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RESUMO

Canais i6nicos sao compostos de uma ou poucas moléculas de proteinas
que se encontram nas membranas bioldgicas e constituem uma das vias possiveis
para o transporte de ions através dessas membranas. Essas proteinas podem
assumir diferentes estados conformacionais, abertos e fechados, fenédmeno
denominado de cinética de canais ibnicos. As transicoes entre os estados
cinéticos dos canais dependem das barreiras de energias potenciais que separam
esses estados e, que podem ser controladas por campo elétrico, ions, substancias
quimicas e outros agentes. Os tempos de permanéncias dos canais em cada um
dos estados conformacionais tém sido modelados assumindo-se que este
processo é markoviano. Um modelo caético também foi proposto para modelar a
cinética de canal idnico (LIEBOVITCH e TOTH, 1991).

Neste trabalho utilizamos a analise R/S de Hurst para testar a correlacao de
longo alcance (memdria) na cinética de um canal para potassio ativado por célcio
em células de Leydig. O coeficiente de Hurst H, um parametro que mostra a
memdéria existente em um processo cinético (NOGUEIRA et al.,, 1995), foi
calculado para um registro de um canal para potassio ativado por calcio e foi
encontrado um valor de H = 0,66 + 0,044 (n=4), evidenciando que o sistema
apresenta uma memoria persistente.

A andlise R/S aplicada a sequéncia temporal de aberturas e fechamentos
obtida para um canal ibnico simulado por um modelo cadtico mostrou que esse
modelo é inadequado para descrever a correlacdo de longo alcance encontrada
nos dados experimentais. Como conclusdo, este trabalho mostra que: (i) tempos
de permanéncia para aberturas e fechamentos do canal para potassio ativado por
céalcio em células de Leydig apresentam correlacdo de longo alcance (memdria);
(i) o modelo caético, proposto por Liebovitch e Téth (1991), é inadequado para

descrever a memoria encontrada na cinética do canal.



ABSTRACT

lonic channels are formed by one or few protein molecules found in
biological membranes and constitute one of the possible ways for the transport of
ions through these membranes. These proteins can assume different
conformational open and closed states, phenomenon named ion channel kinetics.
The transitions from one state to another are dependent on the potential energy
barrier that separates them and can be controlled by electric field, ions, chemical
substances and other physical agents. The dwell times in which the protein-
channel stays in one these conformational states have been modeled assuming
that the process is Markovian. A chaotic model also was proposed for modeling the
ion channel kinetics (LIEBOVITCH e TOTH., 1991).

In this work we use the R/S Hurst analysis to test the long-range correlation
found in calcium-activated potassium channel kinetics in Leydig cells. The Hurst
coefficient H, a parameter that show the memory existent in a kinetic process
(NOGUEIRA et al.,, 1995), was calculated to a calcium-activated potassium
channel in Leydig cells recording and it was equal to H = 0,66+0,044 (n=4),
disclosing that the system presents a persistent memory. The R/S analysis when
applied to the opening and closing dwell time series obtained from ion channel
simulated data using a chaotic model was inadequate to describe the long-term
correlation previously found in the experimental data. As conclusion, this work
shows that: (i) really, opening and closing dwell times for the single calcium-
activated potassium channel of Leydig cells present long-term correlation and (ii)
the chaotic model, proposed by Liebovitch and Thét (1991), is not adequate to
describe the memory found in the kinetic of this channel.
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1.1. INTRODUCAO

Varios processos fisiolégicos envolvem a presencga de canais ibnicos € um
desses é a despolarizacdo e a repolarizacdo das células de Leydig pela
eletrodifusdo do ion potassio para o exterior dessas células durante o processo da
secrecao de testosterona.

Canais ibnicos sado proteinas presentes nas membranas biolégicas, cujas
transicoes entre diferentes estados conformacionais dessas macromoléculas
permitem a abertura e fechamento de vias para o transporte de ions entre o
interior € o exterior das células ou vice-versa. A analise dos tempos de
permanéncias dessas macromoléculas em cada um desses estados
conformacionais & denominado na literatura especializada de cinética de canais
ibnicos. Modelos teédricos tém sido usados para descrever as transicoes entre
esses diferentes estados cinéticos, tais como os modelos markoviano, o fractal e o
cadtico.

No modelo Markoviano a representacao da cinética de canais i6nicos é
descrita como uma cadeia de Markov de parametro continuo — o tempo de
observacédo do fen6meno — e espacgo de estados discretos — 0s estados cinéticos.
Num modelo com essas caracteristicas, as probabilidades de transicbes, por
unidade de tempo, denominadas de taxas cinéticas, entre os estados cinéticos
dependem unicamente do estado presente do canal e ndo dos estados anteriores
pelos quais o canal transitou e podem ser obtidas através da analise de fungbes
densidades de probabilidades exponenciais que descrevem o processo da cinética
de um determinado canal (COLQUHOUN e HAWKES, 1981; ALBERTSEN e
HANSEN, 1994; KOCHETKOQV et al., 1999; ROTHBERG e MAGLEBY, 1999).

No modelo fractal a cinética dos canais ibnicos tem as seguintes
caracteristicas: 1. taxas de transigdes entre os estados cinéticos que dependem
da resolucao temporal no qual o fenébmeno é observado (taxa de amostragem) ; 2.
a corrente através do canal unitario é auto-similar em diferentes escalas
temporais. Nesse modelo as taxas de transi¢cdes entre os diferentes estados
cinéticos seguem uma lei de poténcia com o tempo da forma k= At '®, onde D é a



dimensao fractal do processo cinético do canal e A um parametro dessa cinética (
LIEBOVITCH et al., 1987).

A descricao da cinética de canais idnicos por um modelo do tipo cadtico foi
proposta por Liebovitch e Téth, (1991). Nesse modelo os autores propdem que as
transicdes entre os estados cinéticos decorrem de forgas deterministicas em vez
de flutuagdes randdémicas da molécula formadora do canal. Formalmente, esse
modelo cadtico é baseado num mapa de iteracao linear por partes, estabelecido
por uma funcao deterministica que depende de um pequeno numero de variaveis
independentes e mimetiza o comportamento randémico do canal iénico.

Nogueira et al. (1995), utilizando a analise R/S de Hurst, mostraram que a
seqUéncia dos intervalos de tempos abertos e fechados da cinética do maxi-canal
de potassio ativado por célcio em células de Leydig é um processo que apresenta
correlagdo de longo alcance ou memodria. A presenga de memoria na cinética de
canais ibnicos nao condiz com a descricdo markoviana desse processo, pois neste
tipo de modelo os tempos de permanéncias nos diferentes estados cinéticos sao
randémicos. Recentemente, Oliveira et al. (2006) mostraram que a simulacao da
cinética do canal de potassio ativado por calcio em células de Leydig, por um
modelo fractal, também nao reproduz a memoria observada na cinética desse
canal.

Um problema importante a ser resolvido nesse tipo de estudo é encontrar
um modelo tedrico que descreva a memoria observada na cinética de canais. A
identificacdo desse modelo é um importante passo para a resposta da seguinte
questao: qual o mecanismo molecular que controla a cinética dos canais ibnicos?

Neste trabalho investigaremos se o modelo caédtico proposto por Liebovitch
e Toth (1991) é adequado para descrever a memoria da cinética de canais de
potassio ativado por calcio em células de Leydig.

Devido a interdisciplinaridade do tema abordado e visando tornar o texto
compreensivel a profissionais de areas tdao dispares como matematica, estatistica,
fisica, biologia etc. sera realizada uma revisdo da literatura, onde serdo descritas
as células de Leydig, os maxi-canais para potassio ativados por calcio em

diferentes células, os fundamentos da teoria do caos, os modelos markoviano e



cadticos para descricao da cinética dos canais ibnicos e a analise R/S de Hurst,
que sera o método usado nesse trabalho para identificacdo de memoéria na

cinética dos canais.



1.2. REVISAO DA LITERATURA

1.2.1. A Célula de Leydig

Células de Leydig sao células intersticiais dos testiculos e séao
responsaveis pela maior parte da producao de testosterona em animais machos.
Sua atividade esta sob controle hipofisario e responde ao horménio luteinizante
(LH), que leva ao aumento da produgdo e secregdao de testosterona. O
acoplamento excitacao-secrecao nestas células esta relacionado com o aumento
dos niveis intracelulares de AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) e Ca®* (ion
céalcio) (JANSZEN et al., 1976; DUFAU et al., 1981). Estes eventos iniciais
ocorrem poucos segundos depois da ligacao do LH ao seu receptor. O hormonio
luteinizante (LH) ou a gonadotropina coriénica humana (hCG) despolarizam as
células de Leydig. A repolarizacao destas células € sugerida ser realizada por um
canal para potassio ativado por calcio, existente nestas células (KAWA, 1987;
CARNIO e VARANDA, 1995). A molécula de LH associa-se ao seu receptor alvo
na membrana da célula de Leydig, onde o complexo LH-receptor ativa o
adenilato ciclase, catalisando a formagdo de AMPc. O AMPc citoplasmético liga-
se a subunidade reguladora de uma proteina quinase, que subseqlentemente se
dissocia, influenciando na ativacdo da unidade catalitica da enzima. Esta enzima
ativada, por seu lado, inicia muitos eventos intermediarios, que finalmente
dirigem a conversdao de colesterol em pregnenolona, o que resulta em um
aumento da producado de testosterona (PATTON et al.,, 1989; AIRES, 1999)
(Figura 1)
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FIGURA 1. Representacdo esquematica dos processos envolvidos na biossintese dos andrégenos

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

Experimentos eletrofisiol6gicos realizados por KAWA (1987) em células de
Leydig de ratos e camundongos revelaram que sua membrana celular apresenta
uma diferenga de potencial de repouso, medida com microeletrodos entre -25 e
-30 mV e parece depender parcialmente da eletrodifusdo de ions K*. Del Corsso
e Varanda (2003) utilizando a técnica de patch-clamp (ver material e método,

figura 12) na configuracao whole-cell (ver material e método, figura 12)



mostraram que o potencial de repouso em células de Leydig de camundongo é
de -32,2 mV £ 1,2 mV (n = 159), sensivel a concentragdes extracelulares de K e
Cl" e é estabelecido principalmente pela acdo da bomba de sédio-potassio (Na*-
K*). A aplicacao de LH ou gonadotropina coriénica humana (hCG) a estas células
leva a despolarizagdo. Em 1987, Kawa reportou a regeneragdo do potencial de
membrana, apds a despolarizagdo induzida pelo horménio luteinizante, em
células de Leydig de camundongos. Medi¢cdes de correntes celulares tém
revelado a presenca de correntes distintas constituidas por Ca®* , CI" e/ou K,
dependendo da espécie estudada (CARNIO e VARANDA, 1995). O tratamento
hormonal das células com LH pode aumentar algumas dessas correntes. Kawa
(1987) tinha sugerido a presenca de canais de potassio (K*) ativados por célcio
(Ca®*) (Kca) em células de Leydig e Carnio e Varanda (1995), usando a técnica
de patch-clamp em células de Leydig de camundongos, demonstraram a
presenca 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 (Kga). A atividade do canal na configuracado cell-attached (ver
material e método) foi mostrada por Carnio e Varanda (1995) ser modulada por
hCG e AMPc adicionadas as solu¢des banhantes.

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

Os canais para potassio dependentes do ion célcio e voltagem, tais como o
canal para potassio ativado por calcio em célula de Leydig, séo membros de uma
familia de proteinas sinalizadoras de membrana. Essas proteinas possuem poros
através dos quais passam cerca de milhées de ions por segundo com
surpreendente seletividade e transitam entre os estados abertos e fechados em
milissegundos a medida que varia a voltagem ou a concentracdo do ion calcio
(ligante). Os mais simples desses canais sdo homotetrameros, com cada
subunidade contendo um sensor de voltagem (YELLEN, 2002). A figura 2 mostra a



estrutura molecular de um canal de potassio dependente de voltagem. Nesta
figura podem ser observadas quatro subunidades transmembranas idénticas (ou
similares) circundando um poro central. Cada uma dessas subunidades da
proteina formadora do canal de potassio contém seis regides transmembranas
(S1-S6), com as terminagcdes amino e carboxilico no lado intracelular da
membrana (arquitetura tetramétrica 6 TM- seis segmentos transmembranas). Estas
proteinas controlam o movimento de ions através do seu poro central que precisa
abrir e fechar rapidamente e ser altamente seletivo a ion potéssio. Isto confere
uma permeabilidade a membrana plasmatica celular, que é regulada pela abertura
e fechamento do poro, através de um conjunto de mudancas conformacionais
chamada de gating. O gating depende de um sensor, que detecta a voltagem
transmembrana, mas também pode ser ativado pelo Ca?*. A abertura do canal e o
consequente fluxo de ions K* para fora da célula reduzem o potencial através da
membrana celular.

Muitos canais 6TM tém 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.

BK sdo canais para potassio dependentes de voltagem e Ca™ e que
apresentam uma elevada condutancia entre 100 e 250 picosiemens e por isso,
sdao denominados maxi-canais para potassio ( HILLE, 2001). A sua ativacao por
voltagem ocorre de forma semelhante a dos outros canais dependentes de
voltagem, como o de K" , Na* e Ca'™ com a participacdo do segmento
transmembrana S4 (HU et al., 2003). Hu et al. (2003) mostraram que, em canais
do tipo BK, o segmento transmembrana S4 responsavel pela sensibilidade a
voltagem nado parece estar envolvido no processo de ativacao pelo ion calcio.
Porém, a ativacdo de canais BK pelo ion magnésio depende do segmento
transmembrana S4 (HU et al., 2003).

Os canais BK sao encontrados em muitos tipos de células, incluindo-se os
neurdnios, células da musculatura lisa e da musculatura esquelética. A
diversidade dos tipos de células que contém estes canais € compativel a
diversidade arquitetdnica exibida pelas subunidades que os compbéem. Estudos



prévios demonstraram que varios canais BK especificos apresentavam um unico
tipo de subunidade o, mas cada uma apresentava uma subunidade f
discretamente diferente. A diferenga das subunidades B permite que os canais BK
de diferentes tipos de tecido respondam diferentemente ao célcio e aos impulsos
elétricos (BRENNER et al., 2000). As subunidades B também estao envolvidas na
modulagédo por hormonios esterdides dos canais BK. Estradiol quando associado
as subunidades B1, facilitam a ativagdo por voltagem e Ca " dos canais do tipo BK
(KING et al., 2006).

FIGURA 2. Estrutura conformacional de um canal para potassio dependente de voltagem. Os
canais de potéssio ativados por célcio sdo caracterizados pela presenca de um terminal sensor —
terminal C, cuja fungéo é determinar a localizagao fisica do canal e sua associagdo com complexos
sinalizadores. Em alguns casos o terminal sensor C pode adotar uma organiza¢do simétrica de
quatro partes. O sensor de voltagem é primordial na fungdo dos canais de potassio dependentes
de voltagem, 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 potassio usa agua para manter o ion estavel, parte da via de
permeabilidade ibnica é espessa e contém agua (figura 3). Outra porcao da via é
bastante estreita e limita a passagem de ions. Esta regido denominada filtro de
seletividade do canal para potassio tem tanto o propésito de selecionar o ion que
passa através do canal como também o de permitir tornar o meio em torno do ion
de K" semelhante ao meio espesso aquoso. Para isto, cada ion K* no filtro de
seletividade € 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).

e
| ey

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 &gua na parte central da proteina de membrana. O ion K* (esfera
purpura) e suas oito moléculas de agua de hidratagcao (esferas verdes) geram um meio adequado
para hidratagéo para o ion. As esferas laranjas mostram a cadeia de 4&tomos de oxigénio na parede
do filtro de seletividade (YELLEN, 2002).
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1.2.3. O Modelo Markoviano para a Cinética de Canais

Ionicos

Nos processos estocasticos as variaveis aleatérias que representam os
estados no espaco de eventos {X(t1), X(t2), ..., X(t,)}, apresentam algum tipo de
dependéncia. O tipo de dependéncia mais simples que um processo estocastico
pode apresentar é a dependéncia de Markov. Numa cadeia de Markov é 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 estocastico com essas caracteristicas é dito
sem memoria.

Na cinética de canais idnicos a cadeia de Markov € uma cadeia de
parametro continuo — o tempo de observacao do fenébmeno — e espaco 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 (COLQUHOUN e HAWKES, 1981; ALBERTSEN e
HANSEN, 1994; KOCHETKOQV et al., 1999; ROTHBERG e MAGLEBY, 1999). A
cinética dos canais ibnicos tem sido modelada considerando-se que os tempos
nos quais a proteina formadora do canal permanece nos seus diferentes estados
cinéticos obedece a um processo estocastico Markoviano. Processos Markovianos
sdo caracterizados por funcdes densidades de probabilidade do tipo exponencial.

Experimentalmente, a andlise é realizada a partir do registro da corrente
que passa através de um unico canal ibnico, usando-se a técnica de Patch-
Clamp, desenvolvida por Sakmann e Neher em 1976. Nesse registro a duracao
dos tempos de permanéncias do canal nos estados abertos e fechados podem ser
medidos e, obtidas as taxas de transicoes entre os diferentes estados cinéticos.
As taxas de transicoes sdo obtidas a partir dos histogramas dos tempos de
permanéncias do canal nos estados abertos e fechados. A cada estado cinético do
canal é associado um termo exponencial do tipo exp(-kt) no histograma, sendo os

k's parametros que refletem as taxas de transi¢cdes entre dois estados possiveis
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do canal (AIDLEY e STANFIELD, 1996). Dependendo da quantidade de estados
que o canal apresenta, os histogramas de tempo de permanéncia podem ser

combinados em uma ou mais exponenciais na forma geral:
fle)=> Aie_k"ft, onde os A; sdo constantes, os kj sdo constantes de

transicdes entre os estados cinéticos e t o tempo.

A analise Markoviana permite descrever a cinética de canais do tipo BK
com modelos de muitos estados cinéticos (ROTHBERG e MAGLEBY, 1999).
Neste trabalho foi usado um modelo simples de dois estados na simulagdo do
canal para potassio ativado por calcio em células de Leydig, representado pelo

esquema cinético a seguir:

I<12

F<A

FIGURA 4. Esquema cinético representativo de um modelo Markoviano de 2 estados, com 1
estado fechado (F) e 1 estado aberto (A).

F e A representam os estados cinéticos fechado(F) e aberto(A), respectivamente;
K12 e Koq suas respectivas taxas de transicoes entre os estados. Num modelo com
essas caracteristicas, a funcao densidade de probabilidade para os intervalos de
fechamentos e aberturas do canal pode ser descrita por uma exponencial, como
segue:

fle)=>] Aie_k‘f’, onde os A; s&o constantes, os k; s&o constantes de

transicdes entre os estados conformacionais e t o tempo. (COLQUHOUN e
HAWKES, 1981).

Na simulacdo do modelo de dois estados empregou-se um programa de
computador especifico denominado “QuB” (AUERBACH et al., 2000), descrito na
secao de método. O uso desse programa possibilita a obtencdo das taxas
cinéticas do canal para potassio ativado por célcio em células de Leydig. A
obtencdo dessas taxas cinéticas sera usada na determinacédo de parametros que
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permitirdo descrever a cinética de canais do tipo BK por um modelo caético, como

o sugerido por Liebovitch e Téth (1991) .

1.2.4. O Modelo Caético para a Cinética de Canais Ionicos

Modelos Markovianos (discretos) baseiam-se em estados cinéticos
discretos e independentes, onde a proteina formadora do canal tem limitado
nuamero de conformagdes distintas e a mudanga entre uma conformacao e outra é
tida como um processo aleatério; enquanto que no modelo cadtico as transicdes
entre os estados cinéticos baseiam-se num conjunto de forcas deterministicas em
vez de flutuagdes randémicas da molécula formadora do canal (LIEBOVITCH e
TOTH, 1991). As aberturas e fechamentos dos canais resultam de processos
deterministicos.

Os processos caodticos sdo caracterizados por suas propriedades: 1. ser
deterministico, que significa ser regido por uma lei especifica (uma funcéo); 2.
depender de um pequeno numero de variaveis independentes; 3. mimetizar
comportamento randdémico; 4. sensibilidade as condi¢des iniciais, significa que
pequenas variagdes nas condicdes iniciais acarretam grandes diferencas no
resultado final do processo.

Muitos sistemas naturais, sociais, biol6gicos, quimicos e econémicos sao
essencialmente ndo-lineares. A descricao destes sistemas por modelos e técnicas
nao—lineares torna-se mais efetivas do que por modelos e técnicas lineares.
Entretanto, as dificuldades inerentes ao estudo dos problemas nao-lineares
incentivaram cada vez mais o0 estudo e o desenvolvimento de modelos lineares

bem comportados.
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1.2.5. Uma breve descricao sobre a teoria do caos

Os estudos de modelos e técnicas lineares criaram paradigmas que ficaram
enraizados na tradicdo histérica, como o determinismo de Laplace. O
determinismo € uma doutrina filoséfica que propde que todo evento tem uma
causa e que, ocorrendo esta causa, 0 evento acontece invariavelmente. O
determinismo foi formulado como principio universal da natureza pelo matematico,
astrénomo e fisico francés Pierre Simon de Laplace (1749-1827).

No final do século XIX, Poincaré estudando o problema da dinamica de trés
corpos, contrapbs as idéias do caos ao determinismo de Laplace. Apesar da nova
visdo nao-deterministica de Poincaré, s6 em 1963 foi que Lorenz utilizando a
ferramenta computacional digital no estudo do fenébmeno da formacdo de
correntes de convecgao entre duas placas mantidas a temperaturas distintas,
retomou a idéia de sistemas cadticos. Ele observou que uma pequena variacdo
nas condicoes iniciais poderia acarretar grandes diferencas na evolucdo do
sistema. Este fendmeno ficou conhecido como efeito borboleta em alusdo ao fato
de o bater de asas de uma borboleta num lugar qualquer do planeta poder alterar
a resposta de um sistema dindmico em outra parte da Terra. Para Gleick (1987)
esse trabalho trouxe a compreensdo de que equacOGes matematicas simples
podiam modelar sistemas bastante complexos.

Os sistemas dinamicos sao descritos por um conjunto de grandezas
(variaveis dependentes) que variam no tempo (variavel independente). O estado
de um sistema dindmico € representado pelos valores, num dado instante, do
conjunto de suas variaveis dependentes. A evolugdo de um sistema dinamico é
descrita por um conjunto de equacobes discretas ou continuas (diferenciais) que
constituem a regra que permite prever o seu comportamento futuro, global ou
parcial, uma vez conhecido o seu estado inicial. Uma maneira pratica de
representar a evolucao temporal de um sistema dindmico é através de um espaco
de fase. O espaco de fase foi proposto ha aproximadamente cem anos atras por
Poincaré quando mostrou que uma série temporal pode ser descrita como um

objeto no espaco (MOON, 1987). Na pratica, o espaco de fase de uma série
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temporal é obtido tragando-se um gréafico no qual as coordenadas de cada ponto
sdo os valores da mesma variavel em estudo nos instantes t (abscissa) e t +At
(ordenada). Espago de fase é uma ferramenta que pode ser usada para
diferenciar processos randémicos de deterministicos. A dimensao do espaco de
fase de um sistema dindmico coincide com o numero de variaveis de estado deste
sistema. Alguns sistemas dinamicos deterministicos sdo capazes de apresentar
comportamento cadtico.

Nos fenbmenos cadticos as pequenas diferencas nas condigcdes iniciais do
sistema podem produzir grandes diferencas no seu estado final. O crescimento
dessas divergéncias nas condi¢des iniciais podem ser descritas como segue: €(t)
=€y .e ’1‘, onde €y € a diferenca das condi¢des iniciais, € € a propagacao das
divergéncias das condicdes iniciais sobre o comportamento o sistema num
instante t e A € o expoente de Liapunov. Essa equacao expressa a sensibilidade
as condi¢des iniciais, pois uma pequena diferenca nessas condi¢cdes iniciais
cresce exponencialmente no tempo. O expoente de Lyapunov avalia a
sensibilidade as condigdes iniciais, verificando a divergéncia exponencial no
tempo de trajetorias vizinhas. Este € um importante critério utilizado para definir o
caos em sistemas dinamicos.

O termo caos é originado da palavra chaos, que em grego significa abertura
ou fenda. Referéncia ao vazio do universo antes do seu inicio. Os romanos deram-
lhe a conotagdo de desordem, contrariamente ao késmos ou ordem. Nosso
vernaculo, através dos dicionarios modernos incorporou a idéia de desordem ao
caos. Entretanto, € incorreto dizer que caos esta ligado a desordem se ele é
basicamente caracterizado pela sua sensibilidade as condigdes iniciais.

O sistemas cadticos se caracterizam por apresentarem comportamento
aparentemente aleatério, porém sado governados por leis bem definidas e que
apresentam uma grande sensibilidade as variagcbes das condi¢ces iniciais.
Sistemas como estes, regidos por leis bem definidas, sdo chamados sistemas
deterministicos. O caos que eventualmente aparece nestes sistemas é chamado
de caos deterministico.
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Sistemas dindmicos discretos tém sido usados com sucesso na modelagem
de varios processos bioldgicos como o numero dos individuos de uma espécie em
um ecossistema (MAY, 1976), os batimentos do coracao (GUEVARA et al., 1981),
e os intervalos entre os picos do potencial de acdo nos neurdnios (LABOS, 1981,
1984; GLASS e MACKEY, 1988).

Mapeamentos consistem fundamentalmente numa regra deterministica que
permite a obtencdo das variaveis que descrevem o sistema em funcdo de seus
valores em instantes anteriores. A forma generalizada desse tipo de mapeamento
€ dada pela seguinte aplicacdo Xi,1 = F(Xi,..., X, ...,a1,...,an), Onde 0S ax Sao
parametros do sistema.

Robert May, fisico e bidlogo na década de 1970, trabalhando no instituto de
Estudos Avancados em Princeton, nos Estados Unidos, estudou detalhadamente
uma funcdo matematica na descricdo da populacao de certas espécies ao longo
dos anos. O modelo proposto por May (1976) é conhecido como mapa logistico e
seu estudo foi extremamente importante para mostrar como sistemas muito
simples poderiam ter um comportamento bastante complexo. Este mapeamento
permite determinar a populacdo em um dado ano (Xn.1) a partir de informacdées do
ano anterior (X;). A equacao logistica é a seguinte: Xn,1 = aXn(1 — Xy). A variacao
do parametro a conduz ao surgimento da chamada rota para o caos por dobra de
periodo. Uma representacdo grafica do mapeamento logistico € mostrada na
figura 5 para diferentes valores do parametro a. O espaco de fase da equacao
logistica € um grafico de X1 versus X.

Na figura 5 pode-se observar a representacdo esquematica de um
mapeamento logistico baseado no modelo proposto por May (1976). O mapa
apresenta uma grande sensibilidade as variagdes das condicdes iniciais. Para a =
2.5 apoOs algumas iteragbes o sistema se estabiliza em um ponto (o atrator).
Quando o valor de a é igual a 3.1 o sistema oscila entre dois valores e, para a =

3.8 aparece o comportamento caético no sistema.
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Figura 5. Representagcédo esquematica de um Mapa logistico com diferentes respostas
(GLEICK, 1987).

Atrator é o estado no qual um sistema dindmico eventualmente se
estabiliza. Um atrator € um conjunto de valores no espaco de fase para o qual o
sistema migra com o tempo (se fungdo continua) ou por iteragbes (se funcao
discreta). Basicamente, os atratores podem ser de trés naturezas: puntiformes (um
ponto), periédicos (um ciclo limite) e estranhos (caético). Os dois primeiros tipos
correspondem, respectivamente, a equilibrios estaveis e a trajetorias periddicas, e
o terceiro tipo corresponde a sistemas caoticos como o atrator de Lorenz. Na

figura 6 € mostrada uma ilustracao para o atrator de Lorenz.
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Figura 6. Atrator de Lorenz

Este atrator tem uma dimensao fractal d = 2,03, sendo formado por infinitas
trajetorias dispostas num espaco finito. Na época da concepc¢ao do atrator de
Lorenz, as idéias de Benoit Mandelbrot sobre estruturas fractais ainda ndo haviam
sido difundidas pela comunidade cientifica, dificultando enormemente sua
compreensao.

Lorenz se deparou com o caos estudando o fenbmeno de formacao de
corrente de convecgdo entre duas placas mantidas a temperaturas distintas,
separadas por um fluido.

O problema considera duas placas (inferior e superior). A placa inferior
apresentando temperatura maior que a placa superior (figura 7). O gradiente de
temperatura induz o fluido a se movimentar de forma ascendente enquanto que o
efeito da gravidade induz o fluido a se movimentar de forma descendente. Quando
a diferenca de temperatura é pequena, existe conducdo de calor para a placa
superior. Entretanto, quando a diferenca de temperatura € maior que um certo
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valor, a condugdo é substituida por conveccdo, situacdo em que a forca

ascensional devida as flutuacdes € demasiado intensa e supera a gravidade.

/
‘aYava 'Rt
'S8 SN

™M=T0

Figura 7. esquema ilustrativo para as correntes de convecgao

Lorenz usou para descrever o processo de convecgcdo o seguinte conjunto

de equacdes diferenciais:

dx

dtl =—O'_x1+6_x2

dx

dt2 = - X%t XX
4 _ —b

o CXx by

c=10,b=28/3,r=28

Onde, as variaveis sao definidas como:

X1, Xz, X3 séo fungdes reais do tempo e o, r e b parametros reais positivos.

Xy é proporcional a velocidade de circulagao do fluido;

Xo caracteriza a diferenca de temperatura entre as correntes ascendentes e

descendentes;

X3 € proporcional aos desvios da temperatura vertical desde o valor do

equilibrio.

O é o numero de Prandth, uma quantidade adimensional que depende da

natureza do fluido. Para a agua seu valor é entre 5 e 10.

O parametro r € o numero de Rayleigh que esta diretamente relacionado ao

gradiente de temperatura. Variando-se a diferenca de temperatura pode-se

modificar a importancia relativa dos efeitos néo lineares.
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A maioria dos experimentos numeéricos tem sido realizada fixando-se
o =10, b = 8/3 variando-se o parametro r. Lorenz fixou o valor dos parametros O
e b, variando o valor de r. Verificou assim que para valores de r > 24,7, o sistema
apresentava um comportamento complicado, surgindo um atrator estranho. Ao
resolver numericamente o sistema de equacdes descrito, Lorenz pdde visualizar o
atrator (figura 6).

Rotas de ordem para o caos foram estudadas por Feigenbaum. A partir de
equacobes simples o fisico Feigenbaum (1979) encontrou estranhos resultados
sobre os efeitos da recursividade matematica de determinadas fungbes, tal como
0os obtidos por Lorenz aos denominados “atratores estranhos”. Os sistemas
cadticos podem transitar do previsivel para o imprevisivel, dependendo de valores
de um ou mais parametros da equacao ou equacoes que descrevem 0 sistema
dindmico. Na natureza os sistemas podem mudar de um regime estavel para outro
instavel. Por exemplo, um fluxo laminar pode mudar para um fluxo turbulento ou
um coracdo que batia regularmente (estavel) pode passar para um estado de
fibrilacdo (instavel). Feigenbaum descobriu que existem certas leis universais
presentes no comportamento de um sistema dindmico na transicdo de um estado
regular para um regime cadtico, onde ocorrem as bifurcacdes.

O termo bifurcagcdo estd associado a uma mudanca qualitativa no
comportamento de um sistema dinamico, como conseqiéncia de uma variacao
dos parametros de controle. Isto €, um salto qualitativo que progride para
dindmicas mais complexas, como pode ser visto na figura 9. O fenémeno da
bifurcacdo esta relacionado a existéncia de caos no sentido de que um sistema
dindmico que nao apresenta algum tipo de bifurcacdo nao apresenta uma resposta
cadtica. Entretanto, a reciproca ndao é verdadeira, ou seja, um sistema que
apresenta bifurcacées ndo apresenta, necessariamente uma resposta cadtica.

Feigenbaum observou que a razdo entre os comprimentos de uma
bifurcacdo e a bifurcacdo posterior € uma constante igual a 0= 4,6692 para
qualquer fendmeno caobtico. Este valor é atualmente conhecido como constante de
Feigenbaum. A constante de Feigenbaum () é dada pela seguinte relacédo: & =

Mn — Mn-1 / Mns1 — Hn. B € 0 ponto onde ocorre as bifurcagdes.
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A figura 8 representa um diagrama de bifurcagcdes em funcédo da variacao
de um parametro de controle de sistema dindmico. Na figura 8 pode-se observar o
surgimento das chamadas rotas para o caos por dobras de periodos

122=>4=8=16=...caos.

X*]

1

1
"

H K2 Hs M Pobo |

Figura 8.Diagrama de bifurcagdo

1.2.6. Um modelo caético para cinética de canais idnicos

Na descricdo da cinética de canais ibnicos por um modelo do tipo cadtico as
transicdes entre os estados cinéticos decorrem de forcas deterministicas em vez
de flutuagbes randdmicas da molécula formadora do canal (LIEBOVITCH e
TOTH, 1991). Este modelo alternativo € um mapa de iteracdo, linear por partes, e
responde de forma semelhante a um modelo Markoviano de dois estados
(fechado-aberto). Ou seja, 0 modelo deterministico consegue imitar o modelo de
Markov onde a cinética é randémica.

Liebovitch e Toth (1991) sugeriram um mapa de iteracao para cinética do

canal com os seguintes regimes: um que descreve o estado fechado; um outro

que descreve a regidao de transicdo entre os estados; e, finalmente, um regime
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para descricao do estado aberto. Formalmente, os trés regimes do mapa iterativo

sdo descritos pelas seguintes equacgdes:

X(n+1) = aix(n), com 0<x(n)<d
X(n+1) = [d2 = x(n)] / (d2 — d4) di< x(n) < dz
X(n+1) = az[x(n) —1] +1 do < x(n) <1

Onde, d; (i = 1,2) sao os limites do subintervalo

ai (i =1,2) sdo as inclinacbes dos mapas lineares que correspondem aos
estados fechado e aberto, respectivamente.

Os trés regimes deste mapa sao expressos pela fungao f[X(n)].

O modelo de mapa linear por partes, a dindmica do processo iterativo e o
grafico da corrente i6nica através do canal sdo mostrados graficamente nas
figuras 9A, 9B e 10. Na figura 9A é mostrado o espaco de fase do processo,
normalizado para valores entre zero e um, tanto para o eixo horizontal como
vertical. Sdo0 mostradas, também, a diagonal do quadrado que delimita o0 espaco
de fase e os parametros a; (i=1,2) e d; (i=1,2) que sdo as inclinagdes e os limites
dos subintervalos dos estados, fechado e aberto, respectivamente.

A din@mica inicia-se a partir de um certo valor x no eixo-x, que tera o seu
valor correspondente na funcdo X(n+1) = f[X(n)]. Este valor correspondente em
f[X(n)] é projetado sobre a diagonal do quadrado e, a partir deste valor inicia-se a
proxima iteracdo. Este processo € repetido um grande numero de vezes.

Uma trajetéria tipica a partir de x(0), no estado fechado, dentro do
subintervalo (0,d;), € mostrada na figura 9B. Apds varias iteragées x(t) alcanca
um valor maior que dy e transita para o subintervalo intermediario. Neste
subintervalo intermediario do mapa ocorre a mudanca do estado fechado ao
aberto. Uma vez que, o sistema atinge o estado aberto, comecga a transitar neste
estado, até alcancar a regidao de mudanca, entdo voltara ao estado fechado. Este
processo continua, produzindo uma variedade de tempos de permanéncias nos
estados, aberto e fechado. Se, n é o nimero de iteracées em um estado, entdo o
tempo de permanéncia naquele estado € nAt. Para este processo continuar

sempre, devem ser cumpridas certas condicdes nos parametros a; e d; do modelo.
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A condi¢cdo mais importante para ocorrer uma mudanca continua entre os dois
estados € que a; e az sejam maiores que 1 para tornar a transicdo entre os
respectivos estados possivel. A média dos tempos de permanéncias em cada um
dos estados dependera dos valores atuais dos parametros correspondentes. Estes
tempos de permanéncias serdo mais curtos se as inclinagdes a; ficarem mais
ingremes, porque menos iteracoes bastardo para que haja mudancga de estado. O
valor de d; também tem um impacto no comprimento da média dos tempos de

permanéncias.

Fechado Transicao Aberto

1

X(n+1) X(n+1)

X(n) X(n)

Figura 9. A(esquerda) Mapa linear com seus trés regimes e B(direita) Dindmica do

processo.
corrente
L | [
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Figura 10: Sinal da corrente no canal (série temporal)
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No modelo de mapa linear a evolugao temporal da corrente X (1) é sensivel
as condicdes iniciais e 0s seus valores divergem a uma taxa que ¢é
exponencialmente dependente do niumero de iteracdes n. A taxa desta divergéncia
exponencial & o expoente de Lyapunov, que é igual ao In a;. Para dois valores
iniciais X1(0) e X2(0) no estado fechado ap6s n iteracbes 0 mapa apresenta a

seguinte configuragéo:

Xi(n) = g1 X1(0)
n
Xa(n) = g1 X2(0)

Xi(n) = Xa(n) = g1 [ X1(0) - X2(0)] = [ exp( n In ;)] [X1(0) - X2(0)].

O processo ocorre de forma semelhante para as iteragdes dentro do estado
aberto. A regido de mudanca nao altera esta dependéncia, e assim o mapa inteiro
possui um subintervalo de dependéncia sensivel as condi¢des iniciais. Logo o
mapa é cadtico. Para periodos longos de tempo, se apenas as condi¢des iniciais
sao conhecidas a precisao finita, ndo se pode predizer a sucessao de tempo de
X(n) ou as duragbes dos tempos de permanéncias em cada estado. Contudo, o
que se pode fazer é derivar a distribuicdo de probabilidade deles/delas. Fazendo-
se X(0) ser o primeiro ponto alcangado no estado fechado depois de uma

mudanca do estado aberto. Apds nAt iteragcdes X(n) = a?X(O), o canal ainda

encontra-se no estado fechado se
a1 X(0) < d
n
X(0) <dq/ al

O tempo de permanéncia t = nAt é proporcional ao numero de iteracoes n
no estado fechado. Por conseguinte, a probabilidade de ter um tempo de
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permanéncia maior ou igual a nAt é igual a probabilidade de X(0) esta no

intervalo
0<X(0)<di/q

Sendo o mapa cadtico, X(n) alcanca todos os valores no intervalo (0, dy)
com probabilidade igual. Entdo, a probabilidade de X(0) esta definida no intervalo

[0, dy /af ] pode ser determinada como segue:

P [tempo de permanéncia no estado fechado > nAt 1= P [0 < x(0) < d1 /a?] = (dq

/a?)/d1 = al_n =exp [ -(In as)n].
Desde que n iteracGes correspondam a duracdo de tempo nAt, a
distribuicao de probabilidade acumulada P(t) para tempos de permanéncias é

P(t) = exp(-kt)
Onde k =1In a4

Esta é a mesma distribuicdo de probabilidade acumulada P(t) é predita pelo
modelo de Markov para abertura-fechamento com taxas de transi¢cdes k entre os
estados aberto e fechado. Este modelo pode ser generalizado para varios
subestados discretos aberto ou fechado. Isto pode ser obtido subdividindo, por
exemplo, o intervalo que corresponde ao estado fechado em um numero finito de
subintervalos, e definindo em cada um destes subintervalos um mapa linear com

inclinagdes diferentes.

1.2.7. A Analise R/S de Hurst

Hurst et al (1965) desenvolveu este método estatistico para medir meméria
na andlise de séries temporais de diferentes processos. Este método tem sido
amplamente aplicado a uma vasta gama de eventos, desde os fisiologicos até os
hidrometeorolégicos (HOOP et al., 1993; PENG et al., 1995; MONTANARI et al.,
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1996; KARAMAVRUC e CLARK, 1997; MIRANDA e ANDRADE, 2001; PETERS et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). O tratado original de HURST (1951) contém
varias informagdes obtidas durante sua carreira como engenheiro civil, geografico
e ecologico trabalhando no vale do rio Nilo. O engenheiro Harold Edwin Hurst
precisava estimar, a partir de dados de precipitagdo pluviométrica durante um
milénio na regido do rio Nilo, que volume minimo de 4gua a represa de Assua
precisaria armazenar para fornecer um fluxo regular rio abaixo. Hurst se propds a
resolver o problema de como construir uma barragem de maneira que o
reservatério nunca extravasasse e também nunca esvaziasse. Inicialmente, Hurst,
propbés que o volume do reservatorio € a integral no tempo da diferenca entre o
fluxo de entrada e de saida, como mostrado na figura 11. O range (R) representa
a diferenca entre os volumes maximo e minimo sobre um periodo de tempo
definido.

FIGURA 11. Representagdo esquematica do Reservatorio de Hurst. As mudangas do

volume do reservatério no tempo sdo medidas das diferencas acumuladas entre o fluxo de entrada
e de saida. Se o fluxo de entrada cada ano é Fi,(t), entdo o fluxo de entrada acumulado sobre t
anos sera:

[,z
0

O fluxo de saida é determinado a um valor constante ¥+, o valor médio de F;, sobre o

periodo t. O volume acumulado no reservatorio em qualquer tempo t é

in

V(t)=j(F (A) = F:)dA

R representa a diferenga entre a quantidade maxima e minima de agua contida no
reservatério. A expressao para R & R=Va-Vmin (FEDER, 1988; BASSINGHTWAIGTHE et al.,
1994; BERAN, 1994).
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O objetivo de Hurst ao utilizar a analise estatistica que levou o seu nome,
no projeto da represa de Assua, foi construir um reservatério ideal, no qual o fluxo
de saida é controlado de tal maneira que o reservatoério nunca transbordaria ou
esvaziaria. Para tanto, Hurst analisou estimativas registradas de mais de mil anos,
tais como os fluxos do rio, as turvacdes 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, préximo ao Cairo, ndo variavam aleatoriamente, mas mostravam uma
série de anos de baixo fluxo e anos de alto fluxo. A "memdria" ou correlacao 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
aleatérios. Neste caso, a correlagdo entre anos sucessivos significava que o
reservatério encheria ou se esvaziaria mais completamente do que ocorreria se a
variagao fosse aleatoria.

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

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

X(t, t)=X[F()-<F>], 1st< T

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

O range R (t) = [max X (t, t) - min X (t, t)] da funcdo X(t, t) normalizado pelo
desvio padréo da fungéo F(t) (S(t) = {(1/1) = [F(t) - <F>]}}"?) ou seja, R/S, sera um
parametro usado neste trabalho para se determinar correlacdo de longo alcance.
Apéds 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



27

calcula-se o valor médio de R/S. A divisdo dos dados em subconjuntos é realizada
até um subconjunto de dois dados ser obtido.

Hurst mostrou que o valor médio da razdo R/S para cada iteracao obedece
a seguinte relagdo empirica: (R/S)medio = (T/2)", onde T assume valores iguais a T,
/2, 1/4 , etc. O expoente H da relacdo empirica, denominado coeficiente de Hurst,
permite determinar a existéncia ou ndo de memoria (correlagdo) numa série
temporal, no nosso caso, a seqiéncia de aberturas e fechamentos de um canal
ibnico. FELLER (1951) mostrou que para uma série temporal totalmente aleatéria,
o valor esperado do coeficiente H para esta série é igual a 0,5. Quando H difere de
0,5 diz-se que a funcdo tem memodria. Sendo H>0,5 a série é positivamente
correlacionada (memoria positiva), ou persistente, onde uma tendéncia de
crescimento no passado é mais provavel de ser seguida por uma tendéncia de
crescimento no futuro. Por outro lado, H<0,5 indica uma antipersisténcia,(memoéria
negativa), onde um aumento no passado € mais provavel de ser seguido por um
decréscimo no futuro (MALAMUD e TURCOTTE, 1999).
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2. OBJETIVO

Investigar se 0 modelo cadtico descrito por Liebovitch e Téth (1991) permite
gerar a memoéria encontrada por Nogueira et al. (1995) na seqiéncia dos tempos
de aberturas e fechamentos do canal para potassio ativado por calcio em células
de Leydig.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. A Técnica de Patch-Clamp

A técnica de patch-clamp foi desenvolvida por Sakmann e Neher, em
1976, na Alemanha, com o objetivo de registrar as correntes, da ordem de
picoamperes, que fluem através de um Unico canal ibnico (SAKMANN e NEHER,
1995).

Esta técnica consiste basicamente em aderir-se um microeletrodo de vidro
(especifico para patch-clamp) a membrana celular, numa regidao onde existe um
canal ibnico. Para conseguir-se uma boa aderéncia (selo) entre a pipeta e a
membrana e reduzir o ruido durante o registro da atividade ibnica é realizada uma
succao na pipeta de maneira que nado 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 é chamado de
configuracdo cell-attached. Se a pipeta € 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 esta em contato com a solucdo na pipeta e a sua face citoplasmatica é
banhada pela solugdo externa. A vantagem neste caso, é que as solucdes em
contato com ambos os lados da membrana podem ser controladas, como também
o potencial através da membrana. Uma forte sucgdo ou um breve pulso acima de
1V aplicado a configuracao 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 tensées ou mudancas de corrente a partir da membrana de toda a célula.
Esta ultima configuracdo é chamada de whole-cell (AYDLEY e STANFIELD,
1995) (figura 12).
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Eletrodao

Fipeta

Membrana
Celular

FIGURA 12. Exemplo de esquema da técnica de patch-clamp nas configuracbes inside-out e
whole-cell. Na configuracao inside-out o patch de membrana é extraido da célula para o registro
da atividade i6nica. No modo whole-cell o patch é perfurado € o eletrodo de medicdo tem acesso

a todo o interior da célula.

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

Os registros das correntes no canal para potassio ativado por calcio em
células de Leydig foram realizados no Laboratério de Biofisica de Membranas do
Dr. Wamberto A. Varanda da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP,
SP.

Nos registros das correntes idnicas através de canais unitarios foi usada a
técnica de patch-clamp na configuracao inside-out descrita por Hamill et
al.(1981) Tal registro é 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 solucdo onde se encontra a célula, dita externa. Ambos os
eletrodos conectam-se a um amplificador especifico (Axopatch - 200A) acoplado a
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um computador (IBM - PC 486) provido do software Pclamp6, responsavel por
armazenar os registros.

No inicio do experimento, a solucdo externa continha a seguinte
composicao (solucdo de Hank balanceada): NaCl 145,0 mM; KCI 4,6mM; MgCl,
1,3 mM; CaCl, 1,6 mM; glicose 10 mM, NaHCO3; 5 mM e HEPES 10 mM; pH de
7,4 ajustado com NaOH. Apdés a obtencdo do inside-out, a camara (onde se
encontravam as células) era perfusionada com uma solugao igual a interna (a da
pipeta). Estas solucbes 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 concentracao de
Ca?* livre em 1 x 10® M. Ambas as solugdes foram filtradas com membranas
Millipore tipo GS de éster de celulose com poros de 0,22um.

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 solugao externa. Em seguida, os
testiculos eram descapsulados e sofriam repetidas injecées da prépria solucéo, o
que remove as células intersticiais enquanto preserva os tubulos seminiferos.
Apés dissociadas, transferiam-se as células para uma placa de Petri contendo
laminulas imersas em solucdo 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 duragédo 1 a 2 minutos, que era suficiente
para observarmos um grande numero de transicoes entre os estados abertos e

fechados.

3.3. Anadlise R/S de Hurst

A idéia basica é 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.
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1. Iniciar com todo o conjunto de dados observados que cobrem a duracéo
total Tmax=NmaxAt, € calcular sua média sobre a totalidade dos dados disponiveis

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

— 1 N
F(r)=—Y F(t).
(7) N; (t)

2. Somar as diferencas de cada ponto da funcdo 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=KkAt, e
t=NAt:

VB = S [F(e) - F (o) para0 < k < N,

i=1

3. Encontrar 0 Vi, 0 maximo de V(N,k), € Vmin, 0 minimo de V(N,k) para
0<k<N e calcular o range:
R(T)=Vméx'vm|’n-

4. Calcular o desvio padrdo S dos valores F(t), das observacdes sobre o

periodo t, durante o qual a média local é F(7):

172

S(7) = {%i [Fa)-Fo) 2}

5. Calcular a relacao R/S=R(t)/S(t) e colocar o valor em um grafico duplo
logaritmo de R/S versus t /1.4 (neste primeiro estagio, N é igual ao numero

total de valores na série temporal e € o ponto no qual ocorre Tmax);
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6. Para o proximo estagio, N cobrird apenas uma fracao de todos os valores

no conjunto de dados, tipicamente N=Nnys/2, € um novo t=NAt. Ent&o, 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 t, 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 1, € mostrado na figura 13.

7. O expoente H € a inclinagédo da regressao linear do gréfico.

<Bf3-

100 |

50 b

0

10 |

L L L L L L L I_u"t:rn;'ix
o.oo0l o_0oos0.01 o.o05 0.1 o_5 1

FIGURA 13. Gréfico da analise de Hurst. A abscissa é a razdo entre a duracdo de cada
intervalo de tempo escolhido e o periodo total de tempo. O coeficiente de Hurst, H, representa a
inclinagao da reta de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados num grafico duplo-log
dos valores médios de R/S contra t /1. 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 0.696002
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3.4. Aplicacao do Método de Hurst na Cinética de Canais

Ionicos

Na cinética de canais ibnicos a série temporal é a seqiéncia dos tempos de
aberturas e fechamentos resultante da atividade do canal iénico. A investigacédo de
correlacao de longo alcance entre os tempos de aberturas e fechamentos foi feita
usando-se a analise R/S de Hurst, através de um programa elaborado no
Mathematica (WOLFRAM, 1993).

A andlise R/S tem sido usada (NOGUEIRA et al., 1995; VARANDA et al.,
2000; BARBOSA et al., 2004; OLIVEIRA et al.,2006) para estudar registros da
atividade de canais ibnicos. O método de Hurst foi aplicado a analise de eventos
de canais iGnicos unitarios, onde a série temporal, neste caso, consiste de um
registro corrente versus tempo de uma certa duracao. A fungao a ser analisada é 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 14 e apéndice

1):

1.0s dados empregados corresponderam aos 2" primeiros termos da
sequéncia temporal do registro do canal ibnico, onde n esteve na faixa de 10 a 13;

2.0 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 iteracdes para
o célculo do valor de R/S médio, partindo-se da amostra inicial;

3.0s valores médios de R/S foram plotados contra t/tmax €m um grafico
duplo logaritmo;

4.0 coeficiente de Hurst foi calculado a partir do declive da linha reta
resultante deste tipo de grafico.
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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 sequéncia 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 é
equivalente a gerar uma tabela de dados aleatérios e realizar uma equivaléncia
com uma tabela de dados experimentais. No nosso caso, os dados aleatérios
foram organizados em ordem decrescente e o mesmo deslocamento de posicao
obtido por cada dado da tabela de dados aleatérios na formacao 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 15 e apéndice 2).
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FIGURA 14. Fluxograma da analise R/S aplicada a seqiiéncia de tempos de permanéncia de um
registro de canal ibnico para determinar a memoria (correlagdo de longo alcance) na seqiéncia

temporal.
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FIGURA 15. Exemplo de “aleatorizagdo” de dados temporais empregada na verificacdo de
memoria dos registros experimentais. O mesmo deslocamento produzido na tabela de dados
aleatérios gerados por computador na sua ordenacdo decrescente é executado equivalentemente

na tabela de dados temporais a serem “aleatorizados”.

3.5. Simulacao do Modelo Caético

A simulacdo do modelo cadtico foi realizada usando-se o mapa linear
proposto por Liebovitch e Téth (1991) (ver figura 16). O programa de simulacao foi
construido no Mathematica para um canal com dois estados cinéticos aberto-
fechado (ver programa no apéndice 3). Foi gerada uma seqiiéncia de 2' tempos

de fechamento e abertura.
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Simulador de atividade de canal idnico por modelagem cadtica

Simulador de atividade de canal ionico dois estados O<->C a partir do modelo caotico de Liebovitch e Toth (1991)

0OBS.: Trajetoria tipica: estado inicial fechado 0<x{0}<ch

dl d2

a, az, i1, dz, %{0), deltat -> parametros do canal;

Nr: niimero (par) de dados consecutivos de registro a serem gerados;

Corrente.txt contera ao final os dados de corrente simulados;
Tempo.txt contera ao final os dados de tempo;

Tempol.txt contera os dados de tempo de indice impar;
Tempo2.txt contera os dados de tempo de indice par.

* Obzervar otipo de canal a zer simulado, ajustar oz parimetros iniciaiz e estado inicial . Verificar unidades de medida de deltat.

Kermel-=Evaluate-= Evaluate Motebook

FIGURA 16. Esquema representativo de um simulador de atividade de canal ibnico para o modelo
cadtico de dois estados cinéticos, um fechado (C) e um aberto (O).

Os valores dos parametros do mapa deterministico a;, ar foram
determinados usando-se as taxas de transicdo cinética Ki2 e Kz1, obtidas a partir
da simulacdo de um modelo Markoviano de dois estados. Os valores obtidos de
Ki2 e Ky foram respectivamente 217,02ms e 224,53ms. No modelo cadtico
proposto por Liebovitch e Thét (1991), Kj é igual ao In ai. Conhecendo-se os
valores de a; (i=1,2) pode-se determinar os valores dos d; (i=1,2) através das
seguintes expressdes (ver LIEBOVITCH e TOTH, 1991):

di=[do—ax(d2a—1)—1]/(d2 —dy)
dz = (d2 —adq) / (d2 —dy)

Os valores obtidos de a; e a, foram os mesmos 1,25 e, di e do foram
respectivamente, 0,32 e 0,68.

A partir da determinacdo dos valores destes parametros foram feitas as
simulacbes do modelo caodtico e, extraidas as seqiiéncias de tempos de
fechamentos e aberturas de um registro do canal para potassio ativado por calcio
em célula de Leydig.
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Os valores das taxas de transicdes Ki» e Koy foram obtidos a partir da
analise dos dados experimentais, considerando-se um modelo cinético de dois
estados (ver figura 17). O Programa QuB ( www.qub.buffalo.edu) foi usado
seguindo o protocolo descrito abaixo:

1. pré-processamento dos dados experimentais no programa QuB;

2. obtencdo de segmentos idealizados a partir dos dados experimentais pré-
processados (usando o Idl da rotina SKM) ;

3. Determinacao dos parametros Ki2 e K21 do modelo de dois estados (veja Figura
18 abaixo) usando a rotina MIL (maximo intervalo de verossimilhanca para

estimacao de constantes) do QuB na interface de modelagem.
K2

A <«—> F
K21
Figura 17 — Modelo Markoviano de dois estados. A representa o estado aberto e F o estado
fechado. K, e Ky sdo as taxas de transi¢ées do estado aberto para o fechado (1-2) e do estado

fechado para o aberto (2-1).

(probabilidade)"?

—rTrrrrT—TTTTTT T 0,00 - ——+HHHH—t—H-HH——HHHH
1 10 100 1 10 100

Duracao (ms)
Figura 18 — A figura representa o ajuste da curva tedrica do modelo Markoviano de 2 estados feito

pelo programa QuB para os dados experimentais. A) distribuicdo da probabilidade do tempo de

abertura do canal de BK e B) Distribuicao da probabilidade do tempo de fechamento.
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3.6. Métodos Estatisticos

O teste de Shapiro-Wilks (W) foi usado para verificar se a distribuicdo dos
valores dos coeficientes de Hurst obtidos nas simulacdes segue uma distribuicao
normal. O teste—Z bicaudal foi utilizado para verificar 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 versao 5.1.

Neste trabalho foi utilizado um microcomputador IBM compativel com a
seguinte configuracado: Pentium 4 1.7 GHz; 352 megabytes de meméria RAM,
disco rigido com 80 gigabytes de memodria.

Os programas empregados foram o Mathematica versao 5.2, 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.
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4. RESULTADOS

A figura 19 apresenta um dos registros da corrente através do canal para
potassio ativado por célcio em células de Leydig, numa membrana com a
voltagem fixada em —80 mV e numa concentracdo de calcio livre de 10 nM. A
condutancia observada neste registro estd de acordo com a condutancia
caracteristica do canal para potassio ativado por calcio em células de Leydig que é
igual a 265pS (VARANDA et al., 2000).

T
Wl

A
F

FIGURA 19. Registro de corrente unitéria através do canal para potéassio ativado por célcio em
célula de Leydig medida a -80mV e a 10 nM Ca* dos dados experimentais. A linha de base do
registro é a linha inferior, o trago superior representa a abertura do canal (A) e o inferior o

fechamento do canal (F).

A tabela 1 mostra os valores dos coeficientes de Hurst obtidos para quatro
registros experimentais da corrente no canal para potassio ativado por calcio em
células de Leydig. O valor médio obtido para o coeficiente de Hurst nesses

experimentos é igual a 0,660082 + 0,044010(n=4). Este valor sugere a existéncia
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de memdéria 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 = 0,557354 + 0,023694 (n=100) é encontrado nessa
condicdo. Esse procedimento mostra que a correlacdo de longo alcance é uma
propriedade inerente a série temporal associada a seqiéncia dos tempos de

aberturas e fechamentos do canal unitario.

Arquivo H H para dados
experimental Embaralhados
98522003 0.595891 0.542711
98525004 0.673741 0.533398
98525017 0.696002 0.582634
98528006 0.674692 0.571382

TABELA 1. Coeficientes de Hurst de quatro registros experimentais da atividade ibnica de um
canal para potassio ativado por calcio em célula de Leydig em comparagdo com os coeficientes
dos mesmos registros temporais quando submetidos a um primeiro estagio de aleatorizagéo.

Para verificar se os registros experimentais sdo aleatérios ou se existe
correlacdo de longo alcance foi aplicada a analise R/S de Hurst utilizando a

seguinte estratégia:

1. O arquivo 98525017, de maior memoria positiva, serviu de entrada para
o programa de aleatorizacdo. Ao arquivo resultante da aleatorizagao foi
aplicada uma segunda aleatorizacao, até que o numero de estagios de
aleatorizagcao chegasse a 100;

2. Foi feito um teste de Shapiro-Wilks (figura) nos 100 valores de H dos
arquivos obtidos em cada estagio de aleatorizagao. O teste mostrou que
os dados podem ser descritos por uma distribuicdo normal (p = 0,6496);

3. Foi feito um teste-Z bicaudal sobre o valor médio de H dos registros
experimentais e os 100 H’s obtidos da aleatorizagédo. O teste Z mostrou
que o valor do H experimental é significativamente diferente do valor de
H obtido pela aleatorizacdo do registro 98525017 (p = 0). Este
procedimento mostrou que o H experimental ndo pertence a distribuicao
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dos coeficientes H do registro aleatorizado, evidenciando a existéncia de
uma memoria positiva no registro experimental, estatisticamente

diferente daquela obtida se os dados fossem aleatérios.

Distribuicao dos Coeficientes H de Hurst
Shapiro-Wilks W=0,8273, p<0,6496

25
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FIGURA 20. Distribuicdo dos coeficientes H “aleatorizado” do registro 98525017 em 100 estagios
de aleatorizacdo. O teste de Shapiro-Wilks indicou uma chance de 64,96% de que a distribuicdo
dos H’s dos dados “aleatorizado” fosse normal, o que habilitou a utilizagdo do teste-Z para a
comparacao das médias de H experimental e H “aleatorizado”. O teste-Z indicou uma probabilidade
nula de que o valor médio experimental de H (0,660082) pertencesse a distribuicdo dos H

“aleatorizados”, indicando que os dados experimentais ndo podem ser considerados aleatorios.

A figura 20 mostra um histograma de distribuicdo dos valores de H
aleatorizados a partir do registro 9852017 e o valor médio de H experimental
inserido no grafico. Observa-se que H experimental encontra-se fora da curva

normal dos valores aleatorizados.
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20pA | 200ms

FIGURA 21. Registro de corrente unitaria simulado pelo modelo caédtico para o canal para potéssio
ativado por célcio. O estado aberto é representado pela letra A e o estado fechado do canal pela

letra F.

A figura 21 representa a corrente unitdria através de um canal iénico
simulado pelo modelo cadtico, observe que as transicoes entre os estados abertos
e fechados ocorrem de maneira suave e nao de forma discreta como mostrado no

tracado experimental.
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Distribuicao dos coeficientes H de Hurst

Shapiro-Wilks W=0,97742, p<0,2233
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FIGURA 22. Distribuicdo dos coeficientes H simulados pelo modelo caodtico para 74 registros de
atividade do canal de potassio ativado por calcio. O teste de Shapiro-Wilks indicou uma chance de
22,33% de que a distribuicao dos H’s do registro cadtico fosse normal, o que habilitou a utilizagao
do teste-Z para a comparagdo das médias de H experimental e H cadtico. O teste-Z indicou uma
probabilidade nula de que o valor médio experimental de H (0,660082) pertencesse a distribuicdo
dos H’s do modelo cadtico, indicando que os dados experimentais ndo podem ser descritos pelo

modelo caético.

A figura 22 representa um histograma de distribuicdo dos valores de H
simulados a partir do modelo caético (n=74). O valor médio de H experimental é
também mostrado no grafico e pode-se observar que seu valor encontra-se fora
da curva normal para os valores de H obtidos a partir da simulacdo do modelo

cadtico.
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5. DISCUSSAO

Uma importante questao no estudo de séries temporais resultantes de uma
sequéncia de medidas de grandezas que flutuam no tempo é encontrar um
modelo que melhor descreva suas propriedades. Na cinética de um Unico canal
idnico as séries temporais sdo compostas de uma longa seqiéncia de eventos de
abertura e fechamentos, de acordo com as transigcdes caracteristicas do canal
estudado. Modelos Markoviano, fractal e caético tém sido usados para representar
a dindmica da cinética de abertura e fechamento dos canais do tipo BK.

O modelo Markoviano aplicado a analise da cinética em diferentes canais
ibnicos nao tem levado em consideracao as propriedades fisicas das proteinas
formadoras de canais idnicos e considera as transicées entre os estados abertos e
fechados como um processo aleatério. No modelo Markoviano as transi¢des entre
os estados cinéticos de canal ibnico sdo descritas por taxas de transicbes
cinéticas (constantes), que representam as probabilidades de o canal transitar por
unidade de tempo entre dois estados discretos, sendo, portanto, um processo
meramente probabilistico.

As propriedades que regem o0s processos cinéticos das proteinas
formadoras de canais ibnicos ndo sao ainda bem conhecidas. No entanto, é
provavel que as proteinas de membrana compartiihem muitas propriedades em
comum com as proteinas globulares, das quais algumas propriedades estruturais
e fisicas ja sdo bastante conhecidas.

Nas proteinas globulares a funcdo que descreve a energia potencial ao
longo da molécula revela a presenga de varios minimos locais e superficiais. Esse
perfil de energia é inconsistente com um modelo do tipo Markoviano, onde as
transicdes ocorrem entre poucos estados cinéticos, discretos e profundos de
energia potencial. Além disso, a prépria estrutura da proteina globular varia com o
tempo (KARPLUS e McCAMMON, 1981; LIEBOVITCH, 19983;
BASSINGTHWAITHE et al., 1994).

Apesar de sua inconsisténcia com a compreensdo atual das proteinas
globulares, o conceito Markoviano de cinética persiste e continua sendo
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predominante. No entanto, tem sido mostrado que a estrutura das proteinas
formadoras de canais i6nicos sao tao flexiveis que as transi¢cdes entre os estados
cinéticos ocorrem através de muitas barreiras suaves de energias e nao através
de poucas barreiras com picos separados por vales profundos , como sugerido por
um modelo do tipo markoviano (KAZACHENKO et al., 2001).

No nosso caso usamos 0 modelo Markoviano de dois estados somente
para determinar as constantes cinéticas que foram usadas no modelo caético. No
entanto, é interessante observar o 6timo ajuste da curva de distribuicdo de
probabilidades para o modelo Markoviano de dois estados aos dados
experimentais. Portanto, modelos markovianos com dois, trés, quatro ou onze
estados (NOGUEIRA et al, 1995; VARANDA et al., 2000; BARBOSA et al, 2004;
OLIVEIRA et al, 2006), podem descrever a cinética do canal de maneira
adequada. Isto demonstra, claramente, que o0 modelo Markoviano nao passa de
um ajuste de curvas exponenciais, sem nenhum significado fisico do processo
dindmico das transicdes entre os estados abertos e fechados do canal de BK.

No que diz respeito a memoéria, a analise de Hurst aplicada aos dados
cinéticos obtidos com a simulacdo do modelo Markoviano tem e mostrado nao
reproduzir a correlacdo de longo alcance identificada no canal para potassio
ativado por célcio em células de Leydig (NOGUEIRA et al.,1995; VARANDA et al.,
2000; OLIVEIRA, 2006). KOCHETKOQV et al. (1999) também mostrou a presenca
de memoria num canal para potassio ativado por célcio em células Vero dos rins e
gue modelos markovianos sédo inadequados para descrever a memoria encontrada
na cinética desses canais. Isto mostra que Modelos Markovianos que descrevem
muito bem as distribuicbes de tempos de permanéncias do canal nos estados
abertos e fechados, foram ineficazes para descrever a correlagdo de longo
alcance encontrada para os tempos de abertura e fechamento nestes canais
ativados por calcio. Este fato indica que modelos que assumem que proteinas
formadoras de canais fazem transicoes apenas entre estados discretos de energia
nao sao completamente adequados para descrever o processo cinético do canal
unitario (VARANDA et al., 2000).
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Outro aspecto interessante é 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 dinamica do processo
permanece invariavel, sugerindo que a memoéria € uma propriedade intrinseca do
sistema. Isso significa que esta memoéria surge da dindmica interna da proteina do
canal, o que é completamente diferente de se afirmar que a meméria surge de um
processo cinético especifico.

A analise cinética usando um modelo cadtico deterministico tem sido
proposta por Liebovitch e Téth (1991) como adequada para explicar a dinamica
molecular presente no mecanismo do abrir e fechar dos canais ibnicos. Entretanto,
em nosso trabalho, a modelagem cadtica realizada para o canal para potassio
ativado por calcio também nao gerou dados cinéticos capazes de descrever a
mem©éria apresentada no registro experimental, mostrando um valor de H diferente
do valor experimental (ver tabela e a figura 3- distribuicdo dos H experimental
comparado com a média do modelo cadtico). Isso evidencia a existéncia de
caracteristicas das proteinas formadoras do canal ainda ndo previstas nem na
modelagem Markoviana nem na caotica.

Medigdes biofisicas, tal como a ressonancia magnética nuclear (NMR),
mais sensiveis ao movimento do canal, ao numero de estados conformacionais e
a distribuicao 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 formadora do canal i6nico para a abertura e fechamento do
mesmo, sugere-se a continuacdo do estudo da memoria na cinética de canais
idnicos utilizando outros modelos matematicos, tais como as redes neurais. E
necessario utilizar outras modelagens cinéticas para descrever o padrao temporal

de abertura e fechamento dos canais ibnicos que levem em consideracao as
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provaveis propriedades fisicas da proteina formadora do canal e que se atenham
a complexidade do processo cinético, no intuito de identificar os parametros fisicos

responsaveis pela memoaria da cinética de canais i6nicos.
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6. CONCLUSAO

O modelo cadtico proposto por Liebovitch e Téth (1991) foi inadequado
para descrever a memoria (correlacao de longo alcance) encontrada por Nogueira
et al. (1995) na sequéncia dos tempos de aberturas e fechamentos do canal para
potassio ativado por calcio de células de Leydig.
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Apéndice 1

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

Analise de Hurst

Calculo do coeficiente H de Hurst para detecgdo de memania (comelagdo de longo aleance)

Fbrindo a lista no Mathesabica
Protected[f] ---* walues of f cannot be changed

N1(Tamanho da lista)=4253;
tempo=TimeUsed[];
Clear[recepfile]
recepfile=ReadList['' C:\\Program Files\Wolfram Research\\Mathematica\\5.2\\98525017.txt"" ,Number];
Clear[N1,lista]
N1=Length[recepfile];Print[''N1(Tamanho da lista)="",N1]
lista=Table[x[n]=Part[recepfile,n],{n,1,N1}];

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

Clear[mtdois,extwo];mtdois=N[Log[10,N1]/Log[10,2]];
If[FractionalPart[mtdois]!=1,extwo=Floor[mtdois],extwo=Ceiling[ mtdois];];
N1=2"extwo;lista=Take[lista,N1];

Print[''Pontos utilizados="",N1];

Pontos utilizados= 4096

Construindo o grafico xiti) wversus ti. Para ndo wé-lo: substitua "$0isplay Function™

poor Vlderntity”

ListPlot[lista,PlotStyle->PointSize[0.0075],
AxesOrigin>{1,Min[lista]},
PlotRange->{{1,N1+1},{Min[lista],Max[lista]}},
AxesLabel>{"ti","x(ti)" },PlotJoined-> False,DisplayFunction->$DisplayFunction];
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Abhertura do pacots estatl Stico

== Statistics DescriptiveStatistics’

Calculo fterativo: o set de dados & continuamente dividido por dois em cada teragdo para encontrar 8 média R4S até que o ndmens de

pontos em cada conjunto =eja igual a dois. Esse walor pode ser editade aterando-se @ comparagdo com "W

Needs|[''Statistics DescriptiveStatistics™'']
N2=N1;Nele=1;Datagraf={};
While[N2>=2,
Clear[Tabela,S1,Desvmed,Mda,SDM,xmax1,xminl,Rtaul , RSHurst1,RSmed,NXP];
div=0;SRS=0;Dados=lista;
Ptx=N[N2/N1];
While[Nele>div,Tabela=Table[x[n]=Take[Dados,N2]];
S1=Table[x[n]=Apply[Plus,Tabela]];Mda=N[S1/N2];
Stau=N[StandardDeviationMLE[Tabela]];
Desvmed=Table[Tabela[[i]]-Mda,{i,1,N2}];
nn=2;SDM={First[Desvmed]};S0=First[Desvmed];
While[nn<=N2,S0=S0+Desvmed[[nn]];SDM=Append[SDM,S0];nn+=1;
1;
xmax1=Max[SDM];xmin1=Min[SDM];Rtaul=xmax1-xminl;
If{Stau!=0,RSHurst1=N[Rtaul/Stau]];
div+=1;SRS+=RSHurst1;Dados=Drop[Dados,N2]
15
RSmed=N[SRS/div];NXP={Ptx,RSmed};Datagraf=Join[Datagraf, NXP];Nele=2Nele;
N2=N[N2/2]
1

Reamanjando os pontos para o grafico de LogRySS wersus Logémostra & estabelecendo 3 equagdo da reta da regressao
Log[10,vw]-Lag[10.x]

Datagraf=Partition[Datagraf,2];Reg=N[Log[10,Datagraf]];
Lin=Fit[Reg,{1,x},x];
H=Coefficient[Lin,x];b=Coefficient[Lin,x,0];
dezelevado=b+H*Log[10,x];y=10"dezelevado;

Print[" Coeficient de Hurst="",H];

Coeficient de Hurst= 0.696002

Needs[''Graphics'Graphics™"']

G1=LogLogListPlot[Datagraf,PlotStyle->PointSize[0.015],
AxesLabel>{""tal/talmax"," <R/S>""},PlotJoined>False,
DisplayFunction->$DisplayFunction];
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RAprox=LogLogPlot[y,{x,0.0001,1},DisplayFunction->$DisplayFunction];
Show[G1,%]
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Graphics

Calculo do tempo de execugdo

Clear[a, b]; a = TimelUsed[] -tempo; b= H[a/60]; Print["Tempo em minutos=", h]

Tempo em minutos= 0.0427167

Salwa walores de H em arquivo

H:>>> Hs.txt
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Apéndice 2

Programa de aleatorizacao de uma seqiiéncia temporal

Aleatorizacdo de Lista

Aeatorizagdo de dados: fomece um arquive ta de 2t dados “alegtdrios” que senvirdo como lista a ser analisada

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

£qui abre a lista 3 ser "aleatorizada” e calcula o ndmero de pontos

Aqui gera @ mesma tabela de ndmeros aleatdrios com o mesmo ndmero de pontos

t1=TimeUsed[];
Clear[faixadat]
faixadat=ReadList['' C:\\Program Files\Wolfram Research\\Mathematica\\5.2\\98525017.txt'' ,Number];
Clear[Totn,conjunto]
Totn=Length[faixadat];
Print[''Totn(tamanho do conjunto)="",Totn]
conjunto=Table[x[n]=Part[faixadat,n],{n,1,Totn}];
Totn(tamanho do conjunto)=4253;

Aqui gera @ mesma tabela de ndmeros aleatdrios com o mesmo ndmero de pontos

SeedRandom[Totn]
Est=Table[x[t[i]]=Random[],{i,1,Totn}];

#qui salva atabela a sera aleatorizada e ordena a tabela de ndmeros aleatdros em ordemn decrescente

cjtfim=conjunto;
Tabestfim=Sort[Est,Greater];

Aqui orienta a colocagdo dos pontos na tabela aleatorzada de acordo com as mudangas de posigdo ocomidas

na tabela de dados aleatérios

P0=1;
While[PO<=Totn,cof=Tabestfim[[P0]];
fin=Position[Est,cof];fin=fin[[1,1]];
cjtfim[[PO]]=conjunto[[fin]];

PO+=1]

Aqui coloca os dados em forma de coluna em um arquivo de extensdo txt que ficard em:
“C:\\Arquivos de programas\\Wolfram Research\\Mathematica\\5.2\\cjtfim.txt”

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

Aqui calcula o tempo total gasto na execugdo dos calculos
te2=N[(TimeUsed[]-t1)/60];Print['' Tempo de execucio em minutos="",te2];

Tempo de execucao em minutos= 0.422383
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Apéndice 3

Programa para gerar uma seqliéncia caotica de tempos de abertura e
fechamento de um canal iénico de dois estados

Simulador de atividade de canal idnico por modelagem cadtica

Simulador de atividade de canal ionico dois estados O<->C a partir do modelo caotico de Liebovitch e Toth (1991)

0OBS.: Trajetoria tipica: estado inicial fechado 0<x{0}<ch

il dz a, az, i1, dz, %{0), deltat -> parametros do canal;

Nr: niimero (par) de dados consecutivos de registro a serem gerados;
Corrente.txt contera ao final os dados de corrente simulados;
Tempo.txt contera ao final os dados de tempo;

Tempol.txt contera os dados de tempo de indice impar;

Tempo2.txt contera os dados de tempo de indice par.

* Observar o tipo de canal a ser simulado, ajustar o5 pardmetros iniciais e estado inicial . Verificar unidades da medida de deltat.

Kermel-=Evaluate-= Evaluate Motebook

tp= TimeUsed[];
Entrar parametros iniciais do canal al, a2, d1, d2, x(0) (0O<x(0)<d1), delta t e o nimero de dados a serem gerados:

aum=1.25;
adois=1.25;
deum=0.32;
dedois=0.68;
xiszero=0.05;

deltat=1;

Nr=8192;

Mapa:

x(n+1) = al x(n) quando O<x(n)<d1

x(n+1) = [d2 - x(n)]/(d2 - d1)quando d1<=x(n)<=d2, e
x(n+1) = a2[x(n) - 1]+1 quando d2 <x(n)<1.

Grafcaot77={xiszero};xisene=xiszero;xis=0;
Gt={};ultte=0;
Tf=0;
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While[Tf<Nr,

If[xisene>0eexisene<deum,xis=aum*xisene;ultte=ultte+deltat];

If{ (xisene >deumlixisene==deum )ee( xisene<dedoislIxisene==dedois),xis=(dedois-xisene)/(dedois-
deum); Gt=Join[Gt,{ultte}]; ultte=0;Tf+=1];

If[xisene>dedois ee xisene<1,xis=adois*(xisene-1)+1;ultte=ultte+deltat];

Grafcaot77=Join[ Grafcaot77,{xis}];xisene=xis;

1

*Grafico da corrente: visualizar a faixa controlando o ''PlotRange"'.

ListPlot[Grafcaot77,PlotStyle->PointSize[0.0075],
AxesOrigin2>{1,Min[Grafcaot77]},PlotRange—>{{1,300},{0,1}},
AxesLabel>{"'t"," Corrente' },PlotJoined>True,
DisplayFunction->$DisplayFunction];

Corrente
1

0.8

0.6

0 t
50 100 150 200 250 300

Aqui retorna o tempo total de atividade do canal conseguido na simulagéo; divide os tempos da forma 1-
Fechamento e 2-Abertura; calcula os tempos médios experimentais e tempos minimos e maximos de
fechamento e abertura:

Soma=Apply[Plus, Grafcaot77];Imed=N[Soma/Nr];
Imin=Min[Grafcaot77];Print[" Corrente77 minima = ", Imin];
Imax=Max[Grafcaot77];Print[" Corrente77 maxima = ' ,Imax];
Print[''Corrente77 média = '',Imed];

Corrente77 minima = 0.0000848329
Corrente77 maxima = 0.999952
Corrente77 média = 3.97916

Aqui retorna o tempo total de atividade do canal conseguido na simulagao; separa os tempos e calcula os
tempos médios experimentais e tempos minimos e maximos:

Sot=Apply[Plus, Gt];Print[' Tempo total de atividade ionica = ",Sot];
im=1;pp=2;Somaim=0;Spar=0;Grpar={};Grimp={};
While[pp<=Nr,Somaim=Somaim+Gt[[im]]; Grimp=Join[Grimp,{ Gt[[im]]}];im+=2;

Spar=Spar+Gt[[pp]];Grpar=Join[Grpar,{Gt[[pp]]}];pp+=2];

Clear[Sf,Sa];Sf=N[Somaim*2/Nr];Sa=N[Spar*2/Nr];

Tminimp=Min[Grimp]; Tmaximp=Max[Grimp]; Tminpar=Min[ Grpar]; Tmaxpar=Max[Grpar];

Print["' (1) Fechamento:"];Print['' Tempo77 médio = " ,Sf];Print["' Tempo77 minimo= "',Tminimp];Print["' Tempo77
maximo = ",Tmaximp];

Print[''(2) Abertura:"];Print[''Tempo77 médio = ", Sa];Print['' Tempo77 minimo = ", Tminpar];Print["' Tempo77
maximo = ",Tmaxpar];

Tempo total de atividade idnica = 57351
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(1) Fechamento:

Tempo77 médio = 7.04956
Tempo77 minimo= 2
Tempo77 maximo = 37

(2) Abertura:

Tempo77 médio = 6.95215
Tempo77 minimo = 2
Tempo77 méximo = 40

Seqiiéncia de dados armazenados em arquivo. Os dados em arquivo de formato .txt ficam no diretério C:\\Arquivos de
Programas\\Wolfram Research\\Mathematica\\5.2\\[ Arquivo].txt ou em outro diretdrio a ser pesquisado por um sistema de
busca:

Grafcaot77=ColumnForm|[Grafcaot77];Grafcaot77>>Corrente77.txt
Gt=ColumnForm[Gt];Gt>>Tempo77.txt

Grimp=ColumnForm|[Grimp]; Grimp>>Tempo77a.txt
Grpar=ColumnForm|[Grpar];Grpar>>Tempo77b.txt

Calcula o tempo total de processamento do programa:

tfim=TimeUsed[]-tp; Tseg=N[tfim/60];
Print[''Tempo77 de processamento do programa em minutos = ", Tseg];

Tempo77 de processamento do programa em minutos = 3.0289



