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“Q estado presente de um sistema da natureza é
evidentemente uma conseqiiéncia do que ele foi no
momento precedente, e se nds tivermos a nogéo de
gue um dado instante compreende todas as relacGes
de entidades desse universo, é possivel ter as
respectivas posic@es, movimentos, e efeitos gerais de
todas essas entidades a qualquer tempo no passado
ou futuro.”

Laplace, 1776

“Entdo, os naturalistas observam: uma pulga
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E assim 0 mesmo até o infinito.”
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RESUMO

Canais 10nicos sdo proteinas que se encontram nas membranas bioldgicas. Essas
estruturas protéicas podem assumir diferentes estados conformacionais, abertos e fechados,
fenomeno este denominado de cinética de canais i6nicos. A cinética das transi¢des de um
estado para o outro depende da barreira de energia potencial que separa os estados e pode ser
controlada por campo elétrico, ions, substancias quimicas e outros agentes. Os tempos de
permanéncias da proteina em cada um desses estados conformacionais tém sido modelados
assumindo-se que este processo ¢ Markoviano. Um modelo fractal também foi proposto para
modelar a cinética de canal i6nico (LIEBOVITCH et al., 1987).

Neste trabalho utilizamos a analise R/S de Hurst para testar a correlagdo de longo
alcance na cinética de um canal para potassio ativado por calcio em células de Leydig. O
coeficiente de Hurst H, um parametro que mostra a memoria existente em um processo
cinético (NOGUEIRA et al., 1995), foi calculado para um registro de um canal para potassio
ativado por calcio e encontrou-se um valor de H = 0,64 + 0,064 (n=5), estatisticamente
diferente daquele calculado para um processo sem memoria.

Neste trabalho, quando a analise R/S foi aplicada a seqiiéncia temporal de aberturas ¢
fechamentos obtida de um canal id6nico simulado, usando-se os modelos Markoviano e fractal,
mostrou-se que esses modelos ndo puderam descrever a correlacio de longo alcance
encontrada nos dados experimentais. Como conclusao, este trabalho mostra que: (i) tempos de
permanéncia para aberturas e fechamentos do canal para potassio ativado por calcio de células
de Leydig apresentam correlacdo de longo alcance; (i1) os modelos Markoviano e fractal, que
descrevem adequadamente as distribui¢des dos tempos de permanéncias do canal nos estados
aberto e fechado, ndo sdo adequados para descrever a memoria encontrada na cinética desse

canal.
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ABSTRACT

Ion channels are proteins molecules found in biological membranes, which can assume
distinct open and closed conformational states, a phenomenon termed ion channel kinetics.
The transitions from one state to another depend on the potential energy barrier that separates
those two states and can be controlled by electrical field, ions and / or drugs. The dwell times
in which of the protein-channel stay in one these conformational states is modeled by a
Markovian process. A fractal model was also proposed for modelling of ion channel kinetics
(LIEBOVITCH et al., 1987). Ion single channel records has shown that their kinetics are
characterized by successive openings and closings which are correlated in time. Here the
rescaled range analysis (R/S Hurst analysis) is used to test the long-term correlation in ion
channel kinetics of a calcium-activated potassium channel in Leydig cells. The Hurst
coefficient H, parameter that show the memory existent in a kinetic process (NOGUEIRA et
al., 1995), was evaluated to a calcium-activated potassium channel in Leydig cells recording
and was equal to H = 0,64 = 0,064 (n=5), value statistically different from that calculated for
the memoryless process.

When the method was applied to the opening and closing time sequences obtained
from ion channel simulated using models Markovian and fractal, they could not account for
the long-term correlation found in experimental data. In conclusion, this work shows that: (i)
open and closed-dwell times of the single calcium-activated potassium channel of Leydig
cells present long-term correlation and (ii) Markovian and fractal models, which describe well
the dwell time distributions, are not adequate to describe the memory found in the kinetics of

this channel.
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1.1. Introducéo

Cada tipo de membrana biolégica tem o seu proprio conjunto caracteristico de
proteinas transportadoras, que se estendem pela membrana e fornecem passagens particulares
através dela para substancias especificas e, assim, realizam trocas de moléculas ou ions com o
meio extracelular.

Podem ser distinguidas duas classes principais de proteinas de proteinas
transportadoras: as carreadoras e as formadoras de canais. Proteinas carreadoras ligam um
soluto em um lado da membrana e o transportam para o outro lado por meio de uma mudanca
conformacional dessa proteina as custas de gradiente eletroquimico ou energia metabdlica. Os
solutos assim transportados podem ser pequenas moléculas orginicas ou ions inorganicos.
Proteinas formadoras de canais, em contraste, formam mintsculos poros hidrofilicos na
membrana, pelos quais os solutos podem passar ions devido a presengca de um gradiente
eletroquimico. A taxa de transporte das proteinas-canal ¢ muito maior do que as proteinas
carreadoras. A maioria das proteinas-canal deixa passar apenas ions inorganicos e sao,
portanto, chamadas de canais idnicos.

Duas propriedades importantes distinguem os canais i06nicos de simples poros
aquosos. Primeiro, eles apresentam uma seletividade i0nica, permitindo a passagem de alguns
ions inorganicos, mas ndo de outros. A seletividade i6nica depende do didmetro, da forma do
canal idnico e das cargas no seu revestimento interno. A segunda diferenca ¢ que os canais
ionicos nao estdo continuamente abertos. Eles podem assumir diferentes estados
conformacionais, nos quais alguns permitem a passagem de ions (estados abertos) e outros
ndo (estados fechados). A transicdo entre estados pode ser regulada por condi¢cdes dentro e
fora da célula, como a voltagem, a ligacdo de alguma molécula (ligante) a proteina - canal ou
por uma forca mecanica aplicada ao canal e outros. O fluxo de ions através do canal idnico
altera a voltagem através da membrana, o que muda as for¢as impulsoras dos transportes
transmembrana para todos os outros ions, forg¢ando outros canais i0nicos sensiveis a
mudangas no potencial de membrana a abrirem ou fecharem em questdo de milissegundos.

Os tempos de permanéncias da molécula formadora do canal i6nico em cada um
desses estados conformacionais, abertos ou fechados, fenomeno que caracteriza a cinética de
canal, tém sido modelados assumindo-se que este processo seja Markoviano (COLQUHOUN
& HAWKES, 1981; ALBERTSEN & HANSEN, 1994; KOCHETKOV et al.,, 1999;
ROTHBERG & MAGLEBY, 1999). Contudo, alguns registros de correntes através de um



unico canal i6nico tém revelado que os intervalos de tempos nesses diferentes estados
conformacionais estdo correlacionados, ou seja, que o processo tem memoria (McMANUS et
al., 1985; NOGUEIRA et al., 1995).

NOGUEIRA et al. (1995), utilizando a analise R/S (range normalizado pelo desvio
padrao) de Hurst, mostraram que a cinética do canal para potassio ativado por calcio em
células de Leydig — células responsaveis pela producdo de testosterona em animais machos —
¢ um processo com memoria.

A descricdo da cinética de canais idnicos por um modelo fractal foi proposta por
LIEBOVITCH et al. (1987), quando sugeriram um modelo com as seguintes caracteristicas:
(1) as taxas de transi¢des entre os estados cinéticos do canal idnico dependiam da resolucao
temporal e (ii) a corrente através do canal unitario ¢ auto-similar em diferentes escalas
temporais. Nesse modelo, as taxas de transigdes entre os diferentes estados cinéticos seguem a
uma lei de poténcia com o tempo da forma k=At'", onde D é a dimensio fractal do processo
cinético do canal e A um parametro da cinética fractal.

Do ponto de vista fisico, 0 modelo Markoviano assume que as proteinas formadoras de
canais transitam entre estados discretos de energias, embora as propriedades fisico-quimicas
das proteinas formadoras de canais iOnicos ndo sejam totalmente conhecidas. Contudo, ¢
provavel que estas compartilhem muitas propriedades em comum com proteinas globulares. A
funcdo de energia potencial para proteinas globulares tem um grande nimero de minimos
locais de energia, ou seja, varios pogos de pequena amplitude (KARPLUS & McCAMMON,
1981; McCAMMON & HARVEY, 1987; WELCH, 1986). Isto ¢ inconsistente com 0s poucos
pocos de energias de grandes amplitudes prevista no modelo Markoviano. Dados
experimentais e simulagcdes dindmicas moleculares também mostram que a estrutura das
proteinas globulares variam no tempo (KARPLUS & McCAMMON, 1981; LIEBOVITCH,
1993; BASSINGTHWAITHE et al., 1994), o que € consistente com o modelo fractal.

Uma questdo atual e central para compreensdo da cinética de canais idnicos € a
identificacdo de correlacdo de longo alcance (memoria) na seqiiéncia dos tempos de
permanéncias nos estados abertos e fechados desses canais. Fisicamente, a presenca de
correlacdo ¢ um indicativo de cooperatividade no processo cinético. Um outro aspecto
importante ¢ a investigagao sobre qual tipo de modelo (markoviano ou fractal) descreve de
maneira mais adequada a cinética de canais i0nicos, no que diz respeito a presenga de
memoria no processo. Neste trabalho enfocaremos como modelo experimental o canal para

potassio ativado por célcio de células de Leydig, por ter sido identificado memoria na sua



cinética ( NOGUEIRA et al., 1995), porém com a proposicdo maior de desenvolver um
método geral que possibilite testar a existéncia de memoria na cinética de qualquer canal
16nico.

Devido a interdisciplinaridade do tema abordado e visando tornar o texto
compreensivel a profissionais de areas tao dispares como matematica, fisica, biologia etc. serad
realizada uma fundamentacdo teodrica, onde serdo descritas as células de Leydig, os maxi-
canais para potassio ativados por célcio em diferentes células, os modelos markoviano e
fractal para descri¢do da cinética dos canais idnicos e a analise R/S de Hurst, que serd o

método usado nesse trabalho para identificacdo de memoria na cinética dos canais.



1.2. Fundamentacéo Tedrica

1.2.1. A Célula de Leydig

Células de Leydig!" sdo células “intersticiais” do testiculo responsaveis pela maior
parte da produgdo de testosterona nos animais machos. Sua atividade estd sob controle
hipofisario e responde ao hormdnio luteinizante (LH), que leva ao aumento da produgdo e
secrecdo de testosterona. O acoplamento excitacdo-secre¢do nestas células estd relacionado
com o aumento dos niveis intracelulares de AMPc® e Ca®" (JANSZEN et al., 1976; DUFAU
et al., 1981). Estes eventos iniciais ocorrem poucos segundos depois da ligacdo do LH ao seu
receptor. Também ¢ sabido que o hormonio luteinizante (LH) e a gonadotropina corionica
humana (hCG) despolarizam as células de Leydig. A repolarizagao destas células ¢ sugerida
ser realizada por um canal para potassio ativado por cdlcio, existente nestas células (KAWA,
1987; CARNIO & VARANDA, 1995).

Os receptores nas células de Leydig para os hormonios gonadotréficos, LH e hCG, sdo
glicoprotéinas cuja capacidade de ligacdo equivale a cerca de 20.000 sitios de ligacao por
célula de Leydig. A molécula de LH se associa ao seu receptor alvo na membrana da célula de
Leydig, onde o complexo LH-receptor sofre internalizacdo para o citosol por processo
endocitico. Este processo ocorre lentamente, apenas uma pequena quantidade do horménio ¢
internalizada em 3 horas de incubagdo. Apds cerca de 18 horas ¢ que se observa uma
internalizagdo maxima. O complexo LH-receptor ativa o adenilato ciclase, catalizando a
formacao de AMPc. O AMPc citoplasmatico se liga a subunidade reguladora de uma proteina
quinase, que subseqiientemente se dissocia, influenciando na ativa¢ao da unidade catalitica da
enzima. Esta enzima ativada, por seu lado, inicia muitos eventos intermediarios, que
finalmente dirigem a conversao de colesterol em pregnenolona dentro das mitocondrias. Uma
vez formada, a pregnenolona se difunde para o citosol e no reticulo endoplasmatico liso, sob
acdo de enzimas especificas, ¢ convertida em testosterona (PATTON et al., 1989; AIRES,
1999) (figura 1). Em contraste a muitas outras células secretoras, vesiculas exociticas nao
parecem estar envolvidas nesse processo excretorio em células de Leydig (CARNIO &

VARANDA, 1995).

! Foram descobertas pelo anatomista e zoologista alemdo Franz von Leydig (1821-1908).

2 AMPc — monofosfato de adenosina ciclico.
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FIGURA 1. Representagdo esquematica dos processos envolvidos na biossintese dos androgenos na célula de

Leydig. Rec. = receptor; Prot. Reg. = proteina reguladora; Me = CH; (AIRES, 1999).

Experimentos eletrofisiologicos realizados por KAWA (1987) em células de Leydig
de ratos e camundongos revelaram que sua membrana celular apresenta uma diferenca de
potencial de repouso, medida com microeletrodos, entre —25 ¢ —30 mV e parecia depender
parcialmente da eletrodifusdo de ions K". DEL CORSSO & VARANDA (2003) utilizando
técnica de patch clamp na configuragdo whole-cell mostraram que o potencial de repouso em
células de Leydig de camundongo ¢ de —32,2 mV + 1,2 mV (n=159), sendo sensivel a

concentragdes extracelulares de K e CI e ¢ estabelecida principalmente pela agio da bomba



de Na'- K. A aplicagdo de LH ou gonadotropina coridnica humana (hCG) a estas células leva
a despolarizagdo. Respostas regenerativas t€ém sido reportadas em células de Leydig de
camundongos, mas sua base i0nica e relevancia fisioldgica permaneciam pobremente
entendidas (KAWA, 1987). Todas as medigdes de correntes celulares tém revelado a presenga
de correntes distintas constituidas por Ca*", Cl" e/ou K, dependendo da espécie estudada
(CARNIO & VARANDA, 1995). O tratamento hormonal das células com LH pode aumentar
algumas dessas correntes. Embora interessantes, estes dados se referiam a correntes
macroscopicas e nenhuma analise extensiva havia sido feita no nivel de um tnico canal para
qualquer das correntes postuladas. O envolvimento de canais i6nicos no processo ¢ pouco
conhecido em células que secretam substancias esterdides, tais como as células de Leydig.
KAWA (1987) sugeriu a presenga de canais de K™ ativados por Ca®" (K¢o) em células de
Leydig, mas eles ndo haviam sido caracterizados em profundidade e a compreensdo de sua
funcdo estava longe de ser completa. O uso da técnica de patch-clamp por CARNIO &
VARANDA (1995) e VARANDA et al. (2000), em c¢lulas de Leydig de camundongos,
demonstrou a presenga de um canal de alta condutancia e seletivo a K' cuja cinética mostrou-
se dependente dos niveis de Ca®" livre, que banhavam a superficie intracelular desse canal
(Kca). A atividade do canal na configuragdo cell-attached foi mostrada ser dependente de
hCG e AMPc.

1.2.2. Canais para potassio dependentes de voltagem e da presenca do ion célcio

Os canais para potassio voltagem-dependentes, tais como o canal para potassio ativado
por calcio em célula de Leydig, sio membros de uma familia de proteinas de membrana
sinalizadoras. Essas proteinas possuem poros através dos quais passam cerca de milhdes de
ions por segundo com surpreendente seletividade e transitam entre os estados abertos e
fechados em milisegundos a medida em que varia a voltagem ou a concentrag¢ao do ligante (o
ion calcio). A arquitetura e componentes funcionais dessas moléculas sofisticadas estdo se
tornando cada vez mais claros, contudo alguns pontos importantes ainda precisam ser
elucidados.

Os mais simples desses canais sdo homotetrdmeros, com cada subunidade contendo

um sensor de voltagem (figura 2). O canal de potassio dependente de voltagem tipico ¢
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constituido de quatro subunidades transmembranas idénticas (ou similares) circundando um
poro central. A subunidade padrdo da proteina formadora do canal de potassio contém seis
regides transmembrana (S1-S6), com as terminagdes amino e carboxilico no lado intracelular
da membrana (arquitetura tetramétrica 6TM). Estas proteinas controlam o movimento de ions
através do seu poro central que precisa abrir e fechar rapidamente e ser altamente seletivo a
ion potassio. Isto confere uma permeabilidade a membrana plasmatica celular, que ¢ regulada
pela abertura e fechamento do poro, através de um conjunto de mudangas conformacionais
chamada de gating. O gating depende de um sensor, que detecta a voltagem transmembrana
mas também pode ser ativado pelo Ca>" e outros sinais celulares. A abertura do canal e o
conseqiiente fluxo de ions K para fora da célula reduz a carga positiva dentro da célula,
limitando ou evitando a excitacao celular.

Muitos canais 6TM tem uma estrutura caracterizada por um dominio sensor (terminal
C da figura 2-C), esses incluem os canais dependentes de voltagem e ligante, tal como o Ca®’,
para os canais BK®.

Os canais BK s3o encontrados em muitos tipos de células, incluindo-se os neurénios,
células da musculatura lisa e da musculatura esquelética. A diversidade dos tipos de células
que contém estes canais ¢ compativel a diversidade arquitetonica exibida pelas subunidades
que os compdem. Estudos prévios demonstraram que varios canais BK especificos
apresentavam um Unico tipo de subunidade o, mas cada uma apresentava uma subunidade 3
discretamente diferente. A diferenca das subunidades B permite que os canais BK de
diferentes tipos de tecido respondam diferentemente ao calcio e aos impulsos elétricos

(BRENNER et al., 2000).

3 Big K¢, Channel. Sio canais para potassio dependentes de Ca>* de elevada condutancia, tipicamente entre 100 a 250 pS (HILLE, 1992).
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FIGURA 2. Estrutura conformacional de canal para potassio voltagem-dependente. Os canais de potassio
ativados por calcio s@o caracterizados pela presenga de um terminal sensor — terminal C, cuja fungdo ¢
determinar a localizag@o fisica do canal e sua associacdo com complexos sinalizadores. Em alguns casos o
terminal sensor C pode adotar uma organizagdo simétrica de quatro partes. O sensor de voltagem ¢ primordial na
funcdo dos canais de potassio voltagem-dependentes, mas sua estrutura tridimensional ainda permanece
desconhecida. A regido transmembrana da hélice interna obstrui a entrada da superficie citoplasmatica para o

interior da cavidade preenchida com agua no centro da proteina formadora do canal (YELLEN, 2002).

O canal para potdssio usa dgua para manter o ion estavel, parte da via de
permeabilidade idnica é espessa ¢ contém agua (figura 3). Outra por¢do da via € bastante
estreita e limita a passagem de ions. Esta regido denominada filtro de seletividade do canal
para potassio tem tanto o propodsito de selecionar o ion que passa através do canal como
também permite tornar o meio em torno do ion de K™ semelhante ao meio espesso aquoso.
Para isto, cada ion K" no filtro de seletividade é rodeado por dois grupos de quatro atomos de
oxigénio, que se encontram na parede do filtro da proteina formadora do canal. O transporte
do ion potassio ¢ realizado em fila unica (single-file) com moléculas de agua através dessa

estrutura (YELLEN, 2002) .
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dipolo da hélice
moléculas de agua O Cb D

FIGURA 3. Perfis da arquitetura de canais para potassio durante o processo de transporte do ion K'. Perfil
aproximado para um canal aberto (esquerda) e numa visdo com maiores detalhes (direita). O diagrama da direita
mostra um acesso mais estreito e provavelmente fechado uma cavidade preenchida com agua na parte central da
proteina de membrana. O ion K' (esfera purpura) e suas oito moléculas de 4gua de hidratagdo (esferas verdes)
geram um meio adequado para hidratacdo para o ion. As esferas laranjas mostram a cadeia de atomos de

oxigénio na parede do filtro de seletividade(YELLEN, 2002).

1.2.3. O Modelo Markoviano para a Cinética de Canais 16nicos

Na maioria dos processos estocasticos as varidveis aleatorias que representam o
espago de estados {X(t;), X(t2), ..., X(ty)}, exibem algum tipo de dependéncia. O tipo mais
simples de dependéncia que um processo estocastico pode assumir ¢ a dependéncia de
Markov. Numa cadeia de Markov ¢ sempre possivel prever-se o estado futuro da cadeia
conhecendo-se unicamente o seu estado atual. Desta forma, o futuro da cadeia ndo depende do
espaco de estados passados da cadeia. Um processo estocdstico com essas caracteristicas €
dito sem memoria.

A cadeia de Markov usada para representacdo da cinética de canais i6nicos ¢ uma
cadeia de parametro continuo — o tempo de observacdo do fenomeno — e espago de estados
discretos — os estados cinéticos. Num modelo com essas caracteristicas, as probabilidades de
transi¢des, por unidade de tempo, entre os estados cinéticos dependem unicamente do estado
presente do canal e ndo dos estados anteriores pelo qual o canal transitou. A cinética dos
canais i0nicos tem sido modelada considerando-se que os tempos no qual a proteina

formadora do canal permanece nos seus diferentes estados cinéticos obedece a um processo
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estocastico Markoviano. Processos Markovianos sdao caracterizados por funcdes densidades
do tipo exponencial.

Na pratica eletrofisiologica, a andlise ¢ realizada a partir do registro da corrente que
passa através de um tnico canal idnico. Nesse registro os tempos de aberturas e fechamentos
do canal podem ser medidos e obtidas as taxas de transi¢des entre os diferentes estados
cinéticos. Essas taxas de transi¢cdes sdo adquiridas a partir dos histogramas dos tempos de
permanéncias do canal nos estados abertos e fechados. A cada estado cinético do canal ¢
associado um termo do tipo exp(-kt) no histograma, sendo os k’s pardmetros que refletem as
taxas de transi¢des entre dois estados possiveis do canal. Dessa forma, os histogramas de

tempo de permanéncia podem ser combinados em uma ou mais exponenciais na forma geral:
f(t)=A exp(-t/z,)+A, exp(-t/7,)+..., onde A; e A, sdo constantes e T; € T»

sdo constantes de tempo (AIDLEY & STANFIELD, 1996).
Uma aplicagdo pratica do processo supracitado ¢ a interpretagdo Markoviana da
cinética de um canal para potassio ativado por calcio de célula de Leydig, a partir de um

modelo cinético de trés estados, representado pelo esquema cinético a seguir:

C.=C,=

k21 k32

FIGURA 4. Esquema cinético representativo de um modelo Markoviano de 3 estados, com 2 estados fechados

(C) e 1 estado aberto (O).

C, e C, representam os estados fechados e O representa o estado aberto, k, ¢ a taxa de
transicdo do estado C, para o estado C2, k; ¢ a taxa de transi¢do do estado C, para o estado
Cy, ko3 € a taxa de transig¢do do estado C, para o estado O e k3, ¢ a taxa de transi¢do do estado
O para o C,. Num modelo com essas caracteristicas, a fungdo densidade de probabilidade para
os intervalos de fechamento do canal pode ser descrita por uma soma de duas exponenciais,

CcOmo segue:
f(t)=Ae™ +Be™”

E a funcdo densidade de probabilidade para os intervalos de abertura do canal pode ser

descrita por uma exponencial unica:
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f(t)=Ce ™!

Através da andlise Markoviana pode-se demonstrar que os parametros A, B, V e 3 da
funcdo densidade estdo relacionados as taxas de transi¢des pelo seguinte sistema de equagdes
(COLQUHOUN & HAWKES, 1981):

b=k, +k, +k,,

c=kykK,

a,ﬂz%[bi(bz—%)”z]

A= ky;(kj, —@)
p—a

B = k23(ﬂ_k12)
p-a

No caso de um modelo de trés estados o perfil de energia ¢ constituido por duas
barreiras com trés vales de energias estaveis que correspondem aos dois estados fechados e ao

estado aberto (figura 5).

A

12 K23

21 32

| | |

C C 0]

1 2

FIGURA 5. Diagrama representativo do perfil da barreira de energia livre de Gibbs entre os estados fechados e

aberto para um modelo de trés estados cinéticos.

A andlise Markoviana permite descrever a cinética de canais com modelos de muitos
estados. Nesse trabalho serd usado um modelo de onze estados proposto por ROTHBERG &
MAGLEBY (1999) para canais de potassio ativados por célcio em células de musculo
esquelético de rato, caracterizado por um esquema de oito estados fechados e trés estados
abertos. Este esquema cinético, representado pela figura 6, ¢ satisfatorio para explicar a
ativagdo do canal para potassio em células musculares, em baixo calcio e por esta razdo foi

escolhido na simulagdo do canal para potassio ativado por calcio em células de Leydig.
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Na simulagdo do modelo de onze estados empregou-se um software especifico “QUB”
(AUERBACH et al., 2000), descrito na se¢ao de método. O uso desse programa possibilita a
obten¢do da grande quantidade das taxas cinéticas necessarias, num modelo de onze estados,
para descrever adequadamente a cinética do canal para potassio ativado por calcio em células

de Leydig . O esquema cinético do modelo de onze estados € mostrado abaixo:

C8 k87 C k76 ~ C k65 ~ C k54 ~ C
“hos S ke ke Sk

k11 6 k6 11 k10 5 kS 10 k94 k49

Cu Cio Co

ks [|kiis  koio|| kioz  kio| ko
k

W N 2 N
O3T O, Tol

FIGURA 6. Modelo de 11 estados, com 3 estados abertos (O) e 8 estados fechados (C) (ROTHBERG &
MAGLEBY, 1999).

1.2.4. O Modelo Fractal para a Cinética de Canais 16nicos

Modelos Markovianos baseiam-se em estados cinéticos discretos e independentes,
onde a proteina do canal tem limitado nimero de conformacdes distintas; enquanto modelos
fractais baseiam-se num grande nimero de estados (continuo), onde as transi¢des entre os
estados estdo associadas. As aberturas e fechamentos dos canais resultam de processos
cooperativos.

Os objetos ou processos fractais sdo caracterizados por suas propriedades: 1. a auto-
similaridade, que significa serem as partes de um objeto ou processo semelhantes ao objeto
ou processo todo; 2. "scaling" (dependéncia de escala), que se refere ao fato da medida de
uma grandeza depender da escala na qual ela ¢ medida; 3. dimensdo fractal, que ¢ uma

descri¢do quantitativa das propriedades de auto-similaridade e "scaling".



16

As propriedades de auto-similaridade e "scaling" podem ser encontradas nos varios
fractais criados por algoritmos computacionais e pela natureza. Alguns exemplos simples
podem elucidar as estruturas e propriedades dos fractais.

Na figura 7 esta descrita a curva de Koch, que ¢ uma dessas curvas construidas com
algoritmos computacionais. Na curva de Koch, o algoritmo consiste em se adicionar,
repetidamente, a cada face de um tridngulo equilatero, um novo tridngulo cujos lados sdo 1/3
do comprimento do lado do tridngulo anterior. No limite de infinitas iteracdes, a curva de
Koch terd um perimetro infinito apesar de encerrar uma area finita. Algoritmos como esse
permitem construir fractais que podem ser usados como modelos para descrever os fractais

da natureza.

AT

FIGURA 7. Trés primeiros estagios (da esquerda para a direita) do algoritmo iterativo de construg¢do da curva de

Koch. O algoritmo consiste em se acrescentar a cada lado do triangulo um outro tridngulo cujo lado ¢ a terca

parte do lado do tridngulo original.

A palavra fractal, criada por Mandelbrot em 1975 (MANDELBROT, 1983), reflete
também o fato das grandezas e objetos fractais apresentarem dimensdes fracionarias. Essa
dimensdo fracionaria, denominada dimensdo fractal, pode ser determinada por diferentes
métodos (dimensdes de auto-similaridade, de capacidade, contagem de caixas — box-
counting, correlagdo, informag¢ao, Hausdorff-Besicovitch).

Aqui ¢ dado como exemplo o célculo da dimensdo fractal de auto-similaridade da
curva de Koch. Esta dimensao descreve quantos novos pedacos geometricamente similares
ao objeto todo sdo observados quando a resolucdo de observagdo ¢ aumentada. Desta forma,
ao se reduzir a escala de observagdo por um fator F serdo encontrados N pedagos similares
ao original.

A dimensdo de auto-similaridade pode ser calculada pela seguinte expressao: dauo-
similaridade= 10g N / log F. A dimensdo de auto-similaridade para o perimetro da curva de Koch

¢ dada por dayto-similaridade= l0g 4 / log 3 = 1.26, onde N = 4 ¢ o numero de novos pedagos
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observados quando a escala ¢ reduzida por um fator F (LIEBOVITCH et al., 1987; WEST,
1990; BASSINGTHWAITHE et al., 1994). Essas estruturas, como a curva de Koch, cujas
dimensdes fraciondrias ndo coincidem com as dimensdes Euclidianas do ponto, da reta, da
superficie e do espago, sdo, contudo, a regra e ndo a excec¢io nas formas da natureza™®.

Para alguns fractais, os pedagos menores sdao copias exatas dos pedagos maiores, mas
para a maioria dos fractais na natureza, os pedacos menores sdo estatisticamente
semelhantes aos pedagos maiores. Um fractal também pode ser um processo no tempo, ou
um conjunto de numeros extraidos de dados experimentais (LIEBOVITCH & SCHEURLE,
2000).

A teoria dos fractais foi usada para estudar cinética de canais (LIEBOVITCH et al.
1987), devido ao fato do registro do canal ser auto-similar e depender da escala temporal no
qual o fendmeno ¢ observado (figura 8). Esta propriedade da auto-similaridade implica no
fato que uma propriedade L(x), medida a uma escala x, é proporcional ao valor da
propriedade, L(ax), medida a uma escala ax. Isto ¢, L(x)=kL(ax), onde k ¢ uma constante

(figura 9). Esta equacdo serd satisfeita se L(x) tem a forma de uma lei de poténcia

caracteristica de um processo fractal: L(x)=Ax1'd.

f.= 10 Hz

FIGURA 8. Exemplo da auto-similaridade estatistica do registro de canais i6nicos no tempo. O registro é auto-
similar e depende da escala em que ¢ medido. Quando a corrente através de um canal i6nico unitario ¢é
examinada em uma resolu¢do temporal maior, sdo reveladas rajadas em rajadas de aberturas e fechamentos do

canal i0nico.

4 Parafraseando Mandelbrot: "Nuvens ndo sdo esferas, montanhas ndo sdo cones, litorais ndo sdo circulos e as copas das arvores ndo sio

lisas, tampouco os relampagos viajam em linhas retas".
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inclinagio =1-D

Log(k)

Log(t)

FIGURA 9. Lei de poténcia caracteristica de um processo fractal. A inclinacdo da reta do grafico duplo-log de
uma propriedade k, medida a uma escala t, fornece a dimensao fractal do processo. A interse¢do com o eixo das

ordenadas fornece o parametro A do processo.

A taxa de transi¢do entre os diferentes estados cinéticos de um canal que ¢,
formalmente, a probabilidade por unidade de tempo de um canal mudar entre os diferentes
estados, ¢ dependente da escala temporal na qual a corrente através de um canal ¢ registrada.
Essa taxa cinética efetiva ¢ a probabilidade por unidade de tempo na qual o canal muda de
estado. Contudo, o canal precisa permanecer em um estado por um tempo suficiente para ser
possivel detecta-lo naquele estado. O tempo suficiente para isso define a escala de tempo
efetivo, tefr. A taxa de transicdo da cinética, kegr, € a probabilidade condicional por segundo na
qual o canal muda de estado e resulta de teg: keff(teff)=Ateffl'D, que € caracteristico de um

processo fractal no tempo.

1.2.5. A Andlise R/S de Hurst

O tratado original de HURST (1981) contém vérias informagdes obtidas durante sua
carreira como um engenheiro civil, geografico e ecoldgico trabalhando no vale do rio Nilo. O
engenheiro Harold Edwin Hurst precisava determinar, a partir de dados de um milénio de
fluxos anuais, que volume minimo da represa de Assud forneceria capacidade de
armazenamento suficiente para regular o fluxo do rio Nilo corrente abaixo. O volume do
reservatorio € a integral no tempo da diferenca entre o fluxo de entrada e de saida, como
mostrado na figura 10, onde R representa a diferenga entre o volume maximo e minimo sobre

um periodo de tempo definido.
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FIGURA 10. As mudangas do volume do reservatorio no tempo sao medidas das diferengas acumuladas entre o

fluxo de entrada e de saida. Se o fluxo de entrada cada ano é F;,(t), entdo o fluxo de entrada acumulado sobre t

anos sera

j F,(A)dA

O fluxo de saida ¢ determinado a um valor constante Fr, o valor médio de F;, sobre o periodo 1. O volume

acumulado no reservatdrio em qualquer tempo t é
t JR—
V()= [(F,(4)~F)d2
0

R representa a diferenca entre a quantidade maxima e minima de agua contida no reservatorio. A expressdo para

R € R=V 5x-Viin (FEDER, 1988; BASSINGHTWAIGTHE et al., 1994; BERAN, 1994).

O objetivo de Hurst ao utilizar a andlise estatistica, que levou o seu nome, no projeto
da represa de Assud, foi minimizar a capacidade da mesma e executar as propostas da
performance ideal do reservatdrio visualizada: fluxo de saida uniforme, o reservatorio
terminaria tao cheio quanto no comecgo e nunca transbordaria ou esvaziaria. Para tanto, Hurst
analisou estimativas registradas durante 1809 anos, tais como os fluxos do rio, as turvagdes
das bordas pelo lodo no lago (aluvides) durante o ano, turvacdes da coroa do rio Nilo e até
mesmo os precos do trigo, entre outros eventos.

Hurst observou que os registros de fluxos ou niveis do rio Nilo no medidor de Roda,
proximo ao Cairo, ndo variavam aleatoriamente, mas mostravam uma série de anos de baixo
fluxo e anos de alto fluxo. A "memdria" ou correlagdo entre anos sucessivos gerou uma nova
condicdo ao projeto: a represa precisaria ser muito mais larga do que seria se as chuvas anuais

e os fluxos do rio fossem aleatorios. Neste caso, a correlacdo entre anos sucessivos significava
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que o reservatorio seria preenchido ou se esvaziaria mais completamente do que ocorreria se a
variagao fosse aleatoria.

Desde entdo, a analise proposta por Hurst tem sido usada para estudar registros
temporais ou de observagdes em tempos diferentes.

A analise R/S de Hurst sera introduzida aqui considerando-se uma fun¢do F(t), onde o
tempo assume valores inteiros 1, 2, 3..., 1. A soma dos desvios de F em relagdo a média da
fungdo {<F>=(1/1) £ F(t), 1<t <t} permite definir uma nova fungao:

X(t,t)=Z[F(t)-<F>], I<t<1.

A funcdo acima representa a soma dos desvios da média de cada ponto da fungdo
desde o inicio dos tempos até um instante T.

O "range" R (t) = [max X (t, 1) - min X (t, t)] da fun¢do X(t, T) normalizado pelo
desvio padrao da funcao F(t) (S(t) = {(1/7) Z [F(t) - <F>]2}1/2) ou seja, R/S, serd um parametro
usado neste trabalho para se determinar correlagcdo de longo alcance. Apds esta etapa, divide-
se o conjunto de dados em dois subconjuntos iguais, repete-se o procedimento do calculo de
R/S em cada um desses subconjuntos e calcula-se o valor médio de R/S. A divisao dos dados
em subconjuntos ¢ realizada até um subconjunto de dois dados ser obtido.

O valor médio da razdo R/S para cada iteragdo foi mostrada por Hurst obedecer a
seguinte relagdo empirica: (R/S)medio = (T/2)", onde T assume valores iguais a T, 1/2, 1/4 , etc.
O expoente H da relagdo empirica, denominado coeficiente de Hurst, permite determinar a
existéncia ou ndo de memoria (correlagdo) numa série temporal, no nosso caso, a seqiiéncia
de aberturas e fechamentos de um canal i6nico. Quando uma série temporal totalmente
aleatoria ¢ analisada por este método, o coeficiente H obtido para esta série ¢ igual a 0,5.
Quando H=0,5 diz-se que a fun¢do tem memoria. Quando H>0,5 a memoria € dita positiva,
ou persistente, onde um aumento no presente ¢ mais provavel de ser seguido por um aumento
no futuro. Se H<0,5 a memoria ¢ dita negativa, ou anti-persistente, onde um aumento no
presente € mais provavel de ser seguido por um decréscimo no futuro.

Através da analise R/S, Hurst descobriu que relativamente poucos eventos naturais sao
aleatorios. Uma andlise para 837 fendmenos naturais, para os quais os valores anuais foram
obtidos, conduziu ao valor médio de H de 0,73, com um desvio padrao de mais ou menos 0,09
(HURST et al, 1965, MANDELBROT & WALLIS, 1969; FEDER, 1988;
BASSINGHTWAIGHTE et al., 1994).
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Investigar a existéncia de correlagdo (memdria) de longo alcance na seqiiéncia de
aberturas e¢ fechamentos do canal para potassio ativado por calcio de células de

Leydig, em baixa concentragdo de ion célcio (10 nM);

Analisar a adequagdo dos modelos matematicos Markoviano e/ou fractal para

descrever esta correlagao.
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3.1. A técnica de patch-clamp

A técnica de patch clamp foi criada por Sakmann e Neher para medir diretamente as
correntes fluindo através de um unico canal (SAKMANN & NEHER, 1995). A amplitude
destas correntes ¢ muito pequena, da ordem de picoamperes. Os primeiros resultados com a
técnica de patch clamp foram publicados por Sakmann e Neher em 1976, mostrando as
aberturas e fechamentos dos canais receptores de aceltilcolina.

Nesta técnica ¢ utilizada uma micropipeta de vidro com didmetro na extremidade de
poucos micrometros como um eletrodo para medi¢ao das correntes. O eletrodo é preenchido
com uma solucao salina e pressionado contra a membrana da célula. Para conseguir um bom
selo entre a pipeta e a membrana e reduzir o ruido durante o registro da atividade idnica ¢
realizada uma suc¢@o na pipeta de maneira que nao haja fuga de corrente entre a pipeta e a
membrana (gigaselo). Esse arranjo original, no qual o eletrodo de patch permanece sobre a
célula depois que o gigaselo se forma ¢ chamado de configuracdo cell-attached. Se a pipeta é
arrastada para fora da célula e um patch (pedaco) da membrana ¢ extirpado junto com a
pipeta, forma-se uma nova configuragdo denominada inside-out. Neste caso, a face
extracelular do patch da membrana estd em contato com a solugdo na pipeta e a sua face
citoplasmatica ¢ banhada pela solugdo externa. A vantagem neste caso ¢ a de que as solucdes
em contato com ambos os lados da membrana podem ser controladas, como também o
potencial através da membrana. Uma forte suc¢do ou um breve pulso acima de 1V aplicado a
configuracdo cell-attached perfura a célula, mantendo o gigaselo. Neste caso, o eletrodo de
patch fica em contato com o interior da célula, e permite registrar tensdes ou mudangas de
corrente a partir da membrana de toda a célula. Esta Gltima configuragdo é chamada de whole-

cell (AYDLEY & STANFIELD, 1995) (figura 11).
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Eletrodo

Fipeta

Membrana
Celular

FIGURA 11. Exemplo de esquema da técnica de patch-clamp nas configura¢des inside-out e whole-cell. Na
configuragéo inside-out o patch de membrana ¢é extraido da célula para o registro da atividade i6nica. No modo

whole-cell o patch é perfurado e o eletrodo de medigdo tem acesso a todo o interior da célula.



26

3.2. Registro de corrente no canal para potassio ativado por calcio em

células de Leydig

Os registros das correntes no canal para potéassio ativado por calcio em células de
Leydig foram gentilmente cedidos pelo Dr. Wamberto A. Varanda da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da USP, SP.

Os registros das correntes ioOnicas através de canais unitarios foram realizados pela
técnica de patch-clamp na configuragdo inside-out descrita em 1981 por HAMILL et al. Tal
registro ¢ obtido selando-se na membrana celular uma micropipeta preenchida com uma
solucdo salina — dita interna — que banha um eletrodo de Ag/AgCl. O circuito ¢ fechado pelo
eletrodo de banho, semelhante ao de registro, em contato com a solugdo onde se encontra a
célula, dita externa. Ambos os eletrodos conectam-se a um amplificador especifico (Axopatch
- 200A) acoplado a um computador (IBM - PC 486) provido do software Pclamp6,
responsavel por armazenar os registros.

No inicio do experimento, a solugdo externa detinha a seguinte composi¢ao (solugdo
de Hank balanceada): NaCl 145,0 mM; KCI 4,6mM; MgCl, 1,3 mM; CaCl, 1,6 mM; glicose
10 mM, NaHCO;3; 5 mM e HEPES 10 mM; pH de 7,4 ajustado com NaOH. Apos a obtencao
do inside-out, a camara (onde se encontravam as células) era perfusionada com uma solugdo
igual a interna (a da pipeta). Estas solugdes eram compostas de KCI 150 mM, CaCl, 3,81
mM, MgCl, 1,0 mM, EGTA 5 mM, tamponada com HEPES 10 mM e pH ajustado a 7,4 com
KOH, sendo usado o programa MaxChelator para definir sua concentra¢io de Ca>" livre em 1
x 10® M. Ambas as solu¢des foram filtradas com membranas Millipore tipo GS de éster de
celulose com poros de 0,22pum.

As células foram obtidas pelo método descrito por KAWA, 1987. Nesse método,
camundongos adultos eram sacrificados por deslocamento cervical e os testiculos rapidamente
removidos e imersos na solucdo externa. Em seguida, eram descapsulados e sofriam repetidas
injecdes da propria solugdo, o que remove as cé€lulas intersticiais enquanto preserva os tibulos
seminiferos. Apds dissociadas, transferiam-se as células para uma placa de Petri contendo
laminulas imersas em solugcdo de Hank, sobre as quais aderiam, em um periodo de 30 a 60
minutos. Para o registro das correntes, eram aplicadas pulsos de voltagem quadrados de —80
mV com duragdo 1 a 2 minutos, que era suficiente para observarmos o maior nimero de

transicoes entre os estados abertos e fechados.
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3.3. Analise R/S de Hurst

A idéia basica ¢ determinar o coeficiente de Hurst H a partir de uma série temporal. Os

dados consistem de valores F(t;) amostrados em intervalos uniformes de At.

1. Iniciar com todo o conjunto de dados observados que cobrem a duragdo total

Tmax—NmaxAt, € calcular sua média sobre a totalidade dos dados disponiveis coletados,

F(r), ou seja, para T=Tmax € N= Npax ,

F(2) ﬁg F(t).

2. Somar as diferengas de cada ponto da fung¢do em relacdo a média para obter o total
acumulativo em cada instante V(N,k), desde o instante inicial até um tempo kAt

qualquer. V(N,k) equivale V(t,u) para 0<k<N, e u=kAt, e T=NAt:
k _
V(N,k) =Y [Ft)- F(z)] para 0 <k < N.
i=1

3. Encontrar 0 Vi, 0 maximo de V(N,k), € Vi, 0 minimo de V(N,k) para 0<k<N e
calcular o “range”:

R(T):Vméx'vmin-

4. Calcular o desvio padrao S dos valores F(tj), das observagdes sobre o periodo T,

durante o qual a média local ¢ E(r) :

1/2

S(r>={ﬁ§[ﬁti>—?<r>]2}
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5. Calcular a relagdo R/S=R(1)/S(t) e plotar o valor em um grafico log-log (neste
primeiro estagio, N € igual ao nimero total de valores na série temporal € é o ponto no
qual ocorre Tmay);

6. Para o proximo estagio, N cobrird apenas uma fragcdo de todos os valores no conjunto
de dados, tipicamente N=N,,;x/2, € um novo 1=NAt. Entdo, o procedimento de entrada
¢ repetido (passos 1-5) e determinado R/S para cada segmento do conjunto de dados.
Repetindo o procedimento, sdo usados valores menores de 1, em cada estagio,

dividindo o conjunto de dados em segmentos e encontrando a média de R/S destes segmentos.
O resultado, com as estimativas dos valores médios de R/S para cada t, ¢ mostrado na figura
12.

7. O expoente H ¢ a inclinagdo da regressao linear do gréfico.

<RSI

100 |

10 |

L L L L L L L [_ll'zmj_“
o_oo0l o_oos50.01 o.o5 0.1 o_5 1

FIGURA 12. Grafico da andlise de Hurst. A abscissa ¢ a razdo entre a duracdo de cada intervalo de tempo
escolhido e o periodo total de tempo. O coeficiente de Hurst, H, representa a inclinagdo da reta de regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados num grafico duplo-log dos valores médios de R/S contra T /Tyy.
Neste grafico foram usados 4096 intervalos de aberturas e fechamentos resultantes de um registro de canal para

potassio ativado por calcio em célula de Leydig. O H obtido foi igual a 0,642911.
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3.3.1. Aplicacdo do Método de Hurst na Analise da Cinética de Canal l6nico

No estudo da cinética de canais 16nicos a série temporal € a seqiiéncia de tempos de
aberturas e fechamentos resultante da atividade do canal i6nico. A existéncia ou ndo de
correlacdo de longo alcance entre os tempos de aberturas e fechamentos foi investigada
usando-se a analise R/S de Hurst, através de programa elaborado no Mathematica
(WOLFRAM, 1993; BLACHMAN, 1993).

A analise R/S tem sido usada (NOGUEIRA et al., 1995; VARANDA et al., 2000) para
estudar registros da atividade de canais 16nicos. O método de Hurst foi aplicado a analise de
eventos de canais 10nicos unitarios, onde a série temporal, neste caso, consiste de um registro
corrente Versus tempo de uma certa duragdo. A funcdo a ser analisada ¢ o decurso do tempo
de atividade do canal, amostrado sobre N intervalos de tempos adjacentes de abertura e
fechamento.

A estratégia empregada foi a seguinte (fluxograma da figura 13 e apéndice 1):

1. O dados empregados corresponderam aos 2" primeiros termos da seqiiéncia

temporal do registro do canal i106nico, onde n esteve na faixa de 10 a 13;

2. O valor de R/S foi calculado primeiramente usando os 2" dados da amostra inicial,
um segundo valor médio de R/S foi calculado usando 2 amostras de 2" dados e
assim sucessivamente até que o valor R/S médio fosse calculado sobre 2"
amostras de 2 dados. Dessa maneira, foram realizadas n iteragdes para o calculo do
valor de R/S médio, partindo-se da amostra inicial;

3. Os valores médios de R/S foram plotados contra t/tmsx em um grafico duplo log;

4. O coeficiente de Hurst foi calculado a partir do declive da linha reta resultante

deste tipo de grafico.

Esses dados experimentais foram aleatorizados e a analise de Hurst novamente
aplicada aos dados aleatorizados. Utilizou-se para isso um programa elaborado no
Mathematica que realiza o “embaralhamento aleatério” de um conjunto de dados, no caso a
seqiiéncia de tempos alternados de abertura e fechamento experimentais.

A “aleatorizacdo” foi feita de maneira semelhante ao procedimento descrito em
KOCHETKOV et al. (1999). Em resumo, o procedimento de Kochetkov ¢ equivalente a gerar
uma tabela de dados aleatérios e realizar uma equivaléncia com uma tabela de dados

experimentais. No nosso caso, os dados aleatorios foram organizados em ordem decrescente e
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o mesmo deslocamento de posicdo obtido por cada dado da tabela de dados aleatorios na
formacdo dessa tabela decrescente foi aplicada a cada dado equivalente na tabela
experimental. Como resultado, um conjunto de dados experimentais, agora “embaralhado

aleatoriamente”, foi obtido (figura 14 e apéndice 2).

Inicio

Leitura ,tabulagdo e
determinagdo do tamanho da
lista a ser analisada = 2" pontos

v

n=0

v

Achar o valor @9nax, a média e
S (desvio padrdo) de 2" conjuntos de pontos

v

Somatorio acumulado das diferengas
de cada ponto em relagdo a média em
cada intervalo: X@T), 1<Cxt

v

Fazer R€(Xmax—Xmin) e a relagdo
R/S em cada um dos 2" intervalos
Achar R/S médio

v

n < n + 1;n=ntmero de intervalos

I

n° de
pontos<2?

Sim

Calcular a inclinacdo da reta do
grafico di-log de @@nax x R/S
=H

Fim

FIGURA 13. Fluxograma da analise R/S aplicada a seqiiéncia de tempos de permanéncia de um registro de canal

i0nico para determinar a memoria (correlagdo de longo alcance) na seqiiéncia temporal.
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FIGURA 14. Exemplo de ‘“aleatorizacdo” de dados temporais empregada na verificagio de memoria dos

registros experimentais. O mesmo deslocamento produzido na tabela de dados aleatorios gerados por

computador na sua ordenagdo decrescente ¢ executado equivalentemente na tabela de dados temporais a serem

“aleatorizados”.

3.4. Simulacéo do Modelo Markoviano

O modelo de onze estados descrito na figura 6 foi simulado usando programas do

pacote QUB (AUERBACH et al., 2000). O pacote QUB ¢ utilizado na analise de dados em

canais unitarios (http://www.qub.buffalo.edu) e assume que a cinética do canal ¢

Markoviana®. A simulagdo foi realizada como segue (figura 15):

l.
2.

Os dados obtidos experimentalmente foram reprocessados no programa QuB;
Ap0s esta etapa, um outro programa do QUB, o “SKM?”, foi usado para gerar os
tempos de permanéncias do canal nos estados aberto e fechado (dwell times);

O arquivo de tempos de permanéncia foi analisado em outro programa do QUB, o
“MIL” (maximum-interval-likelihood) (QIN et al. 1996; 1997), onde os parametros
cinéticos foram obtidos em comparagdo com o modelo (construido usando o
“SIMU”, um outro programa do QUB) e o arquivo dos tempos de permanéncias
experimentais;

Obtidas as constantes do modelo de onze estados, foram feitas cem simulacoes das
correntes no programa SIMU;

Para cada um dos cem arquivos simulados com base no modelo Markoviano de

onze estados foram obtidos os H’s correspondentes, calculados da seguinte forma:

5 O estado futuro de um canal depende apenas do seu estado atual e as taxas cinéticas de transicio entre os estados ndo variam.


http://www.qub.buffalo.edu/
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a) A seqiiéncia temporal do arquivo de tempos de permanéncia contém uma

b)

tabela, composta em segmentos, que associa o estado do canal (0 =

fechamento e 1 = abertura) ao correspondente tempo gasto no estado. A

tabela foi trabalhada no programa Excel para agrupar os segmentos num

unico segmento e retirar a seqiiéncia de 0’s e 1’s , a fim de formar uma

matriz coluna de tempos de fechamentos e aberturas do canal. A seqiiéncia

unica de tempos de abertura e fechamento foi, entdo, salva no formato

texto, que foi lido pelo programa de calculo de H elaborado no

Mathematica;

abertura e fechamento gerados na simulacao.

O calculo de H foi feito no programa especifico sobre 2'* tempos de

v

Tempos de

SKM

permanéncia

| *.dwt

*.dat * 1dt
—»(| Qub [—p
Pacote
QuB

>

miL [

Modelo 11 estados

100

> SIMU arquivos

k’s para modelo proposto
fitting com os histogramas

de tempo de permanéncia

AA 4 * txt

Analise R/S

| EXCEL L—_':| Mathematica l::H

H experimental
H simulado pelo modelo markoviano

FIGURA 15. Esquema de obtencdo dos coeficientes H dos arquivos experimentais ¢ do H médio simulado com

base no modelo Markoviano de cinética de canais i6nicos. O arquivo original de saida do Pclamp6 (de extensdo

dat) é processado no pacote QUB, no qual se extrai a seqiiéncia experimental de aberturas e fechamentos

(extensdo dwt) e as constantes cinéticas para o modelo de onze estados proposto. Sao simulados 100 arquivos de

2" tempos de permanéncia com base no modelo Markoviano. Nessas seqiiéncias de tempos de fechamentos e

aberturas experimentais e simuladas pelo modelo de Markov ¢ aplicada a analise R/S de Hurst, que determina a

existéncia ou ndo de memoria na seqiiéncia temporal.

A fracdo de tempos de permanéncia de um registro de canal i6nico ¢ um parametro

cinético que permanece invariante em experimentos realizados em uma mesma condi¢dao

(NOGUEIRA, 1986):

Fracdo (fechamento) =

Fragdo (abertura) =

tme’dio fechamento

médio abertura

+t

t

médio_abertura

médio fechamento

médio abertura

+1

médio fechamento
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As fragoes de tempo de permanéncia dos registros simulados pelo modelo Markoviano
de onze estados foram calculadas para avaliar a aproximagao alcangada pelo modelo sobre o

registro original do canal através de programa elaborado no Mathematica (apéndice 3).

3.4.1. Teste do Pacote de Programas QUB

Para testar se 0 QUB calcula adequadamente as constantes cinéticas de um modelo
Markoviano, foi utilizado um outro programa que tem a mesma fun¢do, o ChannelLab, da

Synaptosoft (http://www.synaptosoft.com). O ChannelLab ¢ um programa de analise cinética

de canais idnicos e, de maneira semelhante ao QuB, constrdéi os histogramas de tempos de
permanéncias do registro do canal com base na raiz quadrada da probabilidade de ocorréncia
de eventos com determinada duracdo versus o logaritmo da duracdo. Este programa emprega
o mesmo método de ajuste de exponenciais do MIL, o maximum likelihood.

Dados dos tempos de permanéncia de um registro de canal para potassio ativado por
calcio em célula de Leydig foram analisados no ChannelLab. Um modelo Markoviano de trés
estados foi proposto para simular os dados experimentais (CARNIO & VARANDA, 1995). A
saida do ChannelLab fornece os pardmetros das exponenciais que descrevem a cinética de
abertura e fechamento do canal.

Os parametros das exponenciais obtidas através do ChannelLab permitiram o calculo
das taxas cinéticas com o auxilio das equagdoes de COLQUHOUN e HAWKES (1981).

O programa ChannelLab usado foi a versdo de demonstragdo 2.030115 (2002). Os
calculos das taxas cinéticas do modelo de trés estados a partir dos parametros das
exponenciais e os calculos dos parametros das exponenciais a partir das taxas cinéticas

geradas pelo MIL foram realizados com auxilio do Mathematica (apéndices 4 ¢ 5).

3.5. Simulag&o do modelo fractal

A simulagdo do modelo fractal foi feita através de um algoritmo de gera¢do de dados

fractais (LIEBOVITCH et al.,1987). Simulou-se o registro de um canal fractal de dois estados


http://www.synaptosoft.com)/
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em programa elaborado no Mathematica. O programa de simulagdo fractal (fluxograma da
figura 18 e apéndice 6) gera uma seqiiéncia de 2" tempos de fechamento e abertura, simulando

o registro de um canal fractal de dois estados:

Ko
—
D J—
Ke
FIGURA 16. Esquema cinético representativo de um modelo fractal de dois estados cinéticos, um fechado (C) e

um aberto (O), onde k=At'"Pe k=A"t'"T"

Foram gerados 2'* tempos de fechamento e abertura na simulagio da cinética fractal.

Para calcular os valores de D, D’, A e A’ foi aplicado o método descrito em
LIEBOVITCH et al. (1987). Foram extraidas a seqiiéncia de tempos de fechamento e abertura
de um registro de canal para potassio ativado por célcio em célula de Leydig (no presente
caso aproveitou-se a extragdo dos tempos de permanéncia realizada pelo pacote QUB sobre
registro de canal 16nico) e construidos, em escala semilogaritmica, histogramas dos tempos de
fechamento e abertura para t;de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 e 10 ms, onde os valores dos t; sdo as
larguras das colunas dos histogramas (“bins”). A taxa cinética efetiva k. € obtida através da
inclina¢do desse grafico entre o 2° e 4° bins de cada histograma (ver figuras 25 e 26). A
inclinagdo de um gréfico duplo logaritmo de kegr versus o teg=ts fornece os 1-D e 1-D’, onde D
e D’ sdo as dimensdes fractais do fechamento e da abertura, respectivamente. A interse¢do da
reta com o eixo das ordenadas forneceu Log(A) e Log(A’), onde A e A’ sdo os coeficientes da
cinética do fechamento e da abertura, respectivamente (ver figura 27).

Dos registros simulados com base no modelo fractal foram calculadas as fracdes de
tempo de permanéncia para avaliar a aproximagdo alcangada pelo modelo fractal sobre a
fracdo de tempos de permanéncia do registro original.

Os calculos dos valores de D, D’, A e A’ foram realizados no programa Origin 5.0. As
seqiiéncias de abertura e fechamento foram extraidas do registro original e as fracdes dos

tempos de permanéncia calculados através de programa elaborado no Mathematica (apéndice

3).
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3.5.1. Distribuicbes de tempos de fechamento e abertura para canais idnicos
fractais

Seja P(t) a distribuicdo de probabilidade cumulativa dos tempos de fechamento,
denominada de probabilidade de que o canal permaneca fechado para a duracdo t. Entdo
P(t+At), a probabilidade de que o canal permanega fechado pela duracdo t+At, ¢ igual a
probabilidade de permanecer fechado para duracdo t, vezes a probabilidade condicional de
que ele ndo se abra no intervalo At restante, dado que ele tenha permanecido fechado pela
duracdo t. Entdo,

P(t+At) = P(t)[1-k,At].

No limite At =0 esta equacao se torna

dP(t)

W =R

Para um canal fechado = aberto com cinética markoviana, k,=constante. A equacao
acima pode ser integrada para encontrar que P(t)=exp(-kot). Contudo, para um canal com
cinética fractal, ky=At'® e P(t) ¢ igual a:

Pl)= exp(—%tz‘t’j

Como ¢ esperado observar um comportamento mais rapido em escalas de tempo
menores, k, precisa ser uma funcdo nao-crescente de t, de forma que a lei de escala fractal
ko=At"P requer D>1. A condicdo limite de P(0)=1 requer que D<2. Entdo, a dimensio fractal
¢ restrita a faixa 1<D<2.

Esta restricdo na faixa da dimensdo fractal D também tem uma interpretacio
geométrica. Quando o nimero de transi¢des entre aberturas e fechamentos do canal € escassa,
a forma do registro do canal tem a forma aproximada a uma reta. Isto ¢, a sua a dimensao se
aproxima a D=1. Se o niimero de transi¢des do canal ¢ bastante elevada, o registro do canal
tende a ocupar um plano. Entdo, ele cobriria uma area e teria a dimensdo D=2. O canal fractal,
como a curva de Koch, esta entre estes dois extremos. O comprimento de seu trago ¢ também
infinito, mas de uma maneira muito especial, de forma que seu comprimento medido ¢
proporcional a togr 'D, onde ter € a escala de tempo na qual o comprimento do trago ¢ medido e

D ¢ sua dimensdo fractal.
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A distribuicao de freqiiéncia f(t) de tempo de fechamento, ou seja, a probabilidade de

que o canal permaneca fechado por uma duragdo entre t e t+dt, ¢ dada por:

dP(t) I-D A o
f(t)=—2 = At Pexp| -————t
() it I :
Para o canal fractal a duragdo média de fechamento do canal <t>, ¢ dada por:

F(1+ !
2-D
A

)1/(2D) ,onde I' ¢ a funcio gama.

<t>=["tf (t)dt =

2-D

3.5.2. Simula¢bes numéricas de tempos de permanéncias do canal nos diferentes estados
cinéticos pelos modelos Markoviano e fractal (LIEBOVITCH et al., 1987)

A corrente I(t) flui através do canal a um tempo t quando o canal estd em um estado 1.
Se o canal estd no estado i no tempo PAt, entdo a probabilidade de que ele esteja no estado j#i
no tempo (P+1) At € k;;At, onde k;; € a constante cinética. O passo de tempo At € escolhido de
forma que kjAt 1 1. Na simulagdo, o valor escolhido para At foi 50 ps. A probabilidade de

que o canal permanega no estado 1 é:
1= Z j#i kij At

A soma das probabilidades de todos os possiveis resultados precisa ser igual a 1.
Marcam-se segmentos de retas no intervalo [0,1], cada um dos quais corresponde a transi¢ao
do estado e ¢ igual em comprimento a probabilidade de transi¢do do estado. Um gerador de
numeros pseudo-randomicos com probabilidade uniforme no intervalo [0,1] ¢ entdo usado
para gerar um numero que caird em um desses segmentos de linha e, entdo, nos dira o estado j

do canal no tempo (P+1)At (figura 17).
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?% numero aleatorio \’)

fechado | I ] aberto
0 P11 P12 1

FIGURA 17. Critério de decis@o para a formagao da seqiiéncia de tempos de fechamentos e aberturas para um
canal fractal de dois estados cinéticos, de acordo com o algoritmo proposto por LIEBOVITCH et al. (1987). O
canal estd primeiramente no estado fechado. Se um niimero aleatoério langado entre 0 e 1 estiver na regido do
segmento p;, que representa a probabilidade de que ele permaneca fechado, o canal permanecera o proximo )t
nesse estado. Do contrario, se o nimero aleatdrio estiver fora da faixa representada por p;; o canal trocara de

estado e o proximo )t é contado para o estado oposto.

Para um canal Markoviano kj=constante (D=1) e para um canal fractal k; ¢

proporcional ao tempo gasto num determinado estado elevado a poténcia 1-D.
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FIGURA 18. Fluxograma da simulagdo de geracdo de uma tabela seqiiencial de tempos de abertura e fechamento
baseada no modelo de um canal fractal de dois estados (LIEBOVITCH et al., 1987). X indica um numero

pseudo-aleatorio langado para a comparagdo com a probabilidade de permanéncia em um determinado estado,

como critério de decisdo para a permanéncia ou troca de estado.
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3.6. Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para testar se a distribuicdo dos valores dos
coeficientes de Hurst obtidos nas simulagdes seguem uma distribuicdo normal. O teste-Z
bicaudal foi utilizado para testar se o valor médio do coeficiente de Hurst H experimental
difere significativamente do valor de H simulado. Todos os testes foram realizados no
programa STATISTICA versdo 5.1.

Neste trabalho foi utilizado um microcomputador com a seguinte configuragao: AMD
Duron 950 MHz; 128 megabytes de memoria RAM, disco rigido com 20 gigabytes de
memoria.

Os softwares empregados foram o Mathematica versdo 4.0, da empresa Wolfram
Research, Inc. (1999), STATISTICA versdo 5.1, desenvolvido pela empresa StatSoft, Inc.
(1998), Origin versao 5.0, desenvolvido pela Microcal Software, Inc. (1997), e Excel 97, da
Microsoft Corporation.

3.7. Visualizagdo da Sequéncia de Tempos de Permanéncia do Canal 16nico

Para a visualizacdo da seqiiéncia de tempos de aberturas e fechamentos do canal
i0nico, experimentais ou simulados, foi elaborado um programa no Mathematica, conforme

fluxograma da figura 19 (apéndice 7).
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FIGURA 19. Fluxograma da obten¢ao da visualizacdo do registro i6nico a partir de uma seqiiéncia de tempos de

fechamentos e aberturas para a programagao no Mathematica.
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4.1. Memaria em registros experimentais de um canal para potéassio

ativado por calcio de células de Leydig

A figura 20 apresenta trechos de um dos registros da corrente no canal para potassio
ativado por célcio em células de Leydig, numa membrana com a voltagem fixada em —80 mV
e numa concentragdo de calcio livre de 10 nM.

Sabe-se que o jon Ba** produz um bloqueio discreto de canais BK. Se Ca*" produz um
bloqueio similar, entdo uma dificuldade potencial existente em experimentos em
concentracdes altas de Ca®" intracelular ¢ a possibilidade de bloqueio discreto do canal pelo
Ca’” (ROTHBERG & MAGLEBY, 1999). Dessa maneira, os experimentos empregados
foram realizados em baixa concentracao de calcio.

A condutancia caracteristica do canal para potéssio ativado por calcio em células de

Leydig ¢ igual a 265pS (VARANDA et al., 2000).

175 ms _F
20 pA u J ‘ | i

_A

WWWWWM _F

A

FIGURA 20. Atividade idnica em um canal para potassio ativado por célcio em célula de Leydig medida a —
80mV e a 10 nM Ca®', registrada no arquivo R03. A linha de base do registro é superior, de forma que os
sentidos das amplitudes das correntes estdo invertidos, dessa forma, o trago superior representa o fechamento do

canal (F) e o inferior a abertura do canal (A).
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A tabela 1 mostra os valores dos coeficientes de Hurst obtidos para cinco registros
experimentais da corrente no canal para potassio ativado por célcio em células de Leydig. O
valor médio obtido para o coeficiente de Hurst nesses experimentos € igual a 0,640 £ 0,064.
Este valor sugere a existéncia de memoria positiva no processo cinético desse canal. Quando
esses dados experimentais sdo embaralhados no programa de “aleatorizacdo” a memoria ¢é
perdida e um valor de H = 0,57 + 0,007 (n=5) ¢ encontrado nessa condi¢do. Esse
procedimento mostra que a correlagdo de longo alcance ¢ uma propriedade inerente a série

temporal associada a seqiiéncia dos tempos de aberturas e fechamentos do canal unitario.

Arquivo H H para os dados embaralhados
experimental
RO1 0,642911237 0,5659279200
RO2 0,583813982 0,5751839630
RO3 0,739722189 0,5614118300
RO4 0,650064911 0,5783907440
RO5 0,586039964 0,5683844661

TABELA 1. Coeficientes de Hurst de cinco registros experimentais da atividade idnica de um canal para
potassio ativado por célcio em célula de Leydig em comparagdo com os coeficientes dos mesmos registros

temporais quando submetidos a um primeiro estagio de aleatorizagdo em programa elaborado no Mathematica.

Para verificar se os registros experimentais sdo aleatorios ou se existe correlacdo de

longo alcance foi aplicada a analise R/S de Hurst utilizando a seguinte estratégia:

1. O arquivo R03, de maior memoria positiva, serviu de entrada para o programa de
aleatorizagcdo. Ao arquivo resultante da aleatorizagdo foi aplicada uma segunda
aleatorizagdo, até que o nimero de estagios de aleatorizagdo chegasse a 100;

2. Foi feito um teste de Shapiro-Wilk (figura 21) nos 100 valores de H dos arquivos
obtidos em cada estagio de aleatorizag@o. O teste mostrou que os dados podem ser
descritos por uma distribui¢cdo normal (p=0,3922);

3. Foi feito um teste-Z bicaudal sobre o valor de H do registro experimental R03 e os
100 H’s obtidos da aleatorizagdo. O teste Z mostrou que o valor do H experimental
¢ significativamente diferente do valor de H obtido pela aleatorizacdo do registro
RO3 (p=0). Este procedimento mostrou que o H experimental ndo pertence a
distribuicdo dos coeficientes H do registro aleatorizado, evidenciando a existéncia
de uma memodria positiva no registro experimental, estatisticamente diferente

daquela obtida se os dados fossem aleatorios.
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Coeficientes H dos arquivos "aleatorizados"
Shapiro-Wilk W=,98630, p<,3922
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FIGURA 21. Distribuig@o dos coeficientes H do registro R03 “aleatorizado” em 100 estagios de aleatorizacdo. O

teste de Shapiro-Wilk indicou uma chance de 39,22% de que a distribuigdo dos H’s do registro “aleatorizado”

fosse normal, o que habilitou a utilizagdo do teste-Z para a comparagdo das médias de H experimental ¢ H

“aleatorizado”. O teste-Z indicou uma probabilidade nula de que o valor experimental de H do registro

experimental R03 (0,739722189) pertencesse a distribuicdo dos H “aleatorizados”, indicando que os dados

experimentais nd3o podem ser considerados aleatorios.
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4.2. Teste do pacote de programas QUB

Para o teste com o pacote de programas QUB foi escolhido o arquivo experimental
RO3, que por ser o registro de maior memoria positiva também foi o escolhido nas
modelagens subseqiientes. A modelagem Markoviana de trés estados cinéticos realizada no
programa MIL e o ajuste por exponenciais obtido pelo ChannelLab geraram como resposta
em exponenciais de abertura e fechamento e em taxas cinéticas de transi¢des entre os estados,
os valores listados nas tabelas 2 e 3. A figura 22 apresenta a convergéncia dos resultados nos
dois programas de andlise de cinética de canais.

A pequena variacdo existente entre os valores das taxas cinéticas (abaixo de 5%)
fornecidas pelos dois programas independentes permite afirmar que o pacote QUB apresenta

uma aproximacao bastante razodvel do valor das taxas cinéticas.

Exponencial
L QuB ChannelLab
(temms™)
Abertura f(t)=0,02125 g 1/47.05 f(t)=0,02171¢ /4027

Fechamento  f(t)=0,136e™"%'"* +0,00058e™"/"7"%*  f(t)=0,1359e™"*%7 +0,000574¢"/"7"*

TABELA 2. Exponenciais de abertura e fechamento fornecidas como resposta dos programas QUB e
ChannelLab para o registro experimental R03 ajustadas com base em um modelo Markoviano de trés estados
cinéticos. As componentes exponenciais fornecidas pelo QUB foram calculadas através da solugdo do sistema de
equacdes proposto por COLQUHOUN & HAWKES (1981), para um modelo Markoviano de trés estados

cinéticos.

Valor em Hz calculado Valor em Hz calculado

Constante pelo QUB pelo ChannelLab Variagao(%)
ko 6,4308 6,43345 0,0412
ko 13,787 13,6068 1,3243
kp3 136,85 136,464 0,2829
K3» 21,256 21,7263 2,1647

TABELA 3. Taxas cinéticas, em Hz, do registro experimental R0O3 ajustadas com base em um modelo
Markoviano de trés estados cinéticos. As taxas cinéticas de transi¢do entre dois estados possiveis foram
calculadas através do programa MIL, do pacote QUB e através da combinagdo de exponenciais fornecida pelo
ChannelLab, das quais foram calculadas as taxas cinéticas através da solucao do sistema de equagdes proposto

por COLQUHOUN & HAWKES (1981).
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FIGURA 22. Programa MIL (janela superior), quando da convergéncia para o resultado da combinagdo do
modelo de trés estados cinéticos, com os dados experimentais do registro R03. A esquerda superior o programa
mostra o registro do canal idnico. Na figura superior a esquerda sdo também mostrados os valores das constantes
cinéticas do modelo e a direita uma descri¢do visual do ajuste pelo método da maxima verossimilhanga para os
histogramas de probabilidade de fechamento e abertura, respectivamente, da esquerda para a direita. A janela
inferior apresenta o resultado da aproximacdo da exponencial para o histograma de tempos de abertura (acima) e
por exponencial dupla dos tempos de fechamento (abaixo) para o registro R0O3 realizada pelo programa
ChannelLab.
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4.3. Memoria de registros simulados com base no modelo Markoviano

e no modelo Fractal

Para ajustar os parametros cinéticos do modelo Markoviano foi escolhido o arquivo de
dados experimentais que mostrou maior memoria positiva, R03. A tabela 4 mostra os valores
obtidos para as constantes cinéticas, em Hz, nas diferentes transi¢des cinéticas e a figura 23
mostra as respostas fornecidas pelo programa MIL. A figura 23 mostra que o modelo
Markoviano pode descrever de maneira adequada a cinética dos canais para potassio ativados
por célcio em células de Leydig. Nessa figura, pode ser observado que os dados experimentais
mostrados nos histogramas dos tempos de fechamentos (A) e aberturas (B) do canal se

ajustam bem ao modelo Markoviano.

Constante ~ Valor em Hz Constante ~ Valor em Hz

ki 14.631 K05 0.1116
ko) 3.2445 Ks1o 0.1546
ko3 14.241 Kire 5221.3
ks 64.773 Kot 1.0264
Ku 344.19 Kus 49.921
Koy 3433 Ksq 2050.8
K10 78.657 Kss 2585.3
K102 1342.9 Kes 411.85
Kt 0.0012 Ke7 718.59
ki 90.508 ks 123.22
Kog 70.972 kg 1.4343
ku 99.651 Ky; 2.0488

TABELA 4. Valores em Hz das constantes cinéticas, taxas de transi¢do entre dois estados possiveis do canal
obtidos da combinacao pelo modelo Markoviano de onze estados cinéticos executada no MIL (pacote QUB) em

relacdo aos dados experimentais.

Aproximagédo do modelo markoviano de 11 estados Aproximacéo do modelo markoviano de 11 estados
com os tempos de fechamento com os tempos de abertura
= 0,4 - e Experimento - 0,3 - A Experimento
= 0,35 - o . = -
2 0,3 | 0l Fitting E Fitting
E 0,25 E
2 02 2
g 0151 £
S ! o
s 014 =
o 0,05 4 ® E.
2 0 @ 0 Frr e
0,19 152 12 954 755 5983 1,15 34 10 29,7 87,7 259 765

log(duragédo (ms)) (A) log(duragado (ms)) (B)

FIGURA 23. Aproximacao (fitting) feita pelo modelo Markoviano com os dados experimentais de tempos de
fechamento (A) e abertura (B). O modelo Markoviano de onze estados proposto por ROTHBERG &
MAGLEBY (1999) foi capaz de se ajustar com seguranga a cinética do canal para potassio ativado por calcio em

célula de Leydig.
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A andlise de Hurst foi aplicada a seqiiéncia dos tempos de aberturas e fechamentos
simulados pelo modelo Markoviano. Nesse caso, o valor médio de H foi a 0,573 com desvio
padrao de 0,026 (n=100). O teste de Shapiro-Wilk realizado com os valores dos H’s
simulados mostra que esses dados podem ser descritos por uma distribuicdo normal
(p=0,8386). O teste-Z bicaudal mostra que o valor médio do H experimental ¢
significativamente diferente do valor médio do H obtido pela simulagdo com o modelo
Markoviano (p=0,0082). Esta andlise estatistica mostra que o modelo Markoviano ¢
inadequado para predizer a memoria encontrada na cinética do canal para potéssio ativado por

calcio em células de Leydig (figura 24).

Distribuigc&o dos coeficientes H de 100 arquivos simulados pelo modelo markoviano
Shapiro-Wilk W=,99224, p<,8386
40
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FIGURA 24. Distribuicao dos coeficientes H de 100 arquivos simulados com base no modelo Markoviano. O
teste de Shapiro-Wilk mostrou uma chance de 83,86% de que a distribuicdo dos H’s simulados com base no
modelo Markoviano fosse normal. O teste-Z mostrou uma probabilidade de apenas 0,0082 de que o valor H

médio experimental pertencesse a distribuigdo de H’s simulados com base nesse modelo.

O mesmo arquivo de dados experimentais usado para a descri¢gdo dos pardmetros do
modelo Markoviano foi também utilizado na simulacao fractal.

Um modelo fractal como o proposto por LIEBOVITCH et al. (1987) foi usado visando
a descrever a memoria encontrada na cinética do canal. Os pardmetros usados na simulagio
do modelo fractal foram respectivamente: D=1,456 (dimensdo fractal da cinética de
fechamento) e A=4,91 Hz"*** (coeficiente da cinética de fechamento) e D’=1,402 (dimensdo

fractal da cinética de abertura) e A’=7,32 Hz*** (coeficiente da cinética de abertura).
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Os parametros A, A’, D e D’ foram escolhidos de maneira que a simulagdo fractal
fornecesse um tempo médio de permanéncia nos estados fechados e abertos que fosse
semelhante aquele encontrado nos dados experimentais. Os valores dos A’s e D’s foram
obtidos como descrito por LIEBOVITCH et al. (1987), usando-se larguras de histogramas
(“bins”) iguais a: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 e 10 ms para as seqiiéncias de fechamento e abertura
(figuras 25 e 26, respectivamente). A figura 27 mostra um grafico duplo-log da constante
cinética efetiva kes versus o tempo efetivo terr do modelo fractal para a cinética de fechamento

e abertura do canal para K ativado por célcio em célula de Leydig.
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FIGURA 25. Histogramas de freqiiéncia de duracdo de 4190 fechamentos do canal registrados em R0O3 para
larguras de “bin” que vao de 1 a 10 milisegundos. O negativo da inclinag@o da regressdo linear por minimos
quadrados entre o 2° e 4° “bins” do grafico semilogaritmo fornece ke para cada largura de “bin”. Existe auto-

similaridade da forma dos histogramas, caracterizando o registro fractal (LIEBOVITCH et al., 1987).
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FIGURA 26. Histogramas de freqiiéncia de duragdo de 4191 aberturas do canal registrados em R03 para larguras

de “bin” que vao de 1 a 10 milisegundos. Existe auto-similaridade na forma dos histogramas.
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FIGURA 27. Grafico duplo-log da relagdo k.t X t.r do fechamento e abertura do canal. Os dados situam-se na

proximidade da reta de regressdo, a lei de escala fractal. Dos dois graficos extrairam-se os parametros da

modelagem fractal necessarios para a simulagdo dos arquivos com base no mesmo modelo.
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A andlise de Hurst foi aplicada a seqiiéncia dos tempos abertos e fechados obtidos pela
simulacdo do modelo fractal. Em 100 simulagdes o valor de H médio *+ desvio padrao foi
igual a 0,559 £ 0,023. O teste de Shapiro-Wilk mostrou que os valores obtidos para os
coeficientes de Hurst H seguem uma distribui¢do normal (p=0,2456) e o teste-Z evidencia que
o valor médio de H obtidos na andlise dos dados experimentais ¢ significativamente diferente
daquele obtido na andlise dos dados do modelo fractal (p=0,00046). Esse resultado mostra
que o modelo fractal também ndo ¢ adequado para reproduzir a memoria encontrada na

cinética do canal para potassio ativado por célcio em células de Leydig (figura 28).

Distribuicéo dos coeficientes H de 100 arquivos simulados pelo modelo fractal
Shapiro-Wilk W=,98348, p<,2456
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FIGURA 28. Distribui¢do dos coeficientes H de 100 arquivos simulados com base no modelo fractal. O teste de
Shapiro-Wilk mostrou uma chance de 24,56% de que a distribuicdo dos H’s simulados com base no modelo
Markoviano fosse normal. O teste-Z mostrou uma probabilidade de apenas 0,00046 de que o valor H médio

experimental pertencesse a distribuicdo de H’s simulados com base nesse modelo.

A figura 29 mostra numa mesma escala (A) a corrente através do canal unitario; (B) a
simulacdo da corrente no canal unitario pelo modelo Markoviano e¢ (C) a simulagao da
corrente pelo modelo fractal. Os exemplos de registro de simula¢do extraidos de um dos
arquivos simulados com base nos modelos Markoviano e fractal mostram que os mesmos
guardam semelhanga com relagdo ao registro original. Assim, podem-se observar as curtas

aberturas seguidas por longos fechamentos caracteristicos do registro original R03.
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FIGURA 29. Em janelas de 1,75 segundos estio trechos do registro experimental R03 (A), de um dos registros
simulados da cinética do canal com base no modelo Markoviano de onze estados (B) e de um dos registros
simulados com base no modelo fractal (C). O trago inferior indica o fechamento do canal e o superior a abertura

do canal.

A tabela 5 mostra a aproximagdo feita pela modelagem Markoviana e fractal sobre as
fracdes os tempos médios do registro original. As modelagens Markoviana e fractal
mostraram valores razodveis na aproximacao da cinética do canal, embora os dois modelos
ndo sejam eficientes na identificacdo da memoria do canal. O modelo fractal mostrou um
melhor desempenho na aproximagdo cinética do registro original do canal i6nico, em termos

das médias das fragdes de tempos abertos e fechados.

Fracéo de tempo de Experimento Modelagem
) ] Modelagem Fractal

permanéncia (ms) (R0O3) Markoviana
Fechamento 0,566 0,669 £ 0,056 (n=100) 0,572 £ 0,012 (n=100)
Abertura 0,434 0,331 £ 0,056 (n=100) 0,428 £ 0,012 (n=100)

TABELA 5. Aproximagdo feita sobre as fracdes de tempos de permanéncia nas modelagens markoviana e
fractal. As médias das fracdes de tempo de fechamento e abertura extraidos dos 100 arquivos simulados em cada
modelagem mostra que os dois modelos sdo adequados na aproximagdo da cinética do canal, em termos de
médias das fracdes de tempos abertos e fechados, embora sejam ineficientes para descrever a memoria da
cinética do canal. O melhor desempenho na aproximagao do valor médio de fragdo de tempo de permanéncia foi

obtido na simula¢do computacional fractal da cinética do canal i6nico.
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A questdao fundamental envolvida no estudo de séries temporais resultantes de uma
seqiiéncia de medidas de grandezas que flutuam no tempo € encontrar um modelo que melhor
descreva suas propriedades. Na cinética de um tUnico canal i6nico as séries temporais sao
compostas de uma longa seqiiéncia de eventos de abertura e fechamentos, caracteristicos de
um processo de um determinado canal. Modelos Markoviano e fractal tém sido usados para
modelar este processo cinético.

A modelagem matematica Markoviana do processo cinético em diferentes canais
10nicos ndo tem levado em consideragdo as propriedades fisicas das proteinas formadoras de
canais i0nicos. O modelo Markoviano da cinética de canal i6nico consiste de um pequeno
conjunto de estados de abertura e fechamento, das conexdes entre os estados e das taxas
cinéticas, que sao as probabilidades por tempo do canal mudar de um estado para outro.

A andlise cinética usando um modelo fractal foi mais adequada para explicar as
propriedades de auto-similaridade e dependéncia de escala dos dados de registros de canais
16nicos. Este novo modelo deslocou a analise de dados dos canais i6nicos baseado unicamente
na determinagdo dos parametros cinéticos para a determinacdo das propriedades fisicas das
proteinas formadoras de canais, tais como sua distribuicdo de barreiras de energia e/ou sua
dependéncia com relagao ao tempo (LIEBOVITCH et al., 2001).

As propriedades das proteinas formadoras de canais i6nicos ndo sdao ainda bem
conhecidas nas proteinas formadoras de canais. No entanto, ¢ provavel que as proteinas de
membrana compartilhem muitas propriedades em comum com as proteinas globulares, cujas
algumas propriedades estruturais e fisicas ja sdo bastantes conhecidas.

Nas proteinas globulares a fungcdo que descreve a energia potencial ao longo da
molécula revela a presenca de varios minimos locais e superficiais. Esse perfil de energia ¢
consistente com o modelo fractal € ndo com um modelo do tipo Markoviano, onde as
transi¢des ocorrem entre poucos estados cinéticos, discretos e profundos de energia potencial.
Além disso, a propria estrutura da proteina globular varia com o tempo (KARPLUS &
McCAMMON, 1981; LIEBOVITCH, 1993; BASSINGTHWAITHE et al., 1994) (figura 30).

Apesar de sua inconsisténcia com a compreensdo atual das proteinas globulares, o
conceito Markoviano de cinética persiste e continua sendo predominante. No entanto, tem
sido mostrado que a estrutura das proteinas formadoras de canais i0nicos sdo tao flexiveis que
o0s atomos que a compdem podem ter um continuo de estados de energia, como sugerido pelos

estudos tedricos e experimentais da dindmica molecular dessas proteinas (KAZACHENKO et
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al., 2001). Isso ¢ consistente com o modelo fractal e inconsistente com os poucos minimos
profundos do modelo Markoviano.

No presente caso, as modelagens Markoviana e fractal feitas sobre os dados
experimentais dos tempos de permanéncias nos estados abertos e fechados observados para
um canal para potassio ativado por célcio em célula de Leydig, mostraram que o modelo
fractal apresenta uma melhor aproximagdo com os dados cinéticos experimentais, em termos

de fragdes dos tempos médios.

Propriedade "Markov" "Fractal™
1. Funcdo de energia  Poucos minimos profundos Muitos minimos superficiais
potencial
energia LI—L‘_U—U energia

2. Barreira de energia  Fina, discreta Larga, continua
de ativacao

nimero nimero

em AG em AG

AG AG

3. Estrutura Estatica Variante no tempo
4. Transicdo entre Independente Associada por uma escala
estados

FIGURA 30. Comparagdo entre as propriedades das proteinas implicadas pelo modelo Markoviano e fractal
(BASSINGTHWAIGHTE, 1994). O modelo fractal apresenta maior consisténcia com as propriedades fisicas das
proteinas globulares e, conseqlientemente, também ¢é provavel que esteja mais proximo da explicagdo das

propriedades fisicas das proteinas formadoras de canais i0nicos.

No que diz respeito a memoria, a analise de Hurst aplicada aos dados cinéticos obtidos
com a simulagdo do modelo Markoviano ndo reproduziu a correlagdo de longo alcance
identificada no canal para potassio ativado por célcio em células de Leydig. Os resultados
mostraram que um modelo Markoviano de onze estados cinéticos (trés abertos e oito
fechados), que descreve bem a cinética desse canal em baixo célcio, também ndo reproduz a

memoria do canal. Os valores de H obtidos nas simula¢des foram préoximos a 0,5 (registro
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sem memoria), em claro contraste com o valor de H= 0,64 + 0,064 (n=5) obtido com os dados
experimentais, que reflete a memoria deste canal. Esse resultado estd em concordancia com
aqueles obtidos anteriormente para um modelo Markoviano de oito estados proposto por
KOCHETKOV et al. (1999) para um canal para potassio ativado por calcio em células Vero
dos rins. Modelos Markovianos de trés e quatro estados propostos por VARANDA et al.
(2000) para descrever a cinética do canal para potdssio ativado por célcio em células de
Leydig também ndo responderam pela memoria desse canal. Isto mostra que Modelos
Markovianos que descrevem muito bem as distribui¢des de tempos de permanéncias do canal
nos estados abertos e fechados, foram ineficazes para descrever a correlagao de longo alcance
encontrada para os tempos de abertura e fechamento deste canal ativado por célcio. Este fato
indica que modelos que assumem que proteinas formadoras de canais fazem transi¢des apenas
entre estados discretos de energia ndo sdo completamente adequados para descrever o
processo cinético do canal unitario (VARANDA et al., 2000).

Outro aspecto interessante ¢ que o coeficiente de Hurst ndo varia com a voltagem
aplicada através do canal (VARANDA et al., 2000). Embora a cinética do canal mude com os
potenciais de membrana, aumentando ou diminuindo a probabilidade de encontrar o canal no
estado aberto, a dindmica do processo permanece invaridvel, sugerindo que a memoria € uma
propriedade intrinseca do sistema. Isso significa que esta memoria surge da dindmica interna
da proteina do canal, o que ¢ completamente diferente de afirmar que a memoria surge de um
processo Markoviano especifico.

A modelagem fractal realizada sobre o canal para potassio ativado por célcio também
nao gerou dados cinéticos capazes de descrever a memdria apresentada no registro original,
apesar de descrever melhor a cinética do canal que o modelo Markoviano, em termos de
médias fracdes de tempos abertos e fechados. Isso evidencia a existéncia de caracteristicas das
proteinas formadoras do canal ainda ndo previstas nem na modelagem Markoviana nem na
fractal.

Medig¢des biofisicas, tal como a ressonancia magnética nuclear (NMR), mais sensiveis
ao movimento do canal, ao numero de estados conformacionais ¢ a distribui¢ao das barreiras
de energias podem fornecer informagdes adicionais sobre a natureza fisica do canal e, mais
especificamente, sobre a sua cinética (BASSINGTHWAIGTHE et al., 1994). As propriedades
estatisticas de uma proteina mudando de um estado para outro, como a de qualquer outro
sistema complexo que transita entre estados diferentes, sdo muito pouco conhecidas. Devido a

complexidade envolvida no mecanismo de mudanga conformacional da estrutura da proteina
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formadora do canal i6nico para a abertura e fechamento do mesmo, sugere-se a continuagao
do estudo da memoria da cinética de canais 16nicos utilizando outros modelos matematicos,
tais como o modelo cadtico e as redes neurais. E necessario utilizar outras modelagens
cinéticas para descrever o padrdo temporal de abertura e fechamento dos canais i0nicos que
levem em consideragdo as provaveis propriedades fisicas da proteina formadora do canal e
que se atenham a complexidade do processo cinético, no intuito de identificar o parametro

fisico responsavel pela memoria da cinética de canais 10nicos.



VI. CONCLUSOES
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O pacote de programas QUB, de andlise de cinética da canais idnicos, forneceu uma
resposta satisfatoria na aproximacado das taxas cinéticas de um modelo Markoviano de trés
estados;

Tempos de permanéncia nos estados abertos e fechados do canal para potassio ativado por
célcio de células de Leydig, em baixo Ca’" (10 nM), apresentam memoria, ou seja,
correlacdo positiva de longo alcance;

A simulacdo computacional feita com base no modelo fractal apresentou uma melhor
descricdo da cinética do canal para potassio ativado por célcio em células de Leydig
comparativamente ao modelo Markoviano, em termos de médias de fracdes de tempos
abertos e fechados;

Os modelos Markoviano e fractal, que descrevem adequadamente as distribui¢des dos
tempos de permanéncias do canal nos estados aberto e fechado, ndo sdo adequados para

descrever a memoria encontrada na cinética desse canal.
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Apéndice 1

Programa para calcular o coeficiente H da andlise R/S de Hurst

Analise de Hurst

Calculo do coeficiente H de Hurst para detecqdo de memdria (zomelagdo de longo aleance)

FAbrindo a lista no Mathenatica
Protected[f] ---* walues of f cannot be changed

63

tempo=Timelsed[] :
Clear[recepfile]
recepfile=Readlist["C: YHurst\RO1.txt" Humber] ;

Clear[H1,1ista]
Hi=Length[recepfile] ;Print ["H1{Tamanho da lista)=" H1]
lista=Table[x[n]=Part [recepfile n] ,fn,1 H1}]:

N1 (Tamanho da lista)=4713

Lkilizar apenas um conjunto de pontos que seja miktiple de 2. Os pontos restantes serdo descartados

Clear [mtdois, extwo]: mtdois = H[Log[10, H1] fLog[10, 2]]:

If[FractionalPart [mtdoi=] != 1, extwo = Floor [mtdoi=], extwo = Ceiling[mtdoi=]:]:
Hl1l = 2"extwo; lista - Take[lista, H1]:

Print["Pontos utilizadeo= = ", H1]:

Pontos utilizados = 4096

Construindo o grafica x(i) wersus ti. Para ndo wé-lo: substitua "$0isplay Function”

por “ldertity”

ListPlot[lista,PlotStyle->PointSize[0.0075],
Te=s0rigin-=f1 Min[lista]},
PlotRange-={{1,H1+1}, {Min[lista] ,Max[lista]}},
AxesLabel-={"ti" ,"x{ti}"},PlotJoined->False,
DisplayFunction-=5DisplayFunction] ;

®xi6i]
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&0
g0l
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000 z0onn 2000 2000

Abertura do pacote estati stico

<= Statistics DescriptiveStatistics’




Calculo terative: o et de dados & continuamente dividido por dois em cada teragdo para encontrar 3 média RS até que o nidmerno de

pontos em cada conjunto seja igual @ dois. Esse walor pode ser editado atterando-se 8 comparagao com “NI"

H2-H1:Hele=1:Datagraf={}:
fWhile[H2-=2,
Clear[Tabela, 51 Desvmed Mda  SDM, xmax] . xminl Btaul  BSHurst 1, BESmed  HxXT] ;
div=0;5R5=0;Dado=s=1ista;
Prx=H[H2/H1] :
Yhile[Hele-div,Tabela=Table[x[n]=Take[Dados H2]]:
51=Table[x[n]=fApply¥[Flus  Tabela] ] rMda=-H[S1/H2] ;
Stauv-H[StandardDeviationMLE[Tabela]] ;
Desymed=Tabhle [Tabela[[1i]]-Mda,{i 1 H2}]:
nn=2; SDM={Fir=t [Desvmed] } : So=Fir=t [Desvmed] ;
fhile[nn-=H2 ,50=50+Desvmed [ [nn] ] ; SDM=hAppend [SDM ,50] ; nn+=1;
1:
xmax1=Max [SDM] ; xndnl1=Min[S5DM] ;Rtaul=xmax]1-xminl;
If[Staul=0, RSHurst1=H[RtaulsStau]]:
dir+=1;5R5+=R5Hurst1;Dado=s=Drop[Dados H2]
1:
BSmed=H[5RS /div] ;HXP={Ptx RSmed} ;Datagraf=Join[Datagraf ,HxXP] ;Hele=2Hele;
H2=H[H?2F2]
1

Reamanjando os pontos para o grafico de Log RfS wersus LogAmostra & estabelecendn a equagdo da reta da regressao
Lag [10,4]-Log[10,x]

Datagraf = Partition[Datagraf, ?]; Reg = H[Log[10, Datagraf]];
Lin = Fit[Beqg, {1, x}, x]:

H=Coefficient[Lin, x]: b =Coefficient [Lin, x, 0]:

dezelevado = b +H «Log[10, x]; ¥ = 10 “dezelevado;
Print["Coeficiente de Hur=t-=", H]:

Coeficiente de Hurst=0.642911

Grafico das médias de R4S em cada iteragdo

Heeds["Graphics Graphics'"]

Gl=LogLoglListPlot [Datagraf ,PlotStyle-=FointSize[0.015] ,
AxesLabel -={"tfmax" ,"<Rf5>"} ,PlotJoined->False,
DisplayFunction-=5DisplayFunction] ;
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Biprox = LogLogPlot [y, {x, 0.0001, 1}, DisplayFunction — Identity]:

Show[G1, %]
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= Graphics -

Calculo do tempo de execugdo

Clear[a, b]: a = TimeUsed[] - terpo; b - H[a S 60];: Print ["Tempo em minutos=",6 h]

Tenmpo em minutos=0.118333
Salva valores de H em arquivao

H:>>= Hzs.txt




Apéndice 2

Programa para executar a aleatorizacdo de uma sequiéncia temporal

Aleatorizacdo de Lista

66

Aeatorizagdo de dados: fomece um anquivo ta de 31 dados “aleatdios” que senvirdo como lista a ser analizada

pelo programa do hdstodo de Hurst para detecgdo de memadria a longo prazo

Aqui abre a lista a ser "aleatorizada” e calcula o ndmero de pontos

t1l = TimelUsed[]:

Clear [faixadat ]

faixadat = Beadlist ["C: \HurstyR01.txt" , Humber];

Clear [Totn, conjunto]

Totn = Length[ faixadat];

Print ["Totn{tamanho do conjunto}=", Totn]

conjunto = Table[x[n] = Part [faixadat, n], {n, 1, Totn}]:

Toth (tamatho do conjunto)=4713

Aqui gera a mesma tabela de ndmeros aleatarios com o mesmo ndmera de pontos

SeedBandom[Totn]
Est = Table[x[t[i]] = Random[], {i, 1, Totn}]1:

Aqui salva atabela a sera aleatorizada & ordena a tabela de ndmeros aleatdrios em ordem decrescents

cjtfim = conjunto;
Tabe=tfim = Sort [E=t , Greater]:

Aaqui orienta 3 colocago doz pontos na tabela aleatorizada de acordo com a5 mudangas de pozigo ocomdas
na tabela de dados aleatdros

po = 1;

While[po = Totn, cof = Tabestfim[[po]];
fin - Position[E=t, cof]; fin = fin[[1, 1]]:
cjtfim[[po]] = conjunto[[£fin]];
po += 1]

Pqui coloca os dados em forma de coluna em um arquivo de extensdo txt que ficard em:
"CwArquivos de programasiiiiolfram ResearchWWiathematicatid 00t fim Lt

cjtfim = ColunnForm[cjtfim];
cjtfim >> cjtfim. txt

Aqui caleula o tempo total gasto na execugdo dos caloulos

te? - H[ (TimelUsed[] - £1) f 60]; Print["Tempo de execugdo em minutos = ", te?]:

Tenpo de execugfio em minutos = 0.2975
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Apéndice 3

Programa para extrair a sequéncia de tempos de fechamento e abertura e calcular as

fracOes de tempo de permanéncia de um registro de canal ibnico

Extracao dos tempos de permanéncia e calculo
das fragoes de tempos de permanencia

Programa para extrair os tempos de fechamento e abertura de um registro de canal idnico

e caleular as fragies de tempo de parmanéncia

Eritrar com o estada inicial do canal na varawvel Estadoinicial:

0 - estade fechado

1 - estado aberto

& Cam o arquiva 3 ser analizado no farmato tat. A seqiéneia de tempos de fechamento sera amazenada em
Int_fechamento txt e 3 seqiéncia de abertura estard em Int_abertura txt. Os arquivos de tempo de permanéncia
estardo no diretdrio de instalagdo do Matkemabica:

"CMbrquivos de programasWiiolfram ResearchWeathematicaid 0 [Nome do anquiva] tat”.

Eztadoinicial=0;

Clear[recepfile]

recepfile=Readlist["C: \Hurst\WF11.txt" Humber] ;
Clear[H1l,lista]

Hi=Length[recepfile] ;

Print["Himexro de intervalos do arguive = " Hi]
lista=Table[x[n]=Part[recepfile n] ;

fn,1.Hi}]:

Mmero de interwvalos do arcuivo = 4096

ind=1: Grupol ={}: Grupo2 = {}; L1 =0; 5pl1=0; L2 = 0; 5p2 = 0;
tml=0; tm2 =0; frtl=0; frt2 = 0;
While[ind == Hi, termo = lista[[ind]]; At = {termn};

If[0dd0[ind] ; Grupol = Join[Grupol, At]: L1 +=1; Spl = Spl + termo; ,

Grupo? = Join[Grupo?2, At]; L2 +=1; 5p2 = 5p? +texrmo]: ind += 1]:

tml = H[Spl/L1]; tm? = H[Sp? f L2?]; frtl - H[tml ;7 {tml + tm2}];
frt? = H[tm2? f (tml + tm2}]:
Grupol = ColumnForm [Grupol] ; Grupo? = ColumnForm[Grupo?]:
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If[Estadoinicial < 1,

Print["Soma fechamento = ", Spl]:

Print["Himero de intervalos de fechamento = ", L1]:
Print["Tempo médio de fechamento = ", tml]:

Print[" fragdio de tempo de fechamento = ", frtl];
Print["Soma abertura = ", Sp2]:

Print["Himero de intervalos de abertura = ", L2];
Print["Tempo médic de abertura = ", tm2];

Print[" fragdio de tempo de abertura = ", frt2]:

Grupol -> Int fechamento.txt; Grupo? -- Int abertura.txt;,
Print["Soma fechamento = ", Sp2]:

Print["Himero de intervalos de fechamento = ", L2];
Print["Tempo médio de fechamento = ", tm?]:

Print[" fragdo de tempo de fechamento = ", frt2];
Print["Soma abertura = ", Spl]:

Print ["Himero de intervalos de abertura = ", L1];
Print["Tempo médio de abertura = ", tml];

Print["fragdo de tempo de abertwra = ", frti];

Grupol ;> Int abertura.txt; Grupo? - Int fechamento.txt:]

Joma fechamento = 64,554

Mimera de interwalos de fechamento = 2043
Tenpo médio de fechamento = 0.0315205
fragdo de tempo de fechamento = 0,565355
Joma abertura = <&49. 5051

Nimero de interwalos de abertura = 2048
Tempo médio de abertura = 0.0241739

fragfo de tempo de abertura = 0.434045
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Apéndice 4

Programa para calcular as taxas cinéticas de transicdo entre estados de um

modelo Markoviano de trés estados cinéticos

Calculo das taxas cineticas de um modelo Markoviano
de trés estados cinéticos

Pragrama para caleular as taxas cinéticas de um models Markoviano de 3 estados:

k12 k2
C=C=_0
Enitrar com valores do pardmetros da exponencial de abertura (20 & t0:

AOE—.TJ"T,

& das exponenciais de fechamento (A, t1, A2 2 20

— v
_.J":i'..l(-_'? = +A2E—¢‘ =L

A0 =2.1726378;
t0=46.027;
Al = 0.13585505;
tl=6.631;

A2 = 0.00057369;
t2=171.4;

Calcula as taxas cinéticas de transigdo entre oz estados (Colquhoun & Hawkes, 19:31).

Clear[alfa, bt, K23, K12, K21, K32, b, c, h, m];
K32 = H[1/t0];: Print["K32 = ", K32];
alfa=H[1/t1]; bt =H[1ft2];
If[Al1 - A2, h=bt; bt -alfa; alfa-h; m=R2; B2 -R1; Al =-m: ]:
Print["alfa - ", alfa]; Print["beta - ", bt];
Print[Solve[{alfa-- 0.5« (b + (h"2 _4+c)}"0.5),

bt --0.5+«(b_-(h"2_4+c}”0.5),

Al-- K23« ( (K12 —alfa) f {bt - alfa}),

A2 - K23« ({bt -K12) f (bt - alfa)},

b - K23+ K12 + K211, {b, c, K23, K12, K?1}]

1:

K32 = 0.02Z17Z64d
alfa = 0.15067
beta = 0.005583431

{{c— 0.000873055, K21 - 0.0136327, K12 - 0.00644335, b - 0.156505, K23 - 0.1364291}




Apéndice 5

Programa para calcular os parametros das exponenciais de abertura e de

fechamento de um modelo Markoviano de trés estados cinéticos

Calculo dos parﬁmetms das exponenciais de abertura e
fechamento de um modelo Markoviano de trés estados
cineticos
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Programa para caleular os pardmetros ajustaveis das exponenciais de um modelo barkoviano de 3 estados:

k12 k2
C=_ €0

Ertrar com walores das taxas cinéticas (K12, K21, K23 e K3Z) de transigdo entre os estados:

K12 - 0.0064308;
K21 -=0.013787;
K23 = 0.13685;

K32 = 0.021256;

Caleula o= pardmetros ajustaveis da exponencial de abertura (A0 & 0

Aog—xfr,

& das exponencigis de fechamento (A1, t1, AZ & 120

— —x
_.1‘113 T +ﬁ23 L

Clear[c, b, alf, bet, i, t0, A1, t1, A2, t2];
C - K12 +K23;

b - K12 + K21 + K23;

alf - H[{0.5+ (b + ({(B"2) —4+c)"0.51)];

bet = H[(D. 5« (b — {{b"2) —4xc)"0.5))]:
t0=H[1/K32]; t1=H[1/alf]; t2 = H[1/bet];
A0 = H[1/t0];

Bl - H[K23 » ({K12 —alf) / (bet — alf)}]:

A2 - H[K23 » {({bet -K12) / (bet —alf}}]:
Print["A0 = ", A0O]: Print["t0 = ", t0]:
Print["alfa - ", alf]: Print["beta - ", bet]:
Print["Al = ", A1]: Print["t1 = ", t1]:
Print["A2 = ", A2]: Print["t2 = ", t2]:

A0 0.021256

et 47.0455
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Apéndice 6

Programa para gerar uma sequéncia fractal de tempos de abertura e fechamento

de um canal i6nico de dois estados

Geracdo de dados do modelo fractal

Simulagdo de termpos de abertura e fechamento em um canal fractal de dois estados

Des-dimenz3a fractal do fachamento Asi-setpaint cinética do fechamenta

Dabt-dimens3o fractal da abertura Abe-setpoint cinético da abertura N=ndmera total de dados a serem gerados
Pff-probabilidade de permanecer no estadoe fechado Pfa-probabilidade de pas=ar para o estado aberto
Pabab-probabilidade de permanecer no estadoe aberte Pabfec-probabilidade de pas=ar para o estado fechado
Graffractabela com a seqiéncia fractal  1+<=0<2 (Lebowitch ot al. (19877

tp = TimelUsed[]:
Des =1.4561; hsi =4.9094; Dabt = 1.4018; fhe = 7.3193; Hr = 4096;

Aqui caleula oz tempos médios tedricos de fechamento & abertura (Lisbowitch et al. 19587, (teis na escolha de deltat: deltat n3o

pode zer maior que o tempo média tedrico

fun = A=l v Xx (X" {1 -Des)) vExp[-{(A=si f (2-Des)) vx" {2 -De=)]:
tfec = H[Integrate[fun, {fx, 0, Infinity}1]:
Print["Tempo médio tedrico de fechamento = ", tfec]:

Tempo médio tedrico de fechamento = 0.0303281

fcab = fibe » % (X" (1 -Dabt}} »Exp[-{fibe / (2 - Dabt}} »x " (2 - Dabht}];
taberto = H[Integrate[fcab, {x, 0, Infinity}]]:

Print["Tempo médio tedrico de abertura = ", taherto]:

Tempo médio tedrico de abertura = 0.0Z29593

Canal inicialmente no estado fechado

0. 00005;
K12 - fisi rtes™ {1- Des)
K21 - fbe »tes” {1- Dabt}

tes

449, 495

391. 402

Probabilidade inicial do canal permanecer no estado fechadoe & a de passar para o estado aberto. Dehat=tes.
tes em segundos. Deltat tém o valor tipico de & ms (Lieboviteh et al., 19877 . Deltat dewve ser escolhida de

forma que ko wezes tes <41; ko wezes tes <41,

Pfa = K12 v tes;

PEf - 1-Pfa;
Print["pll = ", P££];: Print["pl2 - ", Pfa]:
pll = 0.977525

pla 0.0224749
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Calculo da probabilidade incial de permanecer no estado aberto ou de passar para o estado fechado

Pabfec = K21 »tes;
Pahabh = 1- Pahfec;
Print["p22 = ", Pabfec]:
Print["p21 = ", Pahah];

pza 0.0195701

pzl 0.93043

Admitir o canal inicialmente no estado fechado. 2brr uma tabela para dados fechamento-abertura &

calcular as probabilidades iniciais do canal permanecer fechado & aberto.

#= probabilidades mudam & medida que o tempa waria durante cada estado.

pospt-indice da tabela comp-probabilidade do estado atual prop-flag que indica em que estado se esta: O para fechado & 1 para aberto

pfechor-probabilidade de permanecer no estado fechado para t=tes pabeor-probabilidade de permanecer no estado aberto para t=tes

Graffrac = {}; ultit =-tes;
Tf=0; coomp =P£ff; prcp = 0; pfechori =P{f; pabeori = Pabah;

YWhile[Tf - Hr, xis
If[xi= - comp,

Random[]:

If[prcp =0, PEf - pfechori; comp =PEf; prop = 0,
Pahab = pabeori; comp = Pahab; prop = 1];

Graffrac = Join[Graffrac, {ultit}];

Tf += 1; ultit =tes;,

ultit - ultit + tes;

If[prcp # 0, Pahab = 1 -tes «» be rultit * {1-Dabt};
comp = Pahah; ,
Pff - 1-tes «fsi »ultit {1 -De=); comp - PL£f];

1:
]

Soma = Apply[Plus, Graffrac]; Print["Tempo total em seguudos = ", Soma]:;

Tenpo total em segundos = 107.355

Aqui encontra os tempos experimentais médios de fechamento e abertura

im=1; pp = 2; Somaim = 0; Spar = 0;

While[pp = Hr,; Somaim = Somaim + Fraffrac[[im]]; im += 2; Spar = Spar + Graffrac[[ppll: pp += 2]
Clear[Sf, 5a]; Sf - Somaim« 2 fHr; 5a = Spar «» 2 / Hr;

Print["'Tempo médio experimental de fechamento = ", 5f];

Print["Tempo médio experimental de abertura = ", 5a]:

Tempo médio experimental de fechamento = 0.0289368

Tempo médio experimental de abertura = 0.0234975

Aqui armazena oz dados em arquivo de formato texto que ficard em "C:M8rquivos de programasWilialfram ResearchiwWkathesatica
i 0 [Mome do arguiva] tat”

Graffrac - ColumnForm[Graffrac]: Graffrac -- F1l.txt

tfim = TimelUsed[] - tp: T=eqg = H[LEfim f 60] ;

Print["Tempo de execugdio em minutos = ", Tzeq]:

Tempo de execugdo em ninutos = 1.26953
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Apéndice 7

Programa para gerar a visualizagdo de uma sequiéncia de tempos de abertura e

fechamento

Registro do canal ionico

Wisualizagdo do registro de pontos na seqiéncia fechamento-abertura

Aqui entrar com o caminho do arquive em lista a ser aberto & com o tempo inicial
através da wanavel "Tempo inicial™ 0 - fechamento, 1 - abertura. 56 serd considerada

um ndmera miktiplo de 4 dos tempos de fechamento e abertura.

Clear [Tempoinicial] ; Tempoinicial=0;
Clear [recepfile]
recepfile=Readlist["C: Y\ Hurst\WF1.txt" Humher] ;

Clear [Hr ;Regiztro  Rdvd]

Hr=Length[recepfile] ;

Print["Hr ({Tamanho da lista)=" ,Hr]
Begistro=Table[x[n] =Part [recepfile n] ,

{n,1,Hr}]:;

TE[0dd0[Hr] Registro=Delete [Registro,-1] ;Hr=Hr-1] ;
Rdvd=H[Hr /4] : 1f [Fractional Part [Rdvd] 1=0,
Begistro=lelete[Registro,-2] ;Hr=Hr-2]:

Print["Hr ({Tamanho utilizado)=" Hr]:

Nr (Tamanho da lista)=4096

Nr (Tamanho utili=zado)=4096

nn=2; Sotem = {First[Registro]}: § = First [Registro]:
HWhile[nn =z Hr, 5 =5 + Registro[[nn]]; Sotem = fippend[Sotem, 5]; nn+=1;];

Hfim - H[2 +Hr]; ultipt - La=st[Sotem]: 33 = 1; hh = 2;
VWhile[j3 = Hfim, pt = Sotem[[]7]]1]; Sotem = Insert [Sotem, pt, hh]; 37 +=2; hh+= 2;];
pp = 2; Tempos = Sotem; passo = H[2«~Hr]: inc = 0;
While[inc = passo,
If[Terpoinicial =1,
Tempos = Insert [Tempos, 0, pp]: pp += 2; Tempos = Insert [Tempos, 1, ppl: pp += 2;
Tempos = Insert [Tempos, 1, ppl: pp += 2: Tempo=s = Insert [Tempos, 0, ppl: pp += 2;
Tempos = Insert [Tempos, 1, ppl: pp += 2; Tempos = Insert [Tempo=, 0, ppl: pp += 2;
Temos = Insert[Tempos, 0, pp]: pp += 2; Tempo= = Insert[Tempos, 1, ppl: pp+= 2;]:
inc +=47:

If[Tempoinicial = 1, Tempos = Insert [Tempos, 0, 1]; Tempos = Insert [Tempos, 0, 1]; ,
Tempos = Insert [Tempos, 1, 1] Tempos = Insext [Tempo=s, 0, 1]:]:
Tempos = Partition[Tempos, 2]:




Aqui configurar o paszo de wisualizagdo doz dados em cada grafico. Dois cliques rApidoz fobre
0 primeine grafico gerado i@ simular o registro &m uma animagao
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eix=0; faixa = 1.75;
While[eix == ultipt,
ListPlot[Tempos, PlotStyle — PointSize[0.0075], AxesOrigin— {eix, 0},
PlotRange — {{eix, eix + faixa}, {0, 5}}, AxesLahel — {"seqg" , "Estado" },
PlotJoined — True, DisplayFunction — 5DisplayFunction]; eix += faixa; ]

E=tade
5

1 [NCTWL .

o.vs 1 1.25 1.5 1.75

E=tadao

[l
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