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INTRODUCAO

O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia
na observacdo de eventos de interacdo entre moléculas individuais
de analitos e um Unico biorreceptor, que pode ser, por exemplo,
um nanoporo biolégico (AGUIAR et al., 2015). A denominacéo
estocastico para esse  biossensoriamento €  atribuida,
principalmente, em relacdo a série temporal de flutuacoes
discretas registradas, devido a deteccdo, por um Unico nanoporo,
de cada molécula do analito, portanto, as moléculas sao
detectadas uma a uma, ou seja, de maneira unitaria ou individual
(AGUIAR et al., 2015; MACHADO et al., 2016). O poro formado pela
alfatoxina provavelmente é a nanoestrutura biolégica mais
utilizada para fins de sensoriamento estocastico. A alfatoxina é
uma exotoxina secretada pela bactéria Staphylococcus aureus, na
forma de mondmeros polipeptidicos contendo 293 aminoacidos,
que se oligomerizam em membranas lipidicas formando um
nanoporo heptamérico (KRASILNIKOV et al., 1981; MENESTRINA et
al., 1986). O maior interesse no nanoporo formado por esta toxina
ocorreu devido a possibilidade do desenvolvimento de um método
para sequenciamento de material genético, uma vez que ela
permite a translocacao de DNA de fita simples (KASIANOWICZ et
al.,1996; HOWORKA et al., 2001; AGAH et al., 2016). Isto permitiu
a fabricacdo de plataformas de sequenciamento de terceira
geracao (www.nanopore.com). Devido a sua estabilidade estrutural
e elevada condutancia, o nanoporo da alfatoxina também tem sido
empregado na deteccéo e analise do processo de translocacao de
polimeros neutros, como por exemplo, o polietilenoglicol
(RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2011; MACHADO, et
al., 2016). Estudos da influéncia da forca idnica no processo de
translocacdo do polietilenoglicol através deste nanoporo gerou um
método nao destrutivo para determinacdo do tamanho de
moléculas poliméricas em meio aquoso (ROBERTSON et al., 2007).
0 sensor formado pela alfatoxina consiste na insercao de um Unico
nanoporo em uma membrana artificial banhada por uma solucao
eletrolitica. O mecanismo de sensoriamento do nanoporo baseia-se
na aplicacdo de um potencial elétrico transmembrana, que
induzira uma corrente i6nica maxima através do poro; as moléculas
do analito ao entrarem no nanoporo, bloqueiam parte dessa
corrente idnica gerando uma série temporal de eventos
discretizados (BAYLEY & CREMER, 2001; AGUIAR et al., 2015).
Neste contexto, cada evento reflete a interacdo da molécula
unitaria com o nanoporo e a analise da série temporal, ou seja,
determinacdo dos tempos carateristicos de ocupacdo ou de
auséncia, bem como a amplitude dos eventos discretizados
(bloqueios), permitem a identificacdo da molécula permeante,
pois, representam uma assinatura digital do analito (LASZLO et al.,

2016). Os modelos atuais preconizam que a série temporal dos
eventos de bloqueio da corrente idnica resultantes da interacao
analito-nanoporo sejam regidas por leis que descrevem processos
estocasticos (COLQUHOUN & HAWKES, 1995). Técnicas para estudo
de correlacao de longo alcance foram aplicadas ao registro das
séries de abertura e fechamento de canais ibnicos, através da
analise de Hurst ha alguns anos (CAMPOS DE OLIVEIRA et al., 2006),
possibilitando estudar a presenca ou ndo da memoéria em canais.
Siwy e colaboradores (SIWY; AUSLOOS; IVANOVA, 2002) estudaram
a série temporal de abertura e fechamento de canais BK para
verificar o comportamento da correlagdo e neste caso, foram
maiores que 0,5 e fortes correlacoes foram identificadas nos
estados fechados. Lan et al. (2008) mostram a possibilidade de ser
estudada a corrente de canais de K* dependente de voltagem em
neuronios ganglionares de ratos através de DFA. Em canais BK
também foram estudados memoria e gates (WAWRZKIEWICZ et al.,
2012). A correlacdo, isto é, a memdria de longa duracdo no
decorrer do tempo, é definida quando um evento passado tem
efeito sobre eventos futuros (NOGUEIRA, R. A.; VARANDA, W. A.;
LIEBOVITCH, L. S.,1995; CAMPOS DE OLIVEIRA et al., 2006; LAN et
al., 2008;WAWRZKIEWICZ et al., 2012). O método amplamente
utilizado para identificar correlacées de longo alcance, curto
alcance e aleatoriedade em séries temporais € a Analise de
Flutuacao Destendenciada - DFA (PENG et al. 1994), considerado
eficaz para medir a dependéncia de longo alcance para séries
temporais ndo-estacionarias (CHIARUCCI; RUZZENENTI; LOFFREDO,
2014). Esta tem sido aplicada em diversos campos, tais como a
dindmica cardiaca, biologia molecular, economia, clima, ciéncia
dos materiais, eletrofisiologia, entre outros (HU et al., 2001;
CABALLERO et al., 2002; CHEN et al., 2002; LAN et al., 2008).
Neste contexto, investigamos se a série temporal de corrente
i0nica resultante da interagao do polietilenoglicol monodisperso de
peso molecular 1294 (PEG 1294) com o nanoporo de alfatoxina é
um processo estocastico markoviano ou com memoria.

MATERIAIS E METODOS

Experimental
Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram
confeccionadas com diftanoilfosfatidilcolina, 2% (p/v) em hexano,
conforme metodologia padrao para construcao de membranas
lipidicas artificiais (WONTAL & MUELLER, 1972). Todos os reagentes
foram de grau analitico e usados sem qualquer processamento
adicional. O lipideo sintético foi adquirido da Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL). A alfatoxina foi comprada da Calbiochem
(Alemanha). O polietilenoglicol (PEG1294) monodisperso (Polypure,
Oslo, Norway) foi usado como um analito representativo de
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polimeros neutros por causa de sua ampla aplicacdo em diversas
areas. As concentragdes de PEG 1294 utilizadas nos experimentos
foram de 400 e 4000 pM. A solucdo banhante da membrana era
composta por KCl 4 M, Tris 5 mM, pH 7,5. Todos os experimentos
foram realizados a 25 + 1 °C, em condicoes de fixacao de voltagem
(potencial de 20 a 100 mV, incremento de 20 mV) e as membranas
apresentaram capacitancia de aproximadamente 40 pF. Todos os
registros de corrente ionica transmembrana foram processados por
filtro Bessel em 15 kHz e armazenadas diretamente na memoria de
um microcomputador.

Teobrico

O sinal de corrente ibnica foi tratado no software QUB
(www.qubbuffalo.edu) e os tempos de permanéncia nos estados
bloqueado (TP) e nao-bloqueado (TA) foram obtidos
separadamente e analisados através do algoritmo de DFA. A
extracdo dos tempos de permanéncia nos estados TA e TP
possibilita determinar o perfil comportamental da série em cada

um desses estados (Figura 1).
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Figura 1. (A) registro do sinal de corrente idnica e os estados TA (tempo de auséncia do
analito no nanoporo) e TP (tempo de presenca do analito no nanoporo); (B) segmentacao
do sinal de corrente em tempos de permanéncia num determinado estado(dwell times)
através do software QUB; (C) dwell times separados para analise da correlacao através do
DFA.

Andlise de Flutuacdo Destendenciada. O método DFA baseia-se
em analise de flutuacdes dos dados apods a retirada das tendéncias
da série temporal integrada. O procedimento é o seguinte:

(a) seja y(i) com i =1, 2,..., N, a série temporal original, a série
integrada é obtida usando a expressao:
_ \V'k :

y(k) =Xz (v — M) (1)

onde, M é a média dos valores de y(i) com i =1, 2,..., Ne k é um

nimero inteiro. A integracdo transforma a série original em um
processo auto-similar;

(b) Em seguida, a série y(k) é dividida em intervalos de tamanho n.
A ordenada do segmento que representa a tendéncia no intervalo
de tamanho n é denotada y» (k). Essa tendéncia é retirada
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subtraindo-se o valor do ajuste ya(k) do valor correspondente da
série integrada y(k). A funcado de flutuacdo F(n) que caracteriza o
tamanho das flutuacdes para o tamanho n dos intervalos usados, é
dada pela expressao:

Fn) = ﬁ SN -y O @

O procedimento é repetido para varios tamanhos do intervalo n
para poder determinar a relacao entre a funcao de flutuacao F(n) e
o tamanho do intervalo n. Como F(n) versus n segue uma lei de
poténcia com expoente de auto-similaridade a, este expoente a
pode ser calculado usando o coeficiente angular da reta obtida por
regressao linear do grafico log F(n) versus log(n) (PENG et
al.,1995).

O parametro de autossimilaridade a tem a interpretacao seguinte
(PENG et al.,1995):

a) O valor 0 < a < 0,5 indica as correlacoes de longo alcance
antipersistentes;

b) Para ruido branco (série nao correlacionada) a=0,5;

c) O valor 0,5 < a < 1 indica as correlacdes de longo alcance
persistentes;

d) O caso a =1 representa ruido do tipo 1/f;

e) Para a > 1 correlacdes ainda existem, mas nao se comportam
pela lei de poténcia. O caso especial a = 1,5 indica ruido
Browniano que representa a integragao do ruido branco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2 apresentamos o resultado da analise do DFA nos tempos
de presenca (TP) e auséncia (TA) oriundas da série temporal da
corrente idnica do nanoporo da alfatoxina na presenca de PEG 1294
nas concentragoes de 400 e 4000 pM, sob aplicacao do potencial de
+40mV. Nossos resultados corroboram com diversos estudos,
demonstrando que a taxa de transicao para formacao do complexo
PEG-nanoporo é diretamente proporcional a concentracdo do
polimero, com uma inclinacao de valor unitario (MOVILEANU et al.,
2003; RODRIGUES et al., 2008; ZHAO et al., 2008; NESTOROVICH et
al., 2010). Isto sugere que a particao do PEG no nanoporo pode ser
descrita por uma reacao de primeira ordem entre o poro e o
polimero e que apenas uma molécula de polimero é responsavel
por um Unico evento de bloqueio. A representacao grafica do DFA
para as séries temporais estudadas neste trabalho consiste em um
processo estocastico tanto nos estados de TA quanto TP. Apesar da
existéncia de diversos estudos com nanoporo (RINCON-RESTREPO et
al., 2011; KIM & DUNBAR, 2016), ainda ndo esta completamente
elucidado quais os mecanismos moleculares envolvidos no processo
de transporte de moléculas no interior do nanoporo de alfatoxina,
os quais influenciam na interacdo analito-nanoporo e
consequentemente nos tempos cinéticos do nanoporo-sensor (Zhao
2008). A analise da série temporal dos eventos de bloqueio de
corrente ionica induzidos pela interacao analito-nanoporo por meio
de métodos nao-lineares, como o DFA, pode ajudar a responder
alguns questionamentos. A aplicacdo do DFA para investigar a
cinética de canais i6nicos foi mostrada inicialmente por Lan e cols.
(2008), em seu trabalho apresentaram a possibilidade de estudar a
corrente de canais de K* dependente de voltagem em neurdnios
glangionares de ratos através de DFA e modelo Markoviano.
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Figura 2. Resultado do alfa do DFA na condicdo de aplicacdo de voltagem +40mV. (A)
Valores de TA foram: 0,521 e 0,511 para as concentracoes de 400 e 4000 pM,
respectivamente. (B) Valores de TP foram: 0,496 e 0,480 para as concentragoes de 400 e
4000 pM, respectivamente.

A tabela 1 mostra os valores dos alfas do DFA para os TP e TA do
nanoporo na presenca de diferentes concentracoes de PEG 1294
nas concentracdes de 400 e 4000 pM e sob aplicacao de potencial
que variou de +20 a +100 mV (incremento de 20 mV). Pode-se
observar que os valores dos alfas do DFA, tanto para TP como TA,
em sua dindmica de bloqueios e desbloqueios foram em todas as
condicOes experimentais investigadas aproximadamente iguais a
0,5.

Tabela 1. Valores da média do DFA de TP e TA nas concentragdes de PEG 1294 de 400uM
e 4000 pM, sob aplicacdo de potencial de +20 a +100mV.

400pM 4000 pM
TP/TA TP/TA
20mV 0,497 0,521 0,510 0,512
40mV 0,505 0,511 0,510 0,513
60mV 0,507 0,505 0,511 0,513
80mV 0,532 0,513 0,493 0,504
100mV 0,492 0,506 0,500 0,529

Neste estudo, através do uso do DFA foi possivel inferir que o
comportamento do nanoporo da alfatoxina e sua interacao com o
PEG 1294 consiste em um processo aleatorio em que TA e TP
concentram-se em torno de um alfa de 0,5. Para descrever um
comportamento estocastico sem memoéria e mimetizar os
comportamentos de bloqueio e desbloqueio de canais idnicos
utiliza-se a modelagem Markoviana. Através desta ferramenta, foi
possivel descrever numa modelagem de dois estados, os TA e TP do
nanoporo nas condicdes estudadas neste trabalho (LAN et al.,
2005; LAN et al., 2008). A modelagem Markoviana consiste de um
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pequeno conjunto de estados, das conexdes entre eles e das taxas
cinéticas, que sao as probabilidades do poro mudar de um estado
para outro. Os resultados mostraram que um modelo Markoviano de
dois estados cinéticos (1 TA e 1 TP) descreve bem a cinética do
nanoporo e condizem com os experimentais confirmando a nao
existéncia de memaria no processo, portanto bloqueio estocastico
(Figura 3).
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Figura 3. (A) Modelagem Markoviana de 2 estados para a simulagao do registro
experimental (PEG 1294 a 400 pM, voltagem aplicada +40mV). (B) alfa de TP (0,50548) e
TA (0,52241).

CONCLUSOES

Verificamos que a translocacao do PEG 1294 no tempo de chegada
e no tempo de permanéncia dentro do nanoporo segue a dinamica
de um processo estocastico Markoviano. Mais estudos serao
realizados para ajudar a descrever em detalhes o comportamento
deste processo.
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