascorbato e do radical desidroascorbilo, associadas a uma
diminuicdo muito ligeira do radical ascorbilo (Figura 82), o que se explica pelo facto de o
aumento da concentracdo do radical tocoferoxilo (Figura 84) observado levar a um aumento
da necessidade da sua regeneracgéo, que se encontra associada ao consumo de ascorbato.

Note-se que o aumento da concentragdo inicial de tocoferol leva simultaneamente ao aumento
de vaeen © Viocon (figuras Figura 83 e Figura 85); enquanto que o aumento da concentracao
inicial de tocoferol aumenta a disponibilidade de reagente, e por isso leva a um aumento de
Vrocon, l€VA também ao aumento dos produtos de oxidacdo derivados de TocOH, que pode
ser regenerado atraves da utilizagdo de ascorbato, o que leva a um aumento de v .-
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TocOH em fungéo da variacéo de [TocOHJo

Por outro lado, na presenca de maior quantidade de tocoferol observa-se que as
concentracdes de todas as espécies lipidicas oxidadas diminuem (Figura 86) o que esta de

acordo com o papel antioxidante do tocoferol na peroxidagéo lipidica.
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Figura 86. Variacdo das concentragfes de estado Figura 87. Variacéo da velocidade de formacéo de
estacionario de LH, LOH, LOO~, LOOH, LO", L" e de LOOH em func¢éo da varia¢éo de [TocOH]o

LOO" em fungéo da variagdo de [TocOH]Jo

Segundo a Figura 88, as espécies com 0s maiores coeficientes de controlo positivos séo
TocOH e TocO*, como seria de esperar, enquanto as que apresentam maiores coeficientes de
controlo negativos séo o LO°®, que reage com o tocoferol (reacdo 101), e o produto acumulado
DHA.
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Figura 88. Coeficientes de controlo entre espécies resultante da variagdo da concentragéo inicial de [TocOH]
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Os resultados obtidos com a variacdo das concentragdes iniciais de ascorbato e de tocoferol
estdo de acordo com a rede de regeneracdo de antioxidantes endogena (Figura 89), que se
baseia primariamente na regeneracdo de tocoferol (um antioxidante lipossolavel), por parte
do ascorbato que ao mesmo tempo expulsa diretamente as ROS soluveis em agua. O
tocoferol é um antioxidante quebrador de cadeias no processo da peroxidacdo lipidica e
expulsa diretamente ROS soluveis em lipidos (Koekkoek e Van Zanten, 2016).

LOH,LOOH aTocO® AscH™ GSSG \
NN

ki01a: k1004 k106a redutase

LO®, LOO'/\QTOCOH‘/\ Asc®~ GSH‘/

IROS

LH

Figura 89. Rede de regeneragdo enddgena de antioxidantes
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4. CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi implementar e validar um modelo matematico que permita
descrever a conversdo de espécies reativas e o papel dos antioxidantes em situacdes de
stress oxidativo e nitrosativo no plasma.

Os resultados obtidos indicam que o modelo construido € globalmente véalido para descrever
0 papel das varias espécies reativas e antioxidantes:

= Observou-se que o éxido nitrico, apesar de ser uma espécie radicalar, tem efeitos
protetores contra o0 stress oxidativo, ao ser capaz de provocar a diminuicdo das
espécies oxidantes mais lesivas;

= Por outro lado, verificou-se que o superdxido tem o papel oposto, levando a uma
diminuicao global da concentracéo de éxido nitrico e promovendo o aumento do nivel
das espécies oxidantes;

= O peroxinitrito, formado pela rea¢éo do 6xido nitrico com o superoxido, e espécies dele
derivadas, em particular o aducto formado com diéxido de carbono, tém um papel
muito importante na dindmica do sistema, sendo das espécies mais afetadas por
perturbacbes no sistema, conforme evidenciado pela andlise de coeficientes de
controlo efetuada;

= Os antioxidantes ascorbato e tocoferol mostraram ter um papel complementar,
conforme esperado pelo conhecimento biolégico do sistema, e mostraram ter um papel

sobre a peroxidacdo lipidica que esta de acordo com o0 que € conhecido
experimentalmente.

Contudo, todas as simulacdes efetuadas levaram a obtencg&o de valores néo fisioldgicos das
concentracdes de H;0" e de OH~. Para tentar determinar a origem destes valores, foram
feitas duas simulacdes simplificadas.

Num primeiro caso, simulou-se um modelo constituido apenas pela reacdo de auto-ionizacéo
da agua (reacdo 2), verificando-se que as concentracdes de H;0* e de OH~ se mantém
constantes e iguais, com um valor de 0,9986 x 10~7 M, a que corresponde um pH de 7,00
(situacéo 1).

De seguida, simulou-se um modelo constituido pela reagéo de auto-ionizacao da agua e pelas
reacbes que envolvem o efeito tampdo do didéxido de carbono (reagcbes 59 e 60), sem
contabilizar as reacdes 61 a 64, que descrevem 0s equilibrios de protonacéo das espécies
carbonadas, tendo surgido os valores previamente obtidos de [H;07] =9,99 x 1078 M e
[OH™] = 9,99 x 10~ M (situacio 2).

Ao adicionar as reaces 61 a 64 obtém-se os valores ndo fisioldgicos de [H;07] =
4,78x 1071 M e de [OH™] = 2,1 x 10~° M (situacdo 3), também com [CO,] = 0,004307 M,
[CO%7] = 0,002061 M, [H,CO3] = 4,54 x 1075 M, [H,0] = 55,56429 M, [HCO3] = 0,020917 M.
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Por comparacdo com os modelos descritos na literatura, por exemplo o modelo de Choi e Lim
(2009), 0 modelo aqui apresentado é demasiado detalhado. Choi e Lim (2009) apresentam o
modelo global de tamponacdo do sangue com sendo descrito por apenas duas reacdes
reversiveis (equacdes 12 e 13), e determinam o valor de pH ndo apenas pela concentracao
de H;0" mas usando também o pKa aparente de acido carbénico para obter o valor de pH
real (equacao 14):

H* + HCO; = HyCO3  (kgiy =89 M~s~ 1k, = 0,03 571) (12)

H,COs 2 COy + HyO  (kgyy = 49,6 51 kypy = 0,145 571 (13)

pH = pK®P + 10g% (K™ = 6,103) (14)
2

Aplicando a equagédo 14 a simulagéo 3 referida acima, em que obteve [HCO3] = 0,020917 M,
[CO,] =0,004307M e [H30%T]=4,78x10"1°M, obtém-se um valor de pH de
aproximadamente 6,8 bastante perto do valor fisiolégico do que o que se obtém com pH =
—log[H;0%], que é 9,3. Note-se que as concentracdes de diéxido de carbono e de
hidrogenocarbonato obtidas com o modelo simplificado de tamponamento de sangue e com
0 modelo completo (Tabela 2) n&o séo significativamente diferentes indicando que as reacdes
entre especies reativas e com antioxidantes incluidas néo alteraréo significativamente o valor
de pH do sistema, e que os valores néo fisiologicos de pH tém origem nas equagbes que
descrevem o sistema diéxido de carbono/hidrogenocarbonato.

Assim, é necessario, para continuar o desenvolvimento deste trabalho, obter primeiro um
sistema robusto que descreva o equilibrio de pH do sangue, e de seguida reconstruir o sistema
de reacoes.

48



Modelagdo Matemdtica das Espécies Oxidantes e Nitrosantes em Sistemas Bioldgicos

5. BIBLIOGRAFIA

Ali AA., Coulter JA., Ogle CH., Migaud MM., Hirst DG., Robson T. e McCarthy HO. (2013). A
Contribuicdo do N»O3 a citotoxicidade do doador éxido nitrico DETA/NO: um papel emergente
para a S-nitrolisagdo. 33(2):e00031, Relatérios de Biosciéncia, Portland Press.

Antunes F., Salvador A., Marinho HS., Alves R. e Pinto RE. (1996). |. An Integrative Kinetic
Model In Lipid Peroxidation in Mitochondrial Inner Membranes. 917-943, Free Radical Biology
& Medicine, Vol. 21, N° 7.

Armstrong DA., Asmus KD. e Bonifagic M. (2004). Oxide Radical Anion Reactivity with
Aliphatic Amino Compounds in Aqueous Solution: Comparison of H-Atom Abstraction from C-
H and N-H Groups by ‘O- and "'OH Radicals. 108(12):2238-2246, The Journal of Physical
Chemistry A. Department of Chemistry, University of Calgary, Calgary, Alberta, Canada.

Beckman JS. e Koppenol WH. (1996). Nitric oxide, superoxide and peroxinitrite: the good, the
bad, and ugly. 271(5), American Journal of Physiology - Cell Physiology.

Choi JC, Lim J (2009). Stability of the bicarbonate system in the blood. 356: 145-153, Journal
of Mathematical Analysis and Applications.

Fell D. (2004). Chapter 5: Metabolic Control Analysis In Understanding the Control of
Metabolism. 103-138, School of Biological & Molecular Sciences. Oxford Brookes University.

Goldstein S., Czapski G., Lind J. e Merenyi G. (1998). Mechanism of Peroxynitric lon
(O2NOQO): Evidence for the Formation of Oz and 'NO: Radicals. 37(16):3943-3947, Inorganic
Chemistry, ACS Publications.

Heinrich R. e Schuster S. (1996). Capitulo 5: Analise de Controlo Metabdlico In A Regulacéo
dos Sistemas Celulares. 138-291, Chapman & Hall.

Justino G. e Ferreira A. (2007). Capitulo VII: Analise Tedrica das Interacgfes de Antioxidantes
e Espécies Reactivas no Plasma In Antioxidantes de Estrutura Caterva (Tese de
Doutoramento), Universidade de Lisboa.

Kavdia M. (2011). Mathematical and Computational Models of Oxidative and Nitrosative
Stress. Critical Reviews in Biomedical Engineering, 10/06/2014, 39(5):461-472, NIH, Wayne
State University, Detroit, Michigan.

Kirsch M., Korth HG., Wensing A., Sustmann R. e Groot H. (2003). Product Formation and
Kinetic Simulations in the pH Range 1-14 account for a Free Radical Mechanism of
Peroxynitrite Decomposition. Archives of Biochemistry and Biophysics 418 133-150.

Koekkoek K. e Van Zanten ARH. (2016). Vitaminas Antioxidantes e Vestigios na Doenca
Grave. 31(4):457-474, Prética Clinica de Nutricao.

49



Modelacdo Matematica das Espécies Oxidantes e Nitrosantes em Sistemas Biol6gicos

Mas Musculo Blog! Oxido Nitrico: benéfico para 0S musculos
(https://www.masmusculo.com/blog/oxido-nitrico-benefico-para-os-musculos/)

Pacher P., Beckman JS. e Liaudet L. (2007). Nitric Oxide and Peroxynitrite in Health and
Disease In Physiological Reviews. 87(1):315-424, American Physiological Society.

Salvador A., Antunes F. e Pinto RE. (1995). Kinetic Modeling of in vitro Lipid Peroxidation
Experiments - 'Low Level' Validation of a Model of in vivo Lipid Peroxidation. Department of
Chemistry and Biochemistry, Faculty of Sciences, University of Lisbon.

Sies H. (2015). Oxidative stress: a concept in redox biology and medicine. Redox biology,
4:180-183;

Stanbro WD. (2000). I: plasma levels of peroxynitrite In Modeling the interaction of peroxynitrite
with low-density lipoproteins. 205(3):457-464, Journal of theoretical biology.

Stanbro WD. (2000). IlI: reaction/diffusion model of peroxynitrite In low-density lipoprotein
particles In Modeling the interaction of peroxynitrite with low-density lipoproteins. 205(3):465-
471, Journal of theoretical biology.

Stanbro WD. (2000). IlI: the role of antioxidants In Modeling the interaction of peroxynitrite with
low-density lipoproteins. 205(3):473-482, Journal of theoretical biology.

Waldeck AR. e Stocker R. (1996). Radical-Initiated Lipid Peroxidation in Low-Density Proteins:
Insights Obtained from Kinetic Modeling. 9(6):954-964, Chemical research in toxicology.

Wink DA., Miranda KM., Espey MG., Pluta RM., Hewett SJ., Colton C., Vitek M., Feelisch M.
e Grisham MH. (2001). Mechanisms of the antioxidant effects of nitric oxide In Antioxidants
Redox Signal. 3(2):203-213, Chandan K. Sen.

Zielinski ZA. e Pratt DA. (2017). Peroxidacao Lipidica: Cinéticas, Mecanismos e Produtos.
82(6):2817-2825, O Jornal de quimica organica.

50


https://www.masmusculo.com/blog/oxido-nitrico-benefico-para-os-musculos/

Modelagdo Matemdtica das Espécies Oxidantes e Nitrosantes em Sistemas Bioldgicos

ANEXO

Tabela 3. Espécies presentes no sistema e respetivas quantidades iniciais

Quantidades

Simbolo Espécie Nome iniciais
asc Asc Desidroascorbato 0
asch AscH™ Anido ascorbato 1nM
aschr AscH® Radical ascorbilo 0
ascr Asc* Radical semidesidroascorbilo 0
co2 COo, Diéxido de carbono 0
co3 CO5~ Anido carbonato 30 uM
co3r COo3~ Radical anido carbonato 0
dha - Varios produtos 0
fe2 Fe?* l&o ferroso 100 nM
fe3d Fe3* |40 férrico 0
h2co3 H,CO,4 Acido carbénico 2,3mM
h2o H,0 Agua 55,56 M
h202 H,0, Peroxido de hidrogénio 0
h3o H;0* I&0o hidrénio 0
hco3 HCO3 Anido hidrogenocarbonato 25 mM
hno2 HNO, Acido nitroso 0
hno3 HNO, Acido nitrico 0
hoono ONOOH Acido peroxonitroso 0
hoo HO; Anido hidroperoxilo 0
hoor HO; Radical hidroperoxilo 0
lh LH Lipidos insaturados 2M
loh LOH Lipohidréxido 0
loo LOO~ Anido lipoperoxilo 0
looh LOOH Lipohidroperéxido 0
loor LOoO® Radical lipoperoxilo 0
lor LO® Radical lipoalcoxilo 0
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Simbolo

Espécie

Nome

Quantidades

iniciais

Ir L Radical lipidico 0
n203 N, 04 Triodixo de diazoto 0
n204 N,O, Tetradxido de diazoto 0

no NO* Radical 6xido nitrico 5nM
no2 NO, Anido nitrito 0
no2p NOy Cati&o nitrénio 0
noz2r NO; Radical nitrito 0
no3 NO3 Anido nitrato 0
no32 NO5~ Diani&o nitrato 0
nop NO* Catido nitros6nio 0
02 0, Oxigénio 0
02n00 0,NOO~ Anido peroxonitrato 0
o2nooh 0,NOOH Acido peroxonitrico 0

02r 05~ Radical anido superoxido 5nM
03 05 Ozono 0
03r 03~ Radical anido ozonido 0
oh OH™ Anido hidroxilo 0
ohr OH® Radical hidroxilo 0
onoo ONOO~ Anido peroxinitrito 0
onooco2 ONO0OCO; Anido nitrosoperoxocarbonato 0
or 0~ Radical anido 6xido 0

tocoh TocOH Tocoferol 0,67 mM

tocor TocO* Radical tocoferoxilo 0
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Tabela 4. Equacdes cinéticas das reacdes e seus parametros?

Nome Equacédo dareacdo e Lei cinética Parametros
02r +1no = 0noo k0O1d = 6,7x10° M5
rool k0O1r = ,1 7x1 -2 —.l
k001d*no*o2r - k001r*onoo 001r=1,7x10"s
0023 2 h2o = h30 + oh k002d = 4.2x107 M1.s1
r . e
k002d*h202 - k002rh30*oh k0o2r = 1,3x10* M*.s*
honoo + h20 = onoo + h30 k003d = 1.43x10%2 Mt.s!
r003* K0O3r = 5x10%° M52
k003d*h20*honoo - k003r*h3o0*onoo r=oX S
honoo = hno3
roo4 k004d = 0,94 s?
ro04d*honoo
005 honoo = ohr + no2r k005d = 0.36 s
r ' a4
k005d*honoo - k005r*no2r*ohr k0O5r = 4,5x10° Mt.s
onoo + ohr =02 + no + oh
ro06 k006d = 4,8x10° M1.s?
k0O6d*onoo*ohr
honoo + ohr =02 + no + h2o
ro07 k007d = 2x10” M1.s?
k0O7d*honoo*ohr
no2 + ohr = oh + no2r
ro08 k008d = 5,3x10° M1.s?
k008d*no2*ohr
2 ohr = h202
roo9 k009d = 5,5x10° Mt.s?
k009d*ohr?
h202 + ohr = hoor + h20
r010 k010d = 2,7x10” Mt.s?
k010d*h202*oh

%Para as reacdes reversiveis s3o apresentados os coeficientes de velocidade no sentido direto (kd) e inverso (kr).
Nas leis cinéticas, a concentragao de cada espécie é representada pelo simbolo da espécie. As reagdes 33, 35,
36, 37, 40, 42, 44, 45, 48, 49, 68, 70 e 82 foram retiradas do modelo, conforme referido no texto.
3A constante de velocidade para a reacdo inversa é de 1,3x10' M L.}, a partir deste valor, e considerando que
para o equilibrio H;0" + OH™ = 2H,0 se tem pK,, = 14 (25 °C), pode calcular-se a constante de velocidade
da reacgdo direta:

kdir [HZ O]gq (55:49)2 kdir X 107PKw

= Yy [H3071og[OH 1,y 107PKw i = (55 4gy2

=42x1077

4Assumindo que a reacdo de desprotonacdo da dgua tem uma constante de velocidade de 5x10° M1s?, a
constante de velocidade da reacdo direta pode ser calculada a partir do valor do pKa do acido. Neste caso,
pK,(HONOO) = 6,8, etem-se, para o equilibrio de desprotona¢do do acido, HONOO + H,0 = ONOO~ +
H;07:
_ [H;0%],4[ONOO7],, _ K,(HONOO) _ kair b = ki, X 10768
= TH,01,,[HOONOl,, _ [H,0]  kuw 4T~ 5549

= 1,43 x 102M s~
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54

Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
2 hoor = h202 + 02
roll k011d = 8,6x10° Mt.s?
kO011d*hoor?
hoo + ohr = hoor + oh
rol2 k012d = 7,5x10° Mt.s1
k012d*hoo*ohr
2 02r + h2o0 = 02 + hoo + oh
rol3 k013d = 63 M2.s?
k013d*02r?*h20
hoor + 02r = hoo + 02
rol4 k014d = 9,7x10” Mt.s?
k014d*hoor*o2r
ohr + no = hno2
rols k015d = 1x10%° M1.s1
k015d*ohr*no
ohr + no2r = hno3
rol6e k016d = 4,5x10° Mt.s?
k016d*no2r*ohr
hoor + no = honoo
rol17 k017d = 3,2x10° M1.s?
k017d*hoor*no
hoor + no2r = 02nooh k018d = 4x10° M.s1
roi8 KO18r = 5x10°2 51
k018d*hoor*no2r - k018r*02nooh r=oxiu=s
02r + No2r = 02n00 k019d = 4.5x10° M.
ro19 KO10r = 1,05 s
k019d*02r*no2r - k019r*02noo r=105s
020 h202 + h2o0 = hoo + h30 k020d = 3.2x10°2 M5
r ! e
k020d*h202*h20 - k020r*hoo*h30 k020r = 5x10%° M.
021 h30 + no2 = hno2 + h20 k021d = 5x10%° M.t
r _ 1.
k021d*h30*no2 - k021r*hno2*h20 k021r = 7,2x10° M*.s*
022 h3o + 02noo = 02nooh + h20 k022d = 5x10%° M.s1
r _ 1 e
k022d*h30*02n00 - k022r*02nooh*h20 k022r = 1,43x10° M*.s™*
no + no2r = n203 k023d = 1.1x10° M-L.s
r023 K023r = 8x10¢ s
k023d*no*no2r - k023r*n203 r=oxlus
024 2 noZr = n204 k024d = 4,5x108 M5
r ! o
k024d*n02r2 - k024r*n204 k024r = 6,9x10° s
02 h20 + hoor = h30 + o2r k025d = 1.4x10* Mt.st
r025 _c 1
k025d*hoor*h20 - k025r*02r*h30 k025r = 5x10 Mt.s™*
r026 02n00 = 02 + No2 k026d = 1,4 s*
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Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
k026d*02noo
o2nooh = 02 + hno?2
ro27 k027d = 7x10* s?
k027d*o02nooh
n2o03 + h2o0 =2 hno2
ro28 k028d = 2x10° M1.s?
k028d*n203*h20
2 hno2 = h2o0 + n203
r029 k029d = 13,4 Mt.s?
k024d*hno2?
h20 + n204 = hno2 + hno3
ro30 k030d = 18 Mt.s?
k030d*n204*h20
n203 + onoo = no2 + 2 no2r
ro31 k031d = 3,1x108 Mt.s?
k031d*n203*onoo
o2nooh + hno2 = 2 hno3
r032 k032d = 12 Mt.s?
k032d*hno2*02nooh
033 h2o + ohr = or + h30 k033d = 1.1x10°2 M1.s1
r ! P
k033d*ohr*h20 - k033rh30*or k033r = 5x10%° M.s*
Nno + onoo = no2r + no2
r034 k034d = 5x102 Mt.s?
k034d*no*onoo
or + h20 = ohr + oh k035d = 1,7x10° M5
035 k035d*or*h2o - k035r*ohr*oh k035r = 1,3x10% M*.s™
02 +or = o3r k036d = 3,8x10° M5
ro36 k361 = 4x10° st
k036d*or*02 - kO36r*o3r r=ax S
or + o3r =2 o2r
r037 k037d = 7x108 M1.s?
k037d*o3r*or
03r + ohr = 02r + hoor
ro38 k038d = 8,5x10° Mt.s?
k038d*oh*o3r
ohr + 03r = oh + 03
r039 k039d = 2,5x10° Mt.s?
k039d*ohr*o3r
h2o + 02r + or =2 oh + 02
ro40 k040d = 1,1x10” M2.s?
k040d*or*o2r*h2o
ohr + 02r = 02 + oh
ro41 k041d = 1,1x10%° M1.s?

kO41d*ohr*o2r
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Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
h2o + 2 or = hoo + oh
ro42 k042d = 4,5x10” M2.s?
k032d*or?*h2o
h20 + 02r + 03r=2 02 + 2 oh
ro43 k043d = 5x10* M2.s?
k043d*o3r*o2r*h20
no + or = no2
ro44 k044d = 2x10° M1.s?
k044d*or*no
no2r + or = no3
ro45 k045d = 2x10° Mt.s?
k045d*or*no2
no + o3r = 02 + no2
ro46 k046d = 3,5x10° Mt.s?
k046d*03r*no
no2r + o3r = 02 + no3
ro47 k047d = 3,5x10° Mt.s?
k047d*03r*no2
hoo + or = oh + 02r
ro48 k048d = 5,5x108 Mt.s?
k048d*or*hoo
or + no2 + h2o = no2r + 2 oh
ro49 k049d = 1,2x10% M2.s1
k049d*or*no2*h20
h3o + honoo = 2 h20 + no2p
ros50 k050d = 6,22 Mt.s?
k039d*honoo*h30
2 h20 + no2p = h30 + hno3
ros1 k051d = 9x10% M2.s1
k040d*no2p*h202
h2o + no2p + h202 = h3o0 + 02nooh
ros2 k052d = 3,6x10% M2.s1
k052d*h20*no2p*h202
0onoo + co2 = onooco2
ros3 k053d = 5,8x10* Mt.s?
k053d*onoo*co2
onooco2 = co2 + no3
ro54 k054d = 6,7x10° s
kO54d*onooco?2
onooco2 = co3r + no2r
ros5 k055d = 3,3x10° s
kO55d*onooco2
co3r + no2r = co2 + no3
r056 k056d = 4,6x10%8 Mt.s?
k056d*co3r*no2r

ros7 2 co3r + h20 = co2 + h202 + co3 k057d = 3,6x10° M2.s?
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Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
k057d*co3r*h2o
co3r + h202 = hco3 + hoor
ros8 k058d = 9,8x10° M1.s?
k058d*co3r*h202
h30 + hco3 = h2co3 + h20
ro59 k059d = 4,7x10%° M1.s1
k059d*h30*hco3
060 h2co3 = co2 + h20 k060d = 20 st
r _ A Al e
k060d*h2co3 - k060r*co2*h20 k060r = 6,75x10™* M*.s™*
h2co3 + h20 = h3o + hco3 k061d = 3.84x102 Mt.s1
ro61 KOB1r = 5x10%0 M1.s1
k061d*h2co03*h20 - k061r*h30*hco3 r=oX S
062 hco3 = co2 + oh ko62d = 2X10-4 S-l
r 1
k062d*hco3 - k062r*co2*oh k062r = 8,3x10° M5
063 hco3 + h20 = co3 + h30 k063d = 4.3x102 M1.s?
r -5 1g
k063d*hco3*h20 - k063rco3*h30 k063r = 5x10% M.
064 hco3 + oh = co3 + h20 k064d = 6x10° M.s1
r A e
k064d*hco3*oh - k064r*co3*h20 k064r = 2,3x10* M.s
ohr + hco3 = h20 + co3r
roe65 k065d = 8,5x10% M1.s!
k065d*ohr*hco3
ohr + co3 = co3r + oh
r066 k066d = 3,9x10%8 Mt.s?
kO066d*ohr*co3
co3r + hoo = hco3 + 02r
ro67 k067d = 3x10” Mt.s?
k067d*co3r*hoo
co3 + h20 + or = co3r + 2 oh
ro68 k068d = 9x10° M2.s1
k068d*co3*h20*or
h3o + hno2 = 2 h20 + nop k069d = 5,9x10! M1.s?
ro69 KOBOr = 2x108 M2.s7%
k042d*hno2*h3o0 - k042rh20%*nop r=ex S
070 0Nnoo = no2r + or k070d = 1.7x10°6 51
r ' PO
k070d*onoo - kO70r*no2r*or k070r = 3,7x10° Mt.s*
02 + 2 N0 =2 no2r
ro71 k071d = 2,2x108 M2.s1
k043d*no?*02
honoo + no2r = no + 02 + hno2
ro72 k072d =4 Mt.s?

kO72d*honoo*no2r
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Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
co3r + no2 = co3 + no2r
ro73 k073d = 1,7x10% M1.s?
k073d*co3r*no2
h2o + hno3 = no3 + h3o k074d = 2x10%° M.t
ro74 KO74r = 5x10%° M52
k074d*hno3*h20 - k074r*h30*no3 r=oX S
oh + nop = hno2
ro75 k075d = 5x10'° Mt.s?
kO075d*no*oh
02noo + ohr = 02 + no2r + oh
ro76 k076d = 1x10° Mt.s?
kO076d*o2noo*ohr
ohr + o02nooh = h20 + no2r + 02
ro77 k077d = 1x10’ Mt.s?
k077d*o2nooh*ohr
oh + n203 = hno2 + no2
ro78 k078d = 1x108 M1.s?
k078d*n203*oh
no2r + onoo = no2 + no + 02
ro79 k079d = 2,5x10* Mt.s?
k079d*no2r*onoo
co3r + no = no2 + co2
r080 k080d = 2,9x10% Mt.s?1
k080d*co3r*no
02r + co3r = co3 + 02
rosi k081d = 6,5x108 M1.s?
k081d*o2r*co3r
or + no2 = no32
rog82 kog2d = 1,8x10” Mt.s?
k082d*or*no2
no32 + h20 = no2r + 2 oh k083d = 1x103 M1.s1
ro83 KOS3r = 500 M2.52
k083d*n032*h20 - k083r*no2roh”2 r=>5 S
co3r + onoo = co3 + no + 02
ros4 k084d = 8,65x108 Mt.s?
k084d*co3r*onoo
onoo = no3
ro85 k085d = 4,8x10° st
k085d*onoo
no2 + nop = n203
ro86 k086d = 5x10%° Mt.s?
k086d*no*no2
no3 + nop = n204
ros7 k087d = 5x10° M1.s?
k087d*nop*no3
ross ohr + ascr = aschr + h20 k088d = 8,2x10" Mt.s?
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Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética

Parametros

k088d*asch*ohr

onoo + asch = h2o + no2r + aschr

ro89 k089d = 235 M1.s?
k089d*asch*onoo
hoor + asch = aschr + h20
r090 k090d = 1x10° Mt.s?
k090d*asch*hoor
2 aschr = dha + asch
ro9l k091d = 1,4x10° Mt.s?
k091d*aschr?
ohr+1lh=1r
r092 k092d = 5x10% M1.s?
k092d*lh*ohr
093 02 +Ir = loor k093d = 3x10° M.
r .
k093d*Ir*02 - k093r*loor k093r = 1,5x10% s
hoor + Ih =h202 + Ir
r094 k094d = 1,2x102 Mt.s?
k094d*lh*hoor
loor + Ih = looh + Ir
r095 k095d = 1,4x10* Mt.s?
k095d*Ih*loor
2 loor = dha
r096 k096d = 6,6x10* Mt.s?
k096d*loor?
hoor + looh = h202 + loor
ro97 k097d = 2x10° M1.s?
k097d*looh*hoor
fe2 + looh = oh + fe3 + lor
r098 k098d = 3,2x102 Mt.s?
k098d*looh*fe2
h202 + fe2 = ohr + oh + fe3
r099 k099d = 2x10* M1.s?
k099d*fe2*h202
tocoh + loor = tocor + looh k100d = 5.8x10% M.s1
r100 K100r = 1 Mtst
k100d*loor*tocoh - k100r*looh*tocor r= S
tocoh + lor = loh + tocor
r101 k101d = 1x108 M1.s?
k101d*lor*tocoh
02r + tocoh = tocor + h202
r102 k102d =6 Mt.s?
k102d*tocoh*o2r
hoor + tocoh = tocor + h202
r103 k103d = 2x10° M1.s?

k103d*tocoh*hoor
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k118d*ascr*hoor

Nome Equacdo dareacdo e Lei cinética Parametros
tocor + |h = tocoh + Ir
r104 k104d = 1x10* M1.s?
k104d*Ih*tocor
02r + tocor = 02 + tocoh
r105 k105d = 4,5x108 Mt.s?
k105d*tocor*o2r
asch + tocor = ascr + tocoh
r106 k106d = 2x10° Mt.s?
k106d*asch*tocor
loor + asch = looh + ascr
r107 k107d = 1x10° Mt.s?
k107d*asch*loor
loor + ascr = loo + asc
r108 k108d = 1x10° M1.s?
k108d*ascr*loor
fe3 + asch = ascr + fe2
r109 k109d = 5x10%2 Mt.s?
k109d*asch*fe3
ohr + asch = ascr + h2o
r110 k110d = 1x10%° M1.s1
k110d*asch*ohr
fe3 + ascr = fe2 + asc
ri11 k111d = 4x10® Mt.s?
kllld*ascr*fe3
02 + asch = 02r + ascr
ri12 k112d = 6x10* M1.s?
kl1l2d*asch*o2
02r + asch = ascr + h202
r113 k113d = 1x10° M1.s?
k113d*asch*o2
hoor + asch = ascr + h202
ri14 k114d = 1,2x10% Mt.s?
k114d*asch*hoor
02 + ascr = 02r + asc
ri11is k115d = 6x10° M1.s?
k115d*ascr*o2
02r + ascr = h202 + asc
r116 k116d = 2,6x108 M1.s?
kll6d*ascr o2r
2 ascr = asch + asc
ril7 k117d = 1x108 M1.s?
k117d*ascr?
hoor + ascr = h202 + asc
r118 k118d = 5x10° M1.s?
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