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INTRODUCAO

Métodos estatisticos baseados em dindmica n&do linear sao
amplamente empregados na analise e descricdo adequada de
processos nas areas de quimica, fisica e biologia. O aumento na
capacidade de processamento computacional, juntamente com o
desenvolvimento de linguagens de programacao e algoritmos
possibilitaram a disponibilizacdo de programas de simulacao e
previsao em processos que ha alguns anos seriam inexequiveis. O mé
todo da complexidade de Lempel Ziv (CLZ), permite calcular a
complexidade de uma série temporal sem a necessidade de longos
segmentos de dados. Uma série temporal corresponde a um conjunto
de dados coletados em intervalos regulares de tempo. O valor da
CLZ correlaciona-se com a estocasticidade ou determinismo de uma
série temporal. Séries temporais com o CLZ préoximo de 1 sédo
consideradas aleatorias; CLZs proximos a zero representam séries
deterministicas (ABOY et al., 2006). Este método foi empregado em
varios estudos para analise e inferéncia da complexidade em:
segmentos de DNA (NUNES, 2014), ritmicidade elétrica pancreatica in
silico (NEVES et al., 2014), déficits cognitivo em pacientes esquizofré
nicos (IBANEZ-MOLINA et al., 2017). Séries temporais podem ser
obtidas através da aquisicdo de registros de corrente idnica gerada
devido ao fluxo de ions através de nanoporos protéicos (HILLE,2001).
A alfa-hemolisina(aHL) é o principal nanoporo protéico empregado no
biossensoriamento  estocastico (REINER et al., 2012). O
biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia na
observacao de eventos de ligacao entre as moléculas individuais de
analitos e um Unico receptor(AGUIAR et al., 2015). Este nanoporo
tem sido empregado na deteccao de farmacos (KANG et al., 2006),
polimeros(RODRIGUES et al., 2008, 2011) e até no sequenciamento
de DNA (DING et al., 2010; FENG et al., 2015). O mecanismo de
deteccao ocorre com a entrada ou translocacao do analito através do
limen aquoso do nanoporo da alfa-hemolisina. Cada molécula
entrante ou translocante produz uma variacdo discretizada
(bloqueio) na corrente idnica. O polietilenoglicol (PEG) foi usado
como analito. O bloqueio é caracterizado por uma amplitude e um
intervalo temporal, que representa o tempo de permanéncia (TP) do
PEG no nanoporo. Outro parametro importante no biossensoriamento
estocastico € o intervalo temporal que o PEG nao esta presente no U
men do nanoporo, ou seja, € o tempo de auséncia (TA) (FIGURA 1).
Neste contexto empregamos o método da CLZ na analise das séries
temporais TP ou TA visando inferir se o processo de particionamento
do PEG no sistema solucdo/nanoporo é um processo estocastico ou
deterministico.

MATERIAIS E METODOS

1.Experimental

Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram
confeccionadas conforme as técnicas convencionais de construcéo de
membranas (MONTAL & MUELLER, 1972). Esta técnica consiste
basicamente na formacdo de uma bicamada lipidica por aposicao de
dois filmes monomoleculares de lipideo sintético, num orificio de
uma particdo de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois
compartimentos de uma camara experimental também de Teflon®,
contendo solucdes aquosas. Foram adicionados em cada hemicamara
aproximadamente 10 pl de wuma solucdgo de diftanoil
glicerofosfocolina 2% (p/v) em hexano. Decorridos aproximadamente
10 minutos, com a evaporacdo do hexano, ocorreu a formacédo
espontanea dos filmes lipidicos monomoleculares na superficie da
solucdo aquosa de cada compartimento. Posteriormente o menisco
do liquido de um dos compartimentos foi elevado por adicdo de mais
solucdo, formando a primeira monocamada. Este mesmo
procedimento foi realizado no compartimento oposto para a formaca
o da bicamada. A formacao da membrana foi monitorada usando lupa
binocular e principalmente pelo aumento da corrente capacitiva
basal. Apdés a construcdo da bicamada lipidica realizou-se a
incorporacdo de um Unico nanoporo pela adicdo da a-hemolisina na
solucdo de uma das hemicamaras. Posteriormente, adicionou-se o
polietilenoglicol (PEG 1294) ao compartimento oposto da camara
experimental e registrou-se a corrente idnica fluente através do
nanoporo. Todos os experimentos foram realizados em condicoes de
fixacdo de voltagem (+100 mV, A=20 mV), solucdao (KCl 4 M, Tris 5
mM, pH 7,5) e 232 °C. Um condutivimetro (Radiometer Analytical,
CDM230) foi utilizado na determinacao da condutividade de todas as
solucdes utilizadas nos experimentos. Com a finalidade de minimizar
a interferéncia de perturbacdes mecanicas e eletromagnéticas, toda
a montagem do sistema experimental foi mantida sobre uma mesa de
amortecimento de alta performance (TMC 63-500, USA) e blindada
por uma gaiola de Faraday. Em todos os experimentos o sistema
utilizado para estimulacao, monitoracao e aquisicao dos registros era
constituido por um gerador de onda triangular, um amplificador de
patch clamp Axopatch 200B (Molecular devices, Foster City, CA),
uma placa conversora analdgico-digital (PCI 6024E da National
Instruments Corporation ou DIGIDATA 1440 da Molecular Devices)
acoplada a um microcomputador IBM PC compativel. Os registros de
corrente ionica através dos nanoporos foram processados a 15 kHz
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por um filtro Bessel (Model 902, Frequency Devices, Haverhill, MA) e
aquisitados a 100 ou 250 kHz. A conexao das solu¢des da camara ao
sistema de medidas elétricas se deu através de pontes salinas do tipo
Agar-KCl (3% em peso de Agar em KCl 3 M) e eletrodos de prata-
cloreto de prata (Ag/AgCl). A alfa-toxina foi adquirida da Calbiochem
(USA) e o diftanoil glicerofosfocolina da Avanti polar Lipids(USA).

2. Tedrico

2.1. QUB: Os registros de corrente i6nica foram segmentados em sé
ries temporais de TP’s e TA’s através do Software QuB
(www.qub.buffalo.edu) e analisado pelo método do CLZ.

2.2. Lempel-Ziv: O Lempel-Ziv é um método de calculo de
complexidade e avaliacdo da aleatoriedade em um sinal
unidimensional ou sequéncias finitas. E considerada uma medida néao
paramétrica de complexidade que reflete o padrdao da série (
LEMPEL; ZIV, 1976; ABASOLO et al., 2006; GOMEZ et al., 2016).Para
calcular a CLZ é necessario transformar a série temporal em uma
sequéncia binaria que é gerada a partir da comparacdo de cada
ponto de tempo da série com uma média de todos os pontos na série.
Se o valor do ponto é maior do que a média, passa a ser
representado por 1, se € menor do que a média sera representado
por 0. Deste modo obtém-se uma sequéncia formada por 1 e 0 (ABA
SOLO et al., 2006).

A complexidade de uma série pode ser medida da seguinte forma:
Seja uma série X=x(1), x(2),..., x(N) que é convertida numa sequé
ncia 0-1 gerando um P=s(1), s(2),..., S(N), com s(i) definida por:

0,se s <meédia
Sw = {1, se sy = média

Depois, esta cadeia de caracteres (P) é escaneado da esquerda para
a direita e um contador de complexidade C(n) é aumentado em uma
unidade cada vez que uma nova subsequéncia de caracteres
consecutivos é encontrada no processo de escaneamento.
Finalmente, c(n) é normalizado de modo a obter uma medida de
complexidade independente do comprimento da sequéncia. Para uma
conversdo binaria, o limite superior de c(n) é dado por b(n)=
n/log,(n), e c(n) pode ser normalizado via b(n):

c(n)

b(n)

0 resultado do calculo da CLZ é entre 0 e 1. Quanto mais proximo de
1 for o resultado maior a CLZ e mais aleatorio sera o comportamento
do sinal, quanto mais proximo o resultado for de 0 menor sera a CLZ,
indicando que a série tem maior auto-similaridade (ABOY et al.,
2006; NEVES et al., 2014;GOMEZ et al., 2016). Os resultados foram
analisados pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis e post hoc de
Dunn.

CLZ =

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 representa o registro tipico da corrente i6nica através do
nanoporo da aHL na presenca de PEG1294 na concentracao de 2 mM.
Nota-se que os bloqueios (variacdes discretizadas) correspondem a
presenca de uma molécula do PEG no lumen do nanoporo.
Similarmente a outros relatos (ROBERTSON et al., 2007; RODRIGUES
et al., 2008) a amplitude dos bloqueios é praticamente constante e
se deve a monodispersidade do polimero.
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Figura 1. Registro da corrente i6nica do nanoporo de aHL na presenca de PEG1294. A
entrada de uma molécula do PEG provoca o bloqueio temporario da corrente i6nica,
enquanto que a sua saida resulta no retorno da corrente i6nica ao seu maior valor. Em
destaque: segmento representativo do tempo de auséncia (TA, em azul) e do tempo
de permanéncia (TP, em vermelho) do PEG no interior do nanoporo. Potencial: 40
mV. Concentracdo do PEG = 2 mM.

Pela escassez de trabalhos que infere matematicamente as
propriedades estocasticas do bloqueio e desbloqueio, utilizamos a
CLZ para ajudar a esclarecer o perfil da translocacao em nanoporos.
O Lempel-Ziv é uma medida bastante usada para caracterizar a
complexidade em sinais biologicos(HU; GAO; PRINCIPE, 2006;
HUDETZ et al., 2016). Movileanu et al (2005) observaram o
comportamento estocastico de polimeros confinados em nanoporos
unitarios. O CLZ é um método de calculo de complexidade e avaliaca
o da aleatoriedade em um sinal unidimensional ou sequéncias finitas.
Os altos valores de CLZ (aproximadamente igual a 1) obtidos para
sequéncia dos tempos de permanéncia nos estados abertos e
bloqueados pode sugerir, matematicamente, que os nanoporos de a
HL, nas condicoes estudadas neste trabalho, se comportam como um
biossensor estocastico. As analises com a CLZ mostraram uma alta
complexidade nas duas concentracoes de PEG testadas e em todas as
voltagens aplicadas. Nao houve diferencas significativas nos valores
de CLZ nas diferentes voltagens e concentracdes para um p<0.05
(Tabela 1).

Tabela 1. Resultado obtido a partir do algoritmo da CLZ nas concentrages de 1 e 2ZmM e
voltagens de 20-100mV (médiatdesvio padrao), p<0.05.

Concentragao
Voltagem

1mM 2mM
TP TA TP TA

20mV 0.9662:0.0051  0.8459:0.0516  0.9760:0.0104  0.8965:0.0174
T 40mV | 0.9704:0.0007  0.8717:0.0167  0.9762:0.0177  0.8937+0.0091
T 60mV | 0.948:0.02720  0.9095:0.0101  0.9669:0.0088  0.9114:0.0051
T 80mV | 0.9211:0.0715  0.9075:0.0597  0.9656:+0.0012  0.9290:0.0125

100mV 0.9500+0.0143  0.9354x0.0315 0.9557+0.0166 0.9546+0.0114

CONCLUSOES

O particionamento do polietilenoglicol monodisperso 1294 no sistema
solugdo/nanoporo da aHL é modelado por um processo estocastico de alta
complexidade
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