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RESUMO

O estado vivente de um organismo é caracterizado principalmente pela presenga de
um constante fluxo de reagbes quimica, e por isso, seres vivos sao formados por
inUmeras reacdes, ligadas umas as outras, em uma espécie de rede. A teoria das
redes bioquimicas fornece uma estrutura matematica e computacional usada para
analisar e simular tais redes de reacées. E um modelo de construcédo, diagndstico e
analise de redes baseados em equacgdes diferenciais ordinarias. Algumas redes de
reacdes quimicas sao estudadas, principalmente, pelos comportamentos dindmicos
complexos. Longe do equilibrio, tais sistemas dindmicos n&o-lineares exibem
fenbmenos, como, multiplos estados estacionarios e oscilagdes. Foram analisadas
algumas redes quimicas de interesse bioquimico, como as redes de calcio nos cilios
dos neur6nios receptores olfativos, da via glicolitica, da oxidase-peroxidase e a rede
que concede uma dindmica multiestavel na embriogénese da mosca de fruta,
Drosophila melanogaster, assim como redes teoricas. Para estuda-las, o método,
Stoichiometric Network Analysis, ou SNA, forneceu uma abordagem sistematica para
a dindmica de mecanismos quimicos ou de quaisquer outros sistemas que contém
estequiometria. Primeiro foi necessario compreender a bioquimica de sistemas que
apresentam dindmicas complexas e a importancia das tais na manutencado de
processos metabdlicos e de comunicagdo celular em seres viventes para, entéo,
avaliar a eficacia da técnica de anadlise estequiométrica de redes no inquérito de
fenbmenos nao lineares. A variante grafica do método SNA foi usada na criagdo de
sub-redes que exibem comportamentos incomuns, € 0 consequente emprego da
mesma na modelagem de redes elementares de facil apreensao. Por fim, os
métodos mostraram-se eficazes na analise de dindmicas complexas, ademais, pode-
se verificar a analise de bifurcacdo para algumas redes. Além das condicdes
necessarias e suficientes para a observagao de dinamicas complexas, a técnica por

SNA pdde, inclusive, expor outra propriedade biolégica dos modelos.

Palavras chave: Stoichiometric Network Analysis, Bifurcacao de Hopf, Sela-né,
Oscilacoes, Multiestabilidade.



ABSTRACT

The state of a living body is mainly characterized by the presence of a constant flow
of chemical reactions, and therefore living beings are formed by several reactions,
linked to each other in a kind of network. The theory of biochemical networks
provides a mathematical and computational framework used to analyze and simulate
reactions such networks. It is a building model, diagnosis and network analysis
based on ordinary differential equations. Some chemical reactions networks are
studied mainly for the complex dynamic behavior. Far from equilibrium, such
nonlinear dynamical systems exhibit phenomena such as, multiple steady states and
oscillations. Some chemical networks of biochemical interest were analyzed, such as
calcium networks in the cilia of olfactory receptor neurons, the glycolytic pathway,
oxidase-peroxidase and network granting a multistable dynamics in the fruit fly
embryogenesis, Drosophila melanogaster, as well as networks theoretical. To study
them, the method Stoichiometric Network Analysis, or SNA, provided a systematic
approach to the dynamics of chemical mechanisms or other systems containing
stoichiometry. First it was necessary to understand the biochemical systems that
exhibit complex dynamics and the importance of such in maintaining metabolic and
cellular communication in living creatures to then assess the effectiveness of the
stoichiometric analysis of technical networks in the investigation of nonlinear
phenomena. The graphical variant of the SNA method was used to create subnets
that exhibit unusual behaviors and the consequent use of the same in modeling
elementary easy to grasp networks. Finally, the methods have been shown effective
in analyzing complex dynamic, moreover, it can verify the bifurcation analysis for
some networks. In addition to the necessary and sufficient conditions for observing
complex dynamics, the SNA by technique could even expose another biological
properties of the models.

Keywords: Stoichiometric Network Analysis, Bifurcation Hopf, Saddle-node,
Oscillation, multistability.
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1. INTRODUCAO

O estado vivente de um organismo € caracterizado principalmente pela
presenca de um constante fluxo de reacdes quimicas. Por exemplo, seres
autotroficos utilizam minerais simples e energia solar para a manutencédo da vida,
enquanto os heterotroficos metabolizam moléculas complexas pelo mesmo objetivo,
e, apesar das diferencas entre esses grupos, ha em comum uma rede de reacdes
quimicas que Ihes conferem a condicdo de organismos vivos. Assim, seres vivos sao
formados por inimeras reacdes, ligadas umas as outras, em uma espécie de rede.’

Como indicativo da complexidade dos sistemas bioquimicos, estima-se que
se conhece de um sexto a um terco das reacdes presentes na bactéria Escherichia
coli, e, por isso, existem de trés a seis mil moléculas diferentes no microorganismo."
A enorme complexidade das interagbes moleculares e celulares necessita de
ferramentas para modelar e interpretar corretamente os experimentos bioldgicos.?

Para isso, teoria das redes bioquimicas fornece uma estrutura matematica e
computacional usada para analisar e simular sistemas. E um modelo de construgéo,
diagnoéstico e analise de redes baseados em equacgdes diferenciais ordinarias e
parciais. Foi proposta por Michael Savageau em 1969, e, mesmo sendo
originalmente desenvolvida para vias bioquimicas, tornou-se amplamente aplicada
aos mais diversos conjuntos.®

Simulacdes e modelagem matematica de redes ajudam a entender a
dinamica de processos quimicos e bioquimicos®, e quando devidamente formulados,
sao ferramentas eficazes na compreensao do sistema®, fornecendo dados, inclusive,
sobre os efeitos de interagdes do objeto estudado com o meio ambiente.* Equacdes
quimicas formam a linguagem da modelagem biolégica. E a notagdo usada para
expressar processos quimicos, seja qualitativamente ou quantitativamente. Nesse
sentido, representar processos por equagdes quimicas € o método mais basico para
executar cdlculos e fazer previsdes sobre o sistema.®

Algumas redes de reagdes quimicas sao estudadas, principalmente, pelos
comportamentos dinamicos complexos.® Longe do equilibrio, tais sistemas
dindmicos ndo-lineares exibem fendmenos como, multiplos estados estacionarios,
oscilacdes senoidais, oscilacbes com picos de amplitude variante, ritmos biol6gicos,
quasiperiodicidade e caos.® Duas dindmicas incomuns sdo de grande interesse
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bioquimico: os fendmenos oscilatérios e de multiestabilidade, sendo esse, uma
situagdo onde um sistema apresenta dois ou mais equilibrios estaveis.’

Oscilagao € uma das propriedades mais evidentes nos sistemas vivos.
Ocorrem em todos o0s niveis de organizacado biolégica, desde o unicelular ao
organismo multicelular, com periodos variando de fracbes de segundo a anos. Em
humanos, os processos oscilatérios cardiacos e respiratorios, assim como o ritmo
circadiano de sono e vigilia, sdo fundamentais para manutencdo da vida.” Alguns

sistemas oscilatorios estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais sistemas biolégicos oscilatérios, classificados de acordo com o

periodo.
Sistema Periodo
Neural De 0.01 a 10 segundos
Cardiaco 1 segundo
Oscilagbes de célcio De 1 segundo a minutos
Oscilagbes bioquimicas De 1 a 20 minutos
Ciclo mitético De 10 minutos a 24 horas
Ciclo menstrual 28 dias

Oscilacoes ecoldgicas e epidemioldégicas Anos
Fonte: GOLDBETER, 1997."

Um ndmero consideravel de sistemas demonstram a importancia das
oscilacdes no fenbmeno de comunicacao intracelular, assim como acontece no
protozoario do género amoeba Dictyostelium discoideum, que possui a capacidade
de alternar entre um estado unicelular para um estado multicelular durante seu ciclo
de vida. O mecanismo de comunicacgao intracelular que governa a transicao entre as
fases possui natureza oscilatéria. O ciclo de vida do protozoério se inicia com um
esporo germinado, a célula resultante desse processo passa por um periodo de
divisdo celular até que o ambiente ndo forneca mais alimento. Nas etapas
posteriores as células formam um bolor limoso e em seguida um esporocarpo
encimando uma haste, e apds dispensar os esporos, o ciclo volta & etapa inicial.’
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A fase de agregacao da Dictyostelium discoideum forma um padrao periodico.
Enquanto as células estdo se agregando, os individuos que estdo no centro,
periodicamente, emitem um sinal quimico para atrair as células presentes no
ambiente, formando um padrao de gradiente. A esse processo é dado o nome de
quimiotaxia. O agente quimiotaxico responsavel pela agregacao das células é a
molécula adenosina 3',5'-monofosfato ciclica, AMP cicliclo ou cAMP, um derivado
da adenosina trifosfato (ATP). A analise da cAMP extra celular demonstra um
comportamento oscilatério, responsavel pelo padrédo de agregagdo do protozoario,

como representado no seguinte esquema.’

Figura 1. Padrdao ondulatério do movimento celular durante a agregacdo da
Dictyostelium discoideum em agar. As faixas brancas representam os protozoarios
em movimento respondendo ao agente quimiotéxico, as bandas escuras sdo as

células agregadas iméveis.’

Fonte: TOMCHIK; DEVREOTES, 1981.8

A molécula cAMP possui um papel importante em organismos eucariotas,
onde o estimulo por horménios ou neurotransmissores provocam a sintese desse
segundo mensageiro, molécula responsavel pelo controle de como as células irdo
reagir a estimulos externos.”® Outro importante mecanismo de sinalizacdo celular
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provém das respostas do organismo a concentracdo de fons Ca®* citoplasmatico. A
elevacdo do Ca®" plasmatico intermedeia uma série de eventos rapidos, como a
contragdo muscular e a neurossecregao, ou eventos mais lentos e sutis, tal e qual a

divisdo celular, diferenciacdo celular ou apoptose. ™

Figura 2. 3'5-monofosfato ciclica. Molécula responsavel pela comunicagéo

intracelular no Dictyostelium discoideum.’

HoN

O 0
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Ao contrério dos sistemas monoestaveis, os multiestaveis alternam entre dois
ou mais estados estacionarios. Sabe-se que, no geral, as redes de sinalizacao
celular apresentam uma dindmica multiestavel e, por isso, um dos desafios da
biologia e da matematica € compreender como a multiestabilidade de proteinas
sinalizadoras afeta o comportamento das células vivas. Esse fendmeno esta
presente, por exemplo, no interruptor que alterna as etapas de lise e lisogenia do
fago lambda, um virus de bactérias."’

O bacteriéfago lambda possui dois ciclos vitais independentes, o ciclo litico,
um ciclo virulento que provoca a morte da célula hospedeira, e um alternativo,
chamado lisogénico, no qual o fago estabelece uma relagdo de inquilinismo com a
célula infectada. Na fase de lise, o bacteriéfago domina o metabolismo da célula
fazendo com que essa produza particulas virais necessarias para a montagem de
novos individuos. O processo termina com o rompimento da célula, sua lise, e a
liberacdo de bacteriéfagos no ambiente. Opcionalmente, pode entrar em fase de
lisogenia, onde o genoma do fago, também chamado de proéfago, é replicado com o
genoma do hospedeiro, e durante a divisdo celular, o préfago é passado para as

geragdes seguintes. O ciclo termina com a reversdo ao caminho litico.'?
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Um processo multiestavel governa a troca entre os ciclos.!” Duas proteinas
repressoras sao os elementos chave para mudanca de fase, as proteinas Cro e ci. A
concentragdo das macromoléculas no estado estacionario determina qual ciclo o
fago lambda ira seguir. Quando a concentracdo de Cro domina, a fase de lise é
ativada, do contrario, se a concentracao de ci for maior, o fago entrard em fase
lisogénica."® A multiestabilidade também esta presente nos ciclos celulares do
organismo celular Saccharomyces cerevisiae e das ras do género Xenopus."

Com os exemplos citados acima, é facil perceber o quao importante sdo as
dindmicas multiestaveis e oscilatérias nos organismos com vida. Para estuda-las, o
método Stoichiometric Network Analysis (Analise da rede estequiométrica) ou SNA,
proposto por Bruce L. Clarke em 1980, fornece uma abordagem sistematica para a
dindmica de mecanismos quimicos ou de quaisquer outros sistemas que contém
estequiometria. A principal vantagem desse método é a nao necessidade do
conhecimento explicito dos valores das constantes de velocidade para determinar os
aspectos qualitativos da dinamica.™

A utilizacdo desse método para analisar e demonstrar comportamentos
dindmicos complexos nas redes bioquimicas é a principal motivacdo desta
dissertacdo, que tem como principal objetivo avaliar a eficacia da SNA em
determinar fendmenos dindmicos de interesse bioquimico. A analise tem inicio com
a determinacdo de um conjunto de vetores de velocidades das reacdes nos estados
estacionarios. Tal conjunto forma uma matriz chamada de “correntes extremas” e,
fisicamente tem o valor de uma sub-rede. Quaisquer vetores da rede original sao
combinacgdes lineares dos vetores extremos, que representam os caminhos mais
simples que as reagOGes tomam. Inquirir instabilidades nas correntes extremas
equivale a observar as mesmas na rede maior.'?

De maneira complementar sera utilizada a analise pela teoria dos grafos
bipartidos ou grafos. No método dos grafos bipartidos, as equagdes quimicas sao
representadas em um grafo, onde cada conjunto de vértice corresponde as espécies
guimicas ou aos caminhos de reacdo. A técnica é uma interpretagédo gréafica da SNA
e foi explorada principalmente por Ermakov (2001). Baseia-se no fato que um
subgrafo pode ser equivalente a uma sub-rede de reagbes responsavel pela
instabilidade do sistema.
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Apoiando-se no fato de que as dindmicas complexas sdo fundamentais para
o melhor entendimento dos organismos vivos, algumas redes de reacbes quimicas
que apresentam comportamento ndo linear foram destacadas como objetos de
estudo para essa dissertagdo. As escolhas apoiaram-se em duas principais
caracteristicas: a relevancia bioquimica dos sistemas e uma grande base de estudos
precedentes que garantem modelos ideais para averiguar a efetividade das técnicas.

As redes oscilatérias estudadas séo, as de oscilacbes de calcio nos cilios
olfatérios e o oscilador glicolitico. A primeira diz respeito as oscilagdes de fons Ca?*
nos neurdnios olfativos e sua fungdo na adaptacdo sensorial aos estimulos
odorantes externos. O oscilador glicolitico mostra a relagdo de como a enzima
fosfofrutoquinase controla o caminho metabdlico da glicdlise, o ajustando em
resposta as condigdes intra e extracelular.”™ '® 7 Os modelos representantes da
multiestabilidade sdo as redes de peroxidase-oxidase'®, e a rede da dinamica
multiestavel na embriogénese da mosca de fruta, Drosophila melanogaster.'

Interacdes bioquimicas sdo complexas demais para ser imaginadas em todos
os detalhes, em vista disso, a solu¢gdo € encontrar modelos matematicos simples
que auxiliam no entendimento de suas dinamicas. O grande desafio na biologia de
sistemas € modelar problemas em que a simplicidade seja justificada pela acuracia.
Na teoria de redes, pode-se concentrar em sub-redes que possuam uma dinamica
capaz de ser transladada para modelo original. Por isso, o estudo de sistemas
puramente tedricos e minimos é importante.?® Assim, além das redes com
significado biol6gico, também serdo estudadas redes exclusivamente teoricas

contendo oscilagdo ou multiestabilidade.?' 2%
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Compreender a bioquimica de sistemas que apresentam dinamicas
complexas e sua importancia na manutencao de processos metabdlicos e de
comunicagao celular em seres viventes;

Avaliar a eficacia da técnica de analise estequiométrica de redes,
Stoichiometric Network Analysis, no inquérito de fenbmenos néao lineares,
como oscilacdes e multiestabilidade, em redes de interesse bioldgico;
Investigar o uso da variante grafica do método SNA na criagdo de sub-redes
que exibem comportamentos incomuns, e o consequente emprego das

mesmas na modelagem de redes elementares de facil apreensao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar as redes de reacoes, bioquimicas e tedricas, utilizando as técnicas
estequiométricas graficas e numéricas;
Estudar os aspectos biolégicos e bioquimicos das dindmicas oscilatérias e
multiestaveis nas redes de rea¢des quimicas, envolvendo:
. ons de calcio em cilios olfativos;
[I.  Metabolismo na via glicolitica;
[ll. Catalise de oxidacao de substratos organicos pela enzima peroxidase
de raiz-forte e;

IV. Embriogénese da mosca de fruta, Drosophila melanogaster.
llustrar, contando com recursos graficos, a evolugdo temporal das espécies
nos sistemas oscilatérios e os mdultiplos estados estacionarios em redes

multiestaveis.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. REDES DE REACOES
3.1.1. MODELO PARA OSCILAGOES DE CALCIO NO CiLIO OLFATIVO

Oscilagdes de ions de calcio, Ca®*, estdo entre as descobertas mais
importantes na area de sinalizagao intracelular, principalmente devido a ocorréncia
em uma grande quantidade de tipos de células, sendo o fenémeno oscilatério mais
comum de que se tem registo. Podem ocorrer de forma espontanea ou em resposta
a estimulos externos, como por exemplo, de hormdnios e neurotransmissores.
Também representam um dos mais estudados eventos de organizagdo espaco-
temporal a nivel celular, conforme visto nas ondas de Ca?* em citosol.”

A versatilidade do célcio em termos de velocidade, amplitude e padronizacao
espago-temporal vem de uma variedade de caminhos de sinalizacdo que utilizam
Ca®*, assim, a célula dispde de numerosas combina¢des de mecanismos de acao
que garantem uma alta variabilidade em métodos de comunicagdo. De modo geral
as células dispéem de quatro dispositivos de acdo que envolve os ions de calcio.
Sao eles: os sinais de calcio derivado de estimulos, a abertura de canais que
promove a alimentagdo do ion no citoplasma, a atuagcédo do calcio como segundo
mensageiro € os canais de remocado de célcio, levando a célula ao seu estado
inicial.2*

As células geram seus sinais usando fontes externas e internas de Ca®. As
reservas internas sdo mantidas no sistema de membranas de organelas como o
reticulo endoplasmatico, ou seus equivalentes, tal qual o reticulo sarcoplasmaético,
nas células musculares, por exemplo. A liberacdo de calcio dessas reservas € feita
por canais, como o receptor de inositol trifosfato (IP3R), ou o receptor de rianodina
(RyR). Usualmente os canais sdo ativados pelo préprio Ca?*, e o processo de
liberacado de calcio induzido por célcio, em inglés, calcium-induced calcium release,
ou ainda, CICR, é o método primario de geracao celular de sinais de calcio.?*

Normalmente, a sequéncia de procedimentos de sinalizagao celular comeca
com um estimulo atua gerando sinais de Ca®*, esses abrem os canais pelo CICR,

liberando ions e elevando sua concentracao intracelular. Dentro da célula, o célcio
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aciona uma série de eventos sensiveis ao calcio, atuando como segundo
mensageiro. Para finalizar, o ion € retirado da célula e os canais sédo fechados. Essa
sequéncia configura oscilagdes na concentragdo de calcio Ca®* dentro da célula®, e
possui frequéncias que variam de segundos a dezenas de minutos.’

A célula conta com uma série de estratégias para se defender da acdo do
célcio livre no citosol, podendo bombea-lo para fora da célula ou o permutar com
outro fon extracelular, como por exemplo, Na®*. Ndo menos importante, pode,
também, formar um quelato com a espécie. As células, de um modo geral,
evoluiram suas proteinas, adaptando-as a fungdo de ligar-se ao Ca*.
Hipoteticamente, a principal funcdo de tais proteinas seria a de diminuir a
concentragdo do ion no citosol, mas a formacéo de quelatos com o metal, permitiu
usar essa energia de ligacdo para ativar processos celulares.?

O ion célcio pode acomodar entre quatro a uma duzia de atomos oxigénio na
sua esfera de coordenacao primaria, sendo mais comum encontra-lo com seis ou
oito. Os compostos quelantes, &cido etilenodiamino tetraacético, ou,
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), e também o acido etilenoglicol tetraacético,
do inglés, ethyleneglycol tetraacetic acid (EGTA), coordenam-se ao célcio pelo seu
par de aminas e 0s quatro grupos carboxilatos (Figura 3). Em comparacéao, as
proteinas especializadas em ligagdo com o metal, utilizam os oxigénios de suas
carboxilas e carbonilas, e ndo raramente, da agua, para a coordenacao.
Normalmente, as proteinas arranjam-se em volta do calcio por sete ligagdes, a uma
distancia de aproximadamente 2,5 A, com geometria bipiramidal pentagonal.?®

Existem inimeras proteinas capazes de se ligar ao calcio, entretanto, ha
pouca variabilidade na quantidade de sitios ligantes com tal habilidade, sendo mais
comum o mao-EF, um motivo estrutural do tipo hélice-volta-hélice. A designacéao,
mao-EF, é devida a uma famosa representacdao grafica da proteina parvalbumina
(Figura 4 a-b).?® Esse sitio pode ser especifico para Ca®*, ou realizar ligagdes
também com o Mg®*, dependendo da proteina em que se encontra. De acordo com
sua afinidade, especificidade, cooperatividade e cinética, suas proteinas
desempenham as mais diversas fungbes, como, ativagdo de uma proteina
sinalizadora, tamponamento de Ca**, atividade regulatéria, entre outras. Da familia
das proteinas que contém o sitio mao-EF, a calmodulina é uma das proteinas mais

comuns, pois esta presente em todas as células eucariontes.?’
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Figura 3. a) Acido etilenodiamino tetraacético, EDTA. b) Acido etilenoglicol
tetraacético, EGTA. ¢) O EDTA coordena-se ao calcio i6nico, realizando seis
ligacées, em uma geometria octaédrica. Estdo envolvidos o par de nitrogénios das
aminas e 0s quatro oxigénios das carboxilas, preenchendo a esfera de coordenagao

primaria de Ca®* com seis ligantes diretos.?

a) b)
9] 0. OH
S QP Y
HO 0
N\../\“Nj/ N 0] k(O
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HO™ O KH/OH HOlO HO
C
c) o)
|

Como visto, as oscilagbes de célcio intracelulares sdo fundamentais para a
regulacdo celular, e também, em processos onde sinais ou estimulos sao
convertidos em informagdes para outros receptores distintos, chamados de
transducdes celulares. Um exemplo da participacao da dinamica oscilante de calcio
em funcbes biolégicas esta presente nos sensores neurais olfativos. Neles, as
oscilagdes de célcio tem papel importante na adaptacdo a odorantes.?®

Adaptacao sensorial é definida como uma mudanga na zona de resposta a
uma incitacdo, devido a um condicionamento ou sinais de fundo, e, com isso, a
célula pode trabalhar com uma ampla gama de intensidades de estimulos.?® Essa
caracteristica é especialmente importante para as células olfativas, pois, sem a
adaptacao, os receptores ndo terdo a capacidade de prevenir a saturacdo do
transdutor celular, nem de manter uma alta sensibilidade durante uma condicéo de

estimulo continuo.*
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Figura 4. a) Diagrama de fitas simbolizando as estruturas hélice-volta-hélice da
parvalbumina. Seis hélices estdo representadas de A a F, formando trés dominios,
um para cada par, AB, CD e EF. As esferas amarelas descrevem, cada, um ion
Ca*".3' b) Sitio EF e sua semelhanca com um mao. A hélice E esta representado em
vermelho e corresponde ao dedo indicador, o polegar, em verde, é analogo a hélice
F, em azul, a volta se assemelha a um dedo médio dobrando-se em torno do fon.?’
c) Em contraste com os compostos quelantes, EDTA e EGTA, que formam com o
calcio uma geometria octaédrica (Figura 3), os sete ligantes do dominio mao-EF,
conferem uma geometria bipiramidal pentagonal. d) Esquema estrutural da proteina

calmodulina. Os quatro motivos mao-EF possuem afinidade distinta com o calcio.?®

Fontes: ARIF, 2009.3'; ALMEIDA, 2000.2”; CLAPHAM, 2007.2°

A adaptacdo sensorial € observada experimentalmente nos neurénios
receptores olfativo da espécie de salamandra, Ambystoma tigrinum.*> Os neurdnios
intactos sao dissociados do anfibio e estimulados por pulsos de eucaliptol. Quando
dois pulsos idénticos sdo gerados, separados por um curto periodo de tempo, mede-
se na célula nervosa, uma baixa resposta neural ao segundo pulso. A medida que o
intervalo entre os pulsos aumenta, percebe-se uma maior resposta ao segundo
odorante, até que as duas se igualam quando o periodo entre os estimulos é maior

que dez segundos, como pode ser visto no seguinte esquema.*
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Figura 5. Resposta de um neurdnio receptor olfativo ao estimulo provocado pelo
eucaliptol. No primeiro quadro, o segundo estimulo foi dosado com dois segundos
de diferenga do primeiro. Nota-se que houve um forte declinio no pico de reacao,
comprovando a adaptacao sensorial. No quadro de numero dois, o segundo pulso foi
aplicado apdés seis segundos, e apresenta um pico que caracteriza uma recuperagao
parcial da resposta ao odorante. No ultimo esquema, com dez segundos de
diferenca entre os estimulos, as duas reagdes apresentam a mesma intensidade,
evidenciando uma recuperacao total ao odorante. Pelo reestabelecimento
relativamente rapido observado na salamandra, tal fenémeno foi classificado como

adaptacdo sensorial de curto prazo.*°

3
1 odorante Zl:ldl:lrante odorante

Fonte: ZUFALL, 2000.%°

E comprovado empiricamente que a presenca de célcio na célula ndo sé ativa
0 processo de adaptagao sensorial, como também determina a taxa de recuperacao
do processo. Usando microscopia confocal de alta resolugdo, € possivel gerar
imagens que comprovam o aumento da concentracdo de calcio nos cilios olfativos
em resposta a um odorante. Observa-se também que a concentragdo de calcio e a
recuperacdo da adaptagdo sensorial pela célula sdo proporcionais. Assim, 0
decréscimo da concentracao acarreta na reducao da adaptagao ao odorante e, por
fim, a supressdo do calcio por um composto quelante reflete na quase completa
perda da capacidade de habituacdo ao estimulo. Tais eventos indicam que o célcio
tem profunda relagdo com a ativacdo da adaptacdo sensorial de curto prazo e a
duracao do caso.*°

A transducao de sinais nos neurénios receptores olfativos da-se nos epitélios
olfatério dos vertebrados ou em estruturas de antenas em invertebrados. Principia-
se com a molécula odorante se ligando a proteina receptora localizada no cilio
olfativo, resultando em um encadeamento de processos que tem como finalidade
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avolumar a concentragdo de cAMP nos cilios. Tal molécula atua abrindo os canais
idnicos regulados por nucleotideos ciclicos, ou em inglés, cyclic nucleotide-gated ion
channels (CNG), que por sua vez, permitem a entrada de cations, a exemplo do
célcio, na célula. Apds a sinalizagdo, em resposta ao acréscimo de fons Ca*, a
célula inicia o exterminio dos cations, utilizando, dentre outros artificios, as
interagdes Ca®*-calmodulina.®®

Por conjectura, o complexo formado pelo célcio coordenado a proteina
calmodulina causa a inibicao dos canais ibnicos regulados por nucleotideos ciclicos.
Esses, porém, estdo intimamente ligados ao processo de percepcao olfativa. Ao
inibi-los, tem-se o fenbmeno de adaptacdo sensorial, ou seja, o decréscimo da
resposta elétrica celular ao odorante.®*

Com isso, percebe-se que as oscilacbes de calcio sdao fundamentais nos
mecanismos de adaptacao sensorial curta, e, em consequéncia, foi proposto um

modelo dessa dinamica especial.?®

CNG/ = CNG*
CaM + 4Ca?** = CaM4
CNG® + CaM4 — CNG*
CNG' + CaM4 = CNG!

Onde as espécies CNG sao os canais idnicos regulados por nucleotideos
ciclicos, e os indices “a”, “f’ e “i”, representam aberto, fechado e inativo,
respectivamente. A proteina calmodulina é representada por CaM e forma um
complexo com quatro ions Ca“*, denominado CaM4. De cima para baixo, na ordem,
as reacdes de (1) representam: a) a ativacdo dos canais iénicos, cuja constante de
velocidade depende da concentracdo do odorante; b) a formagdo do complexo
calmodulina-célcio, CaM4; c) a inativagdo dos canais ibnicos pelo complexo CaM e
por Ultimo, d) o fechamento dos canais.?

Omitindo as variacbes de atividade e inatividade dos canais idnicos, é
possivel fazer com que o modelo seja reduzido. Nessa fracédo, as espécies, CNG?,
CNG' e CNG, s&o representadas por A, o cation de calcio por B e o complexo CaM4
por C.?® Assim, o modelo pode ser resumido nas equacdes seguintes:*®
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0 14
A2 4+B
4B*
ckrap
A+ckc
B*0

O conjunto de equagdes diferenciais, das derivadas das concentragbes das

espécies com o tempo (t), para o sistema (2) é:%°

d[A]

5 =l ks[A]IC]
%%1=kﬂﬂ—4kﬂm2+4hﬂj—kdms (3)

d

T = k151 ~ kil

Para evidenciar a dinamica oscilatoria nesse sistema, algumas considera¢des
devem ser feitas. Mesmo que sejam necessarios quatro ions de Ca?*, a cinética é
considerada de segunda ordem e o0 termo que rege o escoamento de B deve ter

ordem igual a € < 0,05.28
3.1.2. MODELO PARA OSClLAGéES NA VIA GLICOLITICA

A (glicélise é o principal modelo de oscilagbes em uma via metabdlica e
evidencia o processo bioenergético mais antigo e poderoso que ocorre em seres
viventes. Compreender a dindmica oscilatéria da via glicolitica € uma etapa
importante para desvendar a organizacao desse processo. O oscilador glicolitico,
primariamente estudado em células de leveduras, é um indicativo que propriedades
periddicas podem ser propiciadas pela acdo de uma unica enzima em um caminho
metabdlico.™

Oscilacoes glicoliticas representam o caso classico, tanto teorico, quanto
experimental, no estudo da dindmica de redes de reacdes. Dentre os modelos

calculados para prever o comportamento da atividade na glicélise, o proposto por
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Sel’kov, em 1967, que diz respeito a reacdo da enzima fosfofrutoquinase, € um
exemplo rico para o estudo do fendmeno oscilatério.’® De grande significado
biol6gico, a glicolise pode ser resumida em uma sequéncia de reagdes que
metaboliza uma molécula de glicose em duas moléculas de piruvato e outras duas
de adenosina trifosfato, ATP ou do inglés, adenosine triphosphate."’

E uma via quase universal do catabolismo da glicose, e da-se em
microorganismos anaerobicos, células e tecidos de mamiferos, em alguns tecidos
vegetais modificados para o armazenamento de amido, como o tubérculo da batata,
e por fim, em vegetais adaptados para crescer em areas inundadas, tal e qual o
agridao. A quebra anaerobica da glicose €, provavelmente, um mecanismo de
obtencédo de energia remanescente dos principios da vida terrestre, visto que os
organismos vivos ocorreram, primitivamente, em uma atmosfera desprovida de
oxigénio. Ao longo da evolucao, tal fluxo de reagdes manteve-se inalterado. As
enzimas da glicolise em vertebrados assemelham-se as suas analogas em
leveduras e espinafre, e a regulagdo da via difere-se, entre espécies, apenas em
detalhes.*’

A glicolise é dividida em duas etapas, as chamadas, fase preparatéria e fase
de pagamento. Na primeira, a glicose é inicialmente fosforilada no grupo hidroxila do
seu sexto carbono, ou seja, ocorre uma reacao, por intermédio de uma enzima, com
0 gasto energético de uma molécula de ATP, no intuito de formar uma molécula de
glicose-6-fosfato:®’

CH,OH CH; OPO.2-
Hi —OH H }—O0OH
R H (4)
OH H /\ OH H
HO OH ATP ADP HO OH
H OH H oOH

A recém-formada, glicose-6-fosfato, &€ convertida em frutose-6-fosfato e entao
novamente fosforilada, agora, porém, no primeiro carbono, formando uma molécula

de frutose-1-6-bifosfato:®’
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2- 3.
CH20P032' CH20PD3 CH20PD3

H O H 0, CH,0H CH,0P0,2
: — > (5)
OH H H HO/OH v HO/OH
H VY H
HO OH ATP  ADP
HO

o]
H
H ©H H HO H

Esta primeira etapa finaliza-se com a reagdo de quebra da frutose-1-6-
bifosfato em duas moléculas de trés carbonos cada, a diidroxiacetona fosfato e a
gliceraldeido-3-fosfato, seguida da reacdo de isomerizagdo da diidroxiacetona
fosfato em outra molécula de gliceraldeido-3-fosfato:*’

2.
0,POCH,
c=0
CH20P032' CH,0H
7.
0, CH;0PD,
HO/oH (6)

H

1
CHOH

2.

CH,0P Oy

Na segundo etapa, a do pagamento, ocorre 0 ganho energético. Cada
molécula de gliceraldeido-3-fosfato é fosforilada por fosfato inorganico, formando
1,3-bifosfoglicerato:*

o
H Vs

| C'—O0PO,>

C=0 |

| » H—C—OH (7)
CHOH

‘ CH,0P0Q,2
CH,0PO2 2NAD  2MADH 2

+ 2H"

As seguintes reagdes sao responsaveis pelo lucro de energia alcancado pela
via glicolitica. Com a série de etapas que transformam as duas moléculas de 1,3-

bifosfoglicerato em outras duas de piruvato, tem-se a producédo de quatro ATP, isso
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é, existe um ganho liquido de duas adenosinas trifosfato, visto que a fase

preparatéria consome duas moléculas de ATP.%’

/° Vi / / /

-0~ -0 c—-0" -0"

c c
H—C—OH —»H—c::—OH — H—C— 0P — clzl—opof-—bH—c::=o (8)
CH,0PO> WMDF  22TP CHy0PO- CHy0 CH, 0P aatp Chh

Na etapa preparatoria, uma enzima opera como um dos mecanismos de
regulacdo da glicélise. A fosfofrutoquinase, ou, em inglés, phosphofructokinase
(PFK), terceira enzima da via glicolitica, funciona convertendo a frutose-6-fosfato em
frutose-1-6-bifosfato, assim como na equagdo (5).® Por encontrar-se no inicio do
caminho glicolitico, essa enzima € um dos principais meios de controle do processo
de glicodlise. Em mamiferos, o controle do caminho metabdlico permite o
armazenamento do carboidrato, que podera ser utilizado em outro momento, em
células que necessitam de maior quantidade de energia. As hemacias, ou eritrdcitos,
sao células desprovidas de organelas, com a mitocondria e nucleo, de modo que a
glicolise € o unico processo energético na célula, espera-se entdo que a energia
armazenada supra a demanda dessas. Fato também observado nas células do
tecido cerebral, ja que, apesar de possuirem mitocéndrias, a constante atividade
requer um abastecimento energético extraordinario.®

Sob concentracdes fisiolégicas, de 0,5 a 3 mM, o ATP fortemente inibe a
atividade da PFK. Esse acontecimento é esperado, pois a principal fungdo da
glicélise é a producdo de ATP, sendo assim, quando esse substrato encontra-se em
abundancia, a glicélise € inibida, e o metabolismo é controlado. A inibicdo da
fosfofrutoquinase continuard a menos que a concentracdo de adenosina trifosfato
decresga a niveis irrisérios, ou que um ativador alostérico esteja presente, a
exemplo da adenosina difosfato, ADP.383°

O controle alostérico que a ADP exerce sobre a fosfofrutoquinase representa
a chave para o fenbmeno oscilatério na via glicolitica. A equacéao (5) mostra que um
dos produtos da reacdo de fosforilagdo oxidagdo é justamente uma molécula de
adenosina difosfato. Sendo assim, a mesma molécula, ADP, € um reagente, por
ativar a enzima PKF, e também um produto da reacdo. Essa propriedade incomum
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em uma via metabdlica representa uma retroalimentacao positiva, também chamada
de reacdo de autocatalise.’

Sabe-se, empiricamente, que a dindmica da fosfofrutoquinase afeta a
estabilidade da glicdlise, isto posto, o comportamento oscilatério depende de um
balanco delicado entre o processo de producéo e transformacao dos substratos da
enzima. Citando os ions ambnio e citrato, ativador e inibidor da PFK,
respectivamente, ambos aniquilam a dinamica oscilatéria.” Nas células de levedura
Saccharomyces cerevisiae, as moléculas de adenosina trifosfato e difosfato,
juntamente com a PFK, sdo necessarias para a existéncia do fendémeno oscilatério,
e atuam como parametros de controle da frequéncia e amplitude das ondas. Tais
fatos ratificam a PFK como centro de oscilagdes na via glicolitica.*°

Assim, Sel'’kov (1968) propds um modelo simples baseado na auto-regulagéo.
No geral, o0 modelo apoia-se no substrato ATP sendo suprido por alguma fonte,
convertido em ADP, e entdo, removido por um escoadouro. A enzima PFK, sozinha,
é inativa, porém torna-se ativa quando forma um complexo, PFK|ADP, ao ligar-se
com duas (ou mais) moléculas de ADP. A conversao entre as adenosinas acontece
quando o ATP coordena-se a enzima ativa e forma um complexo, ATP|PFK|ADP,
para entdo, doar um fosfato em (5) e liberar um ADP como produto.'®

0% ATP
ATP + PFK|ADP 2 ATP|PFK|ADP
ATP|PFK|ADP "3 ATP + PFK|ADP
ATP|PFK|ADP *t PFK|ADP + ADP (9)
ADP s 0
2 ADP + PFK *¢ PFK|ADP
PFK|ADP ¢ 2 ADP + PFK

No modelo sugerido, é importante constatar que a dinamica oscilatéria sé é
percebida quando a estequiometria de ADP em kg for maior que uma unidade. Tal
caracteristica ndo é apenas uma norma estequiométrica, mas carrega um significado

fisico de coibir a inibicdo da enzima pelo ATP.*!
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E possivel representar as equacdes em (9) de maneira genérica, substituindo

as espécies na ordem que se segue:'*

0 14

A+B*C

ca+nB

c“B+D (10)
D*0

2D+E* B

B 2D+E

Logo, a equacdo (10) apresenta o sistema de equacdes diferenciais: '

dlA
%: ks — ko[AI[B] + ks[C]
%%L=_hmum+kdﬂ+k4ﬂ+k4m%ﬂ—kﬂm
%: ko [A1[B] — k3[C] — kylC] (11)
ﬁ%ﬂ:kdcy—muﬂ—zdePwﬂ+2kﬂB]
d
B K [DPLE] + k5]

A funcéo principal das oscilagées nem sempre esta bem definida. Mesmo que
a dindmica oscilatéria da via glicolitica seja bem compreendida, pouco se sabe sobre
sua parte na manutencao da via. Como o metabolismo anaerdbico da glicose esteve
presente desde os seres primordiais, acredita-se que suas oscilacbes apresentam
protagonismo maior do que o atual compreendido. Argumenta-se que numa etapa
inicial a glicélise teve um papel importante na regulamentacao do tempo circadiano,
pois, alterando os parametros de bifurcacdo, € possivel constatar frequéncias
oscilatérias no periodo de aproximadamente vinte e quatro horas.*?
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3.1.3. MODELO DE ESTADOS MULTIPLOS NA REAGCAO DE
PEROXIDASE-OXIDASE

O grupo de enzimas peroxidase, no geral, possui como primeira serventia
catalisar a oxidacao de substratos organicos pelo peréxido de hidrogénio. Algumas
peroxidases também conseguem catalisar a oxidacao de alguns doadores de
hidrogénio pelo oxigénio. A nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, ou NADH
(sigla para nicotinamide adenine dinucleotide) e a nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reduzida, NADPH (sigla para nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
sdo alguns exemplos de doadores de hidrogénio catalisados pelas enzimas
peroxidase.*?

Esses nucleotideos derivados da piridina estdo entre as inumeras moléculas
envolvidas no metabolismo, biossintese redutora e processos antioxidativos.
Estruturalmente, as NADH e NADPH séao praticamente idénticas, exceto pela adicao
de um grupamento fosfato no segundo carbono da ribose em NADPH. Embora essa
diferenca pareca trivial, a disparidade constitucional é o fator determinante que rege
a maneira de atuacdo das moléculas. Enquanto a nicotinamida adenina
dinucleotideo esta principalmente envolvida com processos cataliticos, seu analogo
fosforilado age em reacdes anabdlicas.*

Figura 6. Da direita para a esquerda, as estruturas da nicotinamida adenina
dinucleotideo, e da sua forma fosforilada, a nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato.*
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As duas formas da nicotinamida adenina dinucleotideo desempenham papeis
significativos em quase todas vias metabdlicas conhecidas, participando como um
dos mediadores na glicélise, a exemplo da equagédo (7), e em outras reacdes
metabdlicas no citosol, tal e qual na interconverséo, catalizada pela enzima lactato
desidrogenase, entre as moléculas de piruvato e lactato. Ademais, os processos de
apoptose, homeostase do célcio, expressao génica, carcinogénese, funcdes
imunoldgicas e até o envelhecimento, contam com a participacdo dessas
moléculas.*

Os meados do século XIX marcaram a descoberta das peroxidases. A
exploracdo das enzimas foi impulsionada pelos cientistas que, na época,
investigavam tecidos animais e vegetais com compostos orgénicos que variam sua
cor de acordo com o estado de oxidacdo. A primeira evidéncia deu-se em 1855,
quando foi relatado que o guaiacol oxidava-se quando em contato com tecidos
vegetais ou animais. Em 1941 ocorreu a purificacdo de uma proteina
enzimaticamente ativa derivada de leucécitos humanos. De cor verde, a substancia
foi nomeada como “verdoperoxidase”, porém, o nome foi abandonado quanto se
constatou que as enzimas peroxidase formavam cristais esverdeados. Desde entao,
a peroxidase derivada de leucécitos humanos passou a ser conhecida como
mieloperoxidase e seu isolamento tornou-se, na época, o método padrao para
purificacdo de enzimas.*

Os espécimes da Armoracia rusticana, também conhecidos como raizes-
fortes, representam uma rica fonte de peroxidases. Suas enzimas destacam-se por
possuir grupos hemo, ou seja, possuem um atomo de ferro contido no centro de uma
porfirina. Possuem uso comercial como componentes de conjuntos de andlise
clinicas, e, por isso, sado produzidas em larga escala. A principal reacao catalitica da

peroxidase de raiz-forte pode ser expressada pela seguinte equagdo:*®
H,0, +2 AH, - 2 H,0 + 2 AH - (12)
Onde, AH, e AH- representam, respectivamente, um substrato reduzido e seu

radical. Tipicamente, os substratos dessa enzima sao fendis aromaticos, acidos
fendlicos, indéis, aminas e composto sulfonatados.*® A reacdo da oxidacdo aerdbica
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do NADH, quando catalisada pela peroxidase, € comumente conhecida como a

reacdo de peroxidase-oxidase. A estequiometria da sua equacéo global é:*

2NADH + 0, + Ht - 2 NAD* + H,0 (13)

Caso essa reacgao ocorra com excesso de NADH e oxigénio, uma variedade
de dindmicas nao lineares pode ser observada, como por exemplo, oscilacdes e
multiestabilidade.”® A biestabilidade ¢ um fendmeno recorrente nas reacdes
peroxidase-oxidase, isso significa que, ndo raramente, duas dindmicas coexistem
simultaneamente e levam a estados estacionarios estaveis e distintos.*’

Dois estados estacionarios sdo constatados empiricamente quando a reagao
de oxidacao da NADH, pela enzima peroxidase de raiz-forte, € inibida. Sabendo que,
em altas concentracées de oxigénio, a enzima € convertida na sua forma inativa,
denominada composto (ou complexo) lll, e a reacado nao se completa, o experimento
consiste em uma cubeta analisada por um espectrofotébmetro de UV-Vis, com o
aparelho calibrado para o maximo de absor¢ao do composto 11148

A cubeta € suprida com uma alta concentragcdo de NADH no intuito de manter
sua quantidade virtualmente inalterada. A enzima peroxidase também esta presente
no meio reacional, de forma que ocorra sua reacdo com o substrato, de acordo com
a equacao (13). A reacao se completa quando uma mistura de gases, oxigénio e
nitrogénio, € bombeada na solugdo. A partir desse ponto, existem duas
possibilidades que levam a estados estacionarios diferentes. No primeiro caso, 0
oxigénio € bombeado violentamente, e como consequéncia, a forma inativa da
enzima peroxidase € formada. Desse modo, a concentracdo de oxigénio cresce
rapidamente até um estado metaestavel, e continua a avancar, mais devagar, até
que o oxigénio deixe de ser fornecido, e sua concentragdo despenca ao nivel
inicial.*®

Paralelamente, a concentracdo do complexo Il segue quase a mesma
dindmica do oxigénio, alcangando um estado estacionario rapidamente apds o pulso
inicial de oxigénio, e decaindo com a retirada de oxigénio do meio. Tais
comportamentos sdo esperados. A concentracdo elevada de oxigénio favorece a
formac&o do composto I, inibindo a reagéo de peroxidase-oxidase.*®
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Uma segunda dindmica é observada quando o oxigénio é introduzido no
sistema sem um pulso inicial. Observa-se que rapidamente o O, na solucao alcanca
um estado estacionario e mantém-se nele até que é desligada a fonte de oxigénio.
Correlativamente, a concentragcdo do complexo lll preserva-se baixa. Dessa vez,
como nao houve a formacao demasiada da forma inativa da peroxidase, a reacao de
oxidacao do NADH pode ocorrer, fazendo com que as espécies atinjam velozmente
seus estados estacionarios.*®

Como a concentracdo nos estados estacionarios sdo distantes entre si,
caracteriza um fend6meno de biestabilidade. Dependendo do caminho que a reacao
tomar, com ou sem um acréscimo rapido na concentracdao de O,, o sistema ird se
encaminhar para estados diferentes. O experimento também €& consistente com as
hipéteses de que a substancia formada é, de fato, a enzima em sua forma inativa.
Uma representagdo demonstrativa, com os resultados do experimento discutido esta

exposta na figura que se segue:*®

Figura 7. Medida simultanea da concentragédo do oxigénio (cima) e a absor¢cédo da
luz em 418 um (baixo). O meio reacional é composto por 0,4 uM da enzima
peroxidase da Armoracia rusticana e 1,4 mM de NADH, em 0,07 M de um tampao de

fosfato para pH 5,5.%8
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Fonte: DEGN, 1968.4¢

Na auséncia de um substrato redutor e participando de um ambiente com

excesso de perdxido de hidrogénio, a enzima peroxidase forma um intermediario
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chamado composto I. Dai, dois caminhos sdo possiveis, podendo acontecer uma
reacdo onde o H»O, atua como redutor em vez de oxidante, ou a formagéo

reversivel do composto lI, por intermédio do composto 11:*%*°

peroxidase + H,0, — composto |
compostol + e~ = composto 11 (14)

composto Il + H,0, = composto 11

A auto-oxidagdo da NADH atua como fonte alternativa de peroxido de

hidrogénio, cujo consumo da origem ao composto II1:>"

NADH + 0, + H* - NAD* + H,0, (15)

Com tudo, um modelo para biestabilidade, baseado na inibicdo da enzima, é

proposto: '8 48

S+EMES
ESkE+p
S+ES *2ES, (16)
ES, S+ Es

Onde S é o substrato H>O», a espécie E equivale & enzima peroxidase e os
complexos ES e ES; séo, respectivamente, formados por uma enzima com uma e
duas unidades do substrato. O complexo ES, é a forma inativa da enzima. A
dindmica dos produtos, P, é irrelevante, e pode ser descartado no modelo

genérico:*® 1
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S+E*ES
(17)
ES* g
S+ ES* Es,

ES,*s S+ ES

Na sequéncia, as reagdes indicam o escoadouro e uma fonte para a enzima
peroxidase, sua ligacao irreversivel com o substrato peroxido de hidrogénio, a
reacdo de catalise com a formacao de produtos e, por fim, as reacdes reversiveis
para producdo do complexo I11.™
As derivadas das concentracbes das espécies com o tempo (i), para o

sistema (16) sdo:"

d
% = — ky[S]+ ky — k3[S1[E] — ks[S1[ES] + k¢[ES,]
% = — k3[S][E] + k4[ES]
(18)
d[iS] = k3[S1IE] — k4[ES] = ks[SIIES] + ko [ES,]
d[ES,
222 o IS10ES] — K [ES:)

Uma segunda dinamica biestavel é observada quando peroxido de
hidrogénio, ou um composto que intermedeie sua formacdo, como o azul de
metileno, é um dos reagentes iniciais de um meio reacional semelhante ao da figura
7.52:53 Diferente da dinamica biestavel entre dois estados estacionarios, esses outros
multiplos estados permutam entre uma dindmica oscilatéria e um estado
estacionario, sendo assim conhecidos como biestabilidade O+S, uma sigla oriunda
do inglés, oscillations plus steady state.>*

Prevista  teoricamente, a dinamica biestavel foi  corroborada
experimentalmente pela reacdo em solugdo aquosa entre a enzima peroxidase de
raiz-forte, a nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, azul de metileno e
oxigénio molecular dissolvido. Assim como antecipado pelo modelo tedrico,
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intercambialidade entre os estados € observada, na pratica, quando a fonte de
oxigénio € suprida, por alguns instantes, do sistema. Nesse caso, quando o sistema
esta no estado estacionario e acontece um breve corte no abastecimento de O, o
sistema entrarda em um estado oscilatério. A transicdo reversa, da dindmica
oscilatéria para um estado estacionario, é notada ao adicionar peréxido de
hidrogénio na solugédo. Esse fenbmeno prova a reversibilidade nas dinamicas de um

sistema 0+S.%

Figura 8. Biestabilidade O+S na reacao de oxidase-peroxidase. No primeiro quadro
€ possivel observar a mudanca entre um estado estacionario para uma dinamica
oscilatéria enquanto que o segundo quadro apresenta o fenédmeno inverso. O
terceiro quatro comprova a reversibilidade da reacdo. As setas a e b indicam quando
ocorre o corte de oxigénio e sua posterior reativacdo. O indice H.O, sobre a seta
aponta o momento quando foi adicionado peréxido de hidrogénio na solucdo.>*
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Fonte: AGUDA; FRISCH; OLSEN, 1990.%*

Acredita-se que a biestabilidade O+S aconteca in vivo por possuir um
mecanismo capaz de proteger a enzima da inativacdo. Durante a dindmica
oscilatéria, a concentracao de oxigénio reativo € menor se comparado a dindmica de
estado estacionario. Uma vez que o oxigénio reativo, produzido durante o

metabolismo celular ou sinalizacao celular, € danoso para algumas enzimas, manter
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sua concentracdo baixa é essencial para manutencao da peroxidase. Os estados
multiplos proporcionam a capacidade de permutar entre um estado de oscilagéo,
protegendo a enzima, e outro estado, de dindmica linear, onde a peroxidase tem

uma atuacdo mais eficiente.*’

3.1.4. MODELO DE ESTADOS MULTIPLOS NA EMBRIOGENESE DA
DROSOPHILA MELANOGASTER

A embriogénese de um individuo consiste em uma série de processos de
estruturacdo e diferenciagdo de um organismo partindo da sua fecundagcdo e os
mecanismos responsaveis pelas mudangas. Consiste no procedimento mais 6bvio
de formag&o dos O6rgédos e organismos. Trata-se de um fenémeno complexo, pois
requer a coordenacao de inumeras agcdoes em grande quantidade de células. Sua
complexidade € agravada por ocorrer geralmente em embrides opacos, dificultando
a observacao direta dos eventos.*

Apés a anfimixia, ou seja, a fusdo de gametas, a divisdo celular inicia-se pela
clivagem da célula-ovo em duas células-filhas, ou blastémeros. Apéds a clivagem em
alguns blastomeros, sem que seu volume aumente aparentemente, o grupamento de
células-filhas tera a aparéncia de uma amora, e por isso, esse estagio € denominado

de mérula.®®

Figura 9. Da direita para esquerda, as consecutivas clivagens que ocorrem na
célula-mde. Mais a esquerda esta ilustrada uma moérula a etapa final da

segmentacao.*®

12 segmentacéo 2% segmentacio 3® segmentacéo Marula

Fonte: HOUILLON, 1972.%
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Os blastémeros, entdo, tendem a ordenar-se ao redor de uma cavidade
central, formando uma cavidade de segmentacdo ou blastocela. Nesse estado, o

germe é denominado como blastula.®

Figura 10. O resultado de uma segmentacao total € uma moérula. A seguir, os
blastémeros se organizam em uma cela chamada blastula. Um corte seccional na

blastula revela um interior cavado, tal cavidade recebe o nome de blastocela.>®

L5
7]

4

€3 Blastocela

W,

Morula

Fonte: HOUILLON, 1972.%

A gastrulacdo é o estagio que procede a formacédo da blastula. E o primeiro
conjunto de processos morfogenéticos e ordena os blastdbmeros em camadas. O
folneto mais externo, ou ectoblasto, recobre um mais profundo, nomeado
endoblasto, e, interpondo-se entre os dois, pode existir um terceiro folheto
denominado mesoblasto.®® Assim, as células que tém potencial para formar os
orgaos endodérmicos e mesodérmicos sdo conduzidos para o interior do embrido,
ao passo que as células que podem formar a pele e o sistema nervoso sao
distribuidas na superficie exterior. E nessa etapa que surgem as cavidades que
dardo origem a boca ou ao anus do individuo.®’

Os movimentos morfogenéticos continuam apds a gastrulagdo, durante a
etapa da morfocoresis, onde um esbo¢o da forma embrionaria é formada. As
camadas que ainda ndo apresentavam diferenciacdo biolégica adquirem uma
caracterizacdo e cada blastobmero é ordenado de acordo com sua futura funcao.
Uma vez ordenados, esses territorios organoformadores diferenciam-se
histologicamente. Com o fim da morfocoresis 0 embrido comega a ganhar volume e

os tecidos se aglomeram para formar 6rgdos. A eclosao ocorre quando a larva é

44



capaz de sustentar uma vida independente. Em geral a forma larval difere-se
demasiadamente do animal adulto e processos de metamorfose sdo necessarios
para que esse alcance o amadurecimento, entretanto, do ponto de vista biologico,
sua embriogénese acaba com o inicio da fase larval.*®

De modo geral, as caracteristicas a nivel molecular sdo comuns a grande
maioria de seres vivos, a exemplo da via glicolitica, no entanto, caracteristicas
estruturais sdo profundamente distintas entre os grupamentos de espécies. Por
sorte, as variagbes ndo sado tdo acentuadas dentre as espécies que compde o
mesmo grupo e assim os fendmenos basicos da genética ndo necessitam ser
estudados a exaustdo, um estudo para cada espécie. Assim, uma espécie que
apresenta similaridades genéticas com todos ou muitos indevidos de um grupo séao
escolhidos como organismos modelo.>®

A mosca de fruta Drosophila melanogaster € um conhecido organismo
modelo. Por possuir apenas quatro pares de cromossomos, sado facilmente
observadas alteragbes genéticas oriundas de mutacbes e suas implicacbes na
morfologia e bioquimica do individuo. Outro fato que a classifica com um bom
organismo modelo é que durante sua embriogénese, sao gerados segmentos de
corpo que sdo comuns a seres invertebrados e vertebrados.>®

No inicio da década de noventa, a maior parte dos genes envolvidos na
formagéao larval da Drosophila melanogaster foram identificados. Ha evidéncias da
existéncia de trés conjuntos de determinantes morfogénicos nessas moscas, 0
primeiro conjunto controla a polaridade dorso-ventral, causando a distingéo entre o
dorso e o ventre na larva da mosca. Um segundo grupo € responsavel pela
polaridade antero-posterior, o que leva a formacado da cabeca e da cauda. Um
terceiro grupo gera as células germinativas, capazes de produzir gametas.>’

O responsavel pela especificagdo da parte anterior na Drosophila
melanogaster é a proteina bicoid. Durante a ovogénese o mRNA que codifica esta
proteina esta localizado na dianteira do ovocito e quando traduzido na proteina,
distribui-se ao longo do embrido em forma de um gradiente decrescente, do volume
anterior ao posterior. Fémeas que nao possuem o gene bicoid dao origem a
embrides sem estruturas de cabeca, com térax formado por tecidos abdominais e
caudas nas duas extremidades. Tal fato € um indicativo que a bicoid é responsavel
pela formacao da cabeca e é corroborado experimentalmente ao injetar a proteina
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purificada durante a etapa de clivagem. Caso a proteina seja injetada na parte
anterior os embrides serdo estruturalmente normais. Do contrario, quando é injetada
na porgado posterior, duas cabecas sdo formadas, uma em cada extremidade. Na
ultima das hipoéteses, e injetada na parcela central, a regido mediana originara uma
cabeca e as extremidades formardo estruturas toracicas.>’

Juntamente com o bicoid, um segundo gene é responsavel pela morfogénese
do segmento anterior na mosca, o chamado hunchback. Na auséncia da atividade
do hunchback, a bicoid é incapaz de conferir a polaridade antero-posterior ao
embrido.*® Embrides que carecem do gene hunchback apresentam um abdémen em
plano de reflexdo ligados por uma estrutura rudimentar de cabega. No embrido, é
distribuido fortemente na parte anterior e apresenta uma lacuna chegando ao meio

da estrutura.'®

Figura 11. Marcacéao fluorescente das proteinas bicoid (A) e hunchback (B) ao longo
do embrido. A intensidade da Iluminosidade fluorescente é proporcional a
concentragcao das proteinas. O polo a esquerda representa o anterior, ao passo que
a direita esta o polo posterior. O grafico (C) confronta o perfil fluorescente contra a
posicdo no embrido, o padrao verde reproduz a proteina bicoid e o azul, a
hunchback.®

08

o
ax

intensidade

o
n

o

o} 20 40 3 60 g0 - 100
posicao

Fonte: LOPES et al., 2008."°

Acredita-se que a lacuna observada na distribuicdo da proteina hunchback se
da por um processo de biestabilidade espacial na dindmica da proteina. Um modelo
biestavel, chamado modelo auto-regulatério da hunchback, se ajusta ao padrao de
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distribuicdo das proteinas responsaveis pela formacdo da estrutura anterior na
Drosophila melanogaster.'®

Figura 12. Ajuste do modelo auto-regulatério da hunchback ao perfil de distribuicéo
como na figura 11(C), as linhas pretas e vermelhas representam os dados
experimentais, para a hunchback e bicoid, respectivamente. Os ajustes das mesmas
proteinas, hunchback e bicoid, na ordem, estdo em verde e azul.'®
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Fonte: LOPES et al., 2008."°

Pelo 6timo ajuste, tanto no degrau observado na distribuicdo da hunchback,
quanto na concentragéo da bicoid ao longo do embrido, conclui-se que o fenémeno
de biestabilidade espacial pode estar relacionado com os padrdes de disseminagao
das proteinas nas fases inicias da Drosophila melanogaster. Essa dinamica €
consequéncia das reacbes autocataliticas no modelo auto-regulatério da
hunchback: *°
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O modelo consiste em uma série de equacoes reversiveis e irreversiveis entre
0 gene promotor da hunchback e seus ativadores. O promotor apresenta seis sitios
de ligacdo com o bicoid e outros dois, auto-regulatérios, que se ligam a proteina
hunchback. A primeira equacéo (K1) representa a formagédo da proteina bicoid (B)
por uma fonte qualquer. As trés equacbes seguintes (K2-K4) dizem respeito a
sintese da proteina hunchback (H), resultado da transcricdo que ocorre quando o
sitio para a bicoid (by) € ativado. O subindice n aponta quantas proteinas bicoid (ou
hunchback) estao ligadas aquele sitio. As proximas quinze equacgdes (K5-K19) sao
semelhantes e também indicam a producdo de H. Nas seis seguintes (K20-K25)
ocorre a auto-regulacao da hunchback, quando essa se liga ao sitio auto-regulatério
(hn). Por fim, as ultimas equacdes (K26 e K27) mostram um escoadouro para as
proteinas envolvida.'®

Divergindo dos outros modelos estudados, aqui a modalidade grafica da
andlise estequiométrica de redes serd utilizada para investigar um possivel modelo

reduzido e biestavel.
3.1.5. DINAMICAS COMPLEXAS EM MODELOS TEORICOS

A analise da rede estequiométrica, SNA, tem como base a decomposicao de
redes estequiométricas complexas em fragcdes mais simples, denominadas correntes
extremas. Se a corrente extrema contiver alguma estabilidade, o sistema maior pode

apresentar o mesmo comportamento dindmico. Teorizar e resolver a dinamica de
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modelos simples, ou minimos, é uma ferramenta crucial para compreender a
dindmica de sistemas maiores, uma vez que os modelos minimos podem constituir
correntes extremas de modelos ascendentes.?

Assim, motivado pela facilidade de entendimento, pouca necessidade de
discussdes adicionais, a possibilidade de fundamentar outros sistemas maiores, e a
melhor elucidagédo da analise por SNA, as seguintes serao investigadas.

3.1.5.1. MENOR MODELO OSCILATORIO

Uma rede de reagdes foi classificada como o menor modelo que possui
dindmica oscilatoria por apresentar o numero minimo de reagentes, termos

quadraticos possiveis e reagdes bimoleculares:*'

X+4M2x

X+Yy*2a+y
xkz (20)
Zky
y ks 4

3.1.5.2. MENOR MODELO CiCLICO OSCILATORIO

Contendo cinco espécies quimicas, o0 seguinte modelo compde-se do numero
minimo de reacdes quimicas capazes de gerar um comportamento oscilante quando

interligadas em um padréo ciclico:??

Akp
B¢
c*p (21)
D*E
E+A%24
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3.1.5.3. MENOR MODELO MULTIESTAVEL

O modelo quadratico € a menor rede de reagdes quimicas multiestavel
considerando os parametros: menor numero de complexos, menor nimero de

componentes conectados e o menor nimero de espécies.?

3AA+2B
A+2B " 3B
3B 24+B
2A+B 34

3.2. OSCILACOES

Oscilagbes quimicas s&o mudangas ritmicas, temporais ou espaciais, nas
concentragdes das espécies de uma reacdo. Em sistemas fechados a presséo e
temperatura constantes, podem ser formadas espécies intermediarias que possuem
uma quantidade maxima e minima de concentracdo. Normalmente, reacdes
paralelas e opostas geram uma condi¢cdo de consumo e produgcdo que mantém os
intermediarios em um estado quase estacionario, em uma concentracdo meédia.
Quando tais intermediarios possuem vida curta, a espécie pode passar da
concentracdo maxima para a minima, ou o contrario, com velocidade elevada,
produzindo um sistema oscilante.®

As oscilagdes que ocorrem em sistemas bioquimicos sdo eventos importantes
para a manutengdo da vida humana. Devido sua relevancia, o comportamento
oscilatério a nivel metabdlico, envolvendo o sistema glicolitico, foi amplamente
investigado e compreendido, assim como as oscilacbes de NADH em ambiente
celular. Outros exemplos conhecidos sdo as oscilagbes em mitocdndrias,
membranas naturais, misculos e até em células tumorais.®°

Apesar de serem comumente associados com a fisiologia, fenémenos
oscilatérios ndo sao restritos a sistemas vivos. Desde a descoberta da reacéo
quimica oscilatéria de Belousov-Zhabotinsky (BZ), tornou-se evidente que
numerosas reagdes quimicas que nao participam de algum sistema bioquimico,
também, demonstram comportamento de periodicidade em funcdo do tempo.’
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Belousov, em 1951, ao investigar um analogo inorganico para o ciclo de Krebs,
preparou uma solugdo de acido citrico, fons bromato e de cério (Ce**). Esperava a
mudanca da solugdo de cor amarelada, devido aos fons Ce*, em uma solucédo
incolor, de fons Ce®**. No entanto, a solugdo tornou-se incolor e, logo apos, voltou a
ficar amarela.®’

Em seguida, ao estudar a reagcdao em diversas condicbes de temperatura e
concentragdes iniciais, Belousov submeteu um manuscrito para publicagdo, que foi
rejeitado por falta de evidéncias. Seis anos depois, um trabalho revisado foi enviado
a outro jornal, porém o editor propés que o artigo fosse resumido a uma carta.
Belousov desistiu da publicacéo, porém seu manuscrito seguiu circulando no cenario
académico. Em 1961, Zhabotinsky, um biofisico, teve acesso a formulacao original

da reacéo de Belousov:®'

Tabela 2. Formulacédo da reacao de Belousov

Reagente Quantidade

KBrOs; 0,29

Ce(S04)2 0,169

Acido citrico 2 g

HoSO4 2mL

Agua Suficiente para preparar 10 mL de solucao

Fonte: EPSTEIN, 1998.°"

Zhabotinsky aprimorou a reacdo, substituindo o &cido citrico por &cido
malénico, que nao produz precipitado. Os dois cientistas avangaram na
compreensao da reacdo e chegaram a conclusdo de que a ferroina é um melhor
indicador para a reagado. De melhor visibilidade, o composto é capaz de mudar da
sua coloracdo avermelhada, na sua forma reduzida, para um azul, quando
oxidado.®' O efeito visual obtido & um padrdo de ondas circulares, na superficie do

liquido, que n&o se refletem ao encontrarem com o limite do recipiente.®
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Figura 13. Representacao esquematica do efeito visual de uma reacado Belousov-
Zhabotinsky em uma placa de Petri. E um padrdo semelhante a agregacdo da
Dictyostelium discoideum em agar (Figura 1).%°

O conjunto BZ de reagdes quimicas oscilatérias introduziu outros inUmeros
sistemas novos, pela substituicAo de componentes na sua formulagéo original. Por
exemplo, € possivel obter oscilagbes utilizando catalizadores, tais como os pares,
Mn(Il)/Mn(lll), Fe(ll)/Fe(lll), Ru(ll)/Ru(ll), Cr(Il)/Cr(lll) e Co(ll)/Co(lll) em vez do par
Ce(lll)/Ce(IV).%?

Dentre os modelos oscilantes conhecidos, o proposto pelo fisico e matematico
Vito Volterra exemplifica com integridade essa dinamica peculiar. A construcao
tedrica foi inspirada nos trabalhos do fisico-quimico Alfred Lotka, e por isso, €
conhecida como Lotka-Volterra. O modelo consiste em trés etapas irrevessiveis:®'

A+X-2X
X+Y -2 (23)
Y- P

Onde X e Y sao espécies autocaliticas, A € uma fonte e P um escoadouro. As

reacdes podem ser descritas na forma de equagdes diferenciais:®’

dX
— =
dy
- =

ki[X] = ko [X][Y]
(24)
ko [X1[Y] = k3[Y]
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A constante de velocidade é representada por ky, com
x =1,..,n%de reagdes quimicas. ApOs resolver o problema cinético, ou seja,
encontrar as solugdes numéricas das equacgdes diferenciais, um grafico da dindmica
das espécies pode ser tragado:®’

Figura 14. Solugdo numérica para 0 modelo de Lotka-Volterra
comA =K =Ko=Kz =1.%

E)

Concentracio

Fonte: EPSTEIN, 1998.°

A propriedade chave para as equacdes de Lotka-Volterra, e da maioria dos
sistemas que apresentam oscilacdes, é a autocatalise. Essa particularidade diz que
a taxa de crescimento de uma espécie aumenta com a concentragcdo de sua
populagdo. A oscilagdo em Lotka-Volterra acontece pela diferenga de fases entre as
producdes da espécie X e Y. Ou seja, a concentracao da espécie X aumenta porque
A é uma fonte constante, e pela estequiometria das reacdes, o elemento Y s6
podera crescer apo6s a subida de X. Quando Y esta no seu valor maximo, ira
consumir X mais rapido do que esse é capaz de ser produzido, € assim, a taxa de X
ird diminuir, acarretando na reducdo da concentracdo de Y, que é eliminado pelo
escoadouro.®
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3.3. MULTIESTABILIDADE

Multiestabilidade é o fenbmeno que descreve a situacdo onde um sistema
apresenta dois ou mais estados de equilibrio. Ocorre quando existe uma bifurcagao
do tipo sela-né® em sistemas que apresentam comportamento autocalitico.®?

O estudo da multiestabilidade é crucial para o entendimento do
funcionamento das células. Tal comportamento esta presente em ciclos celulares,
diferenciagao celular, apoptose, na perda da homeostase em casos de cancer e até
no aparecimento de diferentes fenétipos em uma populacédo de seres unicelulares.®®
Outra relevancia esta nas sinalizagdes celulares. Sistemas bioquimicos simples sao
capazes de comportamentos semelhantes a interruptores. A multiestabilidade € um
dos mecanismos de comutacdo conhecidos, onde cada estado estacionario
corresponde a um sinal em resposta a um estimulo.®* Sabe-se, também, que o
processo evolutivo favorece as células que apresentam a capacidade de alternar
entre diferentes estados operacionais em resposta as mudangcas no ambiente
celular.®

As multiplas estabilidades estdo associadas com a presenga de uma reacao
na rede, na qual, o produto favorece a retroalimentacdo da prépria espécie. Por
definicdo, a reacdo que apresenta retroalimentagdo é chamada de autocatalitica.

Seja a reacgao genérica,
A+nB->(n+1)B , (25)

caso o coeficiente estequiométrico, n, tenha os valores de uma, duas ou nenhuma
unidade, os processos sdo denominados, respectivamente, autocalitico quadratico,
cubico ou ndo catalitico. Contudo, apesar da retroalimentag&o ser importante para a
multiestabilidade, a ocorréncia dessa particularidade sozinha nao € suficiente para
um sistema ser classificado como multiestavel.®®

Algebricamente, multiplos estados séo descritos pelas solugdes dos estados
estacionarios de sistemas ndo lineares. Usando como exemplo o seguinte modelo

tedrico, cuja Unica variavel é x:%
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d
d—)tc=—x3+,ux+ A (26)

Os coeficientes, y e A, sdo os parametros que caracterizam a dinamica do
modelo. Os estados estacionarios sao alcangados quando as velocidades das

reacdes sao nulas, isso é, quando o sistema entra em equilibrio. Igualando a

equacao (26) a zero,
x3—ux—21=0 , (27)

as trés raizes (equagéao cubica) de x pode levar, ou todas reais, ou uma real e duas
complexas, dependendo dos valores dos parametros dindmicos. Os estados
estacionarios podem ser classificados como estaveis ou instaveis, sendo esse,
quando uma pequena perturbacdo no sistema o deslocar para outro estado.®®

Para a equacdo (27), quando A tende a zero, existem trés estados
estacionarios que obedecem, qualitativamente, as caracteristicas de estabilidades

mostra na seguinte figura:®®

Figura 15. Comportamento da equagéao cubica para y constante > 0.6

Os resultados localizados nas extremidades superior e inferior da curva
sigmoidal, nas faixas claras, A e B, apresentam estados estacionarios estaveis,
enquanto os posicionados na faixa escura sao instaveis. Na Figura 15, para valores

de A proximos de zero, existem trés estados estacionarios, por exemplo, quando
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A = 0, o parametro x no eixo das ordenadas pode apresentar trés resultados.
Experimentalmente, se o sistema se encontra na no ponto (A, X’), e se aproxima de
A” pela esquerda, a medida valor de A se torna mais positivo, o sistema mantém-se
em A, até passar por A”, quando o estado estacionario salta para os valores da faixa
B, seguindo a linha tracejada®, de cima para baixo, formando um comportamento de
histerese.”" E possivel perceber, entdo, que os estados estacionarios no meio da
curva, na faixa escura, sao inacessiveis pelo sistema, e, portanto, sdo classificados

como instaveis.®®

Figura 16. Comportamento de histerese pode ser observado na transicdo entre os
regimes biestaveis. O sistema, assim, alcan¢a os valores menores que zero para X,

partindo de x > 0, ou vice-versa, sem passar pelos estados instaveis."

L J

A multiestabilidade ocorre quando o sistema transita entre estados
estacionarios estaveis, conforme seus parametros dindmicos sao alterados. Para o
exemplo da equacédo (27), existirdo multiplos estados estacionarios possiveis, em
funcdo dos valores de p e A:%®
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Figura 17. Multiestabilidade na regido plana, (u, A), onde existem trés raizes reais

para x.%®

7
24

L J

3.4. MODELOS CINETICOS

De forma geral, a modelagem bioquimica é o uso de elementos da
matematica para descrever propriedades de interesse bioldgico, como por exemplo,
as concentragcdes de um metabdlito. Um modelo é eficiente quando consegue,
valendo-se da simplicidade, descrever todas as propriedades que se deseja. Isso
implica dizer que alguns aspectos do sistema podem ser negligenciados, contanto
que ndo comprometa os resultados.*

Assim como um objeto biolégico pode ser investigado por diversos métodos
experimentais, também pode ser descrito por modelos matematicos diferentes.* Na
modelagem cinética, a forma usual de verificar a evolugdo temporal das
concentragdes em uma reacdo quimica € utilizar um conjunto de equacdes
diferenciais ordindrias (ODE) de primeiro grau, também chamadas de leis de
velocidade da reacdo.®’

Considerando a equacao,

A+B->C , (28)

a taxa de consumo de A em funcéo do tempo é dada pela derivada da concentracao

da espécie em respeito ao tempo:®"’
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d[A 2
Taxa de consumo de A = vy = — c[i—t] (29)

A estequiometria de (28) mostra que para cada unidade de A, uma unidade

de B é simultaneamente consumida e um C é formado. Assim:®’

d[A] d[B] d[C] (30)

Uma forma geral para representar a velocidade de qualquer espécie em uma reagao

quimica é:°'

_1d[]] (31)
U] —n—]W

Onde ny, é o coeficiente estequiométrico da espécie J, e, convencionalmente,
é positivo se J for um produto, e negativo se for um reagente.®’

A lei de velocidade é proporcional a concentracdo dos reagentes (algumas
vezes, proporcional aos produtos ou espécies cataliticas) elevados a alguma

" A constante de proporcionalidade, que depende da temperatura do

poténcia.
sistema, sua pressdo e outros parametros fisico-quimicos,®® é chamada de
constante de velocidade. Comumente as constantes de velocidade sao calculadas
experimentalmente medindo as concentragdes das espécies em fungdo do tempo.®’
Os expoentes quais as concentracdes estao elevadas determinam a ordem
da reacao e das espécies. Por exemplo, tomando a seguinte expressao de lei de

velocidade,

, (32)

diz-se que, a espécie A € de ordem a, e a espécie B, de ordem b. A ordem da
reacao é definida pela soma das ordens das espécies, para a equacao (32), a ordem
€ expressa por “a + b’. As reagdes, cuja ordem de cada reagente é igual ao seu

coeficiente estequiométrico, seguem uma lei de velocidade especifica, a lei de acao
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de massas.®’ Essa lei, proposta por Guldberg e Waage em 1864, determina a
velocidade instantdnea de uma reacdao quimica em termos das concentracées dos
reagentes.®® As equacgdes que se apoiam na lei de acdo de massas devem, por
regra, ser elementares®’, isso significa que as reagées acontecem em uma Unica

etapa, com intermediarios ndo detectaveis.®®
3.5. ANALISE DA REDE ESTEQUIOMETRICA

A analise da rede estequiométrica foi proposta por Bruce Clarke, quimico
tedrico, em 1980, como uma ferramenta para estudar dinamicas oscilatérias.”® E um
método de andlise usado geralmente em reagdes que seguem a lei de agédo de
massas e fornece as condigdes necessarias e suficientes para exibir bifurcagées que
originam os fendmenos dindmicos complexos.”’

O principio da andlise da rede estequiométrica é definir novas variaveis e
parametros’? com intuito de decompor a rede quimica em um conjunto de reagdes
que garantem ao sistema um estado estacionario para cada espécie. A principal
vantagem desse método é o de poder fazer previsdes sobre os sistemas sem definir
valores especificos de equilibrio ou constantes cinéticas.”’

Uma rede estequiométrica € um conjunto de transformacdes que produzem
ou extinguem entidades que estdo correlacionadas por uma taxa fixa, isso significa
que as espécies nao podem ser produzias sem que haja uma taxa de consumo
proporcional. E uma estrutura que nao se aplica somente & quimica, mas também a
economia, ecologia e o setor industrial.'®

Supondo que uma rede de reacdes contém x espécies X, e r reacées R, o
coeficiente de producdo ou consumo de uma espécie X; em uma reacdo R; € o
elemento nj o chamado coeficiente estequiométrico. O conjunto de elementos nj
forma a matriz estequiométrica N."> O coeficiente estequiométrico, nj, é formado
pelos elementos aj e Bj, que representam a quantidade de espécies X; na reacao R,
nas etapas de producdo e consumo, respectivamente. Cada coeficiente
estequiométrico é do tipo’",

nj = Bij — o (33)
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As reacdes quimicas sao classificadas entre reversiveis e irreversiveis.
Durante a andlise SNA as reacoes reversiveis formam duas equacdes distintas com
diferentes constantes cinéticas, ou seja, sdo consideradas irreversiveis. Assim, cada
uma das reacdes é uma coluna na matriz estequiométrica.’®

Normalmente todas as espécies sao importantes para o sistema, entretanto
algumas unidades, chamadas de reagente principais, tem uma concentracao
elevada de tal forma que suas variagbes sao imperceptiveis, fazendo com que a
dindmica seja insignificante. As espécies que tem interesse dindmico sdo chamadas
de intermediarias. Se os intermediarios estdo no estado estaciondrio, € possivel,
entdo, eliminar todos os reagentes principais e formar uma matriz estequiométrica
puramente intermediaria. Essa evolui em uma escala de tempo mais rapido e pode
apresentar oscilagdes, multiestabilidades ou outras dindmicas complexas.

Qualquer modelo estequiométrico pode ser descrito por um conjunto de
equacdes diferenciais de suas espécies intermediarias:”

d[X] (34)

Onde d[X]/dt é a derivada da concentracdo do vetor das espécies X em
funcdo do tempo. O vetor das velocidades de reacdo € v, ja, N, é a matriz dos
coeficientes estequiométricos. Nos estados estacionarios, as concentracbes das
espécies sao constantes, portanto:”

0 =N.v,, (35)

O vetor vee, que representa o vetor das taxas de reagdo no estado
estacionario, € uma combinacao linear das colunas de uma matriz E, denominada
matriz das correntes extremas’® com a contribuicdo de um vetor j, chamado vetor

das taxas das correntes extremas.”®
Voo = E.j (36)

A equacao (36) descreve a decomposicdo dos estados estacionarios em

parametros que sdo, por definicdo, positivos.”> Tomando qualquer Vee constante é
60



possivel encontrar um vetor j formado por elementos ndao negativos, e, por outro
lado, qualquer j positivo gera um vetor vee também positivo. '

Diz-se que 0 vetor vee €std em um espaco que contém um cone poliedral
convexo, denominado C,. Analogamente, o conjunto C, é como uma pirdmide
quadrangular, porém, com um poligono ou poliedro na sua base. Cones nao
poliedrais, como uma casquinha de sorvete, possuem infinitas arestas enquanto os
cones poliedrais possuem arestas finitas.'®

Um cone convexo tem como propriedade o poder de descrever qualquer Vee
do cone, como a soma de outros dois Vee Na fronteira. Isso, se o par de vetores Vee
for formado apenas por coeficientes positivos, e, a fronteira esteja em uma faceta do
cone. A fronteira também €& um cone convexo, porém de menor dimensao.
Consequentemente, cada vee das fronteiras pode ser descrito pela soma de outros
dois vetores em um cone convexo de menor dimensdo. Repetir esse processo,
eventualmente, vai levar a um cone de menor dimensao possivel, as arestas.

Assim, qualquer vetor vee N0 cone C, pode ser descrito como a soma de
outros vetores que estdo nas arestas do cone C,. Matematicamente falando, a
equacao, v, = E.j, tem o mesmo significado. O vetor das velocidades no estado
estacionario pode ser descrito com a soma de colunas da matriz E com a
contribuicdo do vetor positivo j.'® As correntes extremas garantem um estado
estacionario para cada espécie do sistema.”’ Um esquema ilustrando o cone C, esta
representado na figura 18.

O calculo da matriz das correntes extremas envolve encontrar todas as

solucdes viaveis de:"*
V.v=w (37)

A matriz V é do tipo, (d+ 1).r, onde abaixo de d linhas linearmente
independentes da matriz estequiométrica N, existe uma linha de r elementos igual a
uma unidade. O vetor w é definido como, w = [(dejementos = 0),1]7.7*

A analise da estabilidade dos estados estacionarios é executada pela
linearizacdo da equacdo geral do movimento dos estados entornos.”® Assim, a
linearizacdo se apoia no teorema de Hartman-Grobman, que, de maneira geral,
demonstra a equivaléncia qualitativa de um sistema nao linear e sua linearizagcdo em
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torno de um ponto especifico’®, desde que os autovalores da matriz de linearizacdo

tenham partes reais ndo nulas.”

Figura 18. Os vetores vee formam um espacgo tridimensional formado por vy,
V2 e v3. Esse espaco pode ser formado pela combinacao linear das arestas de um
subespaco, formado pelos vetores E; e Ep, da matriz das correntes extremas E.
Nesse sistema ficticio, os estados estacionarios sdo encontrados apenas no cone

das correntes extremas, representado pela area cinza.”®

'V

Fonte: DEUTSCH et al., 2004.7°
A matriz de linearizagdo é uma matriz jacobiana, M, com a seguinte forma:”

M(h,v,.) = N.diag(ve.).YT.diag(h) (38)

Usando a relagdo dada pela equagéo (9):"

M(h,j) = N.diag(E.j).YT.diag(h) (39)

Onde h é o vetor dos elementos h;, que indicam as concentracbes das i
espécies no estado estacionario. A matriz das ordens das reacdes é chamada de
matriz Y.”

O estudo de estabilidade do sistema € determinado por M. Se 0 componente

real de todos os autovalores for negativo, o estado estacionario é estavel, caso
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contrario, ou seja, se houver um ou mais autovalores positivos, o estado estacionario
é instavel, o que pode levar a bifurcagées nos estados estaciondrios. Os autovalores

de M s3o as raizes de seu polindmio caracteristico.”
3.6. TEORIA DAS BIFURCACOES

Considerando uma equacdo diferencial, se a variavel independente n&o
aparece explicitamente no lado direito, essa equacdo sera classificada como
autébnoma.”” Por exemplo, se existir uma variavel dependente do tempo, x(t), como
as concentragbes de uma espécie durante uma reagéao, e f, a fungcado que descreve

tal variagdo:”®

d
= =f® 4o

dt

Como fnao apresenta dependéncia explicita com o tempo, entao essa funcao
é auténoma.”® Um nGmero real, ¢, € um ponto critico, ou fixo, da equagdo (40) se ¢
for um zero de f, ou seja, f(c) = 0. Quando ¢ € um ponto critico, entdo, x(t) =c é
uma solugdo constante da equacdo autbnoma e € denominada de solugdo de
equilibrio. Analisando o sinal da derivada, positivo ou negativo, € possivel dizer
quando uma solugcdo nao constante é crescente ou decrescente, respectivamente.”’

Quando as solugdes nao constantes nas vizinhangas de um ponto critico, c,
convergem para esse ponto com o decorrer do tempo, os pontos fixos s&o
chamados de atratores ou nés, no caso inverso, se eles divergem, o ponto critico é
um repulsor ou fonte.”® Um diagrama denominado retrato de fase unidimensional, ou
apenas retrato de fase, da equacéo diferencial esclarece a classificacdo dos pontos
criticos, que dependem do comportamento, crescente ou decrescente de seus

vizinhos.”” Um exemplo desse diagrama esta esquematizado na Figura 19.
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Figura 19. Retrato de fase de equagéo. Nas vizinhangas de c’, as solugdes
crescentes e decrescentes convergem para o ponto critico, o classificando entao,
como ponto atrator. Diferente acontece em c¢”, onde as solugbes divergem do ponto,

agora, repulsor.”®

A
Solucdes decrescentes
) v o
Solucdes convergem
1
para c’ - Ponto atrator
Solucbes crescentes
Ty
M
Solucdes divergem de ¢ cC”
c" - Ponto repulsor
Solucbes decrescentes
Ty
W

Equagdes como a (40) podem ser lineares ou nao lineares, e sao
classificadas de acordo com o comportamento do resultado das derivadas. Tomando
a equacao dx/dt = f(x), se a funcao tiver a forma ax + b, em que a e b sao
constantes independentes de t, por ser uma equagao é autbnoma, a derivada da
funcao serd, df /dt = a. Como o resultado ndo depende de x, a equacao €, portanto,
linear. Em equacbes nao lineares, o resultado € uma funcédo de x, como acontece,
por exemplo, nas funcdes trigonométricas e exponenciais da variavel.”

Existe a possibilidade de um sistema nao linear apresentar mais de um ponto
critico, ocasionando uma particularidade chamada bifurcacao. Isso ocorre porque ao
variar parametros dos pontos fixos, eles podem se unir ou bifurcarem em outros
pontos.”® No geral, qualquer mudanca qualitativa em um ponto critico pode gerar
uma bifurcacao, tais alteracées podem ser tanto a aniquilacdo, quanto a criacao de
novos pontos. Por exemplo, se um modelo apresenta um ponto critico
assintoticamente estavel, c, regulado por um parametro p, e se, ao variar p até um
valor critico, p = p*, o equilibrio tornar-se instavel, entdo houve um bifurcacdo no
ponto (x, p*).”
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Dentre os tipos de bifurcacbes, sdo de interesse nesse trabalho, as
bifurcacbes de Hopf e as do tipo sela-nd, responsaveis por oscilacoes e

multiestabilidades, respectivamente.”®
3.6.1. BIFURCACOES DE HOPF

O caso mais simples e conhecido para o estudo das bifurcagdes de Hopf € o
sistema bidimensional para as equacbes do tipo dx/dt = f(x,u), ou seja, um
sistema de equacdes diferenciais que dependem de um parametro 1.2

Considerando as equagdes diferenciais:*
dxl/dt _ ’Ll —1 x1 x1
(dxz/dt) B (1 M )(xz) t (n® +x°%) (xz) (41)

Supondo que o ponto de equilibrio esta na origem, (x;,x,) = (0,0), e A, uma

matriz jacobiana de forma,
_(r -1
a=(4 ) . (42)

e autovalores, “u +i” e “u —i", ao introduzir uma variavel complexa do tipo, z = x; +

ix,, a equacdo (42) podera ser reescrita na sua forma complexa: &

dz (43)
— = +)z+ 2
- = (u+Dzxzlz]

A variavel complexa z pode ser representada como, z = pe'®, fazendo com

que o sistema de equagdes, dx/dt = f(x, ), possa ser escrito na sua forma polar:*°

d
2 p(u £ p?) (44)

dat
Quando o termo cubico de (44) for negativo, por exemplo, é possivel a
caracterizacdo de um ponto de bifurcagdo no sistema. Para o parametro u igual ou

menor a zero, existira, na origem, pontos criticos atratores. Com u > 0, a origem se
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torna um ponto repulsor e ocorre o aparecimento de um 6rbita fechada, denominada
como ciclo limite. E um ciclo Unico, atrator e centrado na origem. Em outras palavras,
quando um parametro real do sistema alcanga seu valor critico, ele fica retido em

uma 6rbita atratora e periddica, de periodicidade em fungéo do tempo.®

Figura 20. Diagramas de fase de uma bifurcacdo de Hopf. O comportamento do
sistema muda com a variacdo do parametro u. Para a), u < 0, surge, na origem, um
ponto fixo atrator, no grafico b), u = 0, esse ponto se torna um né fraco. Em c), u > 0,
o foco atrator agora é um ciclo limite. O diagrama d) demonstra a evolugdo da

bifurcacdo em um espago (xi, Xz, p).%°

a} & KE b} KE C} & KE

X5

O requisito para o aparecimento de oscilagcées causadas pelas bifurcagdes de
Hopf € um par de raizes complexas com a parte real positiva na matriz M. Isso
significa que o sistema de equacdes diferenciais apresenta um ponto fixo
assintoticamente instavel.®’ O critério de Routh-Hurwitz fornece a condicdo
necessaria e suficiente para identificar se um polindmio apresenta todas as raizes
com parte real negativa, logo, se um polinbmio ndo obedece ao critério de Routh-

Hurwitz é um étimo candidato a possuir uma bifurcacdo de Hopf.*
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Para verificar se um polinbmio segue a regra de Routh-Hurwitz, basta montar
determinantes a partir de seus coeficientes. Seja um polinbmio, F(z) = ayz™ +
a,z" ' +a,z" %+ -+ a,z° entdo, esses distintos determinantes menores s&o

possiveis:®

A= a4
|4 as
AZ |a0 a2|
a, as 0 (45)
a, a, 0
0 a4 0
A= a, 0
0 0 vee an

O polinbmio ndo estd de acordo com Routh-Hurwitz se algum desses
determinantes menores apresentar um valor negativo. Para a analise de SNA é
importante que Routh-Hurwitz ndo seja satisfeito, portanto, encontrar um
determinante menor com sinal negativo é fundamental para determinar quais

sistemas apresentam oscilacdes.®
3.6.2. BIFURCAGOES DO TIPO SELA-NO

A bifurcacao sela-n6 é um processo em que pontos criticos sao criados ou
destruidos, e para isso, varia-se o parametro de bifurcacdo fazendo com que dois
pontos se aproximem e colidam, provocando a aniquilagdo mutua. Para exemplificar

0 mecanismo, considere a seguinte equagao:’®

dx_ o (46)
E—f(x,r) =7r—x?

Onde x € R e r, 0 parametro de bifurcacdo, € R. Para calcular os pontos de

equilibrio dessa equagao basta fazer com que dx/dt = 0, ou seja, x = +/—|r|.”®
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Quando r < 0, os pontos criticos sdo distintos, pois, x = ++/r, apresenta duas
raizes. Aproximando r de zero por nimeros negativos, os pontos fixos se colidem e
formam um ponto critico em x = 0. Para r > 0 nao existe ponto de equilibrio real,
uma vez que quando, |r| = r, x ndo possui raizes reais. Ocorre uma bifurcacdo do
tipo sela-n6, quando, ao variar r a partir de zero em direcdo dos numeros negativos,
o0 ponto instavel, x = 0, da origem a dois pontos distintos, um estavel e outro

instavel. A Figura 21 descreve o comportamento das bifurcacdes.”®

Figura 21. Diagramas de fase para dx/dt =r —x?,quando a) r =0, b) r <0 e ¢)
r > 0. O gréafico d) representa um diagrama de bifurcacao para a equacao, onde as
linhas tracejadas e continuas diferenciam os pontos instaveis e estaveis,

respectivamente.”
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De modo generalizado, a condicdo matematica para instabilidades que
causam a bifurcacao do tipo sela-né é caracterizada pela analise da matriz jacobiana

68



do sistema. No método de SNA, para ocorrer um fenémeno de multiestabilidade, a
matriz de linearizagdo, M, deve apresentar uma Unica, e simples, raiz igual a zero.
Essa qualidade € alcangada quando existe, um ou mais componentes negativos no
termo independente do polindmio caracteristico de M.%'

3.7. ANALISE GRAFICA DA REDE ESTEQUIOMETRICA

A premissa da variante grafica da SNA é fornecer uma analise grafica-tedrica
para investigar condicbes necessarias para oscilagcbes ou multiestabilidades,
levando em conta apenas a estrutura das redes de reacdes quimicas.'*

Assim, um grafo bipartido devera ser construido. Um grafo bipartido G de um
mecanismo quimico é composto por dois conjuntos de vértices distintos, o conjunto
de vértices V4, das n substéancias quimicas, onde V; = {44, 4,, ..., A,} € 0 conjunto Vy,
das n reagbes quimicas, no qual V, = {B,, B,, ..., B,}. Um segmento € desenhado de
Ak para B; se e somente se a substancia Ax for um reagente da reacéo B, isto é, se 0
coeficiente estequiomeétrico, ok, de Ax em By, for positivo e ndo nulo. Similarmente,
um arco liga os vértices B; e A; se e somente se A; for um produto da reagéo B; e B >
0. Entdo o conjunto dos fragmentos, E(G) é composto por (Ax, Bj) e (B;, A) e um
grafo bipartido é G = {V,E(G)} com V = {V,,V,}."

Exemplo 1. Considerando a reacgao hipotética A + B 1, C, com os reagentes, Ae B, e

de produto C, gerado pela reacao 1, o seguinte grafo bipartido pode ser construido:

Sendo aB; > 1, os arcos (Ax, Bj) e (B;, A) formam um caminho positivo
[Ax, Bj, A, que corresponde a produg¢édo de A; pelo reagente A, por intermédio da

reagdo B;. Semelhantemente, se aya; > 1, os arcos (A, Bj) e (A;, Bj) formam dois
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caminhos negativos distintos, [Ax, B;, A] e [A, B, A« (o sublinhado identifica

caminhos negativos), uma vez que a;oy também & maior que uma unidade.'* Assim,

no exemplo 1, [A, 1, C] e [B, 1, C], formam dois caminhos positivos e [A, 1, B] e [B, 1,

A], outros dois caminhos negativos, totalizando quatro caminhos para o sistema. Um
segmento (Ax, Bj) que ndo forma um caminho em G, é denominados como uma
aresta [Ay, B."

Um ciclo C de G € uma sequéncia de caminhos distintos onde o Ultimo vértice
V1 inicia o caminho seguinte, assim, {[A1, B1, Az, [A2, Ba, Ag], ..., [Ak-1, Bk-1, Axl, [Ax,
B, A4]}, configura um ciclo. Um caso especial de ciclo sdo as reagbes
autocataliticas. Na reacdo A + X 1, A, existe um ciclo formado pelo caminho positivo
[A, 1, AL.™

Um ciclo é denotado por,

C= <A1 A, o Ak> , (47)
By’ By’ -’ By,

e 0 nimero de vértices V1 determina a ordem do ciclo.™
Exemplo 2. Um ciclo Cy pode ser composto, por exemplo, pelo caminho positivo
[A1, B1, A2] e pelo negativo, [Az, Bo, A1], nota-se que a dire¢do da seta ndao determina

o ciclo. Os caminhos negativos [A;, B1, Aol e [Az, B1, A4] formam um ciclo C,, mesmo

que nao aparente visualmente.'

C Co

A —} A —}
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Um ciclo é positivo se contém numeros pares de caminhos negativos, e
negativos se apresenta numeros impares de caminhos negativos. Para o exemplo 2,
C+ é um ciclo negativo e Cy, positivo.'

Um subgrafo g € composto por ciclos e arestas de G, mutuamente disjuntos,
assim, g = {C;,C,, ...,C}, onde C; € um ciclo C; ou uma aresta E; de G, com i =
1,2,...,s, onde cada vértice V4 é o inicio de um unico caminho ou aresta. O nimero
de vértices V4 determina a ordem do subgrafo. Em um subgrafo o mesmo vértice V»
pode ser visitado mais de uma vez."*

O conjunto de subgrafos g, de mesma ordem k e com 0 mesmo conjunto de
vértices V; = {41, 4,,...,A,} e V, ={B,B,,...,B,}, € chamado de fragmento S de

ordem k e é denotado por:'*
12 -k
Se=(15m3) 49)

Exemplo 3. Um fragmento S, = (4, ), de uma reagdo A+ B C, possui dois

subgrafos, g, = {C;} = (4, &), formado pelos caminhos negativos [A, 1, Bl e [B, 1, A]

e g, ={E.E;}=1[A1],[B,1]. Apesar de matematicamente diferentes, os dois

subgrafos sdo graficamente semelhantes:'

a1 gz

Um fragmento S, =(1, 3 = ¥) é chamado critico quando o coeficiente

Ks, <0, com:'*

Ks, = Z K, (49)

g €Sk
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Onde o coeficiente Ky € a soma dos produtérios das arestas e ciclos de g,

, (50)

Ky =(-1D% 1—[ ay;’ 1_[ Kc

[Ak,Bj]Eg Ceg

onde ty € a quantidade de ciclos g. O coeficiente K. é dado pela soma dos seguintes
produtorios,

Ke = 1_[ (—agja;j) 1_[ (ak;Bji) , (51)

[Ak,Bj,Ai] cc [Akaiji] EC

sendo os elementos aj; e Bj, a quantidade de espécies X; na reacdo R, como na
reacdo (33)."

Assim Ky < 0 se e somente se em g existir um numero impar de ciclos
positivos, uma vez que K. > 0 se C for um ciclo positivo, e K¢ < 0, se C for um ciclo
negativo. Entao, a condicdo necessaria para um fragmento critico é a existéncia de
um subgrafo com numeros impares de ciclos positivos. Essa condicdo nao é
suficiente para fragmentos criticos. No exemplo 3 o fragmento S, contém dois
subgrafos, K, = (—D(—agap)(—apias) = -1 € Ky = (=% ®)(@p®) =1,
fazendo com que Kg, = —1+ 1 = 0. O subgrafo g € composto apenas por um ciclo
positivo, pois esse contém dois caminhos negativos, e por isso contempla a
condicdo necessaria para fragmento critico, porém ndo possui a condi¢ao
suficiente.™

Para a variante grafica da SNA um fragmento critico € necessario para o
surgimento de dindmicas complexas. Um fragmento critico S; de G é a condicéo
necessaria para multiestabilidades e um fragmento critico Sk, com k < 1 < r, para

oscilagdes, sendo r o posto da matriz estequiométrica da rede de reagdes quimicas.
14
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4. METODOLOGIA

A andlise de SNA foi aplicada por um algoritmo construido no software
Maxima 14.12.1, um software livre, para computacao algébrica, licenciado pela GNU
General Public License. Nas redes que contém oscilagdes, aplicou-se o critério de
Routh-Hurwitz para avaliar a estabilidade da matriz linearizada. Os gréaficos foram
tracados, no software Maxima, resolvendo as equacdes cinéticas para cada modelo.
Nos sistemas oscilatérios, utilizou-se o método Runge Kutta para construir os
gréaficos de evolucéao temporal. Todos os calculos foram feitos em um computador de
processador Intel® Core™ 3-3110M, CPU de 2,4 GHz e 4,0 GB de memoria RAM.

73



5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. OSCILACOES NO MENOR MODELO TEORICO: UM CASO CLASSICO

O modelo tedrico demonstrado na equacédo (20) é considerado o menor
sistema contendo bifurcacdo de Hopf, condicdo que gera uma dindmica instavel

oscilatoria na rede:

X+4M2x
X+Yy " 2a+y
X bz
Z Ry
Yy %54

Existem duas aproximacdoes para esse problema, a classica, onde a espécie
A € um reagente principal, cuja concentracdo é tdo elevada que se mantém
constante durante a reacdo. E outra, menos comum, onde a espécie A participa
ativamente da reagdo, sendo uma das espécies intermediarias. Para o primeiro

caso, as equacoes cinéticas sao:

% = k1 [X] = ko [X][Y] — ks [X]
d[y]
o = kalz] — kY] (52)
d[Z]

A matriz estequiométrica para a abordagem classica do sistema é:

1 -1 -1 0 0
N=[o o 0o 1 -1 (53)
0 0 1 -1 0

O posto matricial, ou seja, a quantidade de linhas n&do nulas independentes, é

igual a trés, e para esse sistema, significa que néao existe condicdo de conservagéao.
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A quantidade de condicbes de conservacao pode ser facilmente calculada
subtraindo a quantidade de linhas da matriz estequiométrica pelo posto matricial.
Resolvendo a equacéo (36), v,. = E.j, para o0 modelo, é possivel encontrar a
matriz das correntes extremas, E, ou seja, a matriz que representa as reagdes
minimas do sistema, onde cada coluna € uma reacdo elementar e as linhas

representam as equacdes que formam o subespaco dos estados estacionarios:

1
)
1 (54)

1
1

b
Il
cCoor R

Cada vetor da matriz das correntes extremas pode ser representado

graficamente, e para a equacao (54), tem-se:

Figura 22. Representacao grafica das correntes extremas apresentadas em (54).
O vetor E; = (1100 0)T contém as reagoes as duas primeiras reagdes de (20).
Enquanto E, = (1011 1)7, todas, exceto a segunda. As correntes extremas devem

exibir a conservacao das espécies, formando um ciclo.

== T = R R SO
=

®

:
(Ml

Das correntes extremas é possivel aferir dois parametros, o vetor j, dos
caminhos das reacdes, em que cada elemento representa um vetor das correntes
extremas, e um vetor h, onde cada elemento é o inverso da concentracdo, no estado

estacionario, de uma espécie participante da reagao:
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(55)

Para a matriz E em (54), j = (h,i)7, pois a matriz das correntes extremas é
composta por dois vetores, e h = (x,y,z)T, uma vez que as espécies X, Y e Z sdo
0os reagentes intermediarios da rede. Com esses parametros, as constantes
cinéticas de cada reacdo podem ser equacionadas. Fazendo k, = (E.j), ?zlhl-y,

onde Y é a matriz das ordens das reacées,

ki = + Dx
k, = (h)xy
ks = (Dx (56)
ky = (Dz
ks = (D)z

Linearizar o sistema € construir uma matriz das jacobianas, M, referente a
concentracao das espécies no estado estacionario. Tal matriz € uma contribuicao
das correntes extremas e os parametros de bifurcacdo, e pode ser calculada pela
equacdo, M(h,j) = N.diag(E.j).YT.diag(h):

0 —-hy O
M=[O —iy iz] (57)

A condicao para oscilacdes é um par de raizes complexas com a parte real
positiva na matriz M. As raizes sao calculadas fazendo o polinbmio caracteristico da

matriz e para (57) o polindmio caracteristico é:
m3 + (iz + iy) m? + (i®yz) m + i’xhyz (58)

Encontrar um par de raizes complexas com parte real positiva ndo € um
célculo ftrivial, por isso, usa-se o critério de Routh-Hurwitz para verificar a
estabilidade do polinbmio caracteristico da matriz M de um sistema. Uma matriz de
Routh-Hurwitz sera instavel, com dindmicas nao lineares, se apresentar um
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determinante menor que zero. A matriz de Routh-Hurwitz e seu determinante, para
(58), séao:

_[iz+iy i*xhyz
L ifyz (59)
|R| = i3yz?% + i3y?z — i’xhyz

R

Para a analise de SNA, o determinante de Routh-Hurwitz deve ser negativo.
Como os parametros de bifurcacao, ou seja, os elementos dos vetores j € h, sdo por
definicdo, sempre positivos, encontrar um termo negativo em |R| é fundamental para
verificar instabilidades. Assim, para (59), deve existir um conjunto de parametros
(h, i, x, ¥, z) que garantam um determinante negativo. Fazendo,

h=0.1
i=0.01
x=0.1 , (60)
y=0.1
z=0.1

o determinante em (59) sera negativo, e isso assegura um par de raizes complexas
com parte real positiva em (58). Com a condicdo necessaria e suficiente para
oscilagdes alcangada, substitui-se os parametros de (60) nas constantes cinéticas
em (56).

k, = 0.011
k, = 0.001
ks = 0.001 (61)
k, = 0.001
ks = 0.001

Assim, a dinamica oscilatéria deve ser observada resolvendo as equacoes
cinéticas do sistema.
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Figura 23. Comportamento oscilatério na concentragéo da espécie X em fungéo do
tempo. Com ky = 0.011 e ko = k3 = kg = ks = 0.001.
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A reacdo autocatalitica é fundamental para oscilagbes no modelo. A
concentracdo de X aumenta numa taxa de k,[X] e diminui de acordo com,
k,[X]1[Y] + k3[X]. Como ky » k, + ks, a principio, a concentragdo de X ira crescer,
até que em algum momento, suas taxas de producdo e consumo serao iguais, isso,
pois, a contribuicao de [Y] sera suficiente grande para tal. No instante seguinte, a
concentragdo de X ir4 diminuir, uma vez que a taxa de consumo de X sera maior
que de sua producdo. As dindmicas de Z e Y seguem a de X, entdo, apresentam o
mesmo comportamento. O decréscimo de [X] sera seguido por [Z] e depois [Y],
permitindo que as oscilagées ocorram.

Quando k; = k, = k3 = k, = ks = 0.001 ndo é possivel observar
oscilagcbes. A dindmica € estavel, também, quando k; < k, + k3. A frequéncia
entre os picos pode ser controlada alterando as constantes de equilibrio quimico.

Quanto menor a diferenga entre ki e k2 + k3, maior sera a frequéncia das ondas.
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Figura 24. Cima. A dinamica oscilatéria é extinta quando k; = k, = k3 =

k, = ks = 0.001, evoluindo rapidamente para o estado estacionéario, onde ocorre o

desaparecimento da espécie X pelo escoadouro A. Baixo. A frequéncia entre as

oscilagbes é alterada ao modificar as constantes cinéticas, para esse modelo,

quando menor a diferenca entre ki e ko + ks, maior a frequéncia, até que as

constantes se igualem e o sistema perca a capacidade oscilatéria.
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Pela variante gréafica, pode-se encontrar a condicdo necessaria para
oscilagdes. O posto matricial de (53) € r = 3, e por isso, € necessario um fragmento
critico, de ordem dois ou um. O fragmento S; = (¥) € um 6timo candidato para
alcancar a qualidade de critico, pois esse apresenta um nuamero impar de ciclos

positivos.

Figura 25. O fragmento S, = () é composto por dois subgrafos, g, = C = [X,1,X] e
g2 = [X,1]. Como, Ks, = g, + g, = -2+ 1 — 1, o fragmento ¢ critico.

S2 o

gz

No entanto, a reacdo autocatalitica sozinha ndo é responséavel pela dindmica
complexa, a reacao de retroalimentacao negativa também é necessaria, e isso pode

ser confirmada pela analise grafica de SNA.

Figura 26. O fragmento S,= (%, %) contém trés subgrafos distintos,
g1=C =(X_2 Y], [Y, 2, X]), g.=[C=([V,2,YD][X,2] e g5 =1[X,2],[Y,2]. Um
fragmento € critico quando K5, < 0. Assim, Ks, = g; + g, +t g3 =—-1—-1+1=-1.

Sz ai

X _}@ Y X ﬁ®<— Y

gz g3

X _}@ Y X —}@% Y
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5.2. OSCILACOES NO MENOR MODELO TEORICO: UM CASO
EXTRAORDINARIO

Um caso extraordinario do menor modelo contendo bifurcacdo de Hopf &
considerar a espécie A como uma especie intermediaria, participando ativamente da

dindmica da rede de reacdes, assim, a matriz estequiométrica de sua rede é:

1 -1 -1 -1 0
0 0 0 1 -1
0 0 1 -1 0
-1 1 0 0 1

N = (62)

Seu posto matricial é r = 3, isso significa que a matriz estequiométrica é
composta por trés linhas linearmente independentes, e uma das linhas é uma
combinacao linear das outras trés. A condicdo de conservacéao é, entdo, a diferenca
entre o posto matricial e a quantidade de linhas da matriz. Assim, a rede apresenta
uma condicao de conservacdo. Para descobrir quais espécies se conservam no
sistema, somam-se as linhas da matriz, até que o resultado dé nulo. Em (62),
somando as quatro linhas, o resultado € um vetor nulo, como cada linha da matriz
estequiométrica equivale a uma espécie do sistema, a condicdo de conservagao é
[X]+ [Y] + [Z] + [A] = constante.

As equacdes diferenciais séo:

d
% = Iy [A1[X] = ko [X1Y] = ks[X]

M = 12— ko)

x (63)
% = ko [X1[Y] + ks[Y] — k1 [X1[A]

Uma segunda forma de calcular a condicdo de conservacdo € somar as
equagbes diferencias. Portanto, d[X]/d[t] + d[Y]/d[t] + d[Z]/d[t] + d[A]/d[t] = 0.
As duas abordagens apresentam o mesmo conjunto de correntes extremas, logo,

espera-se, que se uma reacdo apresentar uma dindmica complexa, sua andaloga
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também deve possuir. Isso é possivel, pois, cada matriz das correntes extremas €
Unica e representa propriedades caracteristicas e, por isso, duas redes de reacdes
com as mesmas correntes extremas apresentam uma dinamica semelhante. Apés a

parametrizagdo, encontraram-se as dinamicas oscilatérias das espécies:

Figura 27. Comportamento oscilatério na concentragéo da espécie X em fungéo do
tempo quando k; = 0.0011,k, = 0.1,k; = 0.01,k, = 0.001 e ks = 0.01.
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Como esperado, por terem as mesmas correntes extremas, também foram
encontradas oscilagdes no sistema em que a espécie A participa diretamente da
reacdo. E possivel projetar um gréfico que relaciona a evolugdo temporal de duas
espécies, como na proxima figura.

As espécies partem da sua concentragdo inicial, no ponto (9,2), expressas em
unidades arbitrarias, e oscilam ao longo do tempo, até alcangcarem uma Orbita
atratora, chamada de ciclo limite. A dinamica fica retida no ciclo limite, orbitando ao
longo do seu perimetro, até que alguma perturbagdo no sistema modifique sua

dinamica.
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Figura 28. Comportamento oscilatério na concentragdo das espécies X e Z em
funcdo do tempo quando k; = 0.0011,k, = 0.1,k; = 0.01,k, = 0.001 e ks = 0.01.
As espécies oscilam no quadrante positivo, pois os parametros de bifurcacao

garantem que as espécies possuam concentragées sempre maiores que zero.
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5.3. OSCILACOES NO MENOR MODELO CiCLICO TEORICO

O sistema demonstrado em (21) representa 0 menor modelo ciclico que

contém oscilagdes:

Akp
B*c
c*p
D*E
E+A%24
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Sua matriz estequiométrica possui posto matricial, r = 4, e por isso possui
apenas uma condi¢ao de conservagao, [A] + [B] + [C] + [D] + [E] = constante. Sua

matriz N possui a seguinte forma:

-1 0 0 0 1
[ 1 -1 0 0 0 ]
N=|lo 1 -1 0 o0 (64)
0o 0 1 -1 0
o 0 0 1 -1

A andlise grafica de sua estequiometria fornece a condigdo necessaria para
instabilidades. Tendo posto matricial igual a quatro, para haver oscilacdes, deve
existir um fragmento critico que contenha de um a trés vértices V1, vértices, esses,
que indicam as espécies no grafo bipartido. Um fragmento pode ser critico se, nos
subgrafos que o compde, existir um numero impar de ciclos positivos. Sendo assim,

o fragmento S; = (&) corresponde a condigio necessaria.

Figura 29. O fragmento S, = (%), constituido por dois subgrafos diferentes,
g1 =C=1[A5A] e g, =1[A,5]. Para ser considerado critico, um fragmento deve
apresentar K;, <0.Assim, K, =g;+g,=—-2+1=-1

S
Aﬁ
ai
A—}
gz
A —

Mesmo que nos fragmentos de maior ordem n&o seja possivel evidenciar a

criticidade do sistema, por haver ao menos um fragmento critico, a condicdo
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necessaria para oscilagbes estara satisfeita. O célculo da matriz das correntes
extremas é a primeira acao realizada para se determinar a condicao suficiente para
0 aparecimento da dindmica oscilatéria. Para a rede, a matriz das correntes

extremas € composta por um unico vetor:
Figura 30. Matriz E das correntes extremas. Para o modelo em (21), é composta por
apenas um Unico vetor, E = (11111)T. Sua representagdo grafica equivale a

prépria rede, isso significa que s6 existe um caminho que leva ao objetivo da rede,

no caso, a producao da espécie A.

2
(O—

Essa peculiaridade concede a rede duas caracteristicas. Por um lado,

M
I
el

apresentar um unico vetor extremo demonstra a simplicidade da rede, porém,
também diz respeito a robustez do sistema. Como existe apenas um caminho para
producédo de A, qualquer processo que pare uma das etapas, resultara na extingao
das espécies e a perda da funcionalidade da rede.

Das correntes extremas verificam-se os parametros de bifurcacao, elementos
dos vetores j e h. Como a matriz das correntes extremas possui apenas um vetor, s6
existe um elemento contido em j, assim, j = (h)T. O vetor das concentragdes no

estado estacionario, h, é composto por cinco elementos, j = (a b c d e)”. Fazendo,
k. = (E.j), 1%, h;", as constantes cinéticas sdo parametrizadas em funcdo dos

vetores j e h:
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ki = (h)a

k, = (Wb
ks = (h)c (65)
k, = (h)d
ks = (h)ae

A matriz M, das jacobianas, também é uma contribuicdo das correntes
extremas. E necessaria no célculo das condigcdes suficientes para constatacdo das
bifurcacbes de  Hopf, responsaveis pelas oscilagcbes. Resolvendo,
M(h,j) = N.diag(E.j).YT.diag(h), se tem:

[ 0 0 0 0 he]
| ha —hb 0 0 0 |
M=l 0 h -hc 0 0 | (66)
ll 0 0 he —hd 0 Jl
—ha 0 0 0 —he

A condicao necessaria e suficiente para bifurcagcdes de Hopf € um par de
raizes complexas com a parte real positiva. As raizes de M advém do calculo do seu
polinbmio caracteristico. O critério de Routh-Hurwitz € usado para investigar a
estabilidade do polinbmio caracteristico de M. Caso o determinante de
Routh-Hurwitz seja negativo, entdo a matriz M apresentara instabilidades, isto &,

possuira um par de raizes complexas com parte real positiva.

bl + el +dddl W +ab En® —ab’cdel® +ab el K +2ab*d
+ab? Sl —abltden® +abl e —abed eh® +2abcd H® +2abee h
+2abdPE +abdd W +alEn +aldl® +alt S +acd
+2acde i +ad W +ad CH +PFd + B Fel® + B cd i+ cd
+ R+ A + 0 el + 200 FF W +307 Fde® + 207 R (67)
+Bcd I +30 cdeh® +30PcdE S + el I+ b PR +2b deh®
+bEER+bELI+3bP P e +3bFdE I +bFEH +bhed eh®
+3bed R +bcd i+ P el +Pdl b +F L et +27 F E i
+2de +ed W +cd SN’

O determinante da matriz de Routh-Hurwitz, R, em (67), apresenta trés
termos negativos e por isso, deve existir uma combinacdo de parametros de
bifurcagdo que fagam com que |R| < 0. Tomando os valores,
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h=1

a=2
b = 0.008
, (68)
¢ = 0.008
d = 0.002
e = 0.0001

o determinante de R sera negativo, e o polindmio caracteristico de M, em (66), se

torna:

py(x) = x5+ 0.0181 x* + 0.0002978 x3 + 0.0000037376 x? (69)
+ 192128 x
Resolvendo a equacéao (69), dentre as cinco raizes, existe um par de raizes
complexas com parte real positiva. Com os parametros em (68), as constantes

cinéticas ficam:

ky =2
k, = 0.008
ks = 0.008 (70)
k, = 0.002
ks = 0.0002

A solucado das equacdes diferenciais, com as constantes cinéticas acima,

apresenta dinamica oscilatéria para o menor modelo oscilatério ciclico.
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Figura 31. Comportamento oscilatério na concentracao da espécie A em funcao do
tempo quando k; = 2,k, = 0.008,k; = 0.008,k, = 0.002 e ks = 0.0002.
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A matriz das correntes extremas fornece informacdes sobre a robustez da

rede, de acordo com o fluxo de reacdes. Outra forma de averiguar a robustez da

rede, agora em fungdo das constantes cinéticas, € realizar uma analise de

bifurcacao.

88



Figura 32. Com k; = 2,k, = 0.002 e ks = 0.0002, a area cinza mostra em quais
valores do conjunto (ko, k) existira oscilagdes. Isso indica uma parcela da robustez
do sistema, pois, caso alguma perturbacao modifiqgue as constantes cinéticas, como
por exemplo, a temperatura, ou o0 pH do meio reacional, contanto que o novo
conjunto de constantes se encontre no espago destacado, o sistema ainda ira

apresentar dindmica oscilatéria.

T T T T T T LA R T T T T T T T
0.004 0006 0008 0010 0012 0014 0016 0018
ka

A andlise da figura 32 mostra um corte em uma hipersuperficie.

Acrescentando mais uma variavel no sistema:
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Figura 33. 1) Analise de bifurcacdo em razdo das constantes cinéticas, ko, ks, Ka,
quando k; = 2e ks = 0.0002. Essa andlise demonstra a robustez do sistema de
acordo com suas constantes cinéticas. 2) Rotagdo no eixo x. 3) Rotagédo no eixo y.
4) Rotagdo no eixo z. Enquanto a figura 32 representa um corte na superficie
representada abaixo, essa constitui apenas uma fracdo de uma hipersuperficie de
infinitas n dimensdes.
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Para ser considerado um modelo minimo, a rede deve apresentar 0 menor
namero de espécies ou reagdes necessarias para evidenciar o fenébmeno oscilatorio,
assim, caso uma espécie, ou uma reacao, seja retirada do sistema, o modelo devera

apresentar somente uma dinamica estavel. A analise pela SNA grafica mostrou que
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a reagao autocatalitica € fundamental para observar a dindmica instavel, mas nao
consegue prever alteracbes no sistema que dizem respeito a quantidade de

espécies participantes. Tomando o modelo:

Akp
Bk
. (72)
o))
D+A%24

Apés o calculo da matriz das correntes extremas, e a linearizagao do sistema
em funcdo dos parametros de bifurcacdo, a determinante da sua matriz de
Routh-Hurwitz ndo apresenta a condi¢ao para instabilidades, ou seja, ndo apresenta

um termo negativo:

|R| = ad?h® + b%*ch® + b?>dh® + bc?h® + 2 bedh® + bd?h3 + c*dh3

73
+ cd?h3 (79)

Logo, é necessario a0 menos cinco espécies, para que o modelo ciclico, com

uma reacao autocatalitica, apresente oscilagdes.
5.4. MULTIESTABILIDADE NO MENOR MODELO TEORICO

Com o menor numero de complexos, de componentes conectados e
espécies, o modelo quadratico em (22) € a menor rede de reagdes quimicas

multiestavel:

3AA+2B
A+2B % 3B
3B%24+8B
2A+B %34
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O sistema apresenta uma matriz estequiométrica com posto igual a uma
unidade. Isso significa que existe apenas uma condi¢do de conservacao no sistema,
no caso, a concentracdo da espécie A, somada coma a concentracdo a espécie B

deve ser sempre um valor constante:

N:(_zz _11 —22 —11) (74)

Como r =1, pela analise grafica da rede estequiométrica, a condicado
necessaria para multiestabilidade é um fragmento critico de ordem um, ou seja, um
fragmento composto por ciclos ou arestas de um vértice V4. Para ser um fragmento
critico deve existir um subgrafo com um numero impar de ciclos positivos, e, no

modelo, existem quatro ciclos positivos de um vértice:

344
2B *23pB
3B B
24 %34

No entanto, apenas dois ciclos formam um fragmento critico. A condig¢ao
necessaria e suficiente para um fragmento ser critico € possuir um coeficiente
K5, < 0. As equagbes com ki e ks formam ciclos positivos, mas possuem Ks, =0 e
por isso ndo podem ser criticos. Essas reagdes sdo ciclos de retroalimentacao
negativa. Os ciclos de retroalimentacdo negativa, quando formados por apenas uma
espécie, sempre terdo Ks, > 0. Ja os ciclos de retroalimentagao positiva com uma
espécie, ou seja, as reagdes autocataliticas, sempre formam condigcdes necessarias
para instabilidades. A exemplo de (75), as equagdes com kz e k4 possuem K, = —2.

O modelo possui quatro vetores de correntes extremas, e por isso, o vetor j

possui quatro elementos, j = (hij k)T, e o vetor h, j = (a b)T.

ty
Il
oroRr
N O O R
or NO
N W)
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Da matriz E formam-se as constantes cinéticas normalizadas nos parametros

de bifurcacéo,

k; =(h+i)ad
ky = (2 + k)ab?
ks = (h+j)b3
ky=Qi+k)a*b

, (77)

e também a matriz de linearizacao, M:

[(~6h—2i—2j+ka (2j—k+6h+20b

M=1"Cj—k+6n+20a (=6h—2i—2j+k)b

(78)

Para os sistemas multiestaveis, a condicdo necessaria e suficiente para o
aparecimento de bifurcacao do tipo sela-né, é uma raiz nula. Isso é possivel quando
o polinbmio caracteristico apresenta pelo menos um elemento negativo no

coeficiente independente do polindmio. Assim:
pu(x) =x%+ (2bj — bk + 6 bh + 2 bi — ak + 6 ah + 2 ai)x (79)
Dividindo a equagéo pela variavel x,
pu(x) =x+ (2bj — bk + 6 bh+ 2 bi —ak + 6 ah + 2 ai) , (80)
o polinbmio apresenta agora dois termos negativos no termo independente. Assim,
deve existir um conjunto de parametros de bifurcacdo que facam com que
(2 bj — bk + 6 bh + 2 bi — ak + 6 ah + 2 ai) = 0. Analiticamente, o coeficiente k esta

presente apenas nos termos negativos, portanto k deve ser suficientemente grande

para anular os termos positivos.
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Fazendo,

a=
b=
h = 0.125
, (81)
i =0.125
j=3
k=7

o polinbmio apresenta uma raiz nula, permitindo multiestabilidade na rede. Assim, as

constantes cinéticas que promove uma bifurcagéo do tipo sela-n6 sao:

kz = 13
(82)

Essas constantes garantem a existéncia de uma bifurcagédo do tipo sela-nd,
no entanto, sistema ainda nédo apresenta multiestabilidade. Para que o fenbmeno
ocorra, deve acontecer alguma perturbacdo nas constantes cinéticas, que leve o
sistema em direcdo a multiestabilidade. Quando k, = 7.0, por exemplo, o sistema sai
do ponto de bifurcacéo e se encaminha para um estado multiestavel. Por outro lado,
se k, = 7.5, 0 sistema apresenta apenas um estado estacionario.

Tabela 3. Mudltiplos estados para o menor modelo multiestavel, com,
k; =0.25k, =13,k; =3.125ek, =7.0. O modelo apresenta trés estados
estacionarios, dois estaveis e um instavel, sendo esse, o0 segundo estado
estacionario. A concentracdo da espécie no estado estacionario é representada em
[Xeel-

Espécie 12 [Xee] 22 [Xee] 32 [Xee]
A 0.91 1.12 1.84

94



Variando a constante cinética k4, € possivel construir um grafico da analise de

bifurcagdo. Tal grafico é uma curva sigmoidal, onde cada ponto é um estado

estacionario, podendo ser estavel ou instavel.

Figura 34. Andlise de bifurcagcdo em razao da constante cinética k4 € a concentragcéao

de A, quando k; = 0.25,k, = 13,k; = 3.125. Essa analise demonstra a robustez do

sistema de acordo com suas constantes cinéticas. A area escura demonstra para

quais constantes cinéticas existem multiplos estados estacionarios.
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5.5. OSCILACOES DE CALCIO NO CIiLIO OLFATIVO

As oscilagbes de célcio participam do mecanismo de adaptacao sensorial de

curto prazo. A adaptacao previne a saturacdo dos neurbnios olfativos e permitem

com que as células trabalhem com uma gama de intensidade de estimulos. O

modelo para oscila¢des de calcio nos cilios olfativos segue nas equacgoes:
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0 14
A2 4+B
4B*
ckrap
A+ckc
B*0

Onde a espécie A representa os trés canais idnicos regulados por
nucleotideos ciclicos, CNG?, CNG' e CNG', B é o cation Ca’* e C, o complexo
formado pela calmodulina coordenado a quatro ions Ca?*, CaM4. O mecanismo de
adaptacao sensorial comeca com a abertura dos canais iGnicos, que permitem a
entrada de calcio na célula, para formar, entdo, um complexo com a proteina
calmodulina, que age inibindo os canais ibnicos, principais responsaveis pela
transducédo de estimulos olfativos. Como em (3), o modelo possui as equacoes

diferenciais:

A4 reane

—r =l ks[A]IC]

d[B]_ 2 €

— = ka[A] = 4ks[BT + 4k, [C] — ko[B]
d[C] _ 2

O expoente € deve ter um valor menor que 0,05 para evidenciar oscilagoes, e
para essa dissertacdo, nos calculos realizados, usou-se ¢ = 0. Sua matriz

estequiométrica é:

10 0 0 -1 0
N==<0 1 -4 4 0 —1) (83)

00 1 -1 0 O

Tendo um posto r = 3, ndo existem condicdes de conservacdo. Pela andlise

de SNA, para existir oscilagdes, deve existir um fragmento critico contendo duas ou
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uma espécie. Tal fragmento pode ser critico se possuir um ciclo positivo. Com duas

espécies, existe apenas um ciclo positivo, formado pelas equagdes:

4B* ¢
ckap (64

O ciclo é um dos componentes do fragmento S, = (£, $). Esse fragmento é
formado pelos subgrafos, g, = € = ([B,3,C][C,4,B]) e g, = [B,3] e [C,4]. A primeira
vista, o fragmento S, = (%, ) n&o pode ser critico, pois K, = g, + g, = — 16 + 16 +
1 = 1. Porém, a rede apresenta uma peculiaridade. Mesmo que sejam necessarios
quatro fons de Ca®*, a cinética é considerada de segunda ordem. Isso significa que o
coeficiente estequiométrico, ags € diferente da ordem de reacao Kgz. Assim, o termo
que rege o peso das arestas, ax’, na equacgao (50), torna-se oyk;.>>

Portanto, o coeficiente K;, do fragmento S, = B ) se transforma em
K,=g,+g,=—164+8 +1=—7, possibilitando oscilacbes para o sistema. A

matriz das correntes extremas é:

——
o o

S O R

E

O R OO O
el = =l )

Il
~

Assim, as constantes cinéticas para a rede oscilatéria de calcio sao

parametrizadas em:

ki = (i)
k; = (Da
ks = (h)b* (86)
ks = (h)c
ks = (i)ac
ke = ()b
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Linearizando o sistema, a matriz das jacobianas, M, com M(h,j) =
N.diag(E.j).YT.diag(h):

—ia 0 —ic
M = [ja —8hb 4hc] (87)
0 2hb  —hc

Para que ocorram oscilacdes, devem existir raizes complexa com parte real

positiva no polindmio caracteristico da matriz M:
x3 + (hc + 8 hb + ia)x? + (hcia + 8 biah)x + 2 bhcjai (88)

O determinante da matriz de Routh-Hurwitz deve apresentar um termo

negativo para que ocorram oscilagées no sistema.

|R| = h2c%ia + 16 h®chia + 64 h?*b%ia + i?a’hc + 8 i*a’bh
— 2 bhcjai (89)
Como esse determinante possui um termo negativo, —2 bhcjai, existe uma
combinacao de parametro (a, b, c, j, h, i), que faz com que |R| < 0. Encontrar um
|R] menor que zero, significa descobrir um conjunto de parametros que possibilitam
uma dinamica oscilatéria na rede. Analiticamente, uma possibilidade para tal, é fazer
com que j > h e j > i, pois, 0 parametro j esta presente, apenas, no termo negativo

de (89). Tomando, numericamente,

a=0.1
b=0.1
c=10
, (90)
h =0.01
i=0.1
j=1

tem-se um R/ da equacao (89) negativo e um par de raizes complexas com parte
real positiva da equacdo (88). Isso significa que tais parametros proporcionam
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oscilacbes na rede. Como as constantes cinéticas estdo parametrizadas pelos

componentes dos vetores h e j, como demonstrado na equacao (86), pode-se fazer:

ky = 0.1
k, = 0.1
ks = 0.0001
ky = 0.1 ®1
ks = 0.1
ke = 0.1

Com esses valores, é possivel tracar grafico, em funcdo das constantes

cinéticas, que mapeia as regides que contém oscilagdes. Por exemplo:

Figura 35. Andlise de bifurcacao, tomando ks = 0.0001, ks = ks = 0.1 € ks = 10 kiko, a

area escura mostra onde existem oscilagdes.

1.5
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Encontrar essa regido € primordial para compreender a dinamica instavel do
sistema. Se o modelo for verossimil, pode ser uma importante ferramenta para os
experimentalistas, que confrontam os dados empiricos com os tedricos para elucidar
um problema. Esse grafico é apenas uma fatia de uma hipersuperficie para a
dindmica complexa, e, ajustando os parametros, pode-se encontrar um conjunto de
constantes cinéticas que se adapte a realidade bioquimica.

Usando um conjunto de constantes cinéticas fornecido pelo gréafico da figura
8, com o propédsito de resolver as equagdes cinéticas de (3), é possivel tracar um
gréafico que ilustra as oscilagdes nas concentragdes das espécies:

Figura 36. Oscilages na concentracdo de B, fons de Ca®*, em funcdo do tempo.
Com k1 = k2 = k4_ - k5 - k6 - 01 e k3 - 00001
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Assim, o ion de célcio entra na célula por intermédio do canal ibnico, forma o
complexo, inibe o canal, provocando a adaptagdo sensorial, para entdo, ocorrer um

decréscimo na sua concentragéo célula, formando uma oscilagéo.
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5.6. OSCILACOES NA VIA GLICOLITICA

A dindmica oscilatéria da via glicolitica é evidenciada experimentalmente,
principalmente nas células da levedura Saccharomyces cerevisiae. Nesse fungo, a
fosfofrutoquinase atua como centro das oscilagdes. Devido a similaridade das vias, o
modelo de oscilagdes na glicélise pode ser transporta para outros seres, inclusive os
humanos. No entanto, ainda ndo se sabe sobre a funcdo das oscilacbes na
manutencdo da via. Assim, Selkov (1968) propdés um modelo baseado na auto-

regulacao.

0% ATP
ATP + PFK|ADP 2 ATP|PFK|ADP
ATP|PFK|ADP *? ATP + PFK|ADP
ATP|PFK|ADP ** PFK|ADP + ADP
ADP s 0
2 ADP + PFK *¢ PFK|ADP
PFK|ADP *s 2 ADP + PFK

A premissa do modelo é a conversdo do ATP em ADP. A enzima PFK forma
um complexo, PFK|ADP, ao ligar-se com duas moléculas de ADP. A conversao
acontece quando a molécula de ADP se coordena ao complexo, formando uma

molécula de ADP. O modelo pode ser expresso na sua forma reduzida:

0 14
A+B*c
ca+nB
cB+D

Dk o
2D+E* B

B¥2Dp+E
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Onde A representa uma molécula de ATP, a espécie B é um complexo
formado por um ADP e uma enzima PFK, C é um segundo complexo, formado por B
e um ATP. Os compostos D e E sao, respectivamente, a molécula de ADP e enzima
fosfofrutoquinase, PFK. Assim, o modelo apresenta o sistema de equacoes

diferenciais:

d[A]
—= = k1 = o [A][B] + ks [C]
% = — ky[A][B] + k3[C] + k4[C] + ke[D]2[E] — k,[B]
d[c] _
——=k [A][B] — k3[C] — k4[C]
% = ka[C] — ks[D] — 2kg[DI2[E] + 2k, [B]
d[D
O KeDPIE] + kol5)

Esse modelo apresenta a seguinte matriz estequiométrica:

1 -1 1 0 O O0 O
o -1 1 1 O 1 -1

N=]0 1 -1 -1 0 0 0 (92)
o o o0 1 -1 -2 2

o o 0 O o0 -1 1

O posto da matriz em (92) é igual a quatro. Isso significa que o sistema
apresenta uma condi¢cdo de conservacao, sendo [B]+ [C] + [E] = constante. Pela
variante grafica da SNA, o fenbmeno oscilatorio necessita de um fragmento critico
de ordem entre um e trés. Usando a teoria de grafos, um grafo bipartido pode ser
construido para o modelo:
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Figura 37. Grafo bipartido para o modelo em (10).

5 -
A 3 B 7 D
C >( 4

O grafo bipartido apresenta uma grande quantidade de ciclos, contendo dois e
trés vértices V1, porém, o fragmento S; = (5, §, 2) é o Unico composto por ciclos e

arestas mutuamente disjuntos e que apresenta criticidade. Sendo assim:

Figura 38. O fragmento S; = (5, §, 2) é constituido por trés subgrafos distintos,
g, =C=([B,2,C],[C,4,D],[D,6,B)]), g2 =[C =([B,2,Cl,[C, 4Bl I[D,é6l, gs =
[B,2],[C,4],[D,6]. Para ser considerado critico, um fragmento deve apresentar
K5, <0.Assim,Ks =g, +g, + g3 =—-2—-4+4=-2

Sa g

Q2 g3
2 2
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A andlise grafica coincide com os resultados j& publicados.™ O modelo possui
trés vetores de correntes extremas, e por isso, seu vetor j tem trés elementos,
j=(ijHT,eovetorh,j=(abcde)T.

CO R R OR R
o
—~
©
w
N—

=)

Cada vetor da matriz das correntes extremas pode ser representado
graficamente, como visto na seguinte imagem:

Figura 39. Representacao grafica das correntes extremas apresentadas em (93).

.,
®®

N =R === ==l el = e e R =R = = =R =
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Pela contribuicdo das correntes extremas, e os vetores, j e h, fazendo,

k, = (E.j), [I%, h;", as constantes cinéticas sdo parametrizadas em:

ke = ()
k, = (h+i)ab
ks = (h)c
ky = (Dc (94)
ks = (i)d
ke = (j)d?e
ks = (j)b

A matriz de linearizagdo M também é uma contribuicdo das correntes
extremas. A instabilidade do sistema se reflete nos autovalores da matriz M, caso
nessa ocorra uma inversao de pelo menos um sinal dos componentes dos sues
autovalores, a matriz € instavel, possibilitando dinamicas complexas. Os autovalores

séo as raizes do polinbmio caracteristico da matriz:

pu(x) = x5 + (ah + ai + bh + bi + bj + ch + ci + di + 4dj + ej)x*
+ (abhj + abij + achi + aci® + adhi + 4adhj + adi?®
+ 4adij + aehj + aeij + bchj + bcij + bdhi + 4bdhj
+ bdi? + 5bdij + behj + beij + cdhi + 4cdhj + cdi?
+ 4cdij + cehj + ceij + deij)x3
+ (abchij + abci?j + abdhij + abdi?j + axdhi?
+ 4acdhij + acdi® + 4acdi?j + acehij + acei?j
+ adehij + adei?j — bedhij — bedi?j + bdehij
+ bdei?j + cdehij + cdei?j)x?
+ (abcdhi?j + abcdi3j + acdehi?j + acdei3j)x

Como o polinémio caracteristico apresenta dois valores negativos, na analise
de instabilidade, ndo serd necessario o uso da matriz de Routh-Hurwitz. Pela regra
dos sinais de Descartes, o niumero de raizes positivas € igual ao numero de
permutacdo de sinais nos termos de um polinémio. Isto €, quando os termos séo
colocados em ordem decrescente de grau, para existéncia de duas raizes com parte
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real positiva, necessarias para bifurcacao de Hopf, deve existir duas trocas de sinais
no polindmio caracteristico de M. Assim, deve existir um conjunto de parametros de
bifurcagdo, que garanta com que, abchij + abci?j + abdhij + abdi?j + axdhi* +
4acdhij + acdi® + 4acdi?j + acehij + acei?j + adehij + adei?j — bcdhij — bedi?j +

bdehij + bdei?j + cdehij + cdei?j < 0, pois, se tal inequagdo for uma verdade, o

polinbmio caracteristico ira apresentar duas raizes com parte real positiva. Fazendo,

i=0.1
j=0.1

o polindmio caracteristico em (95) torna-se:
pu(x) = x5 + 1.03 x* + 0.2492 x3 — 0.00016 x? + 0.000022 x (97)
Tal polinbmio ndo apresenta apenas duas raizes positivas, mas sim, duas
raizes complexas com parte real positiva, condicdo necessaria e suficiente para

bifurcacbes de Hopf que causam oscilacbes. Com esses parametros de bifurcacao,

se tem as seguintes constantes cinéticas:

k, = 0.1
k, = 0.02

ks =0.1

k, = 0.1 (98)
ks = 0.1

ke = 0.01

k, = 0.1
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Parta observar oscilacbes no sistema, basta resolver a dindmica da

concentracao das espécies, com as constantes acima:

Figura 40. Oscilagbes em funcdo do tempo na concentracdo da enzima

fosfofrutoquinase, E. Com ky = ks = k, = ks = k; = 0.1, k, = 0.02 € kg = 0.01.

M\/W\/ﬂn [\\/ﬂ K
' |
. |

[E]

| |
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

[t]

5.7. ESTADOS MULTIPLOS E NA REACAO DE PEROXIDASE-OXIDASE

7000

O modelo de multiestabilidade na rede da reacdo de peroxidase-oxidase,

segue as seguintes equagdes, descritas por (17):

sko

0fzg
S+E*ES

ESkE
S+ES%ES,
ES,* s+ Es
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Como a analise da dinamica pela SNA ndo depende dos mecanismos de
interacdo e sim da estequiometria da rede, a equacao acima pode ser simplificada:

Afo
0*4
A+B "¢
c*p
A+C ™D
DMa+c

As espécies A, B, C e D, correspondem, respectivamente, ao substrato H2O»,
a enzima peroxidase e os complexos ES e ES», formados por uma enzima com uma
e duas unidades do substrato. O complexo ES: representa a forma inativa da

enzima. Assim, o conjunto de equacdes diferenciais que regem o sistema é:

dlA
% — — ky[A] + ky — ks[A][B] — ks[A][C] + kq[D]
A kslaB] + ki)
o (100)
—r = +kalAlB] = ku[C] = ks[A][C] + ko[ D]
d[D
D -+ kA1C) ~ ke D)

A seguinte matriz, N, represeta a matriz estequiométrica do sistema (17):

-1 1 -1 0 -1 1
o o -1 1 0 o

N = o 0 1 -1 -1 1 (101)
o 0 0 o0 1 -1

O posto matricial de (99) é igual a trés, ou seja, na matriz existem trés linhas
linearmente independentes. Subtraindo o nimero totais de linhas da matriz pelo seu
posto matricial, calcula-se a quantidade de condigbes de conservagdo do sistema,

assim, existe apenas uma condicdo de conservagdo. Analisando a matriz
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estequiométrica e as equacdes diferenciais que compdée o modelo, € possivel
desvendar quais espécies constituem a conservacado do sistema. Somando as trés
ultimas linhas da matriz (99) ou os lados esquerdos de d[B]/dt, d[C]/dt e d[D]/dt
em (40), ambos resultados devem ser zero, por isso, a condicdo de conservagao é
B + C + D = constante. A rede pode ser representada pelo grafo bipartido:

Figura 41. Grafo bipartido para o modelo em (99).

Para a ocorréncia de multiestabilidade, é necessario um fragmento critico de
ordem igual ao posto da matriz estequiométrica do sistema, ou seja, um fragmento

de ordem trés.

Figura 42. O fragmento S; = (4, £, £) é constituido por trés subgrafos distintos,
g1 =C=([43B][B,4CLIC,5A4D), g.=I[C=([B3CLIC4BI[45], gs=
[4,5],[B,3],[C,4]. Para ser considerado critico, um fragmento deve apresentar
Ks, <0.Assim, Kz =g, +g,+g3=—-1—-1+1=-1.
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C C
B |£<— B

A andlise grafica coincide com os resultados ja publicados.' A matriz das

correntes extremas, E, é:

(102)

SO OO KK
SO R Rk RO
= -0 O OO0

Como a matriz E apresenta trés correntes extremas, o vetor j deve apresentar
trés elementos, assim, j pode ser descrito como, j = (h,i,j)T. O vetor h, que

representa o inverso das concentragcdes, deve possuir quatro elementos, um para
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cada espécie da reagdo, h = (a,b,c,d)”. As constantes cinéticas do modelo foram

parametrizadas nos elementos de j e h, pela equacéo, k, = (E.j), [T, k"

k, = (h)a
k,=(h + i)
ks = (i)ab
. (103)
ks = (Dc
ks = (j)ac
ke = (j)d

Fazendo, M(h,j) = N.diag(E.j).YT.diag(h), é possivel construir uma matriz
jacobiana linearizada, M. A analise por SNA se resume a verificar a estabilidade da
matriz M, para isso, verifica-se seus autovalores. Para que ocorra multiestabilidade,
€ necessario que a matriz M apresente uma unica raiz nula, e para isso, seu
polinbmio caracteristico deve conter um termo negativo no termo independente da
variavel. Para o modelo da peroxidase-oxidase, o termo independente do polinémio

caracteristico da matriz M possui um componente negativo:

cjibah + jdciah + jdibah + i*cajd — aji*bc (104)

Logo, deve existir um conjunto de parametros (a, b, c, d, h, i, j), que fazem
com que cjibah + jdciah + jdibah + i*cajd — aji*bc = 0. Tomando:

a=1
b =1,375

c=

d= (105)
h =0,01

(=01

j=
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O termo independente do polindmio caracteristico € zero, sendo essa a
condicao necessaria e suficiente para o surgimento de estados multiplos no sistema.

Substituindo os valores de (105) nas constantes cinéticas em (103):

k, = 0,01
k, =0,11
ks = 0,1375
k, =01
ks =1
ke =1

(106)

Espera-se que com esse conjunto de constantes cinéticas o sistema
apresente estados multiplos. Resolvendo a equacdo (40) com as constantes de
(106):

Tabela 4. Multiplos estados para reacao de peroxidase-oxidase.

Espécie 12 [Xee] 22 [Xee] 32 [Xee]

A 0,41 2,94 6,65
B 1,88 0,20 0,05
C 1,06 0,81 0,43

Onde [Xee] é a concentracao, em unidades arbitrarias, da espécie X no estado
estacionario. A tabela 4 foi organizada para demonstrar os trés estados
estacionarios, dois estaveis e um instavel, para cada espécie no modelo, sendo a
segunda concentracdo de cada espécie, instavel. Variando as constantes cinéticas,
pode-se tracar um grafico sigmoidal que ilustra para quais existem estados multiplos:

Figura 43. Tomando ky = 0.01, ko = 0.11, ks = 0.1375, ks = 0.1 e kg = 1, variando o
valor de ks, traca-se um grafico entre a constante cinética e a concentracdo no
estado estacionario de (a) do substrato H2O,, (b) da enzima peroxidase e (c) um

complexo enzima-substrato. A area escura indica onde existem multiplos estados.
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5.8. ESTADOS MULTIPLOS NA EMBRIOGENESE DA DROSOPHILA
MELANOGASTER

Um dos genes responsaveis pela morfogénese do segmento anterior na
mosca Drosophila melanogaster € o chamado hunchback. No embrido, é distribuido
fortemente na parte anterior e apresenta uma lacuna chegando ao meio da
estrutura. A lacuna observada na distribuicdo da proteina hunchback pode ser

consequéncia de uma biestabilidade espacial na sua dinamica. O seguinte modelo
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(19) biestavel se ajusta ao padrao de distribuicao das proteinas responsaveis pela

formacao da estrutura anterior na Drosophila melanogaster:

0-=%1B

B+ bo =%2 by
b1 =% B+ho
b1 b1+ H

B +bi =%
b2 —+%¢ B + b1
b2 —=¥7 b2 + H

B +bz %8 b3
b3 —=%% B + b2
bz =510 b3 + H

B+ b3z =K1 by
ba—=%12 B + b3
bs—%13 bs + H

B + bs %1 ps
bs =515 B + ba
bs —+%1¢ bs + H

B + bs —=%17 bs
bs =% B + bs
bs —+1% bs + H

H + ho =%2% hq
h1-%1 H +ho
h1—%% h1+H

H +h1 =522 hz
hz —=%2* H + h1
hz2—%2% h2 + H

H %2 0

B 527

A matriz estequiométrica dessa rede € uma matriz N de ordem (12 x 27) e

posto matricial, r =10, como visto na seguinte imagem. O tamanho da rede

estequiométrica inviabiliza a analise por SNA, uma vez que o calculo das correntes

extremas consumiria bastante tempo computacional. Isto posto, a estratégia para

analisar a rede é simplifica-la, sem que isso altere o significado bioquimico da

mesma.

Figura 44. Matriz estequiométrica para o modelo biestavel para a embriogénese da

Drosophila melanogaster.
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Diferente das outras redes, que possuiam a menor quantidade de espécies ou
reacdes que possibilita a dindmica instavel, acredita-se que o modelo de auto-
regulacao para biestabilidade na Drosophila melanogaster pode ser reduzido. Assim,
a andlise grafica por SNA sera utilizada, ndo para verificar a condigdo necessaria
para o surgimento de multiestabilidade, e sim para obter um subgrafo reduzido que
apresente sozinho a condicdo necessaria e suficiente para multiestabilidade.

Para que essa suposi¢cao seja verdadeira, deve existir um fragmento critico,
de ordem igual ou menor a dez e idéntico a um fragmento na rede diminuta. A
coeréncia biol6gica também deve ser levada em conta, isto é, a nova rede deve
possuir pelo menos a formagéo da proteina hunchback pela expressao da bicoid e a
auto-regulacéo da rede pela hunchback. O fragmento S5 = (22, b fl, 2‘2, 23 possui
criticidade e €, também, um fragmento de uma rede menor.

Figura 45. Fragmento S5 = (52, 4, 11, 72, %s). E um fragmento critico da rede auto-
regulatéria e deve ser um fragmento critico para a rede diminuta. Dentre outros
fatores, sua criticidade é devida a trés ciclos positivos. A escolha de um fragmento
com cinco vértices obedeceu a coeréncia bioldégica do modelo € o nimero minimo

de reacdes que garantisse a criticidade do sistema.

h1

bz
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A presenca de duas reacbes de auto-regulacdo da rede pela proteina
huchback é importante, pois sem ela, o fragmento apresenta um numero par de
ciclos positivos, impossibilitando a multiplicidade. Para descobrir a rede diminuta,
basta usar as rea¢des que envolvem os elementos desse fragmento, assim, tal rede
€ composta por dois conjuntos de reacdes auto-regulatérias da hunchback e outro

conjunto envolvendo o sitio bicoid, como visto na seguinte equacao:

0B
B+b, b,
b, * B + b,
b, b, +H
H+hy ©hy
h, “ H +h,
hy " h,+H o7
H+h, *®h,
h, “H+h
h, “h, + H

H k19

B Mz

A matriz estrequiométrica da rede acima é, entao,

oS O O

|
OOH
_/

-1 0 , (108)

SO OO
o O OO
S OO r O OO
=)
—_
= =0 OO0
S OO R OOoOo
I
—_

_ o = O OO0
S OO RrRr OOoOo
oS O O
oS O O

e possui um posto matricial, r =5. Isso significa que o fragmento critico,
Sy= (b, 8, M "2 1) g o fragmento multiestavel dessa rede. Para essa rede, a

matriz das correntes extremas, E, foi calculada:
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000 010 0
100 0 0 00
1 00 0 0 00
000 1 00 0
01 00 0 O0 O
01 0 00 O0 O
E‘0000010 (109)
001 0O0O0 O
001 00 O0 O
000 0 O0O0 1
000 10 11
000 010 0

Das correntes extremas afere-se o vetor j dos caminhos das reagdes, com
sete elementos, um para cada vetor extremo, j = (hijklmn)T, ja o vetor h, é o
vetor das concentragbes das espécies no estado estacionario, e possui tantos
elementos quantas espécies participantes da rede, h = (abcdef g)T. As

constantes cinéticas sao descritas pelos parametros de bifurcacédo, como se segue:

ki = (D
k, = (h)ab
ks = (h)c
k, = (k)c
ks = (i)de
ke = (Df (110)
k; = (m)f
kg = (df
ko = (g
kio = (n)g
ki =(k+m+n)d
kiz = (Da

Com as correntes extremas, forma-se a matriz das jacobianas,
tomando, M (h,j) = N.diag(E.j).YT.diag(h). A andlise de instabilidade se da pela
matriz de linearizacdo, M. A condicdo necessaria e suficiente para bifurcagdes do

tipo sela-nd, responsavel pela multiestabilidade é uma raiz nula no polinbmio
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caracteristico de M. Para tal, o termo independente do polinbmio deve apresentar ao

menos um coeficiente negativo.

abdefhijkl + 2 abdef hijlm + abdef hijln + abdeghijkl
+ abdeghijlm + abdf ghijkl — abdf ghijlm
+ acdefhijkl + 2 acdefhijlm + acdefhijln (111)
+ acdeghijkl + acdeghijlm + acdf ghijkl
+ acdf ghijln

Analiticamente, os parametros (a d h i j I) estdo presentes em todos os
elementos do temor independente, sendo assim, simplifica-se o polinbmio
caracteristico fazendo, a=d=h=i=j=1=1. Apenas os termos negativos
apresentam o produto (g.n), entdo, os parametros g ou n devem ser grandes o

suficiente para anular os outros termos. Fazendo:

a=1
=1
=1
d=1
e=01
f=1
g=11
P (112)
i=1
j=1
k=01
=1
m = 0.1
n = 0.162

O termo independente do polindmio caracteristico em (111) torna-se nulo,
fazendo com que a matriz M apresente um autovalor nulo, condi¢do necessaria e
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suficiente para multiestabilidades. Com esses parametros, as constantes cinéticas

tornam-se:

k=1
ky, =1
ks =1
ky = 0.1
ks = 0.1
ke =1
k, =0.1
kg = 0.1
ko = 1.1
kyo = 0.1782
ky; = 0.362
ky, =1

(113)

As constantes cinéticas das equacoes (113) geram uma bifurcacdo do tipo
sela-n6. Para a averiguacdo da dindmica multiestavel, o sistema deve ser levado
para as vizinhangas da bifurcacao, isso é, deve existir uma perturbacdo no sistema
que lhe cause multiplos estados estacionarios. O sistema apresenta duas condi¢des
de conservacdo, [B]+ [C] = constante e [E]+ [F]+ [G] = constante. Fazendo
ke = 0.1 e k;, = 1.5, respeitando as condi¢cdes de conservagéo, o sistema apresenta
multiestabilidade.

Tabela 5. Multiplos estados para a rede diminuta da embriogéniese da mosca
Drosophila melanogaster. O modelo apresenta trés estados estacionarios, dois
estaveis e um instavel, sendo esse, o segundo estado estacionario. A concentracéao
da espécie D, proteina hunchback, quando no estado estacionario é representada

em [Xee].

Espécie 12 [Xee] 22 [Xee] 32 [Xee]
D 056 1.19  3.34
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Variando a constante cinética k> de 0.5 a 5.0, com passos de meia unidade,
um grafico de andlise de bifurcacao pode ser criado:

Figura 46. Tomando ky=ky,=k3;=ke=1, ky=ks=k;=kg=ky=0.1,
kio = 0.1782 e ky; = 0.362, variando o valor de ko, traca-se um grafico entre a

constante cinética e a concentracao no estado estacionario da proteina hunchback.
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Esse grafico € uma andlise de bifurcagdo e demonstra uma relativa robustez
do sistema, pois demarca a gama na variagdo de uma constante cinética, no caso,
ki2, em que a multiestabilidade é observada. Assim, caso acontega uma perturbacéao
no sistema, por exemplo, uma mudanca de temperatura, ou pH, portanto que a
constante permaga na sua area de multiestabilidade, essa dindmica ainda sera
observada. Outra forma de evidenciar a robustez do sistema é confrontando a
variagdo de duas constantes cinéticas:
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Figura 47 Tomando k3 = k6 = 1, k4_ = k5 = k7 = k8 = kg = 01, k10 = 01782,
ki1 = 0.362 e k;, = 1, a area escura demonstra para quais valores de ki e kp havera
multiestabilidade.

k1

k2

Analiticamente, a dindmica multiestavel é extinta para valores muito grandes
ou pequenos de ko, e isso reflete na conclusdo de Lopes et al.®, que constatou o
alargamento da regido multiestavel, para menores valores fixos de kg, variando kj.
Além do alargamento, quanto menor for ko, também observa-se um afastamento,
para maiores valores de ki, da regiao de multiestabilidade. Dessa forma, tem-se o
seguinte grafico:
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Figura 48. Dependéncia do formato e regido biestavel, para a concentracdo da
espécie D, proteina hunchback, com a variagdo da constante ki. Os pontos
vermelhos, pretos e azuis, representam k, = 0.5,k, =1 e k, = 2, respectivamente.
Para valores de kp pequenos, observa-se um afastamento da origem, e um
alargamento da regido de multiestabilidade. Abaixo estdo apenas as linhas de

tendéncia.
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Na figura 47 evidencia-se um fenébmeno analogo ao demonstrado no modelo

maior, como pode ser apreciado no seguinte grafico:
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Figura 49. Concentracdo no estado estacionario da proteina hunchback, pela
variacdo da constante cinética de formacao da proteina bicoid. Como na figura 47,
na cor vermelha, tém-se valores de constantes cinéticas de acoplamento da proteina
bicoid ao sitio bicoid, menores, seguidas por preto e azul, com constantes cinéticas

maiores, em ordem crescente.
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Fonte: LOPES et al., 2008."°

Como visto, existe uma similaridade caracteristica entre os graficos em 47 e
48, e isso demonstra que o modelo diminuto, expresso em (107), pode conservar
algumas propriedades do seu andlogo maior. Portanto, mesmo que necessite de
maiores evidéncias, os célculos de multiestabilidade e andlise de bifurcagéo,
expostos até entdo, dao forca a hipdtese de que a quantidade de sitios bicoid,
definido por b, nos modelos, garantem apenas uma robustez ao sistema, e nao

configuram uma condicdo suficiente para multiestabilidades.®
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5. CONCLUSOES

O método de andlise da rede estequiométrica mostrou-se uma ferramenta
eficaz para a andlise de dindmicas complexas, como oscilagdes e multiestabilidades,
causadas pelas bifurcacdes de Hopf e sela-nd, respectivamente. Também, se
pressupde que o método SNA seja capaz de caracterizar outros tipos de
bifurcagbes, como por exemplo, a bifurcagdo transcritica, responsavel pelo
surgimento e extingao de espécies no sistema e a série de bifurca¢cdes que levam ao
movimento caédtico. Por ser uma técnica baseada em algoritmos, pode ser
automatizado, tornando sua utilizagdo mais simples e rapida.

Sua maior vantagem € a nao necessidade do conhecimento explicito dos
valores das constantes cinéticas para identificar o0 comportamento dindmico de uma
rede de reagdo. Ademais, a técnica também tem como vantagem, construir mapas,
chamados de andlise de bifurcacao, que mostram em quais regides de determinados
parametros existem dindmicas notaveis, informacbes essas, cruciais para 0s
experimentalistas, que podem se apoiar nos resultados tedricos, para, por exemplo,
determinar uma relagdo entre constantes cinéticas, ou mesmo uma regido, no
espaco das constantes, de existéncia de condicdes para a presenca do fenémeno.

Além das condicbes necessarias e suficientes para a observacao de
dindmicas complexas, e também a andlise de bifurcacéo, a técnica por SNA pode,
inclusive, expor outra propriedade biolégica dos modelos, a exemplo da robustez. A
propria andlise de bifurcagdo € uma maneira de se avaliar a robustez do sistema,
porém, as correntes extremas igualmente discutem a robustez do modelo. Citando o
caso da menor rede ciclica contendo oscilagées, como ela possui apenas um vetor
extremo, basta veta-lo para que a rede ndo cumpra seu objetivo.

Nota-se a importancia que os modelos analisados sigam a lei de acao de
massa. Na analise da rede dos cilios olfativos, foi necessaria a adicdo de um
expoente ¢, de valor especifico. Isso significa que ajustes foram feitos para que o
modelo obedeca a lei de velocidade especificada. Portanto, é de suma importancia
que se conheca todos os aspectos do modelo, e que 0 mesmo seja o mais fiel
possivel a realidade.

A andlise gréfica da rede estequiométrica mostrou-se um valioso método

complementar para a SNA. Por ela, € possivel fazer uma analise prévia na rede,
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com o intuito de determinar se a mesma contém a condicdo necessaria. Por ser uma
analise gréfica, com poucos e simples calculos envolvidos, a técnica pode ser
aplicada facilmente em redes grandes e com grande potencial para instabilidades,
como as redes bioquimicas, cuja complexidade esta no comego de suas
exploragdes, pois pouco se conhece sobre seus participantes e suas conexdes, para
nem falar de valores de constantes, da exata cinética de cada caso, e outras
complicagdes. Além disso, o método mostrou uma significativa versatilidade, ao
expressar quais reagbes configuram as condicdes necessarias, tendo como
exemplo, as reacdes autocataliticas, que geralmente sdo uma condicdo necessaria
para oscilagcdes. A variante grafica foi competente na modelagem de uma rede
diminuta, analoga ao modelo multiestavel de auto-regulacdo para a embriogénese
da mosca Drosophila melanogaster. Por meio da técnica, um fragmento critico de
ordem menor ao necessario para multiestabilidade foi encontrado e originou uma
segunda rede menor, essa contém o fragmento critico e por isso apresenta a
dindmica instavel.

A rede diminuta para a embriogénese da Drosophila melanogaster mostrou a
dindmica multiestavel esperada, e também, foi capaz de reproduzir outras
caracteristicas da rede maior. Esses resultados dao forca a hipétese de que nao séao
necessarias seis sitios bicoid para a conservacao dos estados multiplos. Também foi
constatado que a condigdo necessaria e suficiente para multiestabilidade no modelo
€ a presenca das duas reacoes de auto-regulacao da rede pela proteina hunchback.

Com tudo, os métodos analiticos supracitados foram eficazes na
compreensao da bioquimica em sistemas que apresentam dindmicas complexas,
ndao apresentando incorregdes ou dificuldades. As analises comprovaram o0s
fendbmenos j4 esperados ao demonstrar e tipificar os fendbmenos de oscilagdes e
multiestabilidade nas redes estudadas e permitiram a elucidacdo de caracteristicas
nao previstas por outros métodos, como por exemplo, a capacidade de extrair o
conjunto exato de reacbes essenciais para os aspectos mais relevantes de uma

dada dinamica.
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