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Resumo

O estudo da quimiotaxia bacteriana é um assunto que estd em intenso desenvolvimento,
tendo em vista que ainda possui diversos fendmenos que ndo foram completamente
esclarecidos. Neste trabalho, estudamos os motivos pelo quais se podem relacionar
o modelo de Ising com a interagdo entre os receptores, dando uma visdo matematica.
Analisamos o efeito da ordem de metiliza¢do e desmetilizacdo na dindmica da quimio-
taxia da bactéria Escherichia coli. Por meio de simula¢gdes Monte Carlo determinamos
como a adaptagdo quimiotatica em resposta a mudangas na concentracdo de estimulos é
afetada pelas caracteristicas dos modelos de metilizacdo sequencial e ndo sequencial. Os
resultados deste estudo comprovaram que a perfeita adaptacdo somente é conseguida
usando o modelo sequencial de adi¢do de grupos metilicos nos receptores e que no
modelo ndo-sequencial ndo é capaz de fazer o sistema se adaptar. Os resultados mos-
tram também que o nimero de sitios metilicos da E. Coli (4 sitios) é o mais vantajoso do
ponto de vista evolutivo.

Palavras-chaves: quimiotaxia bactériana. adaptacdo perfeita. modelo sequecial e nao-
sequencial de metilizacdo.
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Abstract

Bacterial chemotaxis is a research topic under fast development presently, with several
phenomena not yet fully understood. In this work we study the connections between the
Ising model and the cellular receptors interaction, from a mathematical point of view. We
analyse the effects of receptor methylation and demethylation order in the chemotaxis
dynamics of the Escherichia coli bacterium. We use Monte Carlo simulation to determine
how the chemotatic adaptation in response to changes in stimulus concentration is
affected by the characteristics of the sequential and non-sequential methlylation models.
Our results show that the perfect adaptation can only be attained in the sequential
methylation model, under certain conditions, and that the non-sequential model doesn’t
adapt. We also show that the number of methylic sites found in the Escherichia coli (4

sites) is the most advantageous from the evolution point of view.

Key-words: bacterial chemotaxis. perfect adaptation. sequential and non-sequential
pattern of methylation.
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Introducdo

O deslocamento dos seres vivos em direcao a um ambiente mais favordvel é um
fendmeno que pode ser visto em varios tipos de animais. Como exemplo, podemos citar
os seres humanos e os animais irracionais. O primeiro, com sua capacidade motora e
desenvolvimento cognitivo consegue tragar metas e objetivos com o intuito de saciar
suas necessidades. O segundo, os animais irracionais, também conseguem tragar metas
e através de seus instintos abaterem suas presas. No entanto, os seres humanos e os
animais irracionais sdo dotados de capacidade cognitiva. Mas o que dizer de seres vivos
que sdo totalmente desprovidos de um tipo de inteligéncia e sem qualquer capacidade
de raciocinio? Como eles conseguem saber quais os nutrientes sdo necessarios para o
seu desenvolvimento? Como sdo capazes de se orientar em direcdo de seus alimentos
(atratores) e se afastar de ambientes hostis (repelentes)? Com o desenvolvimento da
ciéncia e consequentemente da microscopia, os movimentos das bactérias comecaram
a ser identificados e despertaram o interesse dos pesquisadores. Assim, com essa
caracteristica de buscar nutrientes e se afastar de ambientes hostis, surge a necessidade
de entender os motivos e os fendmenos fisicos que poderiam estar envolvidos nesse

processo.

Diretamente ligada a isso, estd a quimiotaxia que é um fenémeno fisico em que
as células bacterianas tém a propriedade de sentir o ambiente quimico e orientar os
seus movimentos em dire¢do aos atraentes e se afastar dos repelentes. Este é um dos

sistemas de transdugédo de sinais mais bem estudados na Biologia [1].

Sendo assim, em nossos estudos daremos énfase a bactéria Escherichia coli (E.
coli), em especial a processos relacionados aos efeitos da ordem da metilizagdo nos

receptores trans-membraticos na quimiotaxia das bactérias.
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1 Introducdo tedrica

1.1 Vias metabdlicas

O amplo campo de estudo dos micro-organismos possibilita aprofundar no
assunto e conhecé-los com mais qualidade, quando comparado com a complexidade dos
estudos envolvendo animais e vegetais. Uma forma de poder compreender esses micro-
organismos é entendendo o mecanismo por trds de cada fungéo vital. Estes mecanismos
quimicos sdo as Vias Metabélicas Celulares constituidas por um emaranhado de rea¢oes
quimicas que se superpdem e se completam formando um complexo e preciso ciclo
quimico de consumo de reagente (substratos) e formagdo de produtos [2]. As vias
metabolicas podem ser entendidas como uma série de reagdes quimicas que fornecem
um produto, sendo que, necessariamente, esse produto deve ser usado na préxima
reagdo, onde sempre deve haver, em cada via, uma reagdo irreversivel, assegurando
que esta reagdo nao seja apenas uma dissipacdo de energia. Para Corsino (2009), as vias
metabdlicas consistem em uma série de rea¢des enzimaticas relacionadas que resultam
em um produto, sendo que existem mais de 2.000 reagdes metabolicas conhecidas,

catalisadas por diferentes enzimas.

A fonte energética da célula é uma molécula chamada de ATP (Adenosina
Trifosfato), presente em diversos processos bioldgicos, sendo criada e aproveitada
durante o metabolismo e utilizada nas diversas vias metabdlicas como agente de criacdo
de moléculas complexas (Figura 1). As diversas vias metabdlicas relacionam-se entre
si, permitindo uma regulacdo adequada. Este relacionamento envolve a regulacdo

enzimaética de cada uma das vias [3].

Existe grandes variedades de vias metabdlicas, sendo que, nos humanos, pode-
mos citar: Glicélise; Ciclo de Krebs; Fosforilagao Oxidativa; Via das Pentoses-Fosfato;
Ciclo da Ureia; beta-oxidacdo dos 4cidos graxos e Neoglicogenese [3]. Importante sali-
entar que as vias metabdlicas devem ser estudadas de maneira integrada, pois ocorrem

dentro de uma entidade dindmica e programada para a sobrevivéncia da célula [2].
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Figura 1 — Ciclo energético. [4]

1.2 Proteinas

O nome proteinas vem da palavra grega “protos” que significa “a primeira” ou a
“mais importante”. As proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes nas células vivas
e sdo os instrumentos moleculares por meio dos quais as informacgdes genéticas sdo ex-
pressas [5], estando presente em todas as partes das células. As proteinas sdo polimeros,
fundamentalmente composta por aminodcidos, sendo que apenas 20 aminodcidos sdo
responsaveis para formarem todas as proteinas, seja qual for a forma de vida [6]. As
proteinas sdo moléculas dindmicas cujas fun¢des dependem, quase invariavelmente,

das interacdes com outras moléculas.

As fungdes de muitas proteinas sdo envolvidas por ligagdes reversiveis com
outras moléculas ou proteinas, a essa ligacao reversivel se dd o nome de ligante [5]. Esse
processo é fundamental para a vida, pois permite que o organismo possa responder as

mudangas ambientais de maneira rdpida e reversivel.

Nelson (2002) mostra que essas interagdes, proteinas-ligante, podem ser descritas
quantitativamente, onde, geralmente, uma ligagao reversivel pode ser mostrada como

uma expressdo de equilibrio:

P+L <= PL (1.1)

Sendo essa reagdo caracterizada por uma constante de equilibrio de associa-
cdo, de unidade M1, representada pela razdo das concetragdes de Protefnas-Ligante

[PL] com o valor das concentragdes unitario das proteinas [P] e ligantes livres [L] em
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equilibrio:

[PL]
Ko = 511 (1.2)

onde K, (constante de associagdo) constitui a afinidade do ligante pela proteina. Quanto
maior o valor de K,; maior a afinidade. O quociente entre a proteina ligada com a

proteina pura é proporcional a concentracio do ligante livre K,[L] :

[PL]
Ki|L| = 1.3
Quando a concentracdo de ligantes é muito maior que a concentracao de sitio
para ligacdo, a associag¢do do ligante ndo muda a concentragdo de ligante livre [L],

deixando-o constante [5]. Assim, a fracdo de proteinas ligadas pode ser dado por 6 da

seguinte maneira:
__ [PL]
~ [PL]+[P]

onde [PL] o nimero de sitios ligados e [PL] + [P] é o ntimero total de sitios (ligados e

(1.4)

desligados). Usando a equagdo 1.3 na equagdo 1.4, temos:

K. [P][L] KolL] _ [L] (1.5)

=R P] KL+l [+

Assim como a constante de associacao K, existe também a constante de dis-
sociagdo K que estd relacionada com os ligantes ndo ligados aos receptores. K é mais
comumente encontrada na literatura. Dessa forma, considerando a constante de dissoci-

acao K como K = K%' as equagdes 1.3 e a equagao 1.4 podem ser escritas da seguinte

forma:
K = % (L6)
[PL] = % (1.7)
0= [L][% (1.8)

a equacdo 1.8 mostra que, se [L] for igual a K, metade dos sitios de ligacdo estara
ocupado [5].
E interessante lembrar que, para baixas concentragdes, [L] < K, a equagao 1.8
(L]

pode ser descrita como 6 = ‘¢, ou seja, o nimero de proteinas ligadas é proporcional a

[L]. A medida que [L] se aproxima de K, o comportamento torna-se ndo linear, como
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05f---------

Fracao de receptores conectados
Fracao de receptores conectados

L ( L
0 & _ 0 T K .
Concetracao de Ligantes Concetracao de Ligantes (escala logaritmica)

(a) (b)

Figura 2 — Funcao %

em grafico linear (a) e monolog (b).

pode ser visto na figura 2a. A figura 2b evidencia que K define a escala de valores de

[L].

As proteinas também sdo responséveis pela existéncia de varias células, ou me-
lhor, a existéncia de varias células diferentes, em um mesmo organismo, é proveniente
da sintetizacdo e acumulacdo de proteinas diferentes. O responsdvel por este fendmeno
é chamado de expressdes génicas, que é o processo pelo qual uma informagao, codifi-
cada por um determinado gene, vai ser decodificada em uma proteina. Em organismos
procariontes, como as bactérias, a regulagdo da expressdo génica, faz com que as células

se ajustem ao seu ambiente.

1.3 Quimiotaxia

A importancia da quimiotaxia estd diretamente ligada a diversos comporta-
mentos dos seres vivos e que muitas vezes ndo sdo evidenciadas visualmente. Como
exemplo, podemos citar: o direcionamento do espermatozéide em dire¢do ao 6vulo; a
orientacdo das células brancas para combater alguma inflamagdo e a locomog¢do dos mi-
croorganismos em busca de alimentos [7]. Tudo isso é fonte de estudo é ja amplamente
caracterizado como um comportamento que é um dos produtos da quimiotaxia. Em um
sentido amplo, podemos dizer que a quimiotaxia é um movimento inerente a alguns
seres vivos, tais como organismos unicelulares, insetos e mamiferos, que envolvem
processos quimicos, com o objetivo de buscar o melhor local para sobrevivéncia ou se
afastar de locais desfavoraveis. Nas bactérias podemos citar a busca pelos nutrientes e

os afastamentos dos repelentes. Nos insetos, a quimiotaxia estd presente na condigdo de
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se agruparem em bandos visando condi¢des mais agradaveis, ou para reprodugdo, um
exemplo desse dltimo caso é o bicho da seda fémea que exala um cheiro (feromoénio),
identificado pela antena do bicho da seda macho que persegue maior concentragdo
desse feromonio fazendo ele se deslocar em sua diregdo [8]. Outro exemplo sdo os
mamiferos, que com este processo quimico evitam predadores e buscam condig¢des

necessdrias para propagacdo da espécie.

O processo da quimiotaxia exerce um papel crucial nos mecanismos biol6gicos
dos seres vivos e, em alguns casos, este processo é, de certa forma, o mesmo para varias
espécies. Nos animais e nos seres humanos, as infec¢des sdo responséveis por grande
parte das doencas e acabam levando a um grande numero de mortes. Neste sentido, a
quimiotaxia exerce importante papel, sendo um exemplo, o combate que nosso préprio
corpo exerce quando se vé sob a ameaga de alguma infec¢do. Evidéncias sugerem que os
leucécitos no sangue se movimentam em dire¢do a inflamacédo bacteriana para combaté-
la [8]. Todo esse processo de quimiotaxia estd diretamente ligado a concentragdo do
estimulo, ou melhor, do gradiente quimico da concentragdo destes estimulos (atraentes

ou repelentes).

De forma geral, podemos dizer que a quimiotaxia é caracterizada por movimen-
tos quimicamente direcionados e que é um processo natural dos seres vivos sejam eles
racionais, irracionais, ou organismos sem sistema nervoso central, como por exemplo,
as bactérias. Na literatura, a quimiotaxia é usada como um termo que designa o movi-
mento de uma célula que pode ser tanto para se aproximar como para se distanciar de
uma fonte de um produto quimico. Esses movimentos de aproximacao e distanciamento
sdo conhecidos pelos nomes de quimiotaxia positiva (movimento de aproximagéo) e
quimiotaxia negativa (movimento de distanciamento). No entanto, mesmo com toda a
influéncia e importancia da quimiotaxia na vida dos seres vivos mencionadas até aqui,
o termo “quimiotaxia” é mais conhecido quando esta relacionado aos movimentos das
células. Sendo assim, fica evidente, pela abrangéncia dos conceitos e vasta aplicacdo de
suas caracteristicas, a importancia da quimiotaxia para o desenvolvimento dos seres

Vivos.
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Figura 3 — Imagem virtual da bactéria Escherichia Coli mostrando os flagelos.[11]

1.4 Escherichia Coli (E. Coli)

A E. Coli é um organismo unicelular que tem como principal ambiente o intes-
tino. De certa forma, a quantidade de estudos feitos com esta bactéria estd ligada a
simplicidade de suas caracteristicas. Se comparadas com outras bactérias, podemos
dizer que a E. Coli esta para os bilogos assim como o dtomo de hidrogénio esta para os
fisicos. Conhecer o que acontece com ela certamente abrird uma grande possibilidade

de se entender as caracteristicas das outras bactérias.

A E. coli é equipada por um conjunto de propulsores, conhecido como flagelos,
filamento fino e helicoidais que se estendem para fora da célula (figura 3). O movi-
mento dos flagelos podem ser feitos em dois sentindo: anti-horério e horério, sendo
que estes sentidos sao responsaveis pelo tipo de movimento que a bactéria ird seguir.
Através da rotagdo de seus flagelos a E. Coli tem a capacidade de direcionar-se para
a drea mais propicia ao seu desenvolvimento (direcdo dos estimulo de atracdo). Se as
condi¢des ndo sdo favoraveis, movimenta os flagelos no sentido horario fazendo com
que fiquem desordenados e provoquem uma mudangca aleatéria de dire¢do. Com os
movimentos dos flagelos no sentido anti-horério, eles formam um tipo de hélice, le-
vando a deslocamentos mais prolongados em dire¢do aos atratores [9]. Como resultado,
a bactéria executa um passeio aleatdrio tendendo a maior concentragdo de atraente. Este
mecanismo proporciona a bactéria a capacidade de seguir o gradiente de concentracdo

quimica, isto é, a quimiotaxia [10].

Na bactéria E. Coli o movimento dos flagelos esta diretamente ligado aos seus
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receptores celulares, pois o inicio de transmissdo de informacao, para que seja dada a
ordem do sentido da rotacdo, depende se os receptores estdo inativos (ocupados com

algum tipo de nutriente) ou ativos (desocupados de nutrientes).

1.5 Quimiotaxia bacteriana

O fenémeno da quimiotaxia bacteriana foi descoberto por W. Engelmann e W.
Pfeffer em 1880. No entanto, a investigacdo completa do fendmeno comegou na década
de 1960 com os estudos quantitativos, genéticos e bioquimicos de J. Adler [12]. Para
Kugler (2009) a quimiotaxia bacteriana é um dos subsistemas biolégicos mais bem
conhecidos e que, de certa forma, acaba tornando alvo potencialmente promissor para
modelagem computacional, seja na biologia, na quimica ou na fisica, onde nesta tltima
area o estudo estd caracterizado mais especificamente em seu comportamento fisico

(cinética) e reagdes causadas por ele.

Devido ao pequeno tamanho e relativa simplicidade das bactérias, a capacidade
de se ajustar ao ambiente para conseguir suprir suas necessidades ¢, de certa forma,
muito limitada. No entanto, ao invés de tentar se ajustar ao meio em que vivem, elas
aparentemente adotaram a estratégia de se moverem de um ambiente para outro, o
que faz com que, durante seu ciclo de vida, as bactérias frequentem diversos ambientes
[12]. Por outro lado, as bactérias sdo incapazes de escolher os caminhos que elas devem
nadar e de manter a natacdo em linha reta por mais de alguns segundos. Assim, se a
bactérias estiverem se movendo na direcdo de um atraente quimico, ou se afastando de
um repelente, elas procuram nadar uma maior distancia em linha reta com eventuais
pequenas guinadas, mas sempre mantendo o caminho do atraente-quimico. Do contra-
rio, se estiverem se movendo em dire¢do a um repelente quimico, ou se afastando de
um atrator, elas tendem a dar “guinadas” com mais frequéncia, buscando uma nova
rota (Figura 4). Essa caracteristica faz com que as bactérias usem um sensoriamento
temporal, possuindo uma “memoéria”, onde ela compara as informagdes passadas com

as informagdes futuras para tomar uma decisdo [7].

Na bactéria E. Coli alguns estimulos quimiotaticos se ligam diretamente nos
receptores especificos, chamados de MCP’s (methyl-accepting chemotaxis proteins) .
Os MCP’s sdo os identificadores das proteinas especificas para cada tipo de receptor.

Outros estimulos fazem um percurso maior, passando antes por um receptor principal
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Figura 4 — Comportamento do nado da E. Coli. A) sem estimulo; B) com estimulo [12].

e somente depois se ligam ao receptor especifico (EINSENBACH, 2004). Neste trabalho

trataremos os MCP’s apenas como receptores.

A quimiotaxia bacteriana desempenha uma fun¢do muito importante, pois é
através dela que as bactérias conseguem buscar alimento, ou fugir dos venenos. Estes
estimulos sdo detectados por receptores, proteinas lineares que atravessam a membrana
e tem um local de ligacdo na parte externa da bactéria. Cada bactéria possui uma capa-
cidade de atrac¢do, ou adaptacdo a diferentes tipos de moléculas. Em uma determinada
bactéria, cada receptor tem por sua natureza uma identidade com moléculas diferentes,
ou seja, cada receptor tem uma molécula especifica para se ligar. Na bactéria Escherichia
Coli (E. Coli), por exemplo, os receptores ja sdao bem definidos em questdo quantitativa,
sendo no total cinco tipos de quimioreceptores: aspartato (Tar), serina (TSR), dipeptidios
(TAP), ribose e galactose (TRG) e potencial redox (Aer), sendo encontrado em maior
quantidade os receptores que tem mais afinidade de atragdo com os aminodcidos do
tipo Tar e TSR. Ja receptores que tenham maior afinidade com TAP, TRG e Aer sdo
encontrados em menor quantidade na bactéria E. Coli [13]. A ligagdo de um atraente
no receptor desencadeia uma série de respostas nas bactérias, sendo que a principal
é o modo como ela vai se comportar, seja deslocando-se em dire¢do ao local de maior
concentracdo de atraentes, seja dando guinadas aleatérias e buscando locais de maior

concentracdo de nutrientes.

Conforme Eisenbach (2004) menciona em seu trabalho, existem vérias técnicas de
se medir a “mobilidade” e a quimiotaxia das bactérias, tais como: o estabelecimento do

gradiente do estimulo feito por difusdo (passagem do local de maior concentra¢do para
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o de menor); a migracdo da populagdo do gradiente liquido previamente estabelecido;
a formacdo de anel em uma placa de “agar” semissélida (utilizam a metaboliza¢do da
bactérias com o atraente-quimico) e o rastreamento de bactérias de nado livre, rota¢des

dos flagelos.

Além dessas técnicas para se medir a quimiotaxia, mencionadas no paragrafo
anterior, existe também a que trabalha com a variacdo temporal da concentragao de
ligantes. Ou seja, a bactéria, usando seus receptores, detecta o gradiente da concentra¢do
de ligantes que existe a sua volta e faz uma comparacdo com o que ja havia encontrado,
assim, dependendo do resultado ela ou aumenta o ntiimero de guinadas, ou permanece
nadando. Essa técnica é a que serd utilizada nesse trabalho. Em determinado instante, a
concentracdo de ligantes é alterada e os receptores irdo se ligar, ou ndo aos atraentes

quimicos, dando origem aos processo quimiotatico.

Embora o fendmeno da quimiotaxia bacteriana tenha sido descoberto ha mais de
um século atrds e da era moderna, com intensas investigacdes cientificas, ter acontecido
a mais de cindo décadas, os enigmas da importancia da quimiotaxia s6 tiveram um
avanco considerdvel ha duas décadas. Foi entdo que o mecanismo de transdugéo de

sinais das células comecou a ser revelado [14].

Além do processo de transdugédo e de transmissdo de informagdes do ambiente
externo, os receptores também processam estas informagdes. Neste processo de transdu-
¢do devemos citar que as bactérias sdo altamente sensiveis as varia¢gdes na concentragao,
mas sdo, praticamente, insensiveis a estimulos constantes. Tal comportamento é conse-
guido por uma combinac¢do de uma resposta rapida e altamente sensivel a alteracdes

nas concentracdes destes estimulos seguido por uma adaptacao lenta e precisa.

Neste processo de detec¢do da concentragdo dos estimulos, o tamanho da bac-
téria tem influéncia em seu comportamento, pois devido a ele, a bactéria pode nao
ter capacidade de detectar com eficacia o gradiente do estimulo, portanto, a avaliacdo
do ambiente é feita através de um movimento constante (para frente ou dando gui-
nadas). Uma estratégia diferente é usada na quimiotaxia eucariética que, ao contrario
do primeiro, devido o seu tamanho, tem a possibilidade de detectar o gradiente e se
locomover através dos pseuddpodes, presente em algumas células eucariontes (Figura
5). Pseud6podes sdo heterogéneos e constantemente feitos, alterados e reabsorvidos.

Qualquer célula eucarionte pode ter nenhum, um ou muitos, sendo seu niimero e o
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Figura 5 — Representacdo do movimento: A) das bactérias; B) e C) das células eucarion-
tes [11]

comportamento diretamente ligados aos estimulos presente no ambiente da célula [15].
No entanto, em ambos os casos, nas bactérias e nas células eucarioticas a presenca do

gradiente quimico ainda é essencial para desenvolvimento do processo da quimiotaxia.

1.6 Mecanismo da quimiotaxia bacteriana

A quimiotaxia da E. Coli é uma forma de se movimentar no ambiente, seja em
busca de nutriente ou fugindo de repelentes. A estratégia mais usada para que seja
teito este deslocamento é o movimento impulsionado pela rotagdo de seus flagelos,
organelas externos a célula que servem como hélices. Estes flagelos exercem uma forca

que empurra a bactéria, fazendo elas se deslocarem de forma relativamente rapida, até

20 a 30 um/s [12].

Outro ponto importante é que cada espécie de bactéria tem alguma caracteristica
diferente com relagdo ao tipo de movimento que elas podem executar durante seu
processo de locomocdo. Esse tipo de movimento estd diretamente ligado a forma como
sdo distribuidos os flagelos ao longo de seu corpo celular e também ao tipo de espécie
da bactéria. Algumas espécies tém a caracteristica de se movimentar apenas para
frente e para trds sendo que a sua orientagdo seguem um movimento Browniano, como

exemplo dessas espécies podemos citar: Pseudomonas spp., Spirillum spp., Chromatium
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Figura 6 — Ilustracdo das vias de sinaliza¢do da Escherichia Coli, demostrando as comu-
nicacdes feitas entre CheA, CheW, CheY, CheR, CheB e CheZ; suas devidas
fosforizagdes em CheA e CheY e desfosforizagdes devido a influéncia dos
CheB e CheZ (SOURJIK, 2004).

spp. e Halobacteria. Em outras espécies os movimentos sdo apenas em linha reta,
como por exemplo: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Sinorhizobium meliloti,
sphaeroides Rhodobacter e Agrobacterium. No entanto, nada impede que existam
bactérias que tenha as duas caracteristicas de tipo de deslocamento, exemplo desse caso,
podemos citar as células de Vibrio alginolyticus [12]. A Tabela 1 mostra detalhadamente
cada bactéria e a contribuigdo que os flagelos e suas distribui¢des pelo corpo celular tém

em relacdo a sua mobilidade.

Mitchell (2002) analisa quatro estratégias de movimento para a quimiotaxia que
pode estar presente em diversos tipos de bactérias: Corrida (natacdo) e guinada (giro);
corrida e arco; corrida e parada e corrida e reversa. Das quatro estratégias identificadas
a mais conhecida e mais simples de se traduzir em regras simples é a de “corrida e
guinada” [16]. Neste trabalho o movimento estudado serd o movimento carateristico da

Escherichia Coli que é o de “corrida e guinada”.

A bactéria detecta o gradiente quimico do entorno usando os receptores e faz
uma comparagdo temporal continua dos gradientes encontrados e a cada instante,
dependendo das condi¢des externas, ela toma a decisdo de continuar a “corrida”, ou

“girar” (dar guinadas) os flagelos até detectar a presenga de outro gradiente.

Como mostrado na Figura 6, além do receptor podemos perceber a existéncia de
seis proteinas (CheA, CheB, CheR, CheW, CheY, CheZ) que sdo as principais responsé-
veis pelo processo da quimiotaxia no interior da Bactéria. A enzima chave é a histidina
quinase CheA que através da proteina CheW ¢ ligada aos receptores (essa descrigao

sera mais detalhada na se¢ado 1.7).
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Tabela 1 — Variedade da Motilidade nas Bactérias [12]

DISTRIBUICAO DOS

ESPECIE PARA EXEM-

FLAGELOS APARENCIA PLO DESCRICAO DE MOTILIDADE

Um tnico flagelo (ou Dependendo do sentido de rotacdo do

quase) em um dos polos Pseudomonas spp flagelo ele pode empurrar ou puxar a cé-
@

celulares.

lula, em um movimento de vai e volta.

Um tnico flagelo, apa-
rentemente entre os po-
los.

Rhodobacter sphaeroids

O flagelo pode girar no sentindo anti-
horario ou pausar. Consequentemente a
célula nada em uma linha reta e, ocasio-
nalmente, para e se reorienta.

Conjunto de flagelos em
um dos polos.

Chromatium okenii

Dependendo do sentido de rotagdo o
conjunto de flagelos pode empurrar ou
puxar a célula, em um movimento de vai
e volta.

Conjunto de Flagelos
em cada um dos dois
polos.

algumas células do Halo-
bacterium Salinarium

Dependendo do sentido de rotagdo dos
Flagelos, a célula vai, volta, ou pode ficar
parada.

Conjunto de flagelos em
cada polo da Spirillum

Spp.

Spirillum Volutans

O movimento para frente e para tras é
realizado da mesma maneira. Seu corpo
da célula helicoidal gira em reagao da ro-
tacdo dos Flagelos, produzindo um im-
pulso para a motilidade.

5 a 10 Flagelos distribui-
dos aleatoriamente em
torno da célula.

Escherichia Coli, Salmo-
nella typhimurium, Bacil-
lus subtilis.

Na maioria das vezes os Flagelos giram
em um sentido anti-horério e as células
nadam em uma linha reta, intermitente-
mente, os Flagelos giram no sentido ho-
rario, fazendo com que a célula dé guina-
das aleatorias.

5 a 10 Flagelos distribui-
dos aleatoriamente em
torno da célula.

Sinorhizobium melimoti

Na maioria das vezes os Flagelos giram
em um sentido anti-hordrio e as célu-
las nadam em uma linha reta, ocasional-
mente, mudangas na velocidade de ro-
tacdo dos flagelos causam uma transfor-
magao.

Dois Flagelos em um
polo e 2 a 4 Flagelos la-
terais.

Agrobacterium  tumefaci-
ens

Flagelos giram em sentido horario ou fi-
cam parados, consequentemente, as cé-
lulas nadam em linha reta ao invés de
dar voltas.

Flagelos excessivos em
torno da célula.

E. Coli, S. typhimurium,
Serratia marcescens, Pro-
teus mirabolis

Mobilidade superficial em uma colonia.

Um Flagelo em uma
Extremidade e um ou
mais sub-Flagelos sub-
terminal em cada extre-
midade, todos os Flage-
los sdo constituidos no
espago periplasmatico.

Spirochaetes

Os Flagelos Peri plasmaticos fazem a cé-
lula dobrar ou girar, quando o feixe fla-
gelar, situados nos polos da célula, gi-
ram em sentidos opostos (um puxa e um
empurra) a célula nada em linha reta,
quando os dois feixes nadam no mesmo
sentido a celular flexiona.
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Figura 7 — Movimento de natagdo e giro das bactérias ([16], com adaptag¢des do autor).

Os Flagelos das bactérias tem formato helicoidal, podendo girar de 270 a 600
rotagdes por segundo [17]. Como consequéncia, quando todos eles giram no mesmo
sentido (rotagdo hordaria), atuam como propulsores, movimentando a bactéria suave-
mente para frente num movimento quase retilineo [16]. No caso das E. Coli, os flagelos
giram no sentido anti-horario. O formato helicoidal faz com que os flagelos quando
girados na dire¢do contraria ao da natacdo (hordrio) se desestabilizem e impulsionem a
célula em diversas dire¢des ao mesmo tempo, girando aleatoriamente [16]. A Figura 7
representa a natacdo e o giro. A combinagdo desses dois movimentos é responsavel por

fazer a bactéria se movimentar em seu ambiente.

Guzman (2009) detalhou o comportamento da bactéria de acordo com as subs-
tancias e o gradiente encontradas no ambiente. Para ela, se o ambiente for neutro, a
bactéria alterna os movimentos de natagao e giro, descrevendo um movimento aleatdrio
(random walk) e continua explorando. Caso a bactéria encontre um atraente quimico,
mas sem gradiente, a velocidade média da natacdo aumenta e a duragdo dos giros
diminui instantaneamente e depois volta lentamente ao normal. Se a bactéria encontrar
um gradiente, seja de quimioatraente ou quimiorepelente, ela alterna os movimentos
de natagao e giro. Diminuindo o numero de giro se for um atraente e aumentando se

for um repelente. Figura 8 representa esse movimento.

1.7 Descricdo da rota metabdlica da quimiotaxia

A quimiotaxia é um processo que envolve diversos fatores, como a existéncia

de vérias fun¢des desempenhadas pelos elementos internos e externos. Assim, ndo sdo
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Figura 8 — Movimento quimiotatico das bactérias [16].

apenas fatores externos, como, os receptores e as concentragdes de ligante/estimulos
que executam o papel principal na quimiotaxia. Além da parte externa do receptor,
existe a parte interna onde sdo situados os sitios metilicos. Na bactéria E. Coli cada
receptor possui quatro sitios metilicos (Figura 9), nos quais podem ser adicionados ou
retirados grupos metilicos fazendo com que os receptores se tornem ativo, ou inativo.
Se o receptor ganha grupos metiticos ele se torna mais ativo, se perde, ele fica mais

inativo.

Ainda no interior da bactéria, existem proteinas que ddo o real efeito para todos
esses elementos externos, ou seja, recebem as informagdes externas e as traduzem no
interior da bactéria. O ambiente interno é responsével pela parte de transdugédo do sinal
recebido pelos receptores, fazendo com que apds a transmissdo interna dessas infor-
magoes, as bactérias decidam que tipo de direcdo devem tomar durante seu percurso.
Desta forma, a descri¢do das fung¢des das proteinas internas (CheA, CheW, CheR, CheB,
CheY e CheZ) ¢é de fundamental importancia para entender o processo da quimiotaxia.
A Figura 10 mostra um esquema simplificado das intera¢des entre receptores, proteinas
e motor-flagelar. Eisenbach (2004) e outros autores definem as fun¢des de cada uma

dessas proteinas em seu trabalho da seguinte forma:

CheA - Histidina quinase que pertence a super-familia de sistemas reguladores com
dois componentes, um sensor e um regulador de respostas. Um dominio de

acoplamento promove a ligagdo de CheA aos receptores, por meio de CheW [13].
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Figura 9 — Sitios metilicos dos receptores da E. Coli: sitios ocupados (circulo escuro),
sitios vagos (circulo claro) [9].
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Figura 10 — Esquema simplificado da interacdo entres os receptores, as proteinas (CheA,
CheW, CheB, CheR, CheY e CheZ) e o motor flagelar (FliM) durante o
processo de transdugdo de sinal quimiotético na Bactéria [9].
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Assim formam um complexo terndrio, no qual tornam ativos os receptores. CheA
tem como principal funcdo se submeter a uma auto-fosforilacao. O grupo fosfato
pode ser transferido rapidamente para CheY, que influencia o sentido de rotacdo
do motor-flagelar (horario e anti-horério), ou pode ser transferido para CheB, onde
tera um papel importante na adaptacdo da bactéria [7]. O processo de adaptagao

sera estudado na segado 1.8.

CheB - Regulador de resposta que juntamente com o CheR controlam o nivel de
metilizagdo dos receptores. Tem como principal fun¢do a desmetilizagdo (retirada
de grupos metilicos dos receptores). O resultado desta desmetilizagdo € a inibigdo
da autofosforilacdo de CheA [9]. Ainda para Bren e Eisenbach (2000) CheB possui
dois alvos de interagdo, os receptores e CheA. Sendo que na dltima interagdo CheA

fosforiza CheB e o libera para interagdo com os receptores.

CheR - E uma enzima relativamente lenta e tem como principal fungao metilizar os
receptores. E dividido em dois dominios: um responsavel pela identificacio do

substrato e o outro pela transferéncia de grupos metilicos para o receptor [7].

CheW - Conhecida como uma proteina adaptadora [18]. Tem como funcédo principal
estabelecer a comunicagdo entre CheA e os receptores, apenas em alguns casos
CheA pode ser acoplado aos receptores diretamente. Tem um papel importante na
comunicagdo entre os receptores. CheW também pode estar envolvido, de certa

forma, na autofosforilagdo de CheA e na fosfotranferéncia para CheY [7].

CheY - Proteina relativamente pequena que tem como principal fun¢do a ponte entre o
complexo dos receptores e o complexo de ativagdo do motor-flagelar (Figura 10),
fazendo com que ocorra a mudanga na direcdo de rotacdo dos flagelos, horério
e anti-hordrio, a partir da informagado que é dada pelos receptores. Para desem-
penhar esse papel é necessario que CheY sofra uma fosforilagdo relativamente

rédpida de CheA.

CheZ - Considerado uma proteina tinica, estd presente apenas em bactérias entéricas
(bactéria situadas no intestino de humanos e animais), tais como E. Coli e Salmo-
nellas. Tem como funcdo, melhorar a desfosforilacdo de CheY, fazendo com uma
grande especificidade, tendo em vista que ela ndo consegue desfosforilar CheB.

Para se fosforilizar, CheZ tem forte dependéncia de CheY-P (CheY fosforilado).



1.7. Rota metabélica 21

Dessa forma, sob condi¢des ndo estipuladas, quando o nivel celular de CheY-P é
baixo a influéncia de CheZ na desfosforilagdo de CheY ¢ insignificante. No estado
estaciondrio, ou perto dele, CheY é fosforizada por CheA no mesmo ritmo que

CheZ desfosforiza CheY [13].

Assim, o funcionamento coletivo da rota metabdlica, a partir dos receptores e
das proteinas, pode ser descrito como um movimento das bactérias em um ambiente
uniforme, onde esse movimento inicial é caracterizado por uma natagdo reta com leves
guinadas que servem para a reorientar a bactéria. Nessa situacdo, o estado de uma
fracdo dos receptores ¢ ativo fazendo com que CheA se auto-fosforize. Esses grupos
fosfatos adquiridos por CheA sao transferidos para CheY fazendo com que ele vire
CheY-P e para CheB tornando-os CheB-P. A presenca, ou ndo de CheY-P no motor
tflagelar (FLiM) regula seu movimento (horério e anti-horario). Com o acimulo de
CheY-P no motor flagelar a bactéria realiza guinadas aleatérias com grande frequéncia,
movimento horéario. A regulacdo do nivel de CheY-P é feita por CheZ, que é responsavel
pela retirada do grupo fosfato de CheY. Na presenca de um gradiente de concentragao
de ligante o receptor conecta-se a um estimulo tornando-o inativo, com isso ocorre uma
diminuicdo na auto-fosforilagdo de CheA e, consequentemente, CheY-P. Sem a producéo
constante de CheY-P, sua concentra¢do diminui devido a presenca de CheZ, com isso o
motor flagelar gira no sentido anti-horario, fazendo com que a bactéria descreva um

movimento reto e mais prolongado.

Assim, com um nivel alto de concentragdo de ligante/estimulo, a forforilagdo
de CheA e a fosforilacdo de CheB e CheY sera pequena, fazendo com que a bactéria
diminua o nimero de guinadas e nade sem problemas. Sem a presenca de CheB-P
para desmetilar e devido a baixa atividade dos receptores, CheR comega adicionar
grupos metilicos nos receptores, tornando-os ativos novamente. Com os receptores
ativos, ocorre novamente a auto fosforilacdo de CheA e, consequentemente, de CheB-P
em menor taxa do que CheR, o que leva a bactéria a ter a mesma atividade do inicio do

processo.

Portanto, a presenca de CheR e CheB, no mecanismo da quimiotaxia, est4 dire-
tamente ligada a atividade do receptor, pois se a E. Coli estiver em um ambiente onde
existem muitos atraentes quimicos ela também manterd muitos receptores inativos.

Quando isso ocorre, a proteina CheR entra em agdo adicionando grupos metilicos aos
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receptores tornando-os ativo novamente, o que faz a bactéria voltar a dar guinadas
aleatorias. No entanto, se a E. Coli entrar em um ambiente com baixa concentracdo
de nutrientes, aumentando a atividade dos receptores, CheB comega a retirar grupos
metilicos fazendo com que a bactéria atinja o estado inativo novamente. Desta maneira,
a E. Coli busca sempre se adaptar ao meio em que vive e com esse comportamento

sempre busca o lugar com maior concentracdo de nutrientes.

A determinacdo da estrutura dos quimiorreceptores e de todas as proteinas Che
ofereceu uma base para a compreensao de como estd montado o complexo de sinalizacdo
existente nos receptores [18]. Portanto, a interacdo entre receptores, proteinas e motor-
flagelar é que sado responsdveis pelos movimentos e pelo comportamento da bactéria,

seja para buscar nutrientes ou para fugir dos repelentes.

1.8 Robustez e adaptacio

O processo de adaptacdo das bactérias, quando submetidas a certa concentragao
de estimulos, é um dos assuntos mais estudados na quimiotaxia das bactérias. A adap-
tagdo consiste basicamente no retorno ao mesmo nivel de atividade ap6s uma mudanga
na frequéncia de guinadas da bactéria provocada pela alteragdo na concentragdo do
estimulo [19]. Dessa forma, a bactéria adapta-se ao novo ambiente. Para Eisenbach
(2004) a adaptagdo é um processo de recuperacdo de um comportamento quando o
estimulo ainda estéd presente, sendo essencial para qualquer sistema comportamental,
pois permite a detec¢do de pequenas mudangas no nivel do estimulo. Na Quimiotaxia
bacteriana, a adaptacdo permite responder a novos estimulos, quando estdo na presenga

de niveis constantes de atraentes-quimicos, ou repelentes-quimicos.

Este processo de adaptagdo depende das proteinas CheR e CheB, respectivamente
responsdveis por adicionar e subtrair grupos metilicos dos receptores celulares. A
adicdo, ou subtragdo deve ser feita na quantidade certa, de modo que a bactéria consiga
direcionar seus movimentos aos locais com maiores concentra¢des de nutrientes [20].
Conforme mencionado na se¢do 1.7, a adi¢do de grupos metilicos no receptor pela
proteina CheR faz com que ele aumente sua atividade, compensando a reducédo de
atividade provocada pela conexdo de ligantes no receptor, fazendo com que a bactéria
volte a dar guinadas aleatérias a maior frequéncia. Com a diminui¢do do nimero de

grupos metilicos ligados ao receptor, ele tende a permanecer no estado inativo, o que
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Figura 11 — Demonstracdo do Esquema interno da bactéria, mostrando a adicdo e subtra-
¢do dos grupos metilicos: a) receptor esta ativo e na auséncia de nutrientes
conectados, CheR adiciona e CheB retira os grupos metilicos em quantida-
des aproximadamente iguais; b) na presenca de uma grande concentra¢do
de nutrientes, CheR faz a metiliza¢do sem a utilizagdo de cheB; c) ap6s adap-
tado Che-B volta a retirar grupos metilicos e o ntimero de grupos metilicos
se estabiliza num nivel mais alto [20]

faz com que a bactéria permaneca no local onde os nutrientes entdo mais concentrados.
Portanto, CheR e CheB funcionam como reguladores da atividade da bactéria. A Figura

11 exibe um esquema da a¢do e mostra esse mecanismo com mais detalhes.

Para Lan, Schulmeister, Sourjik e Tu (2011) a adaptagdo sensorial da E. Coli é
realizado pela metilizagdo e desmetiliza¢do dos receptores, medidas por duas enzimas

citoplasmaéticas: CheR e CheB que adicionam e removem grupos metilicos.

Com essa caracteristica da adaptacgdo perfeita das bactérias, é de se imaginar que
a adaptacgdo possa depender criticamente da quantidade de moléculas das proteinas
envolvidas na quimiotaxia. No entanto, estudos mostram que a adaptagao perfeita é
uma propriedade robusta da quimiotaxia, ou seja, a precisdo da adaptacdo das bactérias
ao meio que esta é inserida independe, em grande parte, da quantidade da concentracdo
das proteinas da via metabdlica [19]. Barkai e Leibler e, em seguida, Alon e outros
comprovaram essa robustez e demostraram experimentalmente que a adaptacdo da
bactéria é precisa e independe do nivel exato das proteinas envolvidas na adaptagdo. A
explicacdo para esta questdo foi dada por Alon (1999) da seguinte maneira: por envolver
propriedades criticas a fungdo deve ser robusta, de forma a resistir as variagdes naturais
do ambiente. A adaptacado perfeita é uma fungdo critica para a quimiotaxia, enquanto a

queda de frequéncia do estado estaciondrio e o tempo de adaptacdo podem ser inexatos,
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Figura 12 — Comportamento da atividade em meio a uma concentracdo de estimulo.
Adaptacao perfeita, linha preta [21].

sem que isso provoque um efeito grave sobre a capacidade de resposta quimiotatica [7].
A figura 12 mostra como é o comportamento da atividade quando submetida a uma

concentragdo de estimulo, com sua queda e adaptacdo.

Como exemplo, do processo de adaptacdo, podemos considerar o sistema sen-
sitivo nervoso, onde, com a aplicacdo de estimulos continuos o sistema reage com o
aumento da frequéncia de impulsos, em resposta a variagdo do estimulo, diminuido e

se adaptando progressivamente quando o estimulo se torna constante [22].
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2 Receptores

2.1 Cooperatividade

A capacidade de nadar em dire¢do aos nutrientes e de se afastar dos repelentes
tem inicio com os receptores, pois sdo eles que captam estes sinais. Para alcangar este
objetivo, algumas células sdo equipadas com milhares de receptores formando grandes
matrizes em um, ou ambos os lados da bactéria [23]. Ainda segundo Endres (2007),
algumas propriedades da quimiotaxia, como por exemplo, integracdo do sinal por vérios
tipos de quimiorreceptores, adaptacdo perfeita, que como ja vimos é de fundamental
importancia para o desenvolvimento da célula, e a alta sensibilidade a mudancgas de

concentragdo dos ligantes, sdo iniciadas nessa rede complexa de receptores.

No estudo da quimiotaxia foram descobertos trés grupos mutantes de identifica-
¢do de receptores, que tém como principal diferenca a capacidade de se ligarem com
tipos de estimulos diferentes. Para Eisenbach (2004) esses trés grupos sdo: mutantes
que sdo “ndo quimiotéticos” apenas para alguns estimulos especificos; mutantes que
sdo “ndo quimiotaticos” para varios estimulos (mas ndo todos) e mutantes que sdo “néo
quimiotaticos” para todos os estimulos. A E. Coli estd enquadrada no segundo e terceiro
grupo, possuindo receptores que se ligam a apenas alguns estimulos e receptores que
ndo se ligam com nenhum estimulo. Na E. Coli os receptores se espalham por todo o
corpo da bactéria, concentrando-se na extremidade oposta aos flagelos, sendo uma parte
externa e outra interna a célula. Na parte externa eles sdo responsaveis pela ligagdo com
os ligantes e na parte interna inicializam o processo de transducdo das informagdes,
influenciando todas as proteinas internas (CheA, CheB, CheR, CheY e CheZ). Na parte
interna os receptores também sofrem influéncia das metiliza¢gdes/desmetiliza¢des e

ajudam na fosforilagdo necessaria ao processo da transdugao do sinal.

Conforme secdo 1.5, existem cinco tipos de quimiorreceptores na bactéria E.Coli
que detectam uma variedade de estimulos os Tsr, Tar, Tap, Trg e Aer, sendo os mais
abundantes os tipos Tsr e o Tar [24]. Estes receptores cumprem pelo menos trés papéis
na quimiotaxia bacteriana. Em seu trabalho, Eisenbach (2004) cita os trés papéis como:

ligar ao ligante, ou, a0 menos, perceber as mudangas na temperatura; fazer a transdu-
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¢do do sinal quimiotatico através da membrana citoplasmatica e ter participagdo no
processo de adaptacdo, por meio da metilizacdo/desmetilizagdo. A principal funcdo dos
aglomerados de receptores é a de regular a atividade da proteina CheA, a qual, por sua
vez, afeta o nivel de fosforilagdo da proteina CheY que controla o motor-flagelar (FLim)
, responsaveis pela movimentagdo da célula (figura 10), por meio de uma resposta de

CheY.

Outro objeto de estudos dos receptores € a intera¢do entre eles em uma mesma
célula. Estudos mostram que a interacdo dos receptores é responséavel pelo aumento
da sensibilidade de diferentes vias de sinalizagdo e acredita-se que a cooperatividade
causada pela concentragdo dos receptores contribui para o elevado ganho na transducdo
do sinal na bactéria Escherichia Coli [25]. A vantagem de se estudar o sistema sensorial
das bactérias é descrever como, em um nivel molecular, o sinal é recebido, transduzido

e regulado. No caso da E. Coli esse estudo ja é desenvolvido [24].

A dedicagdo de muitos trabalhos na area de interagdo entre os receptores fez
com que diversos modelos fossem propostos para explica-lo, como exemplo, podemos
citar o modelo de Ising e 0 MWC (Monod, Wyman e Changeux), ou modelo de “tudo
ounada”. Este tiltimo se assemelha com o modelo de Ising, mas tem como limitacado a
interacdo a apenas grupos com o mesmo estado de atividade, fazendo com que a forga
de interagdo, nestes grupos, seja levada para o infinito e entre receptores de subgrupos
diferentes a forca de interacgdo seja nula, como mostra a figura 13 [1]. No entanto, no
modelo do tipo Ising é dificil determinar as propriedades do receptor individualmente
e as propriedades dos aglomerados a partir dos dados obtidos como resposta, ja o
modelo de MWC é mais simples e mais intuitivo para descrever a cooperatividade dos

receptores [24].

O modelo de MWC foi usado por Mello e Tu (2007) para descrever a sensibilidade
e adaptacdo dos receptores. Neste trabalho o modelo de MWC foi generalizado para
que pudesse descrever a quinase de um conjunto misto de quimiorreceptores, com o
intuito de estudar a integracdo do sinal e explicar os dados das respostas para diferentes
tipos de estimulos. Como resultado, Mello e Tu comprovaram que a maior sensibili-
dade é uma consequéncia direta da cooperatividade dos receptores e que a adaptacdo
sincroniza as respostas dos complexos de receptores dentro de uma tnica célula, tendo

influéncia na resposta média do sistema. A cooperatividade entre os receptores como
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Figura 13 — Diferenca entre os modelos MWC e Ising. No modelo MWC a interagéo é
apenas entre os receptores do mesmo grupo. No modelo de ising a interagado
é dada com os vizinhos mais préximos, ndo existe grupo [1].

mecanismo para um aumento do ganho do sistema foi sugerido pela primeira vez
por Bray, Levin e Morton Firth [26], mais tarde Shi e Duke [27], propuseram o estudo
baseado no modelo de Ising, considerando que receptores idénticos interagiam com
seus vizinhos mais préoximos [28]. Mesmo com esses modelos bem fundamentados,
propostos anteriormente, algumas informagdes ainda foram suprimidas, como por
exemplo, os estado de metilizagdo de cada receptor envolvido no modelo e a inclusdo
das interagdes entre receptores heterogéneos de diferentes tipos [28]. Atualmente o mo-
delo de Ising é o que mais bem se encaixa nos padrdes encontrados nos experimentos,
pois ndo restringe as interagdes entre os receptores, onde cada receptor pode ser de um

tipo diferente, como por exemplo de Tar (serina) ou Tsr (aspartato) [21].

Estudos recentes mostram que a amplificacdo do sinal pode depender nédo so-
mente dos receptores, mas também do estado de metilizacdo/desmetilizagdo promovido
respectivamente por CheR e CheB, tal afirmagdo se d4 com base nos estudos propos-
tos por Sourjik e Berg, empregando FRET (Fluorecence Resonance Energy Transfer)
instrumento utilizado para monitorar as interagdes protéicas em tempo real [29]. Para
Eisenbach (2004) parece razodvel que existam duas etapas de amplificagdo, uma ao

nivel do complexo de receptores e outra ao nivel do motor flagelar.

2.2 Comunicacdo e amplificacdo do sinal

Uma vez que os tipos de movimentos estdo diretamente ligados aos receptores,
é a partir deles que o processo de quimiotaxia ocorre. Devemos saber como esses

receptores se comportam na presenga de um gradiente de nutrientes e como ocorre a
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comunicagdo entre eles. Mello, Shaw e Tu (2004) mostraram que as intera¢des entre os
receptores devem ser vista como um modelo de Ising, onde sabemos que a interacdo

entre vizinhos diretos e indiretos podem ter influéncia em um receptor escolhido.

A ideia proposta em Duke e Bray (1999) é simplificar os estudos dos receptores
descrevendo-os com apenas duas formagdes discretas: uma ativa e outra inativa. Essa
ideia foi bem aceita nos estudos das interagdes entre os receptores, pois pode comparar
os receptores com os estados dos spins, sendo o receptor ativo equivalente a um spin-up
e um receptor inativo equivalente a um spin-down. Dessa forma, podemos fazer o
estudo de acordo o modelo de ising, onde a influéncia do vizinho mais préximo afeta o
estado do seu vizinho imediato. Considerando que em uma célula existem milhares de
receptores e que eles podem estar agrupados uns com os outros é intuitivo perceber que
um sinal, seja de um atraente ou de um repelente, serd muito mais forte, amplificando a

resposta global da bactéria.

No entanto, a simples ideia de considerar os receptores apenas como ativo e
inativo, pode ndo ser a maneira mais real de se verificar os estados da bactéria como um
todo, tendo em vista que a situagdo de atividade ou inatividade pode ser alterada tanto
pela conexdo do receptor a um atraente como pela metilizacdo produzida pela prépria
célula no receptor. Assim, para podermos considerar esse processo devemos levar em
conta quatro estados no geral: ativo e inativo representados por a = 0, 1; com atrator
conectado (com ligante) e sem atrator conectado (sem ligante) representado por [ = 0,1,
sendo caracterizado entdo por um par de variaveis bindrias (a,1). A probabilidade para

os quatro estados pode ser dada por p,;[30] e pode ser obtido das equagdes:

4

Poo i~ po ka® poo

poo _[E o pn L] P puim 1)

Onde [L] representa a concentragdo do ligante, k; e k, sdo constantes quimicas de
dissociagdo para o ligante nos estados de ativo e inativo, e f,,(m) é a diferenca de
energia livre entre ativo e inativo na auséncia de ligante. Essa diferenca depende do

estado de metilizagdo do receptor, representado pela varidvel m.

Considerando a condigdo de normalizagdo ) ,; p,; = 1 e utilizando as possibi-
lidades possiveis entre a e [, dadas pela equagédo 2.1, temos que a atividade média do

receptor, considerando as probabilidades de cada estado, seja ativo com ligante e ativo
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sem ligante, pode ser encontrada da seguinte maneira:

1 1
(a) =YY apy = poo+pu (2.2)
a=01=0
(a) = p1o+ %Plo (2.3)
(a) = p1o (1 + [k—i]) (2.4)

Considerando a condi¢do de normalizacdo e fazendo as substituicdes de acordo

com as equagdes 2.1 teremos:

;;9,11 = poo + po1 + p1o+pu =1 (2.5)
Poo + [k_Li]POO +po+ %Plo =1 (2.6)

Poo (1 + %) + p1o (1 - %) =1 2.7)
e_?;?m) (1 + %) + P10 (1 + [k—l;]) =1 (2.8)
[e+fm<'"> (1 + ﬂ) + (1 + [kﬂﬂ pro =1 (2.9)
p1o = L (2.10)

1

L L
) (7 )
Substituindo a expressdo anterior na equagao 2.4 chegamos a:

(a) = ! | (2.11)

1+ efm(m) 1+§7L1]

a

Que analogamente pode ser comparada com a atividade média de um dipolo magnético,
onde considerando a atividade com apenas dois estados, o estado com energia E; e o

estado com energia Ey,

Considerando:

a=0—E),, a=1—E, po:ez, p1 =
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efo  _eb
(a) =Y ap =0po+1p1 = 07 + 17 (2.13)
ek ebr

@) =—= 5,5 (2.14)

Dividindo os em cima e em baixo por e~0, encontramos:

1 1
<El> - 1 +6_E1_EO - 1—|—€7Af (215)
(a) = (1+e2)1 (2.16)
Onde Af = —E; — Eg. Comparando esse resultado com a equagdo 2.11, concluimos que
[1]:
1+
Af = —fu(m) — Fr([L]), sendo  Fr([L]) =In o (2.17)
1+ H
ou seja, na equacao 2.15,
1+
e~ = fm(m) [kL‘] . (2.18)
1+ &
1+ H
Af = —fu(m) —In [Lf : (2.19)
I+

Assim, pela caracteristica e tipo de contribui¢des de Af , na situagdo de atividade
do receptor, podemos enxerga-lo como sendo o analogo do campo magnético no modelo
de Ising, dando orientagdo para os receptores. Tendo em vista que sua contribuigdo
tem caracteristicas tanto internas da bactéria (dependéncia do nivel de metilizacdo m),
quanto externas (dependéncia da concentragdo do ligante [L]), mantendo sempre sua
contribui¢do independente da interacdo com seus receptores vizinhos. Desta forma,
considerando as possibilidades de estado de cada receptor (ativo e inativo), a interagdo
J que é fator de interagdo/comunicacdo entre os receptores de uma mesma bactéria e
levando em conta a presenga de Af como representagdo de campo externo, a equagdo
de energia de cada receptor como uma representacdo do modelo de Ising pode ser

montada da seguinte forma:

H(a) = ] (20— 1)(2a — 1) — Af(m;, [L]) Yo (220)
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Portanto, se considerarmos que a bactéria E. Coli possui uma rede de receptores
e que a energia de cada um pode ser dada pela equagédo 2.20, onde a = (a1, a2, a3...a,),
podemos verificar que a sensibilidade dos receptores e o processo de comunicagdo pode
ser exemplificado pelo modelo de Ising, sendo que cada receptor terd sua influéncia
sobre seu vizinho imediato, favorecendo assim, a comunicacdo quando a bactéria estiver

na presenca de um nutriente.

2.3 Formulacdo e estrutura do modelo matematico da quimiotaxia

O modelo matemadtico utilizado é semelhante aos ja estudados em trabalhos
anteriores como Mello (2003A, 2003B), Tu (2013), Shimizu (2010) e Lan, Schulmeister,
Sourjik e Tu (2011). Um aspecto comum com os estudos anteriores é a presenca de duas
escalas de tempo muito diferente, uma relacionada com a liga¢do do estimulo e da
atividade de comutacdo entre os receptores, outra esta relacionada com a metilizacdo
dos receptores inativos e a adaptacdo através dessa mesma metilizagdo. O primeiro,
referente a ligagdo do ligante no receptor e a mudancga que define a atividade, que é
feito de forma muito rdpida, esse processo pode ser considerado um estado estaciondrio
ou em equilibrio. J4 o segundo é considerado um processo lento que para conseguir a
adaptagdo depende do ajuste do nivel de metilizagdo. Essa adigdo e remocdo de grupos
metilicos sdo ocasionadas pela atividade média de cada receptor. Sendo assim, vamos
analisar a capacidade de adaptagdo quando existe uma alteragdo na concentragdo do

estimulo.

Primeiramente devemos considerar que cada receptor pode estar no estado ativo
e inativo, sendo que cada receptor T, pode depender de quatro parametros. O indice
g é um dos cinco quimiorreceptores responsédveis por detectar os estimulos, conforme
mencionado na se¢do 1.5. Assim, g podemos ter g1 = 1 e g, = 0, onde g1 = 1 é atribuido
aos receptores sensiveis as substancias consideradas como estimulo de ligagao, enquanto
todos os outros receptores recebem o indice g, = 0. O indice  podeser/ =0,oul =1
para quando o receptor estd vago ou ligado por um ligante, respectivamente. O uso do
vetor 171 se dd pelo fato de existirem dois modelos para a metilizagdo/desmetilizacao,
modelo sequencial e modelo ndo sequencial. No modelo sequencial (Figura 14) o nivel
de metilizacdo deve ser descrito pelo escalar m , onde os quatro lugares vagos para

os grupos metilicos sdo preenchidos de forma sequencial. No modelo ndo-sequencial
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Figura 14 — Esquema de metilizacdo sequencial.
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(Figura 15) devemos utilizar o vetor 71, onde cada componente pode ter valor 0 ou
1, pois existem 16 possibilidades de preencher os receptores com os grupos metilicos.
Desta forma, no modelo ndo-sequencial, o estado de metilizagdo é descrito pelo vetor
m que tem quatro componentes, cada um deles podendo assumir o valor de 1 ou 0
dependendo se algum grupo metilico esta presente, ou ndo. O indice a representa a
atividade do receptor, que pode ser a = 1 para o estado ativo, ou a = 0 para o estado

inativo.

A energia H,;, do receptor € dada por:
Hyjita = pgal + (Epy; + E5 )a (2.21)

onde Eé\fn ¢ a dependéncia com os grupos metilicos 71 e ch ¢ a dependéncia da interagao
com os receptores vizinhos. Toda a energia neste trabalho é escrita em unidades da

energia térmica KgT .
O potencial do estado ativo (y?) é encontrado da seguinte maneira: Conside-
rando a energia para os receptores nos estados ativos (equagédo 2.22),
Hymn = pgl + (E% +Ey) (2.22)
com o receptor ligado a um ligante (! = 1), a probabilidade P, para os estados ativos
(a =1) é dado por:

e—(yg‘l+(E,f;§1+Eg?))

Poni1 = - , com Z = e FntED) oo~k +(ERAED) (293
assim,
1
Pym11 = 1T reth (2.24)

A probabilidade de ligacdo de um ligante no receptor depende diretamente da

concentracdo de estimulos no ambiente, quanto maior a concentra¢do maior a chance.
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Figura 15 — Esquema de metilizagdo ndo sequencial.

Sendo a variagdo da probabilidade no tempo de um receptor ligado a um ligante, dado

por:
APy
= kg1 Pama + kqo[Lg] Pymon (225)
onde kg e k,;1 sdo constantes de acoplamento e [L;] é a concentragao do ligante . Ad-
mitindo na equagdo 2.25 que o receptor no estado estaciondrio dpg;”” = 0, podemos
encontrar (), conforme abaixo.
_kqlpqmla + qu [LE]]quOa =0 (2.26)

. k . ~ T
Definindo k—”i’ = KLA’ pois ambos sdo constantes de acoplamento, onde o indice A
q q

significa ativo, temos:

1
qula = F[Lq]quOu (2.27)
q
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[Lq] qulu
I 2.28
KE;‘ quOa ( )

usando a equagdo 2.23 para o receptor no estado ativo, ligado (I = 1) e ndo ligado (I = 0)

temos (44 (EM. +EC))
—(u+(EN,+
[Lg] _ Pym11 e g +(EqutEq - (2.29)
Kéq quOl ef(E%+EﬂC)
[Lq] A
1D — Mg (2.30)
A
Kq
KA
A q
=]ln— (2.31)

Podemos ver claramente a relagdo direta da equagdo 2.28 com a equagao 1.7
mostrado na se¢do 1.2. Ambas trazem a razdo de ligantes em seus respectivos conceitos,
na primeira, entendemos como a razdo entre a populagdo de receptores ligados e ndo
ligados, ja na segunda a razdo estd relacionada entre as proteinas ligadas. Outro ponto

em comum € o mesmo comportamento das duas equagdes, conforme abaixo:

Considerando a equacgdo 2.24 e a equagdo 2.31, temos:

(2.32)

[Ly] + K
[Ly]
[Lq]
[Lg] + K

sendo idéntica a equagdo 1.8, portanto, a constante de dissociagdo k{;‘ tem o mesmo

comportamento com os ligantes livres (secdo 1.2) no processo da quimiotaxia bacteriana.

Na equagéo Hgjilg = pgal + (E% + ch)a , quando o ligante nao esta ligado ao
receptor, a energia do estado ativo é maior que a energia do estado inativo, devido o
valor de E% que depende do estado de metilizagdo e pelo valor de ch que depende da

interagdo dos vizinhos.

Conforme usado por Mello (2003B), Lan, Schulmeister, Sourjik e Tu (2011) assu-

mimos que o potencial quimico .4, € constante para cada tipo de ligante g, independente
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do nivel de metilizacdo, e que todos os sitios de metilizagdo m contribuem linearmente

para a energia livre E%. Assim teremos:

EM = g (|| — mygo) (2.33)

qm

onde &, quantifica a mudanga na diferenca de energia entre os estados ativos e inati-
vos , provocada pela adigdo de um grupo metilico, m4 representa o nivel médio de

metiliza¢do, na auséncia de qualquer estimulo [21]. A norma de m é:

M

| =) m; (2.34)
i=1
O efeito da energia de interacdo dos vizinhos mais préximos é descrito pela

soma,

ES = Y Cyylai—05) (2.35)

i€enmn.

onde n.n. representa os vizinhos mais préximos (nearest neighbors). A constante de
acoplamento identificada por Cy;;, depende da interagdo que ocorre entre os tipos de
receptores g e g;. Assim como Lan, Schulmeister, Sourjik e Tu (2011), neste trabalho,
consideramos a simetria da forga de acoplamento C,5r = Cpry. O 0.5 € para preservar a
simetria entre os estados ativos e inativos. Assim, na equagao 2.21, quando o estado de
um receptor é alterado, podemos considerar a simetria e representar a contribuigao dos

receptores vizinhos por:

ESa= Y Cy(a;—05)a= Y Cyq(a;—05)(a—05)+05 Y Cha; (2.36)

ien.n. i€n.n. i€en.n.

com excec¢do de um termo constante que nao afeta na dindmica. Usando esta expressao

podemos descrever a equagdo para o sistema total de forma simétrica.

1 1
H= Z[Vl]iﬂili + (E%ﬁi + 5 2 quq]-)ﬂi + 5 Z quqj(ai — 0.5)(11]' — 0.5)] (2.37)

i jnn.i jnn.i

Com a existéncia da influéncia da interagdo entre os receptores com a ener-
gia externa, o termos } ;;, ,, ; Cy,q; introduzem uma inohomogeneidade que pode ser
substituida por um efeito médio.

Z Z P,
~~ q

jnn.i
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definindo

/ \ . P
Eé\fﬁi = Eé\i/lfﬁi + ;n qucqiq (2.39)

com isso, levaremos em conta apenas um campo efetivo e assim, podemos reescrever a

equacdo 2.37 como:

/ 1
M
H =} [ngali+ Eyai+ 5 Y. Cyg(ai—0.5)(a; — 0.5)] (2.40)
i jnn.i

Devido a um maior detalhamento e individualiza¢do das energias envolvidas
nesse sistema, a equagao 2.40 é mais apropriada quando se pretende trabalhar usando
o método Monte Carlo, pois 0 MC junto com a evolugdo de Metrépolis utiliza uma

variagdo de energia especifica. Ja para trabalhos que utililizam o campo médio a equagao

2.21 é mais apropriada.

A metiliza¢ao dos sitios vazios feita por CheR, ocorre apenas quando o receptor
estd no estado inativo, ou seja, a = 0, enquanto grupos metilicos s6 sdo removidos por
CheB quando o receptor estd no estado ativo, 2 = 1. No modelo sequencial a metilizacdo

é descrita por:

(1—a)kg
Tqmla S Ag(m+)la (2.41)
{ZkB

No modelo de metilizagdo ndo sequencial a metilizacdo de um dado receptor,

Tym1a, muda de acordo com a seguinte equagéo:

(1—a)kg

Tyimia Ty(m+a)1a (2.42)

akp
Ondei € {1... M} e m; = 0. ¢; sdo os quatro vetores unitario, um para cada local de
metilizagdo. kg e kp sdo as taxas de metilizacdo e desmetilizacdo, referente a CheR e

CheB. Dessa forma, representa a possibilidade de que cada sitio livre seja metilizado.

2.4  Comunicacido inter-receptor e influéncia na adaptacio

A existéncia de modelos que possam descrever o comportamentos e a cooperagdo
entre os receptores e assim explicar o mecanismo da sensibilidade das bactérias é um

ponto muito importante no estudo da quimiotaxia. Entre os modelos existentes, os
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mais estudados sdo os modelos Monod-Wyman-Changeux (MWC) e o modelo de Ising.
Evidéncias experimentais e tedricas da adequagdo do modelo de Ising para explicar o
comportamento dos receptores foram fornecidas por Sourjik e Berg [29] e por Mello e
Tu [31]. O modelo de MWC foi proposto como uma alternativa [25], mas experiéncias
recentes resolveram a questdo a favor do modelo de Ising, tendo em vista as limita¢oes

propostas pelo modelo de MWC [21].

Sistemas sensoriais normalmente possuem a capacidade de detectar uma altera-
¢do na concentracdo dos estimulos, capacidade vantajosa também para a detecgao de
sinais moleculares das células [32]. Neste trabalho mostrou-se, através de simulacdes,
que a sensibilidade, entre os receptores, ¢ muito maior nos receptores acoplados quando
comparado com os receptores desacoplados. O acoplamento dos receptores formam
um modelo ideal, fazendo com que as células detectem e respondam aos estimulos
extracelulares [32]. A E. Coli é um exemplo desse processo, pois estudos mostraram que
ela tem elevada sensibilidade a diversas variedades de atraentes. Assim, uma anélise
feita a partir de uma matriz bidimensional de receptores quimiotaticos, usando o mo-
delo de Ising, mostrou que as propriedades de cooperacdo, feitas pelo acoplamento
dos receptores, podem ser produzidas simplesmente utilizando a intera¢do entres os

receptores vizinhos mais préximos [32].

Para Duke et al (1999), a sensibilidade de um conjunto de receptores indepen-
dentes (desacoplados) é diretamente proporcional a alteragdo na ocupagdo. Assim, para
um sistema linear ndo existe uma maneira de melhorar a sensibilidade nos extremos

sem afetar negativamente a resposta no meio da faixa, figura 16 [32].

Ja no sistema com os receptores acoplados ocorre um aumento da sensibilidade,
tanto nas baixas ou grandes concentragdes de ligantes. Se o receptor estd em uma
drea onde a concentragdo de ligantes é baixa, os receptores que se ligarem aos ligantes
ficardo inativos e tenderdo a deixar inativos os receptores vizinhos. Conforme ja visto
anteriormente, receptores inativos tendem a receber grupos metilicos para que se
tornem ativos novamente. Essa atividade também é sentida pelos receptores vizinhos
(base para a adaptacdo). Em um ambiente onde existe uma maior concentragdo de
ligantes o processo se torna semelhante ao acima, pois os receptores ja estdo ligados
e consequentemente inativos. Assim, os receptores irdo sofrer novamente a adigdo de

grupos metilicos e a sensibilidade, entre os receptores, fard com que os vizinhos mais
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Figura 16 — Razdo de receptores ocupados por moléculas de ligante, em funcdo da
concentragdo de ligante do ambiente [32].
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Figura 17 — Razdo de receptores ocupados por moléculas de ligante, em funcdo da
concentragdo de ligante do ambiente [32], com adaptacao.

préximos sejam influenciados por este estado de atividade. Desta maneira, sistemas com
receptores acoplados demontram que em ambientes com pouca ou muita concentracdo

de ligantes a sensibilidade é alta (figura 17).

Através dos efeitos combinados de acoplamento entre os receptores vizinhos
e a adaptacdo, a informagédo entre os receptores é autorregulada, fazendo com que

as respostas sejam sentidas somente quando necessdrio, seja em baixa ou em alta
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concentragdo de ligante [32].

2.5 Adaptacdo perfeita

Conforme visto na segdo 1.8 a adaptacdo perfeita independe da concentragdo de
ligantes. No entanto, ela é diretamente influenciada pelo estado de atividade do receptor,
ativo ou inativo. Sendo esses estados dependentes da inser¢do ou retirada de grupos
metilicos nos receptores. Desta forma o papel CheR e CheB, proteinas responséveis
pela metilizacdo e desmetilizacdo, respectivamente, sdo primordiais para se alcangar a

perfeita adaptagdo na quimiotaxia.

A atividade dos receptores depende do nivel de metiliza¢do, no entanto, a origem
desta dependéncia permanece obscura. Partindo deste principio e considerando que um
receptor pode adaptar-se a uma determinada concentrac¢do de ligantes ajustando seu
nivel de metilizagdo podemos montar o modelo matemético da populagao de receptores
assumindo que o a taxa de metilizagdo diminui com a atividade do receptor e aumenta

com a inatividade.

A populagéo de cada receptor € descrita pela probabilidade dada por Py, onde

cada receptor pode variar de acordo com o estado de g, m, a e [, seguindo as seguintes

equagoes:
1
Pqn'iu = Z Pqn'iul (2.43)
1=0
1
P = Y, Pyita (2.44)
a=0

Py =Y P (2.45)

Sim

P=) P, (2.46)
q

como a quantidade de cada tipo de receptor é fixa, P e P; sdo considerados constantes,

enquanto as outras probabilidades (2.43 e 2.44) evoluem durante a simulagao.

Dessa forma, para simular a dindmica de metilizacdo sequencial, na qual 71 pode
ser substituida por m, ndo € necessario descrever detalhadamente a populagao Pyq1,

para isso, basta sabermos o comportamento de Py, € a atividade média ((a) q). Assim,
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Figura 18 — Esquema simplificado do modelo sequencial, mostrando a populacdo de
receptores e seus possiveis caminhos ap6s metilizados/desmetilizados,
lembrando que CheR s6 age em receptores inativos e CheB nos ativos.

podemos descrever o processo de adaptagdo, como sendo caracterizado pela dindmica
da populagdo de receptores (P,), sendo g o tipo de estimulo do receptor e m os sitios
metilicos, onde m € (0,1,2,3,4). Para isso, devemos considerar que a adigdo e subtragdo
de grupos metilicos seguem um modelo sequencial e que (a) é a atividade media na

presenca de um tipo g de estimulo. Portanto, considerando que:
Py = Pgmo + Pym1 (2.47)

onde Py € Py sdo respectivamente as populagdes de receptores no estado inativo e
ativo e que todas as combinagdes, obedecem um modelo sequencial, conforme Figura

18.

O regime estaciondrio pode facilmente ser descrito, considerando que a taxa de
I . . dPgy .
variagdo temporal seja nula, ou seja, —~ = 0. Assim,

dPy,
It = +kBPq11 - kRPqOO =0 (2.48)
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P,
d_Z = +krPyoo + kP21 — kpPy11 — krPj10 = 0 (2.49)
dPp
I = +krPg10 + kpPyz1 — kpPy21 — krPyo = 0 (2.50)
dP,s
—3p = ThrPgo +kpPear — kpPpa1 — krPgso = 0 (2.51)
dP
7 = +kRPq30 - kBPq41 =0 (2.52)

onde kg é a taxa de adi¢do de grupos metilicos e kp é a taxa de remogdo de grupos

metilicos.

A metilizagdo média (), dos receptores q pode ser escrita como:

Yo MPyn _ 1 M

S B Oqum, onde P; = Zqu (2.53)
m= qm m=

(m), =

dessa forma, podemos encontrar a taxa de metilizacdo no tempo, derivando em

ambos os lados:
dim, 1 X Py
dt Py = di

(2.54)

dap -1s ~
Usando o valor de —i~ para cada estado de metilizagdo do receptor, conforme

equacgoes 2.48,2.49,2.50, 2.51 e 2.52 temos,

’ <Z>q = Pl [0 (+kpPy1 — krPgo0)
+ 1 (+krPyoo + kpPp21 — kpPj11 — krPy10)
+ 2 (+krPy0 + kBPq31 — kpPp1 — krPp20) (2:55)
+ 3 (+krPg20 + kpPya1 — kP31 — krPys0)
+ 4 (+krPyz0 — kpP, )]

Assim, fazendo os cancelamentos necessario, temos,

d(m), 1

—[krPy00 — kpPoo1 — kP11 + kg10
dt BT ! o (2.56)

—kpPy31 + krPpoo — kpPga1 + kr Py3o]
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1
9 _
ar — p, FR(Ppo+ Ppao+ Po + Po) (2.57)

—kp(Py11 + Pyo1 + Pya1 + Ppar)]

d (m)
T 1= q[kR( g1 — Pgao) — ka(Pya — Pyo1)]
P P
_ _ Pya0 q01 (2.58)
kR P, kB Pq kr—— P, + kg P,

=kr(1—(a),) —kp{a), — krPso + kpPo1

Se a populacdo dos receptores Py; e Py for pequena, ou seja, se
Ppn <1, Pyl (2.59)

estes termos podem ser desconsiderados da equagao 2.58 [21]. Para que esta situagdo
aconteca sao necessdrias duas condic¢des: que ndo hajam receptores inativos com m = 4
e que ndo hajam receptores ativos com m = 0. Essas também sdo satisfeitas, de forma
mais restritivas, quando a populagdo de receptores nos estados m = 0 e m = 4 é baixa.

Quando o sistema se adapta, ele atinge um estado estaciondrio, onde dm =0,

devido ao equilibrio de adicdo e subtragdo de grupos metilicos por CheR e CheB serem

aproximadamente iguais em quantidades. Estudando a média da metilizacdo podemos

considerar entdo que d<Z>‘7 = 0, ou seja,
2om, = kr — kr (2), — kg{a) (2.60)
dt q q
0=kr— (kr + kB)<lZ>q (2.61)
kr
(a), = - (2.62)

desta forma, a equagdo 2.62 nos mostra a atividade média sem dependéncia da con-
centragao de ligando, ou seja, a adaptagao perfeita [21] se as condi¢des da equagdo
2.59 forem satisfeitas. Fica demonstrado que o sistema de equagdes que representa esse

modelo, com metilizacdo sequencial, leva a adaptacado perfeita.

Portanto, a adaptagdo é o mecanismo biol6gico responsavel pelo ajuste conti-
nuo em resposta as altera¢des na concentragdo do estimulo significativo [24]. Isto é

conseguido através da adigdo ou remogdo de grupos metilicos nos sitios de metilizacao.
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As condigdes que o modelo da quimiotaxia devem cumprir para apresentar
perfeita adaptagdo foram discutidos em [28], onde o estado de metilizacdo é descrito
pela variavel m € {0..M} , onde M é o nimero de sitios do receptor que pode ocorrer
a adigdo de grupos metilicos. Esta representagdo de metilizacdo é muito utilizada em

simulagdes de quimiotaxia [21] e [30].

A variavel m escalar s6 pode ser usado para descrever o nivel de metilizacéo, se
0s quatro sitios estdo ocupados sequencialmente . De outro modo, a metilizagdo deve
ser descrita por um vetor 7, com quatro elementos, cada um deles assumindo o valor 0
ou 1, conforme mencionado na se¢do 2.1. Isto ndo é uma questdo de menor importancia,
tendo em vista que a adaptacdo perfeita (equagdo 2.62) s6 pode ser obtida através da

ocupagdo sequencial dos sitios de metilizacado [28].

Se impusermos o modelo sequencial, apenas 5 estados sdo possiveis (figura
14). Caso seja permitida a metilizagdo fora da ordem, 16 estados (Figura 15) serdo
permitidos. Essas figuras também mostram quais estados sdo acessiveis pela metilizacdo

ou desmetilizacdao de outro estado.

Em outro trabalho, Mello (2003A) descreve seis condi¢gdes necessdrias para que
ocorra perfeita adaptagdo, sdo elas: a escala de tempo para ligacdo do ligante ao receptor
deve ser muito menor do que a a escala de tempo da fosforilagdo dada pela metilizagao;
as taxas de metilizacdo/desmetilizacdo estdo linearmente relacionadas pela atividade
do receptor, sendo zero para m = 4 e m = 0; a atividade dos receptores ndo metilados e
os com metilizagdo maxima sdo independentes da presenca de ligantes; a relacdo entre
kg relacionado a CheR e kg relacionado a CheB-P (CheB Fosforizado) sdao as mesmas
para todos os estados de metilizacdo; a taxa de transferéncia do grupo fosfato de CheA
para CheB e CheY é proporcional a auto fosforilagdo de CheA; com a taxa de metilizagdo
e desmetilizagdo sendo iguais podemos desconsiderar a dependéncia dos receptores

ndo ligados.

A adaptacdo dos receptores no mecanismo da quimiotaxia proporciona vanta-
gem competitiva relevante. Provavelmente desempenharam um papel importante na

evolucdo da rota da quimiotaxia.
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3 Meétodo

3.1 Meétodo Monte Carlo

O avango tecnolégico trouxe infinitos beneficios para o desenvolvimento ci-
entifico e, um exemplo claro, sdo as diversas maneiras possiveis de manipular os
experimentos através das simula¢es. Com o aumento das complexidades descobertas,
nos problemas reais, a simulagdo esta cada vez mais sendo utilizada em varias dreas do
conhecimento, tornando assim, uma saida para sistemas complexos que ndo possuem
uma resposta analitica. Para Garcia, Lustosa e Barros (2010), a simulagdo consiste no
desenvolvimento de um modelo ou representacdo de uma situacao real, que possibilita
a realizacdo de experimentos em diversos cendrios, sendo uma ferramenta de auxilio
na avalia¢do do sistema, fornecendo uma melhor compreensao ao invés de gerar ape-
nas uma solugdo. Para Andrade (1989) a simulagdo pode ser usada para experiéncias
com novas situagdes, mesmo tendo pouca, ou nenhuma informagao, com o intuito de

preparar para o que possa acontecer no processo real.

Existem dois tipos de modelos de simulagao: o deterministico e o probabilistico.
No deterministico pressupde que os dados sdo obtidos com certeza, ndo levando em
conta que os dados possam ter alteragdes futuras. No probabilistico, é baseado na
tentativa de se encontrar a natureza probabilistica envolvida nas varidveis do sistema

[33].

Os modelos de simulagdes probabilisticas tiveram inicio com o método de Monte
Carlo que tem como foco simulag¢des de fendmenos aleatérios. Esse nome é devido ao
famoso cassino de Monte Carlo, no Principado de Ménaco. Seu desenvolvimento foi
iniciado em 1944, durante a Segunda Guerra Mundial, sendo ferramenta de pesquisa

para o desenvolvimento da bomba atomica [33].

A primeira publicacdo sobre método de MC é datada de 1949, contando-se os
dias atuais mais de 22.969 publica¢des sobre este tema. Este crescimento se deve ao
grande avango tecnolégico dos computadores que trouxeram um grande aumento na
velocidade de processamento e na capacidade de armazenamento das informacdes [34].

Hammersley e Handscomb (1964) definem o Método de Monte Carlo como a parte da
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matemadtica experimental que estd preocupada em experiéncias com niimeros aleatorios.
Ja Yariyaz (2009) define como um método estatistico, no qual se utiliza uma sequéncia
de ntimeros aleatérios para a realizagdo de simulagdes. Desta forma, podemos ver que
a aplicagdo deste método é conhecida em diversas dreas, seja para descrever fendmenos

fisicos ou para encontrar solu¢des mateméticas de sistemas complexos.

Em muitas aplica¢Oes praticas do método de Monte Carlo, ndo existe a necessi-
dade de se escrever as equagdes matematicas que representam o sistema, sendo necessa-
rio apenas que o processo fisico possa ser descrito por uma densidade de probabilidade
[34]. Desta forma, este método é uma expressado geral, onde as formas de investigagado

estdo baseadas no uso de ntimeros fortuitos com estatisticas de probabilidade [33].

No entanto, podem existir algumas dificuldades quando estamos usando o
método de Monte Carlo. Uma das principais e que podem acabar gerando o ndo
desenvolvimento do projeto, até mesmo antes de se comecar a pensar na simulagdo, é a
capacidade de memoria e a velocidade de processamento da CPU. Uma simulagdo que
requer anos para “executar” é totalmente impraticdvel. Da mesma forma, um calculo
que requer memoria maior que o limite existente, somente poderd ser realizado com
técnica de programacdo sofisticada e isso pode retardar a velocidade e aumentar as
chances de erros [35]. Ainda para Landau e Binder (2005), existem outras dificuldades
que podem influenciar nos resultados das simulagdes, tais como: erros de truncamento

e arredondamento, erros estatisticos e erros sistematicos.

O método de Monte Carlo constitui basicamente numa grande amostragem
aleatdria com o intuido de obter resultados numéricos, onde quanto maior for a amostra
melhor serd o resultado obtido. O método é alimentado por um gerador de ndmero
aleatério utilizado para amostragem dos varios fendmenos que ocorrem durante os
processos de interesse. Sendo essas amostragens realizadas através das distribui¢des de

probabilidade, conforme Figura 19.

3.2 Metodologia

Como a adigdo e subtragdo de grupos metilicos (metilizagdo) sdo os responsédveis
pela atividade dos receptores (secdo 1.8), serd através dessa agdo que buscaremos

encontrar a adaptacdo da quimiotaxia na bactéria Escherichia Coli. Assim, usando o
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Figura 19 — Esquema simplificado de uma simulagéo utilizando o método Monte Carlo
[34].

modelo Monte Carlo junto com o algoritmo de Metropolis (capaz de gerar uma variacdo
aleatdria através de uma probabilidade) iremos simular o processo de metilizagdo. A
simulagdo serd realizada através de uma rede quadrada com condi¢do de contorno
peridédico (pontas opostas identificam-se umas com as outras) de 64 x 64 = 4.096
receptores. Cada receptor contém 8 varidveis bindrias a € 0,1,1 € 1,0,9 € 0,1 e
m; € 0,1. Onde, no modelo sequencial M € 0..4. Os parametros k, C, L, a e my,
em principio, terdo os valores retiradas de estudos anteriores. A variagdo de alguns

parametros tragam os resultados de nossa simulacéo.

Tabela 2 — Parametros usados na simulacao

NOMES VALORES | NOMES VALORES
n 64

71 0] g2 1
ay 0 an 1
Koo 18.1 | Koy 53.995
Ko 6 | Ko 60.26
Ci1 =11 Cyp -1
Con =11 GCp -1
ks 1|k, 2
Lo 01 | I 1
5] -3 | ap -3
Moo 1| myp 1

Na tabela 2 vemos os valores dos pardmetros usados na nossa simul¢do, onde n
é o nimero de receptores em uma matriz n X n; g é o tipo de receptores; a é a atividade
(0 para inativo e 1 para ativo); k é a constante de dissociagdo (que depende do tipo
de receptor e da atividade); C é a interagdo entre o receptores vizinhos; k; e k; sdo
responsaveis, respectivamente, pela adigdo e subtracdo de grupos metilicos; Lo é a
concentrac¢do dos estimulos; « mudanca na diferenca de energia entre os estados ativos
e inativos, provocada pela adi¢do de um grupo metilico e o mp é o nivel médio da

metilizagdo, na auséncia de qualquer estimulo, responsédvel por deslocar da esquerda
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para direita da origem.

Na simulagdo utilizamos a equacgdo 2.40, separada em duas partes, uma que re-
presenta a energia de fatores externos ao receptor, tais como: concentragao de estimulos,
constante de dissociagdo e a dependéncia com os grupos metilicos. A outra parte da
equacdo representa a interacdo existente entre os receptores, independetemente das

preferéncia de ligacado existente, isto é, ndo depende do tipo de receptor ou estimulo.

Em cada etapa do modelo de Monte Carlo um receptor é aleatoriamente selecio-

nado e os dois procedimentos seguintes sao executados:

Passo Atividade/Ligando: Uma das variaveis de a ou | é selecionado, com a
mesma probabilidade de ser trocada. Serd calculada a variacdo de energia AE entre
a energia inicial e a energia do estado ligado. Se AE < 0 o novo estado ¢é aceito, caso

contrério, ele é aceito com probabilidade e~*F.

Passo de metilizacao: Se 2 = 0, cada sitio vazio pode ser metilizado com a pro-
babilidade krAt. Se a = 1, cada sitio ocupado pode ser desmetilado com probabilidade
kpAt. Um nimero aleatério diferente é gerado para implementar a probabilidade de
cada sitio de metilizacdo. O passo de metilizagdo deve considerar os estados acessiveis

de acordo com as figuras 14 e 15.

Na quimiotaxia, o processo de conexdo dos estimulos aos receptores é um pro-
cesso instantaneo, sendo a adi¢do/subtragdo de grupos metilicos um processo lento,
conforme vimos na secdo 2.1. Assim, para obedecer essa regra da quimiotaxia, im-
plementamos no programa uma condigdo, onde para cada 10 vezes rodado o "passos
atividade/Ligando"(responsédvel por calcular a variagdo da energia), apenas uma vez é
rodado o "passo de metiliza¢do"(responsavel pelo calculo da probabilidade de metiliza-
¢d0). Dessa maneira, para o processo de metilizacdo, a ligagdo dos estimulos comporta-se

como se sempre estivesse em equilibrio.

Para esta simulacdo a concentracio de estimulos (Lg) varia de 10~! a 108. Neste
intervalo pudemos visualizar todo o comportamente do sistema da E. Coli, desde as
adaptacoes até a faixa onde o sistema nao é capaz de responder mais ao aumento da
concentragdo. Consideramos também o tempo de simulacdo (t), sendo baseado em
"unidade de tempo"que varia de t = 0 a t = 100. Com esse valor, podemos varrer toda

a concentragdo de estimulo, conseguindo analisar os aspectos individuais da simulacao.
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Esta simulagdo sera capaz de mostrar o comportamento dos sitios de metilizacao,
depois de implementado os passos. Poderemos ver o comportamento da bactéria E.Coli
quando ela estd na presenga de atraentes-quimicos e a importancia da sua estrutura

interna para se adaptar ao meio em que vive.

O objetivo da simulagdo é a geragdo de arquivos de dados, onde através deles

poderemos construir os graficos necessarios para analisar o sistema como um todo.
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4 Resultados, Analise e Discussio

Neste capitulo, apresentaremos os resultados obtidos nas simulagdes e a andlise.
Este trabalho é baseado em um programa computacional em C++, utilizando simulagao
Monte Carlo, rodado em um computador pessoal com o sistema operacional Linux

versdo 14.04 LTS, os gréficos obtidos foram feitos no gnuplot.

Nos capitulos e sessdes anteriores, comentamos a importancia da quimiotaxia
para a evolugdo das bactérias, sendo que o processo de adaptacdo quimiotética das
bactérias ao meio em que vivem é um dos principais responsaveis por essa evolugao.
Diante disso, quatro fatores sdo primordiais para descrever esse processo da adaptacao,
sendo eles: a atividade dos receptores, a concentracdo de estimulos, os receptores que
estdo ligados por estes estimulos e a metilizagdo/desmetilizacdo dos receptores. Vale
lembrar que a metilizagdo/desmetilizagdo ocorre através da adi¢do e subtragdo de

grupos metilicos no receptor.

A simulagdo é baseada nos parametros fornecidos na tabela 2. A simulagdo
tem sua evolugdo vinculada ao aumento da concentragdo de ligantes ([L0]) variando
de 107! a 108, que por sua vez, tém dependéncia com o aumento da unidade de
tempo t. Assim, a populagdo de [LO] tém sua quantidade aumentada em 10 vezes a
cada 10 unidades de tempo, tempo suficiente para que a atividade possa se adaptar e
retorne para a atividade anterior, conforme pode ser visualizado na figura 20. A cada
aumento de [L0], receptores sdo preenchidos por ligantes o que faz com que o nimero de
receptores ligados cresga com o aumento de [L0]. A variagdo de [L0] para esta simulagdo
é aquela necessaria par abranger, desde os receptores completamente desligados aos
completamente ligado que, para as constantes usadas no experimento correspondem ao
intervalo [L0] = 10~1...10%. As grandezas medidas na simulagao, tais como atividade,
receptores ocupados e metilizagdo sdo dadas por suas médias, ou fragdes das somas
dessas gradezas pelo total de receptores do sistema. Para o célculo da atividade e dos
receptores ocupados é feita uma média para todos os receptores e para a metilizacdo
é considerada a populagdo média em cada grupo metilico (M0, M1, M2, M3 e M4). Ja
para a concentracdo de ligantes sdo considerados dois tipos de estimulos, no qual, neste

trabalho, sdo simultaneamente excitados com valor inicial de 0.1.
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Sabemos que a adaptacdo perfeita, como mencionado na secdo 2.5, somente é
conseguida se consideramos que o sistema obedeca ao modelo sequencial na metilizagao,
ou seja, que existe uma ordem preestabelecida que deve ser cumprida ao adicionar e
subtrair grupos metilicos dos receptores, conforme mostrado na figura 14. E preciso
considerar também que a atividade média apés a adaptacdo ndo deve depender da

quantidade de estimulos existente no ambiente.

A tigura 20 estabelece uma visdo geral do comportamento do sistema, no entanto,
é muito complicada para que seja feita uma anédlise detalhada. Por este motivo, os
dados contidos nela serdo analisados separadamente nas figuras 21, 22 e 24, onde estdo
presentes as principais varia¢des dinamicas utilizadas neste trabalho, no qual podera
ser feito toda andlise do comportamento do sistema. Dessa forma podemos discutir

fator por fator de cada etapa do processo de adaptacdo da quimiotaxia bacteriana.

4.1 Atividade VS Concentracdo de Estimulos

Para uma andlise mais detalhada, vamos considerar inicialmente na figura 21
apenas a faixa inicial com o tempo de 0 a 20, na qual a concentragdo de ligante varia de
0.1 1. Neste primeiro momento, vamos analisar apenas a atividade (linha vermelha) e a

concentragdo de ligantes (linha verde).

A figura 21 nos apresenta a visdo completa do comportamento da atividade
com o aumento da concentracdo de ligantes e receptores ligados. Podemos ver que o
desenvolvimento da atividade esta de acordo com o esperado para as condicdes iniciais
do sistema. Fazendo a relagdo entre atividade e concentracdo de ligantes [LO] perce-
bemos que com o aumento de [L0] variando de 10~! para 10°, a atividade permanece
praticamente no mesmo estado, mesmo tendo um leve decaimento em ¢t = 10, pois nessa
faixa o valor de [L0] ainda é muito pequeno, o que ndo tem uma influéncia segnificativa

no valor da média da atividade.

O ponto principal que devemos observar na figura 21 é a queda instantanea
da atividade e o seu retorno lento ao nivel adaptado a cada mudanga instantanea na
concentracdo de estimulos. Essa queda instantanea na atividade deve ser relacionada
a variacdo da concentracdo, tendo em vista que receptores vazios e ativos serdo ra-

pidamente preenchidos devido a grande quantidade de estimulo, o que diminui sua
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Figura 20 — Comportamento da atividade sob a influéncia da concentracdo de ligan-

tes, dos receptores ligados (conectados) e dos grupos metilicos, onde a
atividade se refere a média dos receptores ativos, o [L0] representa a con-
centragdo de estimulos externos, "Rec. Lig"é a média dos receptores ligados
e MO0, M1, M2, M3, M4 sdo fra¢des dos receptores com cada nimero de
grupos metilicos.
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Figura 21 — Atividade dos receptores, Concentragdo de Estimulo.

atividade. Esse preenchimento rapido faz com que a atividade caia instantaneamente,
diminuindo assim, a quantidade de CheY-P (CheY fosforizado), sendo responsével
pela diminui¢do das guinadas da bactéria, conforme mencionado na segdo 1.7. Este
comportamento é o mais adequado, tendo em vista que a bactéria fard percursos mais
longos antes de mudar de direcdo, desta forma, consumindo um ntmero maior de
nutrientes. Ja o lento retorno ao nivel adaptado é explicado pelo fato de o processo
de metilizagdo ser mais demorado, pois a metilizagdo ndo pode ser feita em qualquer
receptor, ou seja, o sistema tem que analisar o receptor que pode receber grupo metilico.
Este comportamento pode ser percebido mais claramente na faixa entre t =20 a t = 60
unidades de tempo. Nesse intervalo de tempo a concentracdo de estimulo aumenta de
10! para 10°, com isso, podemos dizer que somente nessa faixa ocorre uma resposta
quimiotética. Fora dessa faixa, o sistema ndo apresenta esse comportamento de queda
na atividade por dois motivos: pela quantidade inicial de [L0] ser muito pequena e com
isso ndo tem muita influéncia, ou por todos os receptores ja estarem ocupados, e dessa

maneira ndo apresenta mais a capacidade de resposta a adi¢do de grupos metilicos.

Esse comportamento comprova que a atividade dos receptores depende da quan-
tidade de ligantes, tendo em vista que quanto maior o ntimero de estimulos, maior
também serd o numero de receptores conectados e, necessariamente, menor sera a

atividade do receptor. No entanto, conforme mencionado na se¢do 1.8, a adaptagdo
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Figura 22 — Atividade dos receptores e receptores ligados aos ligantes.

independe da quantidade de estimulos no ambiente. Isso também pode ser visto na
figura 21 nos intervalo de [L0] variando de 10! a 10° , onde mesmo apés o aumento sig-
nificativo da concentracdo de estimulos e, consequentemente, do numero de receptores
ligados, a atividade sempre se adapta, voltando a condi¢do do estado estacionério. O

que é compativel com a caracteristica robusta do sistema da quimiotaxia da E. Coli.

4.2 Atividade VS Receptores Ligados

O grafico 22, mostra a relagdo entre a atividade e os receptores ligados por
ligantes. Nesse aspecto, devemos analisar a condi¢do do aumento instantaneo dos
receptores ligados, provocado pela mudanca abrupta na concentragdo de estimulos,
e sua queda gradativa, conforme a atividade aumenta. Para essa andlise, devemos
observar na figura os trechos onde ocorre um aumento significativo dos receptores
ligados, que no caso do grafico da figura 22 esta presente visualmente em cinco pontos

do processo (t = 20, 30,40, 50,60 e 70).

Nessa relacdo entre receptores ligados e atividade, dois aspectos podem ser
descritos, um positivo e outro negativo. O positivo estéd relacionado ao ganho de sen-

sibilidade do sistema, pois quanto maior a queda na atividade, ap6s a mudanga na
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concentracdo do estimulo, maior € a sensibilidade. Assim, como a atividade, a ligacdo
dos receptores é um mecanismo rapido, instantaneo, se comparado com a dindmica
da metilizac¢do, por isso, no momento que os receptores se conectam aos ligantes a
atividade decresce. Quanto maior a queda da atividade mais sensivel é o sistema. O
aspecto negativo é que se 0 aumento ocorrido inicialmente fosse mantido, o sistema néo
conseguiria ter uma boa resposta para o proximo aumento da concentragdo de estimulo.
Isto pode ser observado no grafico da figura 22, pois o maior valor obtido dos receptores
ligados para uma concentrac¢do de estimulo é muito semelhante ao nivel adaptado do
préximo nivel de concentragdo. Se isso ocorresse, seria uma evidéncia que o sistema
ndo estaria tendo um bom ganho de sensibilidade. No entanto, a simulacdo demonstrou
a situagdo ideal, onde, ap6s um aumento rdpido do niimero de receptores ocupados,
ocorre uma diminuigdo gradativa, para que no préximo aumento de estimulo o sistema

possa obter uma maior resposta possivel.

Da mesma forma que o valor dos receptores conectados cresce instantdneamente,
a atividade também decresce de forma instantanea, no entando seu retorno a atividade
anterior é um processo mais demorado devido a metilizagdo dos receptores ser um
processo lento. Isso pode ser visto na curva mostrada na figura 23, que representa uma
ampliagdo do comportamento da atividade entre o intervalo de t = 35at = 50. Com
essa curva podemos visualizar melhor o que acontece ao redor do ponto de decaimento
e retorno da atividade. Assim, percebemos que o sistema requer um intervalo de tempo

maior para que a atividade retorne ao nivel adaptado.

A sensibilidade estd diretamente relacionada com a constante de dissociagdo K
que define a quantidade de receptores que ndo estdo ligados e, consequentemente, a
atividade do sistema. Assim, conforme a tabela 2, os receptores do tipo qp, no estado
inativo, precisam de apenas 18.1 de concentracdo para que 50% dos receptores sejam
ligados, j& para os receptores no estado ativo sdo necessdrios 53.995 de concentracdo para
se ter 50% dos receptores preenchidos. A mesma discussado vale para os receptores 4.
Ou seja, em ambos 0s casos é bem mais dificil de se conectar quando o receptor esta no
estado ativo. Esse conceito vai ao encontro com o conceito biol6gico que mostramos na
se¢do 1.2, onde quanto menor o valor da constate K maior serd o ntimero de receptores

ligados e quanto maior seu valor, menor serd o ntimero de receptores ligados.

Desta forma, o sistema trabalha em conjunto, ou seja, quando os receptores
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Figura 23 — Ampliagdo da figura 22 entre o intervalo t = 35 a t = 50.

se conectam aos ligantes a atividade diminui. Essa diminuicdo facilita a ligagdo dos
receptores ligantes em um processo sinergético, pois quanto maior a inatividade maior
o numero de ligantes que se conectam aos receptores. Esse comportamento pode ser
considerado como outro ponto positivo no sistema, pois é uma forma que ele encontrou
de ter o melhor ganho possivel de sensibilidade. Sendo essa, uma das caracteristicas
dos processos evolutivos das bactérias, onde a busca é pelo menor gasto de energia,

com o proposito de obter sempre o maior ganho de sensibilidade.

O outro ponto a ser observado, é a diminui¢do dos receptores ligados a medida
que a atividade aumenta, retornando ao nivel adaptado. Isso ocorre porque, com a
adicdo de grupos metilicos, os receptores voltam a ficar ativos e como ja sabemos, recep-
tores ativos tem uma maior dificuldade de se ligarem aos ligantes devido a constante
de dissociacdo ser maior. Dessa forma eles tendem a expulsar os ligantes, fazendo com

que a atividade aumente.

Em resumo, o mecanismo de ligacdo/atividade apresenta muitos méritos, destacando-
se a sinergia entre a atividade e a ligagdo de estimulos, seguida de uma lenta expulsao
dos estimulos ligados, permitindo que os receptores estejam disponiveis para um poste-

rior aumento de [L0].
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Figura 24 — Comparagdo entre a atividade por sitios de metilizacao.

4.3 Atividade VS Metilizacio

Vimos na secdo 1.8 que a adi¢do (CheR) e subtragdo (CheB) de grupos metilicos
sdo os responsdveis pela adaptacdo do sistema, funcionando como reguladores desse
processo. Sabemos que, quando a atividade esta baixa, ocorre a adi¢do de grupos
metilicos e quando estd alta, ocorre a subtracdo de grupos metilicos. No entanto, a forma
como esses processos sdo acionados, ou até mesmo o limite que serve de parametro para
esse acionamento ainda ndo é completamente entendida. Mesmo com essas dtividas,

acredita-se que esse processo é que controla a adaptagao.

A figura 24 nos mostra como a populacdo de receptores se distribui entre os
5 niveis de metilizagdo (M0, M1, M2, M3 e M4) e a influéncia dessa distribui¢do no
processo de adaptacdo. Um dos aspectos iniciais que podemos perceber é a variagdo
gradativa na populagdo de cada nivel de metilizagdo durante o processo de adaptacao.
Esse mecanismo é um fator fundamental para um maior aproveitamento do consumo
de nutrientes pela bactéria, tendo em vista que a atividade e inatividade regulam a

direcdo dos movimentos das bactérias.

Ainda no gréfico da figura 24 vemos que, inicialmente a populacdo concentra-se

nos sitios M0 e M1 e a medida que a concentrac¢do de estimulo é aumentada, mais re-
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ceptores sdo conectados aos ligantes, com isso ocorre uma maior distribui¢do em outros
niveis de ocupagao dos sitios metilicos tendo em vista que estamos obedecendo um
modelo sequencial, conforme a figura 14. Podemos perceber também que no intervalo
onde a adaptacdo é conseguida (t variando de 20 a 60) o nivel de M0 comega a diminuir
e os outros sitios metilicos tendem a aumentar, com exce¢do de M1 que também tém

uma queda. Essa descricdo ficard mais clara ao observamos a figura 25.

A quantidade de sitios de metilizagdo existentes nos receptores estd diretamente
relacionada com a capacidade de adaptagdo da bactéria. Sabendo disso, podemos
verificar na figura 24 que o processo de adaptacdo pode ser alcangado quando os grupos
metilicos dos extremos, neste caso os M0 e M4, estdo em um nivel baixo. Isso pode ser
visto no intervalo de ¢ variando entre 0 e 50, onde a adaptacdo para a atividade anterior
é, de certa forma, conservada, existindo apenas uma pequena queda devido a perda

natural do sistema.

No entanto, quando M4 comecga a ficar mais cheio, percebemos que o sistema
tende a perder a capacidade de adaptagdo. Isso coloca o sitio M4 como um regulador da
adaptacdo, pois pelo modelo sequencial, quando o M4 é muito populado, a metilizagdo
dos receptores chegaram ao seu maximo, ndo tendo mais um caréter de regulagao.
Isto porque, quanto maior o namero de receptores totalmente metilizados menor sera
a possibilidade de se alcancar a atividade anterior. Tendo em vista que agora temos
menos receptores com capacidade de ganhar grupos metilicos e outros receptores que

s0 podem perder grupos metilicos o que torna-os menos ativo.

A condicdo que assegura esse comportamento foi descrita na se¢do 2.4 pela
equacao 2.59, onde definimos que para acontecer a perfeita adaptagdo a populacao de
MO0, no estado ativo, deve ser muito pequena, ou seja, M0 < 1. O mesmo entendimento
se aplica a M4, no estado inativo, ou seja, M4 < 1. Para uma andlise melhor das
condigdes de adaptagdo perfeita, calculamos a atividade média do receptor no estado

metilico M0, conforme abaixo:

Usando os valores da tabela 2 e considerando a equagdo Hjijq = pgal + (E% +
ch)a para uma populagdo de receptores ndo ligado e com estado do sitio metilico M0

temos a seguinte distribuicao:

(4.1)
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considerando a dependéncia com os sitios metilicos E% temos,
M _ —
Egn = —a(mg) =3 4.2)
agora, considerando a intera¢do com os receptores vizinhos,
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como:
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Usando estas rela¢des na equacdo 4.1 podemos encontrar a atividade média “méxima”

para o receptor de sitio metilico M0 e ndo ligado,
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Assim, podemos ver que os parametros dados na tabela 2 fazem com que a
condicdo 2.59 seja obedecida, pois vemos que a quantidade de receptores ativo no

estado M0 é muito baixa.

Uma forma melhor de visualizar esse movimento da populagdo em cada sitio
metilico é através dos histogramas mostrados na figura 25. Os dados para essa andlise
foram retirados do estado estaciondrio de cada receptor imediatamente antes da mu-
danca de concentragdo, sendo uma média dos tltimos 20 pontos. Dessa forma, podemos

perceber que conforme M4 aumenta a adaptagdo comega a ter problemas.

Pelos histogramas mostrado na figura 25 fica mais claro o que discutimos an-
teriormente. Podemos ver que no inicio do processo pouco se altera na quantidade
da populacgédo de cada sitio metilico, pois como vimos, nesse momento, a quantidade
de receptores ligados ainda ndo é grande o suficiente para produzir uma queda na
atividade. No entanto, a mudanca mais perceptivel esté localizada entre [LO] = 10° e

[LO] = 10, é nessa faixa de concentragéo de estimulos que percebemos um aumento
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Figura 25 — Distribui¢do dos niveis apds a adaptacado, obtidos dos valores médios dos
20 dltimos pontos antes de cada mudanga de concentracdo da figura 20, da
esquerda para a direita, as colunas de cada conjunto representam a ocupagdo
dos receptores M0, M1, M2, M3 e M4, com a concentra¢do de estimulo no
intervalo de 10~! a 108

consideravel na populagdo de M4 e consequentemente, a ndo adaptacao. Pela figura 24,
vemos que quando [L0] > 10° o sistema j4 estd estabilizado e adaptado para todos os

receptores.

O motivo pelo qual MO inicialmente se encontra alto na figura 25 é devido as
condigdes iniciais da simulagdo. No entanto, podemos perceber que a medida que ocorre
um aumento na quantidade de estimulos, mais ligantes se conectam nos receptores.
Dessa forma, M0 comeca a decair, conforme esperado, pois como vimos, os extremos

devem ser menos metilizados para que ocorra a adaptacao.

Esse aspecto fica mais claro nas figuras 26 e 27, onde aumentamos em uma
unidade o valor de 1, (imagem 26a) e em duas unidades (imagem 27a) nos parametros
iniciais (tabela 2). E possivel perceber a perda da adaptagéo logo ap6s a parte inicial do

sistema, quando M4 comega a aumentar.

A fungédo do 14, na dindmica da simulagéo, é promover um deslocamento da
esquerda para direita na inicializagdo da metilizagdo. Por esta razdo vemos que quanto
maior o valor de m,o maior serd a diferenca na inicializacdo da metilizagdo de cada
receptor, tendo em vista que ele estd diretamente ligado & dependéncia com os grupos

metilicos Eé\fn, conforme mostrado na equagdo 2.33 da secdo 2.1.

4.4 Efeitos do nimero de grupos metilicos

Outra forma de se mostrar a relagdo de dependéncia entre a adaptagdo e os
sitios metilicos é alterando a sua quantidade. Ao invés de 4 sitios da E. Coli, simulamos
receptores com 3 e 6 sitios e analisamos o comportamento com essas altera¢des. Como

resultado, podemos perceber pela figura 28 que com 3 sitios o sistema ndo conseguiria
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Figura 26 — Comportamento do sistema com my = 2: a) grafico com a atividade e a
metilizagdo; b) distribuicdo da populacdo de M0, M1, M2, M3 e M4, entre o
intervalo de concentracio de estimulo de 10~ a 108.

se adaptar com [L0] > 0 o que seria desvantajoso, a figura 28a representa o grafico geral

e a figura 28b nos d4 a ocupagdo da populagao de cada grupo metilico.

Para receptores com 6 sitios (figura 29) percebemos que a atividade volta total-
mente ao seu estado inicial para qualquer valor de [LO], o que tornaria a adaptacéo
perfeita em todo o intervalo de concentracdo estudado. A figura 29a representa o grafico
geral e 29b nos d4 a ideia da ocupagdo da populacdo de cada grupo metilico. Nesta
simulagdo, percebemos que a adaptagdo é totalmente alcancada no sistema, mesmo com

o aumento do nivel de metilizacdo do M4.

Dessa forma, fazendo uma comparacdo entre os gréficos das figuras 20, que
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Figura 27 — Comportamento do sistema com my = 3: a) grafico com a atividade e a
metilizagdo; b) distribuicdo da populacdo de M0, M1, M2, M3 e M4, entre o
intervalo de concentracio de estimulo de 10! a 108.

representa o sistema com 4 sitios metilicos e o grafico da figura 29 que representa o
sistema com 6 sitios, podemos perceber que ndo existe um grande ganho de resposta
a adaptacdo, quando aumentamos o niimero de sitios metilicos no sistema. Assim, a
formacao dos receptores com 4 sitios metilicos foi a melhor escolha biolégica para o
sistema, pois, mesmo tendo pequenas flutua¢des no retorno a atividade anterior, o
sistema tém um comportamento satisfatério mesmo nao apresentando a adaptagdo

perfeita.

As simulacgdes, utilizando o modelo sequencial, mostraram que mesmo alterando

0s parametros o sistema sempre tende a adaptagdo no final do processo, tendo em vista
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Figura 28 — Comportamento do sistema com 3 sitios de metilizacdo: a) Refere-se ao
grafico geral com todas as grandezas a, [L0], Rec.lig e sitios metilicos
MO0, M1, M2, M3; b) Histograma com a ocupagao das populagdes de cada
sitios metilicos.
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Figura 29 — Comportamento do sistema com 6 sitios de metilizacdo: a) Refere-se ao
grafico geral com todas as grandezas a, [L0], Rec.lig e sitios metilicos
MO0, M1, M2, M3, M4, M5, M6; b) Histograma com a ocupagdo das popula-
¢Oes dos sitios metilicos.
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que todos os receptores estdo conectados com ligante.

Portanto, conforme esperado, os extremos M0 e M6 estdo com uma populagdo
bem baixa e o sistema estd conseguindo se adaptar perfeitamente. Essa simulacéo foi

feita tanto para n = 64 como para n = 100, onde 1 é o ntimero de receptores.

45 Modelo N3o-Sequencial

Outro ponto que podemos mostrar nesse trabalho é a simulagdo para um mo-
delo ndo sequencial (figura 30). Ela tém todas as grandezas e os grupos metilicos do
sistema usado no modelo sequencial. Desta forma, podemos perceber, neste modelo
ndo-sequencial, a existéncia da mesma dinamica reservada para o modelo sequencial,
como por exemplo, o aumento da quantidade de concentracdo de estimulos, a ligagdo
dos receptores aos ligantes, a queda instantdnea da atividade e a ocupagao dos sitios
metilicos (M0, M1, M2, M3, M4). No entanto, vemos que ndo ocorre a adaptagdo da

atividade.

Nesse modelo foi imposto que o preenchimento dos sitios metilicos ndo seguem
uma sequéncia. Pelo modelo ndo-sequencial o preenchimento dos sitios obedece o que
foi mostrado na figura 15, no qual temos 16 possibilidades, ao invés de 5 do modelo
sequencial. Pela figura podemos perceber algumas semelhangas, mas também uma
divergéncia muito importante com o modelo sequencial apresentado anteriormente.
A principal diferenca surge da impossibilidade de obter uma equacdo que define a

adaptagdo perfeita, equacdo 2.62, assim como as condi¢des dadas pela equagdo 2.59.

Como semelhancas podemos citar o comportamento inicial, onde, igualmente o
modelo sequencial, ndo existem mudangas expressivas, tendo em vista que, no inicio,
pela quantidade de estimulos, poucos receptores estdo conectados aos ligantes. Outro
fato semelhante é que a relagcdo dos receptores com os ligantes é feito de forma quase
instantanea. Por fim, podemos notar que o final do processo todo o sistema tende a se

adaptar devido todos os receptores estarem ligado aos ligantes.

Importa para o sistema a queda da atividade e o seu retorno gradual para o
valor anterior, o0 que em nenhum momento foi percebido, conforme mostrado na figura
30a. Podemos perceber através da figura 30b que mesmo com a populagdo dos grupos

metilicos M0 e M4 (considerados como reguladores da adaptagdo) sendo relativamente
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Figura 30 — Demonstragdo do sistema nado-sequencial: a) Refere-se ao gréfico geral com
todas as grandezas b) Histograma com a ocupacdo das populagdes de cada
sitio metilico.

baixa, o sistema ndo se adapta. A ndo-adaptagdo pode ser percebida de imediato, logo
quando uma quantidade maior de ligantes se conecta aos receptores, como por exemplo
uma concentragio de [L0] = 10%. Isto pode ser visto a cada aumento de concentragao
de estimulos. Portanto, demonstrando que pelo modelo ndo-sequencial a bactéria
ndo conseguiria a perfeita adaptacdo. Resumidamente a principal diferenca quando

comparado o modelo sequencial com o ndo-sequencial é a ndo-adaptagdo.
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5 Conclusao

E conhecido (segdo 2.3) a analogia entre os receptores da bactéria E.Coli com
o modelo de ising para objetos ferromagnéticos, no qual, para o cdlculo da energia
do sistema é levado em conta a forca de interagdo dos spins dos elétrons. No caso da
bactéria E. Coli, a interacdo acontece entre receptores, independentes das afinidades
para determinados estimulos, isso porque a E. Coli possui cinco diferentes tipos de
receptores, cada um com uma afinidade para determinado tipo de atraente, sendo os
tipos Aspartato e Serina os mais abundantes. Desta forma, a ligagdo de um tipo de
estimulo afeta todos os receptores. Este entendimento foi primordial para o calculo
da energia individual de cada receptor e com isso a energia total do sistema, onde,
para este cdlculo, além da forga de interagdo é também considerado a energia livre e a

conexdo do receptor com os ligantes.

O foco principal deste trabalho girou em torno da adaptacado perfeita, que con-
siste basicamente no restabelecimento do nivel de atividade ap6s um aumento na
concentragdo do ligante. Para este estudo, utilizamos como instrumento de demonstra-
cao simulac¢des Monte Carlo com algoritmo de Metrépolis. Usamos parametros retirados
de estudos anteriores. Com a simula¢do fomos capazes de analisar os resultados obtidos
e indicar comportamentos que condizem com a realidade do sistema. As simulacdes
foram feitas obedecendo os modelos sequencial e ndo-sequencial, que possuem como
diferenca bésica a ordem aleatdria de metiliza¢do/desmetilizagdo, sendo que no modelo

nao-sequencial existem mais possibilidades de preenchimento dos sitios, 16 no total.

Os produtos das nossas simula¢des foram gréficos que serviram para visualizar
individualmente cada ponto principal da quimiotaxia, tais como atividade, concentra¢do
de ligantes (estimulos), e populagao dos sitios metilicos. Os resultados em forma de
gréafico também serviram para que pudéssemos provar que adaptagdo somente pode

ser conseguida quando obedecemos ao modelo de metiliza¢do sequencial.

Nos graficos analisados, compreendemos melhor o comportamento que a bacté-
ria tem quando estd em um ambiente onde a concentragdo de estimulo aumenta. Essa
alteracdo na concentracgdo de estimulos estd diretamente relacionada com a quantida-

dede receptores que se ligam aos ligantes (estimulos) e também com o restabelecimento
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da atividade anterior. As simula¢es também ajudaram a comprovar que a quantidade
de quatro sitios metilicos é a que mais se adequa para o sistema real. Para compro-
varmos isso, realizamos simula¢des com trés e seis sitios. O nimero menor de sitios
ndo deixou que o sistema se adaptasse em nenhum momento, ao contrdrio do que o
nimero maior de sitios fez a simulacao, pois obtivemos a perfeita adaptacdo. Contudo,
percebemos que a formagdo com quatro sitios o sistema apresenta uma pequena perda
na adaptacdo durante o processo, o que pode ser aceitdvel no ponto de vista biolégico.
Assim, justifica-se a escolha de quatro sitios feita pela natureza, pois traz uma leve
flutuagdo na adaptagdo o que é o esperado para um processo biolégico que depende de

fatores externos.

Como a proposta deste trabalho é baseada na sequéncia da metiliza¢do da E.
Coli tizemos também a simulagdo obedecendo o modelo ndo-sequencial e conseguimos
evidenciar que nesse modelo o sistema nao se adapta. Para esta simulagdo obedecemos

0s mesmos parametros utilizados no modelo sequencial.

Portanto, este trabalho contribuiu para uma melhor compreencdo da quimiotaxia
bacteriana, além de confirmar a importancia que as simula¢des tem nos dias atuais, no
auxilio a diversas areas de educacdo. Como proposta para trabalhos futuros podemos
citar a implantacdo do modelo ndo-sequencial junto com a verificagdo dos pardmetros
necessarios para que este modelo consiga estabelecer a adaptagao perfeita. Para tanto
varreremos o espaco de parametros para verificar se os resultados obtidos sdo, ou nao,
uma particularidade do conjunto de parametros utilizados. Dessa forma, pretendemos
demonstrar a importancia da metilizacdo sequencial e da suficiéncia de 4 sitios metilicos

de ligacdo nos receptores.
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