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Resumo

Os canais ibnicos sao proteinas integrais presentes nas membranas celulares, sendo
componentes fundamentais em uma grande variedade de processos fisiolégicos como
propagacdo do impulso nervoso, contracdo muscular, controle da excitabilidade
cardiaca e secrecdo celular. Os canais idnicos transitam entre diferentes estados de
condutancia, ora permitindo, ora interrompendo o fluxo de ions entre os
compartimentos celulares. O mecanismo de abertura e fechamento dos canais iGnicos
tem sido modelado como um processo aleatério, no entanto, alguns trabalhos tém
demostrado que essas transicdes em alguns canais apresentam memaria, ou seja,
correlacéo de longo alcance. A gramicidina A (gA) € um pentadecapeptideo produzido
pelo Bacillus brevis com a capacidade de formar canais i6nicos simples quando
inseridas em membranas lipidicas. A simplicidade estrutural, a capacidade de formar
canais e a facilidade de manipulagéo molecular de gA tornaram a gramicidina um bom
modelo para estudos dos canais ibnicos. Sabe-se da grande quantidade de relatos
sobre os canais de gramicidina, porém, ndo foi encontrado estudos com o emprego
de métodos matematicos de dindmica ndo-linear na analise da existéncia de memoria
nesses canais. Nesse contexto empregamos a analise de flutuacdo destendenciada
(DFA) e a entropia aproximada (ApEn) na investigacao da existéncia de memoaria e
complexidade no processo cinético dos canais de gA, respectivamente. As correntes
ibnicas unitarias foram registradas em tempo real através de um microcomputador
acoplado a um conversor A/D e um amplificador de patch-clamp. Todos os
experimentos foram realizados nas seguintes condigcdes experimentais: bicamadas
lipidicas planas de diftanoil-fosfatidilcolina, solu¢cado de NaCl 1 M nao tamponada, pH
de 6,3+0,2; potencial transmembrana de 200 mV e temperatura de 25°C. O valor da
condutancia do canal de gA foi de 15,5 + 0.05 pS. As constantes de tempo para o
canal de gA para o estado aberto e no estado fechado foram t, = 3,1866 + 0,1752
set1,-12,0743 + 0,8658 s, respectivamente. Em fungéo do numero de eventos e do
percentual de delecdo de regides das seéries temporais observou-se diferentes
comportamentos na cinética dos canais de gA: correlacdo antipersistente (app,-0,4 €
0,44), correlacdo persistente (aprs=0,63) e presenca de comportamento aleatério
(apra=0,53%0,2). No entanto, foi observado na maioria das séries analisadas que a
cinética desses canais tende a apresentar um comportamento aleatério. Os resultados
das analises da ApEn mostraram que as séries que possuem comportamento
aleatério apresentaram maior complexidade quando comparados as séries que
apresentam memoria. Os resultados obtidos permitem concluir que o processo
cinético do canal de gA possui de elevada complexidade e auséncia de memoria,
comportamento divergente daqueles encontrados em muitos canais i6nicos
estruturalmente complexos, como alguns canais de sédio e potassio, que possuem
um comportamento deterministico.

Palavras-chave: Correlagdo de longo alcance; Andlise de Flutuacdo Destendenciada;

Entropia Aproximada; Gramicidina A; Bicamada Lipidica Plana.



Abstract

lon channels are integral proteins present in cell membranes, being fundamental
components in a wide variety of physiological processes, e.g. propagation of the
nervous impulse, muscular contraction, control of the cardiac excitability and cellular
secretion. The ion channels shift between different states of conductance, sometimes
allowing, sometimes interrupting the flow of ions between the cellular compartments.
The mechanism of opening and closing ion channels has been modeled as a random
process, however, some studies have shown that these transitions in some channels
have memory, that is, long-term correlation. Gramicidin A (gA) is a pentadecapeptide
produced by Bacillus brevis with the ability to form simple ion channels when inserted
into lipid membranes. The structural simplicity, the ability to form channels and the
ease of molecular manipulation of gA have made gramicidin a good model for studies
of ion channels. There is a large amount of reports about gA channels, however, we
did not find studies using mathematical methods of nonlinear dynamics in the analysis
of the existence of memory in these channels. In this context we used the Detrended
Fluctuation Analysis (DFA) and the Approximate Entropy (ApEn) in the investigation of
the existence of memory and complexity in the kinetic process of the gA channels,
respectively. The single-channel currents were recorded in real time through a
microcomputer coupled to an A / D converter and a patch-clamp amplifier. All
experiments were performed under the following experimental conditions: diphytanoyl
phosphatidylcholine planar lipid bilayers in 1 M NaCl solution not buffered, initial pH of
6.3 £ 0.2; the transmembrane potential of 200 mV and a temperature of 25 ° C. The
conductance of the gA channel was 15.5 + 0.05 pS. The time constants, t, for the gA
channel for the open and closed state were 1,_= 3.1866 + 0.1752 s and t,- 12.0743
+ 0.8658 s, respectivel. According to the number of events and percentage deletion of
time series regions, different behaviors in kinetics of gA channels were observed:
antipersistent correlation (apr4 = 0.4 and 0.44), persistent correlation (apz, = 0.63) and
presence of random behavior (apr, = 0.53 = 0.2). However, it has been observed in
most of the analyzed series that the kinetics of these channels tend to exhibit a random
behavior. The results of the ApEn analyzes showed that the series that have random
behavior presented greater complexity when compared to the series that have
memory. The results obtained allow us to conclude that the kinetic process of the gA
channel has high complexity and absence of memory, divergent behavior from those
found in many structurally complex ion channels, such as some sodium and potassium
channels, which have a deterministic behavior.

Key words: Long-term correlation; Detrended Fluctuation Analysis; Approximate
Entropy; Gramicidin A; Planar Lipid Bilayer.
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1. Introducéo

Os canais ibnicos sdo estruturas formadas por proteinas integrais presentes
nas membranas celulares. Eles possuem a fungédo de permitir o fluxo iénico através
de membranas. Tal fluxo de ions desempenha um papel importante em diversos
processos fisiologicos, sendo responsaveis pela geracao de potenciais de membrana,
transmissdo dos impulsos nervosos, contragdo muscular, secre¢ao e proliferagéo
celular dentre muitas outras fungdes (HILLE, 2001). Alteragbes na estrutura ou na
funcdo das proteinas formadoras de canais podem gerar doencas denominadas
canalopatias, como diabetes mellitus, epilepsia, sindrome do QT longo, dentre outras
patologias. Os canais ibnicos desempenham um papel vital para as células e o
entendimento da estrutura, atividade e funcionamento desses canais possui enorme
importancia tanto na biologia como na medicina (FERMINI, 2008; KIM, 2014,
LASCANO et al., 2016; FERNANDEZ-FALGUERAS et al., 2017).

Em decorréncia da presenca dos canais i6nicos em diversos tipos e processos
celulares, a dinamica de aberturas e fechamentos desses canais tem sido alvos de
estudos para o desenvolvimento de novos medicamentos (BAGAL et al., 2012) e o
entendimento de processos fisioldgicos importantes (HILLE, 2001). Desta forma, o
estudo dos canais ibnicos tem auxiliado na descoberta de drogas para o tratamento
de doencas, drogas usadas como anestésicos locais e gerais (POLLARD e
EARNSHAW, 2006), como também na elucidacdo da génese de inUmeras doencas
decorrente de disfun¢des destes canais (ASHCROFT, 2000).

A gramicidina (gA) é um peptideo com capacidade de formar canais ibnicos
simples em membranas lipidicas, sendo esses canais constituidos apenas por dois
mondmeros de gA. Os canais ibnicos formados por gA possuem um comportamento
cinético que sofre grande influéncia da bicamada lipidica na qual ele encontra-se
inserido (HLADKY & HAYDON 1972; LUNDBEAK et al., 1996; ROUX, 2002).

Esse peptideo tem sido utilizado ao longo das ultimas cinco décadas como
modelo experimental para estudos de canais ibnicos e isso se deve, dentre outros
fatores, ao fato da gramicidina pertencer a uma familia de moléculas capazes de
formar canais ibnicos em bicamadas lipidicas e possuir uma estrutura molecular
simples. A gramicidina A é um excelente modelo para o estudo das relagdes entre
estrutura e funcéo dos canais idnicos, sua organizacao e sua dinamica, bem como a

relacdo da composicdo da bicamada lipidica com a fungédo dos canais (HLADKY &
16



HAYDON,1970; ANDERSEN, 1983; ANDERSEN & KOEPPE II, 1992; CIFU, KOEPPE
Il & ANDERSEN, 1992; LUNDBEAK et al., 1996, ANDERSEN, et al., 2005; KELKAR
& CHATTOPADHYAY, 2007; ALEJO, et al., 2013).

Nos ultimos anos alguns autores tém observado que a cinética dos canais
iGnicos complexos, aqueles formados por subunidades proteicas, ndo apresenta um
comportamento aleatério e sim que é um processo correlacionado no tempo, ou seja,
apresentam memoéria (NOGUEIRA et al.,1995; MERCIK et al., 1999; VARANDA et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2006; WAWRZKIEWICZ et al.,, 2012). A analise dessa
propriedade vem sendo realizada através de diferentes métodos matematicos como
Andlise de Hurst, Andlise de Flutuacdo Destendenciada (Detrended Fluctuations

Analysis, DFA), anélise de autocorrelacdo, dentre outros métodos.

A pesar da grande quantidade de pesquisas sobre a estrutura e funcdo dos
canais formados por gA, o comportamento cinético, no que diz respeito a presenca de
memoria de longo alcance, ainda ndo foi estudado neste canal. Neste trabalho
buscamos analisar o comportamento cinético dos canais idnicos formados pela gA,
investigando a existéncia de correlacéo de longo alcance no mecanismo de abertura

e fechamento desses canais.

A compreensdo desses processos é de grande importancia para um maior
entendimento dos mecanismos biofisicos que regem o processo cinético dos canais e
entender se a presenca da propriedade de memaoria € um comportamento presente
apenas nos canais ibnicos mais complexos, formados por subunidades proteicas e
gue possuem um mecanismo de gating ou se essa propriedade esta presente nos

canais mais simples como nos canais formados pela gramicidina A.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Canais l6nicos

As membranas celulares sdo barreiras hidrofébicas que impedem a passagem
de moléculas carregadas entre os meios intra e extracelular (DOYLE, 2004). A
presenca de estruturas denominadas de canais idnicos nessas membranas funciona
como vias cuja funcao é permitir o fluxo rapido e seletivo de ions através da membrana
sem o0 gasto de energia metabdlica (HILLE, 2001; LIPSCOMBE & WYLLIE, 2018),
sendo esse fluxo governado pelo gradiente eletroquimico através da membrana
(ASCROFT, 2000).

Os canais i6nicos sao estruturas formadas por proteinas integrais com funcao
de permitir o fluxo ibnico seletivo através da membrana. Esse fluxo de ions
desempenha um papel importante em diversos processos fisiolégicos (HILLE, 2001),
sendo responsaveis por estabelecer potencias elétricos na membrana, produzindo a
excitacdo muscular e nervosa, contracdo muscular, controle da excitabilidade
cardiaca, secrecdo celular como a liberacdo de hormdnios, regulacdo do volume e
proliferacdo celular, participando também dos mecanismos pelos quais as células
respondem estimulos extracelular, contribuindo para a homeostase e 0s processos de
sinalizacdo celular (ASCROFT, 2000; TRIGGLE et al., 2006; FERMINI, 2008;
LIPSCOMBE & WYLLIE, 2018). Os canais ibnicos desempenham um papel vital para
as células e o entendimento da estrutura, atividade e funcionalidade desses canais
possui enorme importancia para compreensdo dos processos biolégicos e na clinica
médica (FERMINI, 2008).

Disfuncdes nos canais ibnicos geradas por mutacdes nos genes codificadores
das proteinas formadoras de canais ou por falha no processo de regulacdo do
comportamento desses canais por um ligante intracelular ou extracelular podem
provocar mudancas no fluxo idnico e gerar doencas denominadas canalopatias como
a sindrome de Liddle, fibrose cistica, sindrome do QT longo, alguns tipos de diabetes
mellitus, dentre inUmeras outras doencas. Para compreender como tais canalopatias
sao originadas € necessario um maior entendimento das propriedades cinéticas dos
canais idnicos (FERMINI, 2008; KIM, 2014; LOUDON & FRY, 2014; LASCANO et al.,
2016; FERNANDEZ-FALGUERAS et al., 2017).
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Os canais ibnicos sdo proteinas altamente heterogéneas em nivel estrutural e
funcional (KLIPPENSTEIN et al., 2018). Contudo, de um modo geral, os canais ibnicos
sdo poros macromoleculares formados por proteinas transmembrana com multiplas
subunidades (Figura 1) que formam dominios especializadas como filtro de
seletividade e sensores de estimulo para abertura do canal. Apenas proteinas de
canais mais primitivas, encontradas em procariontes possuem apenas um segmento
transmembrana. Algumas sdo grandes peptideos formados por uma Unica
subunidade, mas muitas contém varias subunidades proteica (POLLARD e
EARNSHAW, 2006).

Meio extracelular Fluxo

Filtro de
seletividade

Cavidade

Gate

Membrana Celular

Meio intracelular

Figura 1: Canal de potassio (Kirbac 1.1). A figura esquematica mostra o canal inserido na membrana
celular e os diferentes segmentos transmembrana que formam dominios especificos: filtro de
seletividade, cavidade, gate e vestibulo. Fonte:
http://chemistry.berea.edu/~biochemistry/2014/af_ck_pz/

Os canais ibnicos permitem o fluxo de ions através de uma barreira
naturalmente impermeavel (FERMINI, 2008) com um fluxo de 10°® ions/segundo
(HILLE, 2001). Existem dois fatores que provocam o fluxo ibnico, o campo elétrico e o
gradiente de concentracdo, ou seja, o fluxo ibnico permitido pelos canais ocorre a
favor do seu gradiente eletroquimico através da membrana (ASHCROFT, 2000). Em
condic¢des de equilibrio eletroquimico, onde as duas influéncias estéo equilibradas, o
fluxo resultante é nulo (HILLE, 2001).

Os canais i6nicos sao seletivos a determinados ions ou grupo de ions e essa

capacidade de selecionar tais ions se deve a presenca de uma regiao rica em residuos
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de aminoacidos carregados na superficie interna do poro do canal que formam um
filtro estreito de seletividade que estabilizam o ion durante a sua passagem no interior
do canal (HILLE, 2001; FERMINI 2008), mutacdes na sequéncia de aminoacido dessa
regido afetam a condutancia idnica (KUO et al., 2003). Uma representacao

esquematica do filtro de seletividade pode ser observada na Figura 2.

@ = 0.1 nm

A
S

> Filtro de seletividade

© jons de potassio
#= Oxigénio

FIGURA 2: Filtro de seletividade do canal de potassio bacteriano KcsA. Detalhe com os peptideos
responsaveis pela seletividade do canal. Adaptado de VAZIRI & PLENIO, 2010.

Os canais mais simples podem ser encontrados em dois estados de
condutancia: aberto ou fechado (LIEBOVITCH, 1996). Em um potencial de membrana
fixo, a condutancia dos canais ibnicos, quando no estado aberto, permanece
constante para a maioria deles. Entretanto muitos canais ibnicos se comportam de
forma diferente, como o canal de glutamato, por exemplo, que exibe diferentes
estados de condutancia e diferentes amplitudes de corrente ibnica, mesmo quando o
potencial de membrana é mantido constante (ASHCROFT, 2000).

Os canais idnicos possuem uma ampla diversidade estrutural e estédo
envolvidos em uma grande variedade de processos, no entanto sua funcao
compartilha trés propriedades basicas: permeabilidade, seletividade e gating. Sendo
este Ultimo o processo um movimento molecular em resposta a um estimulo externo,
que permitem o canal transitar entre diferentes estados conformacionais, sendo
responsavel pelo processo de abertura e fechamento dos canais ibnicos, controlando
o fluxo de ions através da membrana (HILLE, 2001; TRIGGLE et al., 2006).
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De acordo com Hille (2001) a cinética do gating pode ser descrita através de
um diagrama de estado. O diagrama de estado mais simples transita apenas entre

dois estados:

Aberto Fechado

No entanto canais biologicos ndo sdo tdo simples podendo possuir multiplos

estados conformacionais para os estados abertos e fechados.

Na grande maioria dos canais iGnicos 0 processo de gating pode ocorrer por
influéncia de estimulos especificos. Existem basicamente trés grupos bem
compreendidos de mecanismos de gating: aqueles controlados por variacdo da
voltagem, por controle de ligantes e por controle mecanico. Muitas vezes, existe a
influéncia de hormdnios ou neurotransmissores, mediadores que influenciardo a
ligacdo de segundos mensageiros que vao ativar o gating nos canais iénicos (HILLE,
2001).

A mudanca conformacional que ocorre na proteina formadora de canal quando
essa transita entre os diferentes estados sdo geradas principalmente pela energia
derivada das variacdes térmicas, do campo elétrico e/ou da energia originada da
ligagéo de ligantes presentes no citoplasma ou no meio extracelular ao canal iGnico
(LIEBOVITCH, 1996).

2.2 Gramicidina A

A gramicidina é uma familia de peptideos, assim como a alameticina,
siringomicina E, megainina e cecropina, produzidos por microrganismos com
capacidade de formar canais ibnicos em membranas (HLADKY & HAYDON 1972);
CHRISTENSEN et al., 1988; FEIGIN et al., 1996; EPAND & VOGEL, 1999; SPAAR et
al., 2004; BROGDEN, 2005). O mecanismo de acéo desses peptideos se da atraves
da sua capacidade de insercdo e formacdo de canais iGnicos nas membranas
celulares (Figura 3), onde as regides hidrofébicas dessas moléculas se organizam
para estar em contato com a regido central da membrana (camada hidrofébica da
bicamada lipidica) e as regides hidrofilicas se associam as cabecas polares dos
fosfolipidios (BROGDEN, 2005).
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A presenca de tais peptideos na bicamada lipidica rompe a barreira de
permeabilidade da membrana permitindo o vazamento de certos componentes
celulares, bem como dissipando o gradiente eletroquimico da membrana (EPAND &
VOGEL, 1999).

:111m3m"ﬂ}mm*n’xmxﬂ'xmrﬂ’xf
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Figura 3: Mecanismo de insercdo dos peptideos formadores de canais ibnicos. Regifes hidrofobicas
do peptideo sdo mostradas em azul e as regifes hidrofilicas em vermelho. Adaptado de BROGDEN,
2005.

A gramicidina A (gA) € um peptidico linear produzido pelo Bacillus brevis e foi
isolado pela primeira vez em 1940 (HOTCHKISS & DUBOS, 1940). E um peptideo
com acdo antibidtica composto por uma sequéncia de 15 aminoacidos com
capacidade de se inserir e formar canais iGnicos simples e permeaveis a céations
monovalentes em membranas celulares (SARGES & WITCOP, 1965; WALLACE,
1990; WALLACE, 2000; LIOU et al., 2015; BROWND et al., 2018).

Tais peptideos quando incorporados a membrana celular tem a capacidade de
formar canais ibnicos simples, com apenas um Unico segmento no interior das
bicamadas lipidicas (ANDERSEN & KOEPPE IlI, 1992) que impedem a célula de
manter seu potencial eletroquimico (URRY, 1971) e consequentemente leva a morte
celular. Sua acgéo antibidtica tem sido explorada na clinica médica e veterinaria desde
a sua identificacdo (HERRELL & HEILMAN, 1941; WADESTEN et al., 1985;
BOSSCHA et al., 2004) e mais recentemente tem sido estudado seu potencial clinico

no tratamento de outras patologias.

Além da sua acdo antibiotica, alguns autores tém observado o potencial de

acao da gramicidina no tratamento de outras doencas. Luo et al. (2013) mostraram
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gue a gramicidina S tem um grande potencial para o tratamento da doenca de
Alzheimer. Em seus resultados eles observaram que esse peptideo inibe
significativamente a formacéao de fibrilas de peptideos beta-amildides, proteinas que
se depositam no cérebro de individuos portadores da doenca de Alzheimer. O
potencial da gramicidina no tratamento do cancer também tem sido estudado. David
et al. (2013) observaram que a gramicidina A tem a reduziu a viabilidade, in vitro, de
células de carcinoma renal e reduziu eficazmente o crescimento de enxertos desses

tumores in vivo.

A estrutura priméria dos peptideos gA € uma sequéncia linear constituido por
15 aminoé&cidos que possuem alternancia de isomeria espacial, L- e D-aminoacidos
(SU et al., 2017): HCO-L-Val-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-TrpD-Leu-L-
Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-NHCH2CH20H. Sua regido N-terminal esta bloqueada
por um grupo formil e na regido C-terminal existe uma ligagdo amida com a
etanolamida (SARGES & WITKOP, 1965; CHAUDHURI & CHATTOPADHYAY, 2016).

A formacéo dos canais de gA em membranas ocorre através de um processo
de dimerizacdo, ocorrendo uma associacdo transmembrana de dois monémeros de
gA presentes em cada monocamada da bicamada lipidica formando dimeros de
gramicidina, estabelecendo assim a formacgao dos canais de gA. A estabilidade do
dimero ocorre atraves de ligagdes de hidrogénio na regido formil-NH terminal de cada
mondmero. Sua estrutura final na bicamada lipidica € constituida por um dimero
helicoidal de cadeia simples com rotacdo para a direita (O'CONNELL et al., 1990;
URRY, 1971; ANDERSEN & KOEPPE Il, 1992; LUM et al., 2017; BROWND, 2018).

A funcdo dos canais i6nicos formados por gA pode variar dependendo da
composicao lipidica das membranas na qual ele esta inserido (LUNDBAK et al., 1996;
GIRSHMAN et al., 1997; LUNDBZK et al., 2010). Dependo do tipo lipidio o canal tanto
pode variar na amplitude de corrente, como também no tempo de permanéncia em
gue o canal permanece aberto e fechado (Figura 4). Esse tipo de comportamento,
dependente da composicdo da bicamada lipidica torna a gA um excelente modelo

para estudo da influéncia do ambiente no comportamento cinético dos canais i6nicos.
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Figura 4: Registro da corrente de canais unitarios e histogramas de amplitudes de correntes de canais
de gramicidina A em bicamada lipidica com diferentes composicdes lipidicas. 4A: bicamadas lipidicas
constituidas de DOPC/ n-decano; 4B: bicamadas lipidicas constituidas de DLoPC/n-decano. Adaptado
de GIRSHMAN et al., 1997.

Os canais de gA tipicamente apresentam um padrdo de condutancia
dependente da composicao lipidica (ANDERSEN; SAWYER e KOEPPE II, 1992), no
entanto em muitos estudos tem se observado a presenca de canais que possuem uma
condutancia muito abaixo do perfil padrdo (BUSATH & SZABO, 1981; MAZET et al.,
1984; RUSSELL etal., 1986; SYCHEV etal., 2016). Essas variantes sdo denominadas
de mini canais (BUSATH & SZABO, 1981). A frequéncia de eventos de mini canais
nos registros de canais unitarios de gA é pequena, podendo ser de inferior a 10%
(MAZET et al.,, 1984; RUSSELL et al.,, 1986), no entanto outros em alguns
experimentos pode corresponder de 30 a 50% dos eventos nos registros de canais
unitarios (BUSATH et al., 1987).

A insercdo do dimero de gramicidina A na membrana pode ocorrer em
diferentes arranjos, DS e SS, por exemplo (Figura 5), no entanto ndo sao todas as
formas de dimerizacdo que geram a estrutura com funcionalidade de canal ibnico
(CHAUDHURI & CHATTOPADHYAY, 2016). A formag&o de um canal iénico de gA
ocorre quando a gramicidina interage na configuracdo head-to-head entre os
mondmeros, sendo a configuragcdo SS aquela com a capacidade de formar canais
ibnicos (ARUMUGAM et al. 1996; ANDERSEN et al., 1999).

24



al a2

Figura 5: Representagdo Esquemética de duas formas de interacdo entre os mondmeros de
gramicidina A em Bicamada Lipidica Plana. al Interacdo paralela; a2 interacdo head-to-head entre os
mon6meros de gramicidina. Adaptado de ANDERSEN et al.,1999.

A capacidade do dimero de gA se comportar como canal idnico depende da
localizacéo dos residuos de triptofano na interface proteina-bicamada lipidica, quando
0 peptideo interage com a bicamada. A distribuicdo dos residuos de triptofano podem
ser encontrados em diferentes configuracbes. O dimero de gA nao possui a
capacidade de conducdo idnica quando esses residuos se distribuem ao longo de
toda o comprimento da bicamada. No entanto, a funcionalidade de canal ibnico
aparece gquando o arranjo dos residuos de triptofano formam clusters na regiédo
hidrofilica da bicamada (Figura 6 e 7) (CHAUDHURI et al., 2014).
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Figura 6: Representagdo Esquematica de duas formas de interagdo entre os mondémeros de
gramicidina A em BPL. al Interacdo paralela; a2 interacdo head-to-head entre os monémeros de
gramicidina. Adaptado de CHAUDHURI & CHATTOPADHYAY, 2016.
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Figura 7: Modelo de Preenchimento de espaco de duas formas de interagdo entre os mondmeros de
gramicidina A em BPL. 7a: Interagdo head-to-head entre os monémeros de gramicidina, SS; 7b:
Interacdo paralela, DS, entre os monémeros de gramicidina. Adaptado de ANDERSEN et al.,1999.

A cinética dos canais ibnicos de gA ndo ocorre de maneira semelhante aquela
encontrada nos canais complexos, como os canais de sodio e potassio por exemplo.
O fluxo ibnico através desses canais ocorre quando os mondmeros se encontram
associados. Tal fluxo é interrompido quando os mondémeros se movem a uma
distédncia & um do outro. A ativacdo da dissociacdo dos monémeros esté relacionada
tanto com a energia de ativacdo intrinseca quanto com a diferenca de energia de
deformacéo da bicamada (LUNDBEAK et al., 1996).

O processo de abertura e fechamento desses canais tem sido visto como
consequéncia da formacdo de dimeros (D), estado "aberto”, e posterior dissociacdo
dos mondmeros (M), conformagéo onde ocorre a interrup¢ao do fluxo idnicos e essa
conformacdo € compreendido com estado fechado (M+M) (ANDERSEN 1984;
O’CONNELL et al., 1990; LUM et al., 2017). De acordo com esse modelo, a cinética
dos canais de gA nédo consiste em transicdo conformacionais no interior da proteina
gerando as transi¢cdes entre os estados abertos e fechados, como € visto naqueles
canais complexos, porém a cinética de canais idnicos formado por gA seria um
processo de associagao e dissociagao de mondémeros (M+M«—D) (Figura 8), onde a
formacado dos canais seria dependente do encontro entre dois mondmeros que estao

em movimento de difusdo na bicamada lipidica.
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Figura 8: Representacéo esquemaética do processo de abertura e fechamento do canal idnico formado
por gramicidina. M+ representa cations monovalentes. Adaptado de ESSEN & KOERT (2008).

A taxa de formacao dos canais de gA (dimerizacao) e fechamento (dissociacao
dos dimeros) é depende de alguns fatores externos, como: voltagem (BAMBERG &
BENZ, 1976; SANDBLOM et al.,, 2001), espessura de membrana (KOLB &
BAMBERG, 1977; ELLIOT et al., 1983), composicdo da bicamada lipidica
(GIRSHMAN et al., 1997), concentracdo de ions (RING & SANDBLOM, 1988; RING,
1996), das propriedades elasticas da bicamada lipidica (NEHER & EIBL, 1977,
GOULIAN et al., 1998; LUNDBAK & ANDERSEN, 1999).

Muito do entendimento sobre a estrutura e propriedades do funcionamento dos
canais i6nicos foram obtidos através do uso de canais i6nicos formados por
gramicidina em bicamadas artificiais planas. Devido ao fato da gramicidina pertencer
a uma familia de moléculas capazes de formar canais ibnicos quando incorporadas
em bicamadas lipidicas artificiais, possuir uma estrutura molecular simples, facilidade
na manipulacdo de sua estrutura quimica e pelo grande volume de dados na literatura
sobre este peptideo, ela tem sido utilizada como uma ferramenta para estudo do
comportamento dos canais idnicos (HLADKY & HAYDON,1970; ANDERSEN, 1983;
ANDERSEN & KOEPPE 1l, 1992; CIFU, KOEPPE Il & ANDERSEN, 1992; LUNDBEAK
et al., 1996, ANDERSEN, et al., 2005; KELKAR & CHATTOPADHYAY, 2007; ALEJO,
et al., 2013). A gA é um excelente modelo para o estudo das relacdes entre estrutura
e funcdo dos canais idnicos, sua organizagdo e sua dinamica, bem como a influéncia
da composicdo da bicamada lipidica com a funcédo dos canais (LUNDBEAK et al.,

1996; CHEN & WEI, 2012; RYU et al., 2015; DOKTOROVA et al., 2018).
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2.3 Correlacgédo de longo alcance (memoria) na cinética dos canais idnicos

A cinética dos canais iGnicos € caracterizada por uma série de periodos de
tempo em que o canal se encontra nos estados abertos ou fechados (BRAZHEA &
MAKSIMOV, 2006). Estudos de seéries temporais geradas pelos tempos de
permanéncia em que 0s canais transitam entre os dois estados (aberto e fechado)
permite compreender o comportamento cinético dessas proteinas (OLIVEIRA et al.,
2006).

De acordo com Ashcroft (2000), o tempo que o canal permanece aberto ou
fechado varia aleatoriamente. No entanto, alguns autores tém observado através de
métodos matematicos como Analise H/S de Hurst, Analise de Flutuacbes
Destendenciadas (Detrended Fluctuations Analysis, DFA), andlise de autocorrelacéo,
dentre outros métodos, que muitos canais i6nicos ndo se comportam de forma
aleatédria, eles apresentam a presenca de correlacdo de longo alcance, memoria, no
seu processo de abertura e fechamento (NOGUEIRA et al., 1995; VARANDA et al.,
2000; SIWY et al. 2001).

A presenca de memodria na cinética dos canais idnicos tem sido observada em
diferentes tipos de canais idnicos. Nogueira et al. (1995) usando a Analise H/S de
Hurst, observaram a presenca de memoria na cinética do gating nos canais de
potassio ativados por célcio (BK) em células de Leydig. Siwy et al. (2001), usando a
Andlise de Flutuacdes Destendenciadas (DFA) e Funcdo de Autocorrelacdo para
estudar a existéncia de correlacdo na sequéncia de aberturas e fechamentos de um
canal de potéassio tipo BK em fibras musculares da tibia de gafanhotos, observaram

uma maior correlacdo de longo alcance na sequéncia de fechamentos.

Oliveira et al. (2006) mostraram, através da Analise H/S de Hurst, que modelos
Markovianos e Fractal ndo sdo adequados para revelar a memoria na cinética dos
canais ibnicos de potassio do tipo BK. A presenca de memdéria ndo é uma propriedade
exclusiva da cinética de canais do tipo BK, Lan et al. (2008), usando DFA, também
mostraram a presenga de memoria na cinética de canais de potassio dependentes de

voltagem em neurdnios ganglionares da raiz dorsal em ratos.
2.4 Métodos Matematicos na analise de séries temporais de sinais biologicos

O uso de métodos matematicos permite compreender propriedades que nao

podem ser analisadas por meios das técnicas e metodologias experimentais atuais,
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como a aleatoriedade de um processo, permitindo estudar fendbmenos que muitas
vezes sdo0 impossiveis de serem analisados experimentalmente. Métodos
matematicos como Analise de Hurst, Funcdo de autocorrelacdo, DFA e Complexidade
de Lempel-Ziv tém sido utilizados para analise de sistemas biologicos (NOGUEIRA et
al., 1995; SIWY et al. 2001; HUDETZ et al., 2016).

Muitos sistemas fisicos e biologicos apresentam um comportamento complexo
caracterizado por correlacdes de longo prazo. No entanto, abordagens tradicionais
nao sdo adequadas para quantificar com precisdo correlacdes de longo alcance em
sinais ndo estacionarios (LO, 1989; HU et al., 2001).

Andlise de Flutuacdo Destendénciada (do inglés Dentrended Fluctuations Analysis,
DFA)

A correlacéo de longo alcance, em um dado processo significa que ao longo do
fenbmeno um determinado padréo se repete (LI & KANEKO, 1992). De acordo com
Giraitis et al. (2003) a presenca de memoria longa em uma dada série temporal indica
uma dependéncia persistente entre as observacdes da série temporal. Desse modo
pode-se dizer que presenca dessa correlagdo na cinética dos canais ibnicos significa
gue o tempo de permanéncia do canal ibnico nos estados abertos ou fechados néo

ocorre de forma aleatoria.

O DFA é um método seguro para quantificacdo das correlacdes de longo
alcance em séries temporais ndo-estacionarias, isto é, séries onde seus valores nao
variam no tempo aleatoriamente em torno de uma média constante. Esse método foi
proposto por Peng at al. (1994) para analises de sequéncias génicas de DNA, e tem
sido utilizado para analise em diversos campos de pesquisas. Sendo um método
seguro para quantificacdo das correlacdes de longo alcance em séries temporais ndo-
estacionarias, tendo a vantagem, em relacédo a outros métodos, de evitar a detec¢éo
espuria de correlacbes de longo alcance aparentes quando estas sdo apenas

artefatos da néo estacionariedade (PENG et al., 1994).

Ele consiste basicamente em analisar as flutuacdes de uma série integrada de
dados apds a retirada das tendéncias, analisando assim a presenga ou auséncia de
um processo de auto-similaridade dentro das séries temporais (STANLEY et al., 1999;
HU et al., 2001). A presenca de tendéncias ndo é uma caracteristica intrinseca as
ados, elas s&o introduzidas por efeitos externos e sdo caracterizados por um

comportamento suave ou que oscilam lentamente. A andlise dos dados sem levar em
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consideracao a presenca espuria de tendéncias podem levar a uma falsa identificacédo
(KANTELHARDT et al.,, 2001). O destendenciamento dos dados é uma etapa
importante que permite evitar que algum ruido externo ao sistema que esta sendo
analisado seja contabilizado na analise. De acordo com Hu (2001), € comum a
presenca de tendéncias em séries temporais geradas por sistema biolégicos ou

fisicos.

A analise dos dados através do método de DFA fornece o parametro apgy,
dependendo do valor desse parametro obtemos o tipo de comportamento da série
temporal analisada. Dentre 0s possiveis resultados para parametro app, € O

significado de tais valores para o comportamento cinético do canal ibnicos temos:
i. a = 0,5:indica uma tendéncia ao comportamento aleatério;

i. 00 < a >0,5: indica a presenca de uma memoria antipersistente no
comportamento da série, ou seja, um intervalo de tempo de permanéncia longo
do canal no estado aberto, por exemplo, tem uma maior probabilidade de ser

seguido por um intervalo curto e 0 mesmo serve para 0 contrario;

iii. 05 < a > 1,0: que indica a presenca de uma memoria persistente no
comportamento da série, ou seja, existe maior probabilidade de um tempo de

permanéncia curto ser seguido por outro curto.

Entropia Aproximada (do inglés Aproximate Entropy, ApEn)

A ApEn é um método matematico definido por Pincus (1991) sendo uma
estatistica que tem como objetivo quantificar a imprevisibilidade das flutuacbes de
uma série temporal, ou seja, a auséncia de padrdes repetitivos ao longo das
flutuacbes. Sendo capaz de analisar se existe a ocorréncia de padrbes atuais
permanece constantes no futuro e assim é capaz de estimar a complexidade no
comportamento de um dado processo (CHEN & CHANG, 2013).

Esse método tem um grande potencial de aplicacdo na andlise de uma ampla
variedade de dados fisiologicos e séries temporais proveniente de dados clinicos e
pode ser utilizado em séries temporais curtas e com presenca de ruidos (PINCUS,
1991; PINCUS & GOLDBERGER, 1994). O método de ApEn tem sido empregado em
uma variedade de estudos de diferentes processos fisioldgicos como analise de sinais
elétricos cerebrais (CHOI et al., 2008), anélise de sinais cardiacos (CASTIGLIONI &
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DI RIENZO, 2008; LIU et al., 2010; HOLZINGER, 2012) bem como uma ferramenta
de diagnostico de doencas (HARTMAN et al., 1994; GUO et al., 2010).

A presenca de padrdes repetitivos nas flutuacées de uma série temporal torna
a série mais previsivel quando comparado com séries com a auséncia desses padrées
(HO et al., 1997), possuindo assim uma baixa complexidade. Séries aleatoérias, onde
padrdes repetitivos ndo estao presentes possuem um elevado grau de complexidade
(PINCUS, 1991).

Menores valores para ApEn indicam que a série temporal apresenta alto grau
de regularidade e valores elevados indicam uma alta complexidade (maior
irregularidade ou aleatoriedade) em um dado sinal (WU et al., 2016; WU et al., 2017).
Valores de ApEn proximas de O indicam a presenca de padrbes que se repetem ao
longo da série e inversamente, valores elevados de ApEn indicam um comportamento
randomico (PINCUS & GOLDBERGER, 1994).
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3. Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Investigar a existéncia de complexidade e correlacdo de longo alcance no processo
cinético de abertura e fechamento dos canais i6nicos formados por gramicidina A

inseridos em bicamadas lipidicas planas artificiais.

3.2 Objetivos Especificos
a. Obter os registros de corrente idnica de canais unitarios formados por gramicidina
A inseridos em bicamada lipidica plana;

b. Obter séries temporais com o0s tempos de permanéncia dos canais formados por

gramicidina A nos estados aberto e fechado a partir dos registros de corrente idnica;

c. Empregar o método Analise de Flutuacdo Destendenciada para analisar a

existéncia de memdria no processo cinético do canal de gramicicina A

d. Empregar o método da entropia aproximada para analisar a existéncia de

complexidade do processo cinético do canal de gramicidina A.
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4. Metodologia
4.1 Formacéao da Bicamada Lipidica Plana

As bicamadas lipidicas planas (BLP’s) utilizadas nos experimentos foram
formadas conforme preconizado pela técnica de Montal & Mueller (1972). A montagem
experimental onde foi formada a bicamada lipidica consistia em uma camara de
Politetrafluoretileno (Teflon®) subdividida em duas hemicamaras por uma pelicula de
Teflon®. Cada hemicamara, denominadas Cis e Trans, comporta um volume final de
1,2 ml de solucdo eletrolitica. A pelicula possui um orificio de diametro de
aproximadamente 60 um, sendo este a Unica via de contato condutiva entre os dois
compartimentos. As hemicamaras foram seladas com graxa de silicone para alto
vacuo, de modo a isola-las eletricamente. Ponte salinas e eletrodos de prata cloreto

de prata conectavam cada hemicamara a um amplificador de patch-clamp (FIGURA

Orificio
Particéo Monémeros de gA

Ponte x Ty
+— salina .b -
P=4
—-
s =

Eletrodode _| -2 Dimeros de gA

Ag/AgClI >

Adicdo de gA em ambos E

os compartimentos il
Solugédo > %
eletrolitica : - :

de NaCl b

= 1

P=3 0
S - o
Compartimento cis Compartimento trans h =
P —
= . . S S Sl = - -

Bicamada Lipidica Plana

Figura 9: Camara de Teflon® conectadas através de pontes salinas a eletrodos de Ag/AgCl. No detalhe
observa-se a bicamada lipidica plana formada no orificio da particdo de Teflon®. Detalhe a direita
mostra 0s mondmeros de gA incorporados nas monocamadas e também a presenca de canais

formados por dimeros de gA. Adaptado de CARNEY et al., 2013 e LUNDBZK et al., 2010.
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Etapas da formacéo da bicamada lipidica plana artificial:

a. Inicialmente foi adicionado 700 uL de solucao eletrolitica ndo tamponada de NaCl
1M em cada um dos compartimentos da camara, de modo que a solucao eletrolitica

fiqgue com menisco abaixo do orificio.

b. Adicionamos 15 uL de Diftanoilfosfatidilcolina (Avanti Polar Lipids, USA) a uma
concentracdo de 10mg/ml em hexano (Merck, Alemanha) na superficie da solucéo

eletrolitica de cada uma das hemicamaras.

c. A regido da particdo que continha o orificio foi rapidamente exposta a solucao de
hexadecano (Sigma-Aldrich, Brasil) 1% (p/v) em hexano para aumentar a posterior

adesdao dos lipideos e estabilidade das monocamadas.

d. Apo6s 15 minutos, tempo de evaporacdo do hexano, forma-se espontaneamente um

filme lipidico sobre a solucgéo.

e. Apos a formacdao do filme lipidico foi adicionado, com o auxilio de uma seringa, mais
500 uL de solugéo eletrolitica no compartimento anterior elevando assim a solucéo
acima do orificio, dessa forma o filme lipidico se deposita sobre o orificio formando a

primeira monocamada lipidica.

f. O procedimento anterior se repete para 0 compartimento posterior da camara,
depositando a segunda monocamada e assim se forma uma bicamada no orificio da
particdo de Teflon®. A formacdo da BLP foi detectada pelo aumento da corrente
capacitiva basal do sistema em resposta a aplicacdo de uma onda triangular de
voltagem,visualizada no monitor de um microcomputador executando o programa

Clampex 10.5 (molecular Devices, USA).

Todas as etapas descritas acima estdo esquematizadas na figura 10.
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Figura 10: Etapas de formacao da bicamada lipidica plana. Adaptado de GUTSMANN et al., 2015.

g. Apos a formacédo da BLP foi adicionado entre 15 e 20 uL de uma solucéo etandlica
de gramicidina A (Sigma-Aldrich, Brasil) numa concentracdo 0,6 nM em ambas as
hemicamara, cuja concentragao final variou de 0,25 a 0,3 pM. A formagé&o dos canais
na bicamada lipidica foi monitorada através do registro da corrente idnica na memoria

do microcomputador executando o programa Clampex 10.5.

4.2 Sistema de aquisi¢cdo e monitoramento dos registros elétricos

O sistema de aquisicdo dos registros elétricos (Figura 11), composto por um
gerador de funcdes (Minipa MFG-4201A, Brasil), uma placa conversora A/D (Digidata
1440, Molecular Devices, USA) e um amplificador de patch clamp (Axopatch 200B,
Molecular Devices, USA), foi conectado a camara de Teflon® através dos eletrodos de
Ag/AgCl em pontes salinas do tipo Agar-KCl 3M (3% p/v). A saida do amplificador foi
conectada ao conversor A/D e a um microcomputador para aquisicao e monitoramento

dos registros de correntes.

A camara de Teflon® foi mantida no interior de uma gaiola de Faraday, para
blindagem elétrica e todo o sistema foi mantido sobre uma mesa de amortecimento
de alta perfomance (TMC model 63-531, USA) para minimizacado de perturbacdes

mecanicas.
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Figura 11: Esquema de formacao da bicamada lipidica plana e sistema de monitoramento e aquisi¢cao
de correntes idnicas atraves de canais ibnicos de gramicidina A em bicamada lipidica plana Adaptado
de AGUIAR et al., 2015.

Os registros das correntes idnicas de canais unitarios de gA foram A foram
filtrados 1 KHz por um filtro de passa-baixa Bessel (Modelo 902 da Frequence

Devices) e foram gravados em uma taxa amostral de 100 KHz.

4.3 Analises dos registros de corrente ibnica do canal de gramicidina

A analise dos registros das correntes ionicas foi realizada com o software
pClamp 10.5 e Sview (v. 4.09, USA). A aquisicdo das séries temporais foi realizada
no programa pClamp 10.5 através da funcao single-channel search. O pCLAMP 10.5
permitiu a idealizacdo dos registros de corrente ibnica e determinagéo dos tempos de
permanéncia nos estados aberto e fechado dos canais individuais. A obtenc&o dos
valores de condutancia de cada abertura dos canais de gA foram obtidos no programa
Sview. O calculo do valor da condutancia média foi realizado por um ajuste do tipo
Gaussiano a um histograma obtido a partir de 711 valores individuais de condutancia.
Na figura 12 consta um diagrama de bloco das etapas de processamento dos registros

de corrente e obtencao das séries temporais.

As constantes de tempos para os tempos de permanéncia do em cada estado
de condutancia foram obtidos através do ajuste exponencial do histograma de
distribuicdo dos tempos do canal nos estados abertos e fechados no programa
pClamp 10.5.
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Figura 12: Etapas da obteng&o e analise dos tempos de permanéncia nos estados abertos e fechados
dos canais ibnicos formados por gA. 12A: Aquisicao e e idealizag¢do dos registros de canais unitarios;
12B: Obtencgédo das séries temporais a partir do registro das correntes ibnicos e processamento das
séries; 12C: Analise das séries temporais através dos métodos matematicos DFA e ApEn.

A escolha dos eventos de abertura dos canais iGnicos considerados na
obtencéo das séries temporais foi baseada no valor da condutancia média dos canais
de gA. Considerou-se estado aberto, apenas aqueles eventos em que a variagéo do

valor de condutancia foi de 2 x o desvio padréao.
Foram utilizados alguns critérios de selecao das series utilizadas na analise:
1. O nimero N de pontos;

2. A guantidades de segmentos excluidos na série temporal necessarios realizar
durante o processamento dos dados para obtencdo de uma série composta apenas
de canais unitéarios. Um nimero de dele¢éo de segmentos da série elevado pode gerar

problemas para a analise das séries;

3. O valor do R? obtidos na regressao linear no grafico log f(n) x log n utilizados para

obtencéo do app,.

A figura 13 representa um registro de corrente tipico apos idealizacdo dos
estados fechados ou abertos do canal de gA. A série temporal de tempos abertos (TA)
ou de tempos fechados (TF) foram entdo analisadas via algoritmo do DFA. As séries

TA, TF e integral foram analisadas via algoritmo da entropia aproximada.
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Figura 13: Idealizagdo dos dados realizadas no Software pClamp. O programa identifica os estados de
condutancias (abertos e fechados) do registro da corrente ibnica através dos niveis de condutancia de

cada estado.

ApoOs a idealizacdo dos dados foi realizado o processamento dos dados para
cortes das regides no registro onde possuia ruidos ou presenca de eventos com
condutancia superior a média, que representava a inser¢cao mais de um canal de gA

simultaneamente na bicamada lipidica.

4.4 Obtencéo de séries temporais simuladas

Séries temporais simuladas

Foram geradas 30 séries temporais simuladas, N=500, cujo valor do apz, era
conhecido: 0,2, 0,5 e 0,8 (10 séries para cada valor de apr,). Tais séries foram criadas
no Matlab R2009a, utilizando o algoritmo de simula¢éo de ruido gaussiano fracionario
(fGn), disponivel no site da MathWorks
(https:/iwww.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/19797-simulation-of-
fractional-gaussian-noise--exact-?). O modelo do fGn foi inicialmente introduzido por
Mandelbrot e Van Ness e permite a criagdo de séries numéricas com a presenca de
correlacdo de longo alcance (DELIGNIERES, 2015). As séries simuladas foram
utilizadas como modelo teorico para as analises dos dados experimentais da entropia

aproximada.
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4.5 Andlise de Flutuacdo Destendenciada das séries temporais

O algoritmo do DFA utilizado nas analises foi o disponivel no site Physionet
(https://physionet.org/physiotools/dfa/) (GOLDBERGER et al., 2000)

Os passos seguidos pelo método DFA na analise sdo basicamente o0s
seguintes (PENG et al., 1994; PENG, 1995):

a. O método utilizado pelo Analise de FlutuagBes Destendenciadas obtém uma série

integrada, y(k), a partir da série temporal original de acordo com a equacéo 1:

k
y() =) [y® -7l Eq. 01

i
Onde y(i) é o valor de tempo de permanéncia na série original e y é a média da série

original.

b. Dividir a série temporal integrada de tamanho N, e assim obter boxes de
comprimentos iguais, n, e ajustar uma reta aos dados de cada box pelo método dos
minimos quadrados, e esta representa a tendéncia local de cada box.

c. Definir a tendéncia local em cada box de tamanho I: ajusta-se uma reta ao intervalo,

gue representa a tendéncia local.

d. Destendenciar a série temporal, subtraindo a série integrada y(k) da tendéncia

local, y,,(k), em cada box.

e. ApOs destendenciar a série temporal calcula-se as flutuacdes F(n) para cada
intervalo de tamanho n da série calculando um F(n) para cada box através da equacao
2:

N
1
F) = |3 ) [0 =3 (0] Eq. 02
k=1
f. Calcula-se F(n) repetidas vezes para valores crescentes de n. Normalmente o valor

de F(n) aumenta com o aumento do tamanho de n.

g. Plota-se um grafico duplo-log de F(n) x n (Figura 14) para determinar a relacéo
entre a funcéo de flutuacéo, F(n), com o tamanho dos boxes e calcula-se o coeficiente

de regressao linear, inclinacdo da reta, denominado de apz4. O valor do apg4 NOS
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fornece informacdes sobre a presenca ou auséncia de memdéria no comportamento

da série dos tempos de permanéncia do canal ibnicos nos estados abertos e fechados.
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Figura 14: Grafico duplo-log utilizado no método do DFA. A abscissa séo logaritmos dos valores de n e
0 eixo y € dado pelo log de f(n). A inclinagdo da reta de regressao linear € o valor do pardmetro apg,
utilizado para determinacdo da presenca de correlagdo de longo alcance ou presenca de um

comportamento aleatério na série temporal analisada.

4.6 Entropia Aproximada

Para a andlise da entropia aproximada ApEn (m, r,N) de uma determinada série
temporal de tamanho N € necessario definir inicialmente dois pardmetros de entrada:
o valor de m e r (PINCUS. 1994). O parametrom € um valor inteiro positivo que
estipula o tamanho da janela para comparacdo de similaridade e or é o limiar de
tolerancia para aceitacao dessa similaridade (PINCUS & GOLDBERGER, 1994; WU
et al., 2016). De acordo com Pincus (1994) tipicamente séo utilizados séries com N
entre 75 e 5000 pontos e param =1 ou 2, r entre 0,1 e 0,25 do desvio padrao dos

dados da série temporal possui boa validade estatistica.

Determinados os parametros de entrada, o algoritmo compara a distancia entre
subgrupos m de dados pertencentes ao sinal, aceitando que tais subgrupos sao

semelhantes se a distancia entre eles for menor que r.
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Os passos seguidos pelo método ApEn durante a analise sdo basicamente os
seguintes (PINCUS, 1991; PINCUS & GOLDBERGER, 1994; PINCUS, 1995;
RICHMAN & MOORMAN, 2000; WU et al., 2016):

1. Dada a série temporal {x(i)} de tamanho N, e os valores de i e t determinados o
calculo de ApEn (m, r, N), define-se uma sequéncia de vetores x(1), x(2),...,
x(N —m + 1), onde cada vetor x'(i)=[u(n), u(n + 1), ...,u(i + m — 1)] consistem de
m valores consecutivos x pertencentes ao sinal e serve com um padrdo para

comparagao com os outros vetores da série temporal analisada.

2. Calcula-se a distancia maxima, d[x(i), x(j)],1<j,k <N-m+1, entre 0s

componentes escalares que formam os vetores u‘(j) e u‘(k) através da equacao:
dx(@,  x(D= max (| w@+k=-D-uG+k-D)  gq 03

3. Usa-se a sequéncia de vetores x(i), x(i + 1), ...,x(i + m — 1) para calcular o C/™(r)
para cada vetor, onde o C/*(r) que denota a probabilidade de k satisfazer a condi¢éo
de que a distancia d[x(i), x(j)] é menor do que r e é calculado através da equacao

abaixo:

CM(r) = numero de k que satisfaz d[x(i), x(j)] < T/
() = N-m+1 Eq. 04

O valor de ¢/"(r) indica a frequéncia de k que apresentam similaridade com o
vetor x(i) de comprimento de janela m e os outros vetores da série dentro do limiar

de tolerancia r.

4. Calcula-se a média dos logaritmos naturais de C{"(r), 0™ (r):

N-m+1 m
em(r) = Y= logeC] (T)/N 41 Eq. 05
5. A entropia aproximada para séries finitas € dada entao por:
ApEn (m,r,N) = |0™(r) — 0™ 1 (7)|
Eq. 06

=[5 I /N - m+ 1] = [BE" I TN /N - 1]
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4.7 Andlise Estatistica

Para a comparacédo entre os grupos de valores da ApEn das séries simuladas
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5% e o post-hoc de

Dunn.
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Resumo

O processo cinético dos canais idnicos tem sido descrito como um processo aleatorio,
entretanto alguns trabalhos tém observado a presenca de memodria, ou seja,
correlacdo de longo alcance na cinética de canais complexos como 0s canais de
potassio e sodio. A gramicidina A (gA) é um peptideo linear com ac¢éo antibiotica e
que possui capacidade de formar canais ibnicos em membranas lipidicas. A
gramicidina € um dos canais idnicos mais bem estudados, porém néao foi encontrado
estudos com o emprego de métodos mateméaticos de dinAmica ndo-linear na analise
da existéncia de memoéria nesses canais. Os canais de gA tém sido utilizados como
modelo experimental para estudo dos canais iGnicos, sendo assim uma maior
compreensao das propriedades do comportamento cinético desses canais possibilita
um maior entendimento dos mecanismos biofisicos que regem a transicdo estre os
diferentes estados de condutancia desses canais. Nesse contexto empregamos a
andlise de flutuacdo destendenciada (DFA) e a entropia aproximada (ApEn) na
investigacdo da existéncia de memodria e complexidade do processo cinético dos
canais de gA, respectivamente. As correntes idnicas unitarias foram registradas
através da técnica de bicamada lipidica plana. Todos os experimentos foram
realizados nas seguintes condi¢des: bicamadas planas de diftanoil-fosfatidilcolina,
solucdo de NaCl 1 M nao tamponada, pH de 6,3+0,2; potencial transmembrana de
200 mV e temperatura de 25°C. O valor da condutéancia do canal de gA foi de 15,5 +
0.05 pS. As constantes de tempo para o canal de gA para o estado aberto e no estado
fechado foram t, = 3,1866 + 0,1752 s e 1,-12,0743 + 0,8658 s, respectivamente. Em
funcdo do numero de eventos e do percentual de delecdo de regides das séries
temporais observou-se diferentes comportamentos na cinética dos canais de gA:
correlacdo antipersistente (aprs-0,4€ 0,44), correlacado persistente (aprps-0,63) e
presenca de comportamento aleatério (apr,=0,53+0,2). No entanto, foi observado na
maioria das séries analisadas que a cinética desses canais tende a apresentar um
comportamento aleatério. Os resultados das analises da ApEn mostraram que as
séries que possuem comportamento aleatorio apresentaram maior complexidade
guando comparados as séries que apresentam memoéria. Os resultados obtidos
permitem concluir que o processo cinético do canal de gA possui de elevada
complexidade e auséncia de memoéria, comportamento divergente daqueles
encontrados em muitos canais idnicos estruturalmente complexos, como alguns
canais de sodio e potassio, que possuem um comportamento deterministico.
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Palavras-Chave: Correlacéao de longo alcance; Gramicidina A; Analise de Flutuacdes
Destendenciadas; Entropia; Bicamada Lipidica Plana.

Introducéo
A gramicidina A é um peptideo linear produzido pelo Bacillus brevis formado

por uma sequéncia de 15 aminoacidos (Sarges e Witcop 1965; Chaudhuri e
Chattopadhyay 2016) e pertence a uma familia de peptideos capazes de formar
canais iénicos, com um unico segmento em bicamadas lipidicas (Sawyer et al. 1990;
Andersen e Koeppe Il 1992; Wallace 2000), sendo seletivos a cations monovalentes
(Hladky e Haydon, 1972; Brownd et al. 2018).

A formacédo dos canais de gA ocorre através de um processo de dimerizacéo,
com a formacdo de ligacdes de hidrogénio da regido formil-NH terminal de cada
mondmero que forma o canal de gA, originados a partir dos lados opostos da
bicamada lipidica (O’'Connell et al. 1990; Lum et al. 2017). Sua estrutura final na
bicamada lipidica final € constituida de um dimero helicoidal de cadeia simples com
rotacdo para a direita. Tais canais, quando formados na membrana celular, impedem
a célula de manter seu potencial eletroquimico, que é o mecanismo responsavel por
sua acao antibiotica (Urry 1971; Andersen e Koeppe Il 1992; Oiki et al. 1995; Liou et
al. 2015).

Diferente dos canais ibnicos formados por subunidades protéicas, a cinética
dos canais de gA ndo ocorre através de mudancas conformacionais no interior da
proteina. As transi¢des entre os estados abertos e fechados nos canais de gA ocorrem
através do processo de associacdo e dissociacdo dos seus mondmeros, que estdo
em movimento de difusédo lateral em cada monocamada (Harms et al. 2003; Lum et
al. 2017). A presenca dos monémeros dissociados ndo permitem fluxo de corrente
ibnica, sendo interpretado como o estado fechado, j4 o estado aberto ocorre quando
0s monOmeros se associam através da bicamada, permitindo o fluxo ibnico (Strassle
et al. 1989; Harms et al. 2003).

A cinética dos canais i6nicos possui um comportamento randémico, nao
existindo correlacdo entre os tempos em que o canal permanece aberto e fechado
(Ashcrof 2000). No entanto, alguns autores tém mostrado que a sequéncia dos tempos

de permanéncia do canal nos estados abertos e fechados é um processo com
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memoria (correlagdo de longo alcance) (Nogueira et al. 1995; Varanda et al. 2000;
Siwy et al. 2001; Wawrzkiewicz et al. 2012).

O canal de gA apresenta um comportamento cinético muito mais simples que
outros canais de membranas, tais como os do tipo BK e o canal de potassio, nos quais
a presenca de memoria foi observada (Lan et al. 2008; Varanda et al. 2000). Assim &
instigante investigar se no canal de gA a memoéria também esta presente ou se o
processo é randémico, em decorréncia do canal ser formado a partir do encontro

aleatério de dois monémeros de gramicidina.

Métodos matematicos como Analise de Hurst, Funcéo de autocorrelacdo, DFA
e Complexidade de Lempel-Ziv tém sido utilizados para andlise de correlacao de longo
alcance em véarios sistemas biolégicos (Nogueira et al. 1995; Siwy et al. 2001; Hudetz

et al. 2016), inclusive na analise da cinética de canais idnicos.

Neste trabalho, dois métodos de dindmica néo linear serdo usados para analise
da cinética do canal de gA. S&o eles o DFA e a entropia aproximada (ApEn). O DFA,
um método proposto por PENG (1994), que detecta a presenca ou auséncia de
correlacdo de longo alcance (memdria) em séries temporais para seéries nao

paramétricas. A ApEn, proposto por Pincus (1991), € um método que permite

quantificar a imprevisibilidade das flutuac6es de uma série temporal.

O objetivo do presente estudo € empregar o método da entropia aproximada e
do DFA na investigacao da existéncia de complexidade e correlacédo de longo alcance
no processo cinético de abertura e fechamento dos canais i6nicos formados pela

gramicidina A inseridos em bicamadas lipidicas planas artificiais.

Materiais e Métodos
Construcao das bicamadas lipidicas planas

As bicamadas lipidicas planas (BLP’s) utilizadas nos experimentos foram
formadas pela técnica de Montal e Mueller (1972). Os experimentos foram realizados
com solucdes eletrolitica ndo tamponadas de NaCl 1 M. A temperatura durante a
aquisicao dos registros das correntes idnicas foi de 23 £1°C. As BLP's foram formadas
pela aposicdo de um filme de difitanoilfosfatidilcolina (DPhPC) em hexano (10% p/v)
em um orificio (diametro = 60 um) presente em uma particdo de Politetrafluoretileno

(Teflon®) que subdivide uma camara de Teflon® em dois compartimentos, cada um
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com volume final igual a 1,2 ml de solucgéo eletrolitica. As correntes idnicas dos canais
formados por gA foram obtidas em potencial de membrana igual a 200 mV. A
gramicidina A (Sigma-Aldrich, USA) foi diluida em etanol em concentracéo de 609 pM.
Foi adicionado uma aliquota dessa solucdo estoque de gA em ambos o0s
compartimentos da camara, resultando uma concentragao final na camara de 0,25-
0,3 pM.

Aquisicao dos dados

A obtencao dos registros das correntes idnicas de canais unitarios foi realizada
com a aplicacdo de um potencial de 200mV em um sistema de aquisicdo e
monitoramento das correntes idnicas. Esse sistema consistiu basicamente em um
gerador de fun¢des (Minipa, modelo MFG-4201A), um amplificador de patch clamp
(Molecular Devices, USA) e uma placa conversora analédgico-digital (Digidata 1440,
Molecular Devices, USA) conectado a um microcomputador IBM PC, o qual possui o
Programa pClamp 10.5 (Molecular Devices, USA).

Esse sistema de aquisi¢cao dos registros das correntes ibnicas era conectado a
camara de Teflon® através de eletrodos de Ag/AgCl em pontes salinas do tipo Agar-
KCI 3M (3% p/v). A saida do amplificador estava conectada a um microcomputador
onde foram executados programas computacionais que permitem a aquisicao e

monitoramento dos registros de correntes.

A analise dos registros das correntes idnicas foi realizada com o software
pClamp 10.5 e Sview (v. 4.09, USA). A aquisicdo das séries temporais foi realizada
no programa pClamp 10.5 através da fungéo single-channel search. O pCLAMP 10.5
permitiu a idealizacdo dos registros de corrente ibnica e determinagéo dos tempos de
permanéncia nos estados aberto e fechado dos canais individuais. A obtencéo dos
valores de condutancia de cada abertura dos canais de gA foram obtidos no programa
Sview. O calculo do valor da condutancia média foi realizado por um ajuste do tipo
Gaussiano a um histograma obtido a partir de 711 valores individuais de condutancia.

As constantes de tempos para os tempos de permanéncia do em cada estado
de condutancia foram obtidos através do ajuste exponencial do histograma de
distribuicdo dos tempos do canal nos estados abertos e fechados no programa
pClamp 10.5.
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Regibes dos registros das correntes ionicas foram deletados durante a
obtencao das séries temporais, devido ao fato de se tratar de ruidos externos ao sinal
ou a presenca de eventos com condutancia superior a dois desvios padrdo acima da
meédia, valor indicativo de presenca de mais de um canal inseridos simultaneamente
na bicamada lipidica, de modo que as séries apresentaram uma descontinuidade nos

dados.

A escolha dos eventos de abertura dos canais i6nicos considerados na
obtencéo das séries temporais foi baseada no valor da condutancia média dos canais
de gA. Considerou-se estado aberto, apenas aqueles eventos em que a variagao do

valor de condutancia foi até £ 2 x o desvio padrao.

Os critérios utilizados na sele¢céo das series temporais utilizadas nas analises
dos dados foram a quantidade de pontos das séries (N), o percentual de delecdes de
segmentos da série temporal durante o processamento dos dados, necessarios para
obtencdo de uma série composta apenas de canais unitarios; valor do R? obtidos no

ajuste linear no gréfico log f(n) x log n utilizados para obtencéo do app,.

2.3 Obtencéo das séries temporais simuladas

Foram geradas 30 séries temporais simuladas (10 séries para cada valor de
apra), N=500, cujo valor do apr, era conhecido: 0,2, 0,5 e 0,8. Tais séries foram
criadas no Matlab R2009a, utilizando o algoritmo de simulac¢do de ruido gaussiano
fracionario (fGn), disponivel no site da MathWorks
(https:/Iwww.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/19797-simulation-of-

fractional-gaussian-noise--exact-?).

O modelo do fGn foi inicialmente introduzido por Mandelbrot e Van Ness e
permite a criacdo de séries numeéricas com a presenca de correlacao de longo alcance
(Delignieres 2015). As séries simuladas foram utilizadas como modelo tedrico para as

analises dos dados experimentais da entropia aproximada.

Anadlise de Flutuagdo Destendenciadas (DFA)

A Analise de Flutuacdes Destendenciadas foi realizada através do algoritmo
disponivel na plataforma Physionet (Goldberger et al. 2000). Esse método tem a

capacidade de detectar a presenca de correlagdo de longo alcance nas seéries

55



temporais obtidas através do tempo de permanéncia dos canais de gA em cada estado
de condutancia.

O método DFA consiste basicamente em, a partir da série temporal original
integrada, dividir tal série em N segmentos, performar um ajuste linear (que
representam a tendéncia local) em cada segmento através do método dos minimos
quadrados de modo que é possivel destendenciar a série temporal. Posteriormente,
calcula-se as flutuagcbes F(n) para cada intervalo de tamanho n da série calculando

um F(n) para cada segmento através da equacao abaixo:

N
1
Fo = |5 ) [0 =y (K]
k=1

O calculo de F(n) é repetido varias vezes para valores crescentes de n.
Normalmente o valor de F(n) aumenta com o0 aumento do tamanho de n. O coeficiente
angular da reta de regressao linear do grafico duplo-log de F(n) x n, apr4 Nos fornece
informacdes sobre a presenca ou auséncia de memaoria no comportamento da série

dos tempos de permanéncia do canal ibnicos nos estados abertos e fechados.

Valores de app, = 0,5 indicam comportamento aleatério da série. Valores entre
0 e 0,5 indicam a presenca de memaria antipersistente, ou seja, um intervalo de tempo
de permanéncia longo do canal no estado aberto, por exemplo, tem uma maior
probabilidade de ser seguido por um intervalo curto e o mesmo serve para 0 contrario.
Valores para apr4 entre 0,5 e 1,0 indicam a presenca de memaria persistente, ou seja,
existe maior probabilidade de um tempo de permanéncia curto ser seguido por outro

curto.

Entropia aproximada (ApEn)

Para analise da complexidade do processo cinético da gA foi utilizado o
algoriimo para a analises de ApEn disponivel no site Physionet
(https://www.physionet.org/physiotools/ApEn/). As analises foram realizadas no
programa Matlab®.
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Para a analise da entropia aproximada ApEn (m,r,N) de uma determinada série
o valor de i e t (Pincus 1995). O parametro m é um valor inteiro positivo que estipula
o tamanho da janela para comparacéo de similaridade e or é o limiar de tolerancia
para aceitacdo dessa similaridade (Pincus e Goldberger 1994; Wu et al. 2016). De
acordo com Pincus (1995) tipicamente sdo utilizados séries com N entre 75 e 5000
pontos, m=1ou?2e rentre 0,1 e 0,25 do desvio padrdo dos dados da série temporal
possui boa validade estatistica. Nesse trabalho utilizamos nas analises de entropia

aproximada os valoresm =2 e r =0,25.

Determinados os parametros de entrada, o algoritmo compara a distancia entre
subgrupos m de dados pertencentes ao sinal, aceitando que tais subgrupos sao

semelhantes se a distancia entre eles for menor que r.

Em resumo, o célculo de ApEn (m,r,N) de cada série temporal
{x(i)} de tamanho N, e os valores de m e r determinados foi obtido por definir uma
vetores x(1), x(2), ..., x(N —m + 1), onde cada vetor x*(i)=[u(n), u(n + 1), ...,u(i +
m — 1)] consistem de m valores consecutivos x pertencentes ao sinal e serve com
um padrdo para comparacdo com 0sS outros vetores da série temporal analisada.
Posteriormente, calcular a distancia maxima, d[x(i), x(j)],1 <j,k < N —m+ 1, entre

0s componentes escalares que formam os vetores u'(j) e u(k) através da equacgao:
dix@®,  x(D]= max (| u@+k-1—u@+k-1I)
=1,2,..m

Essa sequéncia de vetores (i), x(i +1),..,x(i+m — 1) foi utilizada para
calcular o ¢"(r) para cada vetor, onde o C/"(r) que denota a probabilidade de k
satisfazer a condicédo de que a distancia d[x(i), x(j)] € menor do que r, indicando a
frequéncia de similaridade entre o vetor x(i) de comprimento de janela m e um
determinado padrdo x(i) dentro do limiar de tolerancia r. Obtido os valores de C/™(r)
para cada vetor, calcula-se a média dos logaritmos naturais de C{"*(r), @™(r) e obtém-

se o0 valor da entropia aproximada para séries finitas através da equacéo:
ApEn (m,r,N) = |@™(r) — @™ (1)]

=[5 I M )/N - m+ 1] =[BT I TN /N - 1]
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Elevados valores para ApEn (m,r, N) indicam que a série temporal apresenta
alto grau de regularidade e valores elevados indicam uma alta complexidade
(irregularidade ou aleatoriedade) em um dado sinal (WU et al., 2016; WU et al., 2017).
Valores de ApEn proximas de O indicam a presenca de padrdes que se repetem ao
longo da série e inversamente, valores elevados de ApEn indicam um comportamento

randdémico (Pincus e Goldberger 1994).
Andlises Estatisticas

Para a comparacao entre os grupos de valores da ApEn das séries simuladas
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5% e o post-hoc de

Dunn.

Resultados e Discusséo
Registros das correntes ibnicas

A Figura 1 e 2 representam 0s registros de correntes ionicas através do canal
de gA em bicamada lipidica de DPhPC, submetido a um potencial transmembrana de
200 mV. Os tragos da corrente mostram o comportamento tipico da condutancia no
canal de gA, onde pode-se observar saltos discretos na corrente idnica, onde cada

salto € indica da formacédo de um canal de gA na bicamada lipidica.

NaCl 1M
61 200mv

T T T T T T T T T T T

2 3
Tempo (S)

Fig. 1 Registro da corrente idnica através de canais de gA em bicamada plana de DPhPC/hexano.
Cada salto discreto representa a formacgdo de um canal.
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Fig. 2 Cinética de canais idnicos formados por gA em bicamada plana de DPhPC/Hexano com potencial
transmembrana aplicado de 200 mV. 2A: tragado caracteristico do comportamento cinético da gA; 2B:
Diferentes niveis de condutancia observados em alguns registros (Seta: mini canais).

Os canais de gA apresentaram uma condutancia média de 15,54 + 0,05 pS e
em todos os registros mais de 90% dos eventos de canais unitarios adequam-se
dentro uma distribuicdo Gaussiana (Figura 3), sendo ajustados por uma unica
exponencial (Figura 4). Os valores da condutancia para os canais de gA observados
estdo de acordo com a condutancia caracteristicas desses canais para as mesmas

condi¢cBes experimentais observados em outros estudos (Sawyer et al. 1990; Williams
et al. 1992).

240
15,5 £ 0,055 pS
2004 (n=711)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Condutancia (pS)

Fig. 3 Histograma da condutancia de canais ibnicos formados por gA em bicamada artificial plana de
DPhPC em Hexano. Seta: mini canais.
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Os canais de gA apresentaram uma condutancia padrdo com valores préximos
da média, no entanto foi observado também a presenca dos chamados mini canais,
gue possuiam uma condutancia média de 3.3583 pS (+ 1,2559) (2B). A presenca de
tais mini canais no comportamento cinético de gA tem sido reportado por muitos
autores. A condutancia dos canais de gA ndo € completamente homogénea, de
acordo com Sawyer et al. (1990), 95% dos canais formados por gA possuem uma
condutancia padrdo, pertencentes a distribuicdo Gaussiana do histograma de
condutancias, no entanto existe a presenca de em torno de 5% dos eventos

apresentando condutancias nao pertencentes a essa distribuigéo.

A ocorréncia dessas correntes i6nicas com valores de condutancia muito
inferior a média, a pesar de se tratar de eventos estaveis e com razoavel tempo de
vida, nao reflete uma caracteristica intrinseca dos canais formados por esse peptideo,
refletindo sim um comportamento modulado pelas condi¢cdes experimentais, podendo
estar relacionadas com trés diferentes fatores: o solvente utilizado para diluicdo da
gA, como a idade da solucédo eletrolitica, a amostra do lipidio utilizado, bem como a
presenca de detergentes, que mesmo em baixas concentracdes, podem alterar o
comportamento dos canais de gA (Busath et al. 1987; Sawyer et al. 1989). Busath e
Szabo (1981), mostraram que mesmo se tratando de gA purificada, a presenca desses
canais com niveis de condutancia muito abaixo da média (mini canais) pode ser
observado com uma frequéncia de 30 a 50%. Com base nessas informacdes apenas
eventos que estavam dentro da distribuicdo Gaussiana principal foram considerados

nas nossas analises.

As constantes de tempo para o canal de gA obtidos através do ajuste
exponencial da distribuicdo dos tempos estado aberto e no estado fechado (Fig. 4)
foram 1, = 3.1866 + 0,1752se1,-12,0743 + 0.8658 s, respectivamente. Os dados

foram ajustados por uma exponencial Unica:

flx) = Aet/*
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Fig. 4 Distribuicdo dos tempos de permanéncia no estado aberto (esquerda) e no estado fechado
(direita) dos canais de gA em bicamada lipidica de DPhPC em hexano. Os pontos representam o ponto
médio dos bins do histograma de distribuicdo e a linha em vermelho representa o ajuste exponencial,
fx) = A"

Para obtencado das séries temporais e posterior analise de memaria na cinética
dos canais i6nicos de gA é necessario o registro de corrente com apenas um canal
unitario transitando entre os estados abertos e fechados (Figura 5A). Baixas
concentracfes de gA possibilitam a obtencdo desses registros, no entanto nessa
condicao a transicao entre os estados € muito lenta, gerando registros com poucas
transicdes entre os estados e consequentemente uma série temporal com baixa
guantidade de pontos transicfes cinéticas, situacdo ndo ideal para analise de

correlacdo de longo alcance.

Por outro lado, experimentos com maior concentracdo de gA apresentaram
uma transicdo mais rapida entre os estados abertos e fechados desses canais, e
consequentemente um maior niumero de eventos, gerando séries temporais com N
elevado. No entanto apresentam também um aumento da presenca de mais de um
canal no estado aberto simultaneamente na bicamada lipidica (Figura 5B). Eventos
desse tipo ndo permite a obtencdo dos tempos de permanéncia de cada um dos
canais nos diferentes estados de condutancia, dado necessario para a geracao das
séries temporais. Mesmo utilizando a concentracdo minima de gA (para as nossas
condi¢cbes experimentais) para a obtencao de registros de canais unitario, 0s registros
apresentaram eventos semelhantes aos observados na figura 5B, mas em menor
quantidade, de modo que durante a obtencdo das séries temporais parte do sinal foi

deletado gerando uma descontinuidade nas séries temporais.
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Fig. 5 Cinética de canais ibnicos formados por gA em bicamada artificial plana de DPhPC/Hexano com

diferentes concentracdes de gA. 5A: Baixa concentracdo de gA; 5B: Elevada concentracéo de gA.

Analise de Flutuacdo Destendenciada (DFA)

A Figura 6 mostra os graficos logf(n)xlogn que correspondem as trés
categorias de correlacdo de longo alcance observados nos resultados das analises
com o método DFA.

A B C
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Fig. 6 Graficos log f(n) x log n de trés séries temporais com os tempos de permanéncia de gA nos
estados abertos e fechados. 6A: Série com apr,= 0.40; 6B: Série com apr,= 0.51; 6A: Série com app,=
0.63

A Tabela 1 apresenta os valores do app, oObtidos para os tempos de

permanéncia do canal de gA nos estados abertos e fechados.
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Tabela 1: Valores do apr, para as sete séries obtidas a partir dos registros experimentais das correntes

ibnicas através de canais formados por gA em bicamadas de DPhPC

Série temporal ~ Numero de Pontos Perda de pontos (%) Apra
1 458 11 0.63
2 295 15 0.40
3 171 28 0.55
4 231 6,5 0.51
5 353 19 0.52
6 883 8 0.53
7 174 4,4 0.44

Os resultados obtidos através da analise com o método DFA mostra tanto
registros com a presenca de correlacao de longo alcance persistente (Série 1) quanto
a presenca de memodria antipersistente (Séries 2 e 7). No entanto a maioria dos
registros apresenta um comportamento aleatorio (Séries 3, 4, 5 e 6), app, Médio =
0,53+0,02.

A auséncia de memadria no comportamento cinético dos canais ibnicos de gA,
observado nos nossos resultados, sédo diferentes dagueles encontrados para canais
iGnicos estruturalmente mais complexos, formados por subunidades proteicas como
0S canais de potassio e os canais BK (Nogueira et al. 1995; Varanda et al. 2000; Siwy
et al. 2001; Oliveira et al. 2006; Wawrzkiewicz et al. 2012). De acordo com
Wawrzkiewicz et al. (2012) a memoria pode ser originada no efeito de mudangas na
espessura da bicamada lipidica sobre o gate do canal ibnico. Se de fato a origem da
memoria estd nessa relacdo membrana/gate, nossos resultados através do método
DFA podem ser um indicativo de que o efeito memoria aparece apenas em canais
iGnicos mais complexos e que apresentem um mecanismo de gating, 0 que nao ocorre
nos canais idnicos formados por gA, de acordo com o modelo cinético aceito
atualmente para esses canais.

A presenca de correlacdo de longo alcance em duas das séries analisadas
pode ter sido consequéncias de fatores externos: presenca de uma descontinuidade
nas series temporais gerada pela necessidade de delecbes em determinadas partes
do registro que apresentaram ruido ou mais de um canal no estado aberto
simultaneamente e valor do N das séries temporais inferior a 500 eventos. De acordo
com Bryce e Sprague (2012), séries muito curtas podem ter um efeito nos valores
obtidos para o0 apr, € de acordo com Chen et al. (2002) descontinuidade presentes

nas séries temporais originadas a partir de delecdes de regides das séries temporais
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também podem afetar o valor apr, dependendo do quantidade e dos tamanhos dos

das regides eliminadas.

O modelo proposto para o processo cinético dos canais gA € o processo de
abertura desses canais através da dimerizacdo de mondmeros de gramicidina
presente nas monocamadas que formam a bicamada lipidica, sendo o estado
dimerizado o estado que permite o fluxo ibnico, denominado de estado aberto. Esses
canais nao se fecham através de um processo de gating, como ocorre em canais mais
complexos, a interrupgao do fluxo idnico ocorre quando tais monémeros se dissociam.
De acordo com Harms et al. (2003) os mondémeros dissociados estdo em movimento
difusional, aleatério, na bicamada lipidica, de modo que a associa¢cdo dos mondémeros
no processo de dimerizacdo durante a formacgéo do canal de gA ocorre ao acaso e é
dependente do tipo de lipidio presente na bicamada lipidica. Esse comportamento
poderia explicar a presenca da aleatoriedade na cinética dos canais de gA em
bicamada de DPhPC.

A presenca de memoria curta na cinética de canais ibnicos formados por gA,
foi observado por Harms et al. (2003) analisando registros de canais unitarios de gA
em bicamadas formadas por diftanoilfosfatidiletanolamina/diftanoilfosfatidilcolina
através de andlises de funcéo de autocorrelacdo. Eles demostraram que os tempos
de permanéncia nos estados abertos e fechados desses canais possuem
dependéncia dentro de um curto periodo de tempo, memoria de curto alcance. Os
tempos de permanéncia desses canais nos estados abertos possui uma memoria
curta de 8 segundos, no entanto para os tempos de permanéncia nos estados

fechados a memaria foi ainda menor (0,4 segundos).

Em muitas condi¢des experimentais, como a do presente trabalho, o periodo
de tempo igual a 8 segundos muitas vezes ndo é tempo suficiente para que o canal
transite entre os estados aberto e fechado, de modo que esse tipo de memdria
encontrada por Harms et al. (2003) se perderia antes do proximo estado aberto no
comportamento dos canais de gA. De acordo com esses autores a dinamica dos
canais ibnicos formados por gA pode ser significativamente diferente quando se muda
a composicao da bicamada lipidica, devido ao fato da transicdo entre os estados
abertos e fechados estarem associados com o movimento de difusdo numa bicamada

particular.
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Analise da Entropia Aproximada

Analise da Entropia Aproximada para as séries experimentais

Em consequéncia da presenca de diferentes comportamentos das flutuacdes
dos dados das séries experimentais, a analise de entropia das séries se mostrou
pertinentes para entender se a complexidade, em outras palavras, se a aleatoriedade
dos dados se mostrava menor naquelas séries onde o comportamento apresentava
memoria quando comparado com a series que apresentaram um comportamento
randémicos. A anadlise através do método ApEn foi escolhido devido ao fato desse
método poder ser empregado, de acordo com Pincus (1995), na analise de séries
curtas, N=100, como também dados com presenca de ruidos, ambas as

caracteristicas presentes em nossos dados.

Os valores da ApEn obtidos para as séries temporais simuladas podem ser
observados na tabela 2.

Tabela 2: Entropia aproximada das séries temporais integrais (SI) (N=200), das séries temporais dos
estados abertos (SA) e fechados (SF) (N=100).

Série 1 (appa=0.63) 2 (aprs=0.4) 4 (apra=0.51) 5 (aprs=a=0.52) 6 (apr,=0.53)

Sl 0.51 0.56 0.60 0.84 0.68
SA 1.15 0.63 0.92 1.07 0.98
SF 0.79 0.11 0.99 1.13 1.02

Medianas + desvio interquartilico. Para cada valor do a4 foram simuladas 10 séries

Nossos resultados mostraram que os valores da ApEn das séries temporais
integrais sdo mais elevados nas séries que apresentam apr, =0.5 quando
comparados com os dados que possuem memoéria. Quando analisado
separadamente, a entropia dos tempos permanéncias aberto e fechado, observamos
gue em séries que apresentam correlacéo de longo alcance a ApEn do estado fechado
€ menor do que no estado aberto (registro 1 e 2). No entanto quando a série possui
um comportamento aleatdrio (registros 4, 5 e 6) a entropia de ambos os estados séao

similares.

Analise da Entropia Aproximada para as séries simuladas

Para comparacado e analise dos valores da ApEn das séries experimentais foi

realizado um estudo tedrico com séries simuladas com comportamentos conhecidos:
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presenca de memodria antipersistente, comportamento aleatério e presenca de
memoria persistente (aprs = 0,2, 0,5 € 0,8, respectivamente). Tal estudo foi realizado
para avaliar o efeito na relagcdo observada entre os valores do apr, € ApEn obtidos
nos resultados experimentais. Esperavamos que séries temporais com um
comportamento aleatério apresentasse elevado valor de ApEn quando comparados
com seéries temporais com presenca de correlacdo de longo alcance, visto que
processo com presenca de uma repeticdo de um padrdo, como séries com memoria,

tendem a apresentar entropia baixa.

Os resultados das andlises para ApEn das séries simuladas podem ser
observados na Tabela 3. Séries temporais que apresentaram um comportamento
aleatdrio nas analises através do método DFA apresentaram maior complexidade do

que aquelas que apresentaram memoria.

Tabela 3: ApEn (xdq) das diferentes popula¢des (N=10) de séries simuladas com diferentes valores de

OpFa-
Série aDFA<O,5 aDFA:O,S aDFA>O,5
ApEn 1,494+0,032 1,526+0,018 1,466%0.056

Medianas + desvio interquartilico. Para cada valor do a4 foram simuladas 10 séries

Os resultados do teste Kruskal-Wallis e post-hoc Dunn (Figura 7) mostraram
gue nao existe diferenca estatistica entre os valores de ApEn das séries simuladas
com memoria persistente e antipersistente (p<0,05), no entanto estas diferem

significativamente daguelas com comportamento aleatorio.

Entropia Aproximada
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*
1.6 .
* %k
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< 1.4
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1.2 . r T

appa<0,5 apry = 0,5 apra > 0,5

Séries Temporais

Fig. 7 Valores da ApEn das séries temporais simuladas com diferentes valores de a,, geradas através

algoritmo fGn e resultados do teste Kruskal-Wallis e post-hoc Dunn.
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Os resultados para os dados simulados foram semelhantes aos resultados das
analises de ApEn para os dados experimentais, mostrando que a mesma relacao
entre os resultados do apr4 € 0 valor de ApEn encontrados nos dados experimentais
também ocorrem em séries sem a presenca de descontinuidades. De modo que
podemos concluir que existe uma relacédo entre os resultados entre os métodos do
DFA e ApEn, onde sistemas que exibem correlacdo de longo alcance no

comportamento dos dados tendem a possuir uma baixa complexidade.

Conclusao

Os métodos de DFA e ApEn demonstram que a cinética de transi¢ao entres 0s
estados aberto e fechado do canal de gA nas condi¢des experimentais utilizadas no
presente trabalho € um processo que possui de elevada complexidade e auséncia de
memoria, comportamento divergente daqueles encontrados em muitos canais i6nicos
estruturalmente complexos, como alguns canais de sddio e potassio, que possuem
um comportamento deterministico. Dessa forma nossos resultados corroboram com o
modelo empregado classicamente. De acordo com esse modelo (O'Connell et al.
1990; Lum et al. 2017) os canais ibnicos formados por gA transitam entre dois estados,
condutivos e ndo condutivos (aberto e fechado), através de um processo de
dimerizacdo e dissociacdo entre mondmeros originados de lados opostos na
bicamada lipidica, de modo que, durante o estado dissociado esses canais se
encontram num processo de difusédo aleatério nas monocamadas, podendo ser esse
o fator que produz uma aleatoriedade no processo geral de abertura e fechamento

desses canais.
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7. Consideracdes Finais

As analises das séries temporais obtidas através dos registros de correntes
ibnicas através dos canais de gA em bicamadas lipidicas planas de DPhPC atraves
do método DFA e ApEn demostraram a presenca de comportamentos distintos nas
séries. No entanto o comportamento aleatério apareceu na maioria das séries,
resultados que contradizem aqueles encontrados para canais idnicos estruturalmente
complexos, formados por subunidades proteicas como 0s canais de potassio e 0s
canais BK (NOGUEIRA et al, 1995; VARANDA et al., 2000; SIWY, Z. et a., 2001,
OLIVEIRA, R.A. et al., 2006; WAWRZKIEWICZ, A. et al., 2012).

As condi¢cbes experimentais utilizadas para obtencdo das séries temporais
podem néao ter favorecido a obtencéo de séries longas, com um N superior a 1000,
valor que pode influenciar os resultados obtidos pelos matematicos utilizados. A
utilizacéo de diferentes composicées lipidicas, modificacdo no solvente utilizado para
diluicdo da gramicidina, mudancas no tempo de uso da solucdo eletrolitica e
modificacdes na concentracdo de gA podem ser necessarios para 0s experimentos
posteriores de modo a propiciar a obtencdo de séries temporais longas e com
presenca de apenas canais unitarios. Outras técnicas disponiveis para esse tipo de
andlise podem também ser necesséario para obtencdo dos resultados ideais para
andlise de memoria como a técnica bicamada em ponta de pipeta (patch-clamp
pippete) que consiste em uma técnica que combina a técnica de bicamada lipidica
plana com a técnica de patch-clamp tradicional e pode ser uma alternativa para nossas

analises futuras.
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