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Resumo

RIBEIRO, J. A. Modelos de Predicdo Linear para analise de Sinais
Eletroencefalograficos (EEG) e de Matrizes Multieletrodo (MEA). Uberlandia: FEELT-
UFU, 2006, 174 f.

Esta dissertacdo objetiva propor modelos de sinais neurofisiologicos, oriundos
de matrizes multieletrodo (MEA), utilizadas para a aquisi¢do da atividade neural
espontanea a partir de células em cultura; bem como medidas neurologicas obtidas de
eletroencefalografia (EEG). Os modelos sdo desenvolvidos no contexto aplicativo de
MEAs utilizadas como neuroimplantes, com especial enfoque na detec¢ao e prevengao
de crises epilépticas a partir de sinais EEG ou de medidas mais invasivas, obtidas em
nivel celular. Sob este enfoque, as técnicas de processamento de sinais devem satisfazer
um compromisso complicado, exigindo baixa complexidade computacional e operagao
em tempo real. Tais restrigdes levam a escolha da filtragem linear adaptativa, baseada
em modelo auto-regressivo, e a teoria de estatisticas de ordem elevada (EOE) para,
respectivamente, processar sinais ndo-estaciondrios e considerar a ndo-linearidade dos
sistemas envolvidos. O filtro de predi¢do linear funcionou adequadamente para ambos
os sinais, sendo que para o caso da MEA, ele foi mais estavel e preciso. Observou-se
um menor tempo de convergéncia para sinais EEG relativamente aos sinais MEA, os
quais, em sua maioria, podem ser considerados ndo-gaussianos e correlacionados,
ocorrendo uma atividade periddica em eletrodos vizinhos. A atividade neural

espontanea de pequenos grupos de neurdnios pode ser considerada um ruido branco.
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Palavras-chave: predicdo linear, estatistica de ordem elevada,

eletroencefalografia, matriz multieletrodo, neuroimplante, codificagao neural.



Abstract

RIBEIRO, J. A. Linear-Prediction Models for Electroencephalographic (EEG) and
Multielectrode-Array (MEA) Signal Analysis. Uberlandia: FEELT-UFU, 2006, 174 f.

This work establishes models of neurophysiological signals, which are
composed of spontaneous activity measurements taken by means of multielectrode
arrays (MEAs) applied on in vitro cell cultures; as well as of neurological signals based
on electroencephalography. These models suppose that MEAs are employed as
neuroprostheses applied for detection and forecast of epileptic seizures, based on EEG
signals or on invasive measurements which are taken in a cellular level. From this point
of view, the signal processing tools must fulfil a problematic trade-off involving low
computational complexity and real-time operation. Such requirements lead to the choice
of auto-regressive adaptive-linear filtering and high-order statistics (HOE) as the
techniques to be used in order to cope with, respectively, non-stationary signals and
nonlinear systems. Linear prediction of both signals is quite efficient, particularly in the
case of MEA signals, for which the model is stable and accurate. On the other hand, the
convergence times for EEG signals are lower then their respective counterparts for
MEA signals, which may be considered mainly non-Gaussian and correlated. Cyclic
activity was also observed for MEA signals associated with neighboring electrodes,

whereas signals recorded from small groups of neurons present a white-noise behaviour.

Key-words: linear prediction, high-order statistics, electroencephalography,

multielectrode arrays, neuroprostheses, neural coding.
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Capitulo 1

Introducao

O cérebro é um 6rgdo que surpreende e impressiona. E como uma ponte, por
assim dizer, entre consciéncia e mundo exterior. Por isso mesmo tem sido, ao longo
da histéria humana, objeto de iniimeros questionamentos, instigando cientistas e
filésofos a elaborarem diferentes perspectivas a respeito de suas fungdes. Todavia,
gracas ao avanco dos instrumentos médicos e aos estudos fisioldgicos do corpo

humano, o cérebro estd sendo melhor compreendido.

Além de fungdes motoras e sensitivas, o cérebro ¢ responsavel ainda pelo
desempenho de importantes atividades superiores como a memoria € a cognigao.
Trata-se de um dos mais misteriosos 6rgaos do corpo humano. E por mais que

tentemos desvendar seus segredos, ¢ dificil compreendé-lo.

No entanto, a ciéncia médica, assim como a engenharia eletronica, a
computagdo, e, atualmente, a engenharia neural, seguem de maos dadas com os
avangos tecnologicos no intuito de melhor conhecer esta maquina, a qual, por sua vez
nos permite conhecer o mundo. Logo, o enfoque das pesquisas envolve o neurdnio
(vide Figura 1.1), a unidade bésica do sistema nervoso, ¢ o grande responsavel pelo

processamento das informagdes no encéfalo.
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Figura 1.1 — Neurdnios reais (adaptada de (LENT, 2001)).

O desenvolvimento de diversas técnicas, no século XX ¢ no inicio do século
XXI, capazes de realizar diferentes abordagens de estudo sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC), vem possibilitando uma melhor compreensao do seu funcionamento
(HOLLAND, 2003). Contudo, ainda ha muitos questionamentos acerca de diversas
patologias que afetam o SNC. Tornou-se possivel estudar as atividades cerebrais,
desde uma atividade motora ou sensitiva a uma atividade cognitiva, ou ainda o efeito
de uma patologia. Todavia, diversas disfungdes do corpo humano consistem em
desafios para a medicina (Proc. IEEE, 2001). Dentre elas, devem-se destacar a
epilepsia, o controle da dor, e as distrofias. Esses desafios envolvem o
desenvolvimento de modelos matematicos eficientes e compativeis ao contexto

fisiologico humano.

Uma das formas de modelar o cérebro se baseia no estudo dos potenciais
elétricos evocados do cortex cerebral e captados por eletrodos dispostos no escalpo.
Para tal estudo, a eletroencefalografia (EEG) consiste em uma importante ferramenta
que permite o diagnostico e a analise de diversas patologias que perturbam o cérebro,
além do monitoramento de pacientes em enfermarias ou UTIs e o acompanhamento

de fendmenos cognitivos.

Evidentemente, dentre estas patologias, pode-se citar a epilepsia, que atinge

cerca de 1% da populagdo mundial, ou 50 milhdes de pessoas, dos quais 25% ndo

respondem ao tratamento com o método tradicional (URL 10), que preconiza o uso de
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drogas anticonvulsivantes. Pode-se citar, também, a dor cronica associada a processos

metastaticos em pacientes terminais (Proc. IEEE, 2001).

As novas hipoteses sobre os mecanismos desencadeantes das crises
epilépticas, fruto concreto da interacdo entre médicos e engenheiros, aliada a
moderna tecnologia de instrumentagdo biomédica, sugerem novas formas de terapia.
Em LITT e colaboradores (2003), os autores descrevem planos para a construgdo de
neuroimplantes que minimizariam crises epilépticas, incluindo experimentos
preliminares de eletroestimulagdo em animais. Tais circuitos funcionariam como
marcapassos cardiacos, monitorando a atividade elétrica do cérebro e identificando
fatores responsaveis por uma crise. Uma vez detectada a possibilidade iminente de
crise, o dispositivo provocaria uma eletroestimulacdo no cérebro ou em um nervo
periférico, com objetivo de eliminar a crise. Similarmente, neuroimplantes também
poderiam ser utilizados para minimizar sensagdes dolorosas, através da eletro-
estimulagdo, ou da neuromodulagao obtida através da filtragem seletiva de potenciais

de a¢do do sistema nociceptivo.

Por outro lado, as recentes pesquisas estdo causando uma revolugdo nos
conceitos de instrumentagdo neurofisiologica. Dentre elas, estdo a interface
bioeletronica, que permite mecanismos de transducdo de um impulso nervoso de um
neurdnio para dentro de um circuito eletronico e vice-versa. Deve-se citar, também, as
matrizes multieletrodo (RUTTEN, 2002), que permitem a aquisicdo sistematica de

potenciais de a¢do, utilizando os neuronios em cultura.

Além disso, através de estimulos elétricos e da analise da resposta neural celular
a estes, obtém-se resultados interessantes, diretamente aplicadveis em neurociéncia e em
procedimentos ligados a reabilitacdo. Esta pesquisa constitui a base essencial para a
utilizagdo clinica de neuroimplantes especializados e/ou eletroestimulacdo em seres
humanos, as quais sdo atualmente limitadas pelos elevados custos da tecnologia de

matrizes multieletrodo (MEA).

De qualquer forma, o desenvolvimento tecnoldégico da MEA, aliada ao
rompimento de barreiras no modelamento de sistemas complexos, tende em médio e
longo prazos estabelecer novos pontos de vista sobre as patologias do sistema nervoso,

incluindo também os sinais EEG.
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Enfim, surgem os desafios para a concretizacdo destas novas terapias, que sao
paralelos ao desafio do modelamento dos fendmenos biologicos associados. Dentre

estes, para o processamento de sinais, podem-se citar:

v" Propor modelos simples para compreensdo intuitiva e desempenho eficiente,

através de algoritmos de baixa complexidade computacional;

v" Estabelecer um conhecimento sobre as caracteristicas estatisticas do sinal MEA,
buscando novos pontos de vista sobre as patologias que envolvem a alteracao da

neurodinamica, associada a transmissao de informacgodes através do SNC;

v Processar simultaneamente, através de MEA, varios tipos de sinais biologicos,

tanto em nivel celular, como em nivel neurologico (EEG).

Esta dissertacdo representa um passo inicial para o desenvolvimento de
tecnologia propria, em resposta aos desafios mencionados no pardgrafo anterior. As
estratégias escolhidas para atingir as metas acima citadas estdo descritas em detalhes em

cada um dos capitulos deste trabalho.

No Capitulo 2, faz-se uma sintese dos conceitos basicos de neurofisiologia e
neurologia, bem como sobre as respectivas medidas que fornecem os sinais elétricos
utilizados nesta dissertacdo: a instrumentagdo através de MEAs, baseadas em culturas in
vitro, e os exames EEG. Discutem-se também aspectos fisiologicos e epidemiologicos
da epilepsia.

No Capitulo 3, faz-se uma breve sintese das principais técnicas atualmente
empregadas para o processamento de sinais oriundos de EEG e MEA, com enfoque
neste ultimo.

Com isso, no Capitulo 4, apresentam-se as ferramentas teodricas propostas que
tentam, de certa maneira, minimizar as limitacdes das técnicas atualmente utilizadas na
analise da codificagdo neural e da epilepsia, buscando atender ao maximo os desafios
especificados como metas deste trabalho.

No Capitulo 5, apresentam-se os resultados obtidos através da aplicacdo das
técnicas apresentadas no Capitulo 4 a analise de sinais MEA e EEG. Apresentam-se os
calculos e os resultados finais que conduzem aos modelos simples, em termos das

aproximacodes auto-regressiva e ruido branco.
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Por fim, no Capitulo 6, sdo analisados os resultados obtidos em comparacao aos
desafios iniciais. Sugestdes importantes para trabalhos futuros, que poderdo ser

realizados a partir desta dissertagcdo, sdo também apresentadas.
As principais contribuigdes desta dissertacao sao listadas logo abaixo:

v' A apresentagdo de um texto unico, reunindo informagdes fisiologicas em nivel
celular e neuroldgico, que propicia uma conexao entre a epilepsia, o EEG, a

MEA e os fendmenos fisiologicos associados (Capitulo 2);
v A discusséo a respeito dos indices de descorrelagio elevada (Capitulo 4);

v' O estabelecimento de modelos paramétricos AR para sinais EEG e MEA, de
baixa complexidade computacional (Capitulo 5), permitindo conclusdes

importantes no contexto aplicativo de neuroimplantes;

v A investigagdo detalhada, até a ordem n°4, sobre a estrutura estatistica dos sinais
MEA (Capitulo 5), que sugere novas perspectivas para o estudo da codificagao

neural.
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Capitulo 2

Conceitos basicos em neurofisiologia e
neurologia

2.1 Introducao

Neste capitulo apresentam-se os conceitos sobre os quais se baseiam as medidas
eletrofisiologicas que contextualizam a aplicagdo deste trabalho. Também se apresentam
as estruturas bioldgicas de interesse, com suas respectivas instrumentagdes, em dois

niveis: celular e neurolédgico.

Inicialmente, faz-se um estudo do neur6nio, em particular de suas propriedades
especiais no que diz respeito aos potenciais elétricos. Em seguida, analisa-se o sinal de
matriz de multieletrodo (MEA), sua fabricacdo e aplicagdes, como também as novas
técnicas de instrumentagdo neurofisiolégica que sugerem a implementagdo de

neuroimplantes especializados.

Em seguida, de forma sucinta, explicam-se os principios gerais do
funcionamento do sistema nervoso, destacando-se algumas areas funcionais do cérebro,
uma vez que sua compreensdo influencia a interpretacdo dos sinais de
eletroencefalografia (EEG). Consequentemente, faz-se uma breve revisdo sobre os
sinais de EEG e suas caracteristicas estatisticas; e também da epilepsia, suas causas,

tipos e conseqiiéncias na populagdo mundial, particularmente no Brasil.
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2.2 O neuronio

Todos os estimulos do nosso ambiente, causando sensagdoes como dor e calor; os
sentimentos, pensamentos, programacdo de respostas emocionais € motoras; a
aprendizagem e memoria, a acdo de drogas psicoativas, os distirbios mentais; bem
como qualquer outra a¢ao ou sensag¢ao do ser humano, ndo podem ser entendidas sem o

conhecimento do processo de comunicagdo entre os neurdnios.

O neurénio ¢ uma célula como qualquer outra: possui organelas, nucleo
individualizado, necessita de oxigénio e nutrientes, ¢ ¢ envolta por uma membrana
plasmatica. O que diferencia um tipo de célula de outra ¢ a sua funcdo no nosso
organismo. Portanto o que difere os neurdnios de outras células, além da sua maior
necessidade metabolica, é a sua fung¢do especializada. Ela tem como fungdo receber,
processar e transmitir impulsos eletroquimicos, ou impulsos nervosos, que sio sinais de
comunicacdo e codificacdo. Pode, assim, ser considerado como a unidade funcional

fundamental do sistema nervoso (LENT, 2001).
Cada neur6nio compreende (vide Figura 2.1):

v' um corpo celular que contém um nucleo, reticulo endoplasmatico muito

abundante (corpos de Nissl), mitocondrias, aparelho de Golgi e neurofibrilas;

v/ uma ou mais ramifica¢des de filamentos citoplasmaticos finos, denominados

dendritos, que conduzem os impulsos até ao corpo celular;

v' um prolongamento, o ax6nio, que pode ser muito longo e apresentar
ramificagdes na sua parte distal ou, ao longo da sua extensdo, formando
ramificagdes colaterais. Em alguns casos, os axonios podem estar rodeados por
uma substancia esbranquicada, de natureza lipidica, a mielina, recoberta por
uma pelicula de citoplasma contendo nucleos, designada por bainha de
Schwann. A bainha de mielina ¢ descontinua, dando origem a formagdo de

noddulos de Ranvier.
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. Eainha de Mielina
Dendrito

C'one Axonal

I on s eemmmemmE  mpy o e oy

Corpo Celular Axfinio

Figura 2.1 — Um neur6nio motor e suas partes constituintes (adaptada de
(URL 1))
Os neurdnios sdo células grandes, com numerosas proje¢des, denominadas
dendritos. A maioria dos sinais ¢ recebida pelos neur6nios em seus dendritos, outros
sinais sdo recebidos no corpo celular ¢ alguns poucos no inicio do axoénio. Acredita-se

que no cérebro existam cerca de 100 bilhdes de neurdnios.

Qualquer fung¢do cognitiva, como pensar, mover, dormir, olhar, sentir, envolve a
integracao de um niimero desconhecido de neurdnios, em areas especificas do cérebro; e
de estruturas nervosas do organismo, fora do cérebro. Os neurdnios se interconectam em

complexas cadeias, e a mensagem viaja através de cada neuronio na forma de impulsos.

Os sinais elétricos transmitidos pelos neurdnios se baseiam na movimentacao de
ions (4tomos, ou grupos de atomos, que perderam ou receberem elétrons), com cargas
positivas ou negativas, que se formam ao longo do neurdnio como fruto de reagdes

quimicas. Os neuronios podem ser classificados como:

v Neuronios sensoriais ou aferentes: transmitem impulsos do exterior para

o sistema nervoso central;

v" Neur6nios motores ou eferentes: transmitem impulsos do sistema

nervoso central para o exterior;

v Neuronios de associa¢do: conduzem impulsos entre os outros dois tipos

de neurdnios.

Como qualquer outra célula, o neurdnio possui um certo potencial de membrana,
a ser discutido mais adiante. O neurdnio, por ser uma célula excitavel, tem este

potencial modificado dependendo dos estimulos que sofre através de sinapses (Figura
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2.2), ou de outros estimulos. A variacdo do potencial de membrana percorre o axonio

como uma onda de despolarizacao e repolarizacéo, que vai até os botdes sinapticos.

Figura 2.2 — Neur6nios em conexao e o botdo sinaptico no detalhe (adaptada de (URL 2))

Devido a bainha de mielina, a propagacao do sinal ocorre de nédulo em nodulo,
uma vez que o potencial de acdo somente pode ser regenerado nos nodulos, o que faz
com que este possa chegar ao seu destino de forma mais rapida. Este tipo de propagacdo
¢ denominado de condugdo saltatéria. Além disso, a resultante do somatério de
capacitancias e resisténcias adicionais das bainhas de mielina, envolvendo o axo6nio
neuronal, contribuem muito para o aumento da velocidade de conducdao das fibras

nervosas.

2.2.1 Membrana celular

A membrana neuronal funciona como uma barreira para delimitar o citoplasma e
excluir certas substancias presentes que banham os neurdnios. Sua espessura € de 5 nm,
aproximadamente, e estd repleta de proteinas e lipideos. A fun¢do dos neurdnios ndo
pode ser compreendida sem o conhecimento da estrutura e funcdo da sua membrana,

bem como das proteinas associadas.

Quase 70% de toda massa corporea de um ser humano adulto ¢ basicamente
composto de dgua, sendo o resto composto principalmente por sais dissolvidos na dgua,
lipidios, proteinas e glicose. Logo, pode-se dizer que toda célula pode ser considerada
como uma capsula contendo uma solucdo aquosa. O que separa esta capsula do meio

externo, denominado meio extracelular, ¢ uma membrana semipermeavel constituida
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basicamente de lipidios e proteinas (membrana lipoprotéica), conhecida como

membrana plasmatica (Figura 2.3).

Quando um sal se dissolve em agua, suas liga¢des i0nicas se desfazem, uma vez
que a elevada constante dielétrica da dgua diminui a intensidade da forca ionica e as
moléculas de agua solvatem os ions. Ou seja, sais dissolvidos em dgua se transformam
em ions livres (cations e anions, moléculas eletricamente carregadas positivamente e
negativamente), o que origina potenciais elétricos tanto no meio intra quanto no meio

extracelular.

Figura 2.3 — Desenho esquematico de uma célula, evidenciando suas organelas e a membrana
plasmatica (adaptada de (CARDOSO, 2005))

Devido a este fendmeno, e como a composicao ionica do meio intracelular se
difere da composi¢do do meio extracelular, as células do nosso corpo apresentam uma
diferenca de potencial elétrico entre 0 meio interno € o meio externo, que ¢ denominada
de potencial de membrana ou potencial de repouso da membrana. O interior da
membrana celular apresenta uma carga elétrica menor que a carga elétrica exterior.
Portanto, o potencial elétrico interno ¢ negativo em relagdo ao potencial elétrico

externo, que ¢ tomado por referéncia.

A origem desse potencial elétrico pode ser explicada a partir da compreensao
dos fendmenos eletroquimicos protagonizados pela membrana plasmatica e por dois
: P . , ; q¢ +
importantes ions existentes em nosso corpo, dentro e fora das células: s6dio (Na') e

potassio (K").

Quando em equilibrio (dindmico), existe uma diferenca de concentragdo desses
’ . . 7 . ~ + .
ions entre os meios intra e extracelular: ha maior concentracdo de Na' no meio externo
s + . e , . , . o A - n .
a célula e de K™ no meio interno, além disso, ha maior concentra¢ao de anions organicos

dentro da célula. Isso acontece devido a semipermeabilidade da membrana plasmatica e
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devido a sua capacidade de selecionar o transito de substancias entre a célula e o meio

em que ela se encontra, denominada permeabilidade seletiva.

A 4agua trafega de um lado ao outro da membrana celular por pressdo osmética.
Ou seja, apesar de ser altamente insoluvel nos lipidios da membrana, a dgua atravessa
prontamente a totalidade da membrana celular, passando, quase toda ela, através dos

canais existentes nas moléculas protéicas (GUYTON, 2002).

Podemos afirmar que o canal protéico se liga a uma molécula de ATP (trifosfato
de adenosina), que trafega no meio intracelular. Ocorre entdo a quebra, formando ADP
(difosfato de adenosina) e P (fosfato), liberando energia. Assim, o canal se modifica,
atrai e se liga a trés ions de soédio (trés cargas positivas) no lado interno da membrana e
a dois ions de potassio (duas cargas positivas) do lado externo. Portanto, injeta o
potéssio e ejeta o sodio. Isso ocorre de forma mais rapida que o funcionamento dos
canais de transporte passivo, o que contribui para a permanéncia de um potencial de
cerca de -70 mV no meio intracelular em relagdo ao meio extracelular. Esse processo ¢

denominado de equilibrio dinamico.

Além de contribuir para a manuten¢do do potencial de membrana num dado

~ . . . ~ + + ,
valor de tensdo, uma das principais fungdes da bomba Na'/ K" é o controle do volume
das células. Sem o funcionamento dessa bomba, a maioria das células do corpo sofreria

tumefacdo, até ocorrer sua ruptura (GUYTON, 2002).

2.2.2 Canais ionicos

Os canais 16nicos regulam o fluxo de ions através da membrana de todas as
células. Em particular, nas células neurais e musculares, eles sdo importantes para o
controle das rapidas variacdes do potencial de membrana, associadas ao potencial de

acdo e aos potenciais pos-sinapticos das células-alvo (KANDEL, 2000).

Esses canais sdo grandes proteinas que atravessam toda a estrutura da
membrana, incluindo grupos carboidratos (glicoproteinas) presos a sua superficie,
conforme a Figura 2.4. Todos os canais apresentam um poro aquoso central, que se
estende de uma face a outra da membrana. Muitos canais sdo formados por duas ou

mais subunidades, que podem ser idénticas ou diferentes, permitindo o fluxo de ions de
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modo seletivo, continuamente ou em resposta a estimulos elétricos, quimicos ou

mecanicos (LENT, 2001).

Q. o b 8
Membrana
. Canal Canal
Tonico ( plasmatica T H
S 1.1.
Citoplasma

Figura 2.4 — Desenhos esquematicos da membrana plasmatica com seus
canais protéicos. Acima uma membrana com seus VArios canais numa visao
tridimensional (adaptada de (CARDOSO, 2005)). Abaixo o0s canais idnicos
em evidéncia (adaptada de (LENT, 2001))
A membrana plasmatica de todas as células, inclusive das neurais, consiste em
um mosaico de lipidios e de proteinas. A superficie dessa membrana ¢ formada por uma

dupla camada de fosfolipidios. Nessa lamina lipidica continua, ficam embebidas as

moléculas de proteina, inclusive os canais idnicos.

A facilidade com que um ion se desloca dentro de uma solugdo (sua
mobilidade ou constante de difusdo) ndo depende simplesmente da sua dimensao, como
também do tamanho da molécula do solvente. O canal i6nico abre e fecha de forma
tudo-ou-nada, resultando em breves pulsos de corrente através da membrana. Se o

potencial elétrico variar através da membrana, a corrente que flui pelo canal se altera
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proporcionalmente. A corrente ¢ linearmente relacionada a forga propulsora; em outras

palavras, o canal se comporta como um resistor elétrico (KANDEL, 2000).
Os canais i0nicos sdo classificados em dois tipos:

v' os canais catidnicos, que, na maioria das vezes, permitem a passagem de
ions sodio, quando estdo abertos; mas as vezes, também permitem a

passagem de ions potassio e/ou calcio;

v/ 0s canais anionicos, que permitem, sobretudo, a passagem de ions
cloreto, mas, também, de quantidades diminutas de outros anions

(GUYTON, 2002).

Os canais cationicos que conduzem ions soédio sdo revestidos por cargas
negativas. Essas cargas atraem os ions sodio carregados positivamente para dentro do
canal, quando o didmetro deste aumenta até um tamanho maior que aquele do ion sodio
hidratado. Essas mesmas cargas negativas, porém, repelem os ions cloreto e outros

anions, impedindo sua passagem.

J& para os canais anidnicos, quando seu diametro se torna suficientemente
grande, conduzem ions cloreto para seu interior e seguem para o lado oposto; enquanto
os cations sodio, potassio e calcio sdo bloqueados, porque a dimensdao de seus ions

hidratados impedem sua passagem pelos canais anionicos.

Portanto, uma substincia transmissora que abre os canais catidnicos ¢
denominada de transmissor excitatorio. Ao contrario, a abertura de canais anidnicos,
permitindo a entrada de cargas elétricas negativas, inibe o neurdnio. Essas substancias

transmissoras que abrem estes canais sdo denominadas de transmissores inibitérios.

Quando a substancia transmissora ativa o canal i0nico, este se abre em fracao de
milissegundos; quando a substancia transmissora ndo estd mais presente, o canal se
fecha de modo igualmente rapido. Desta forma, a abertura e o fechamento dos canais

10nicos permite um meio para o controle rapido dos neurdnios.
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2.3 Sinapses entre neuronios

Os neuronios devem desencadear informagdes sobre o estado interno do
organismo e seu ambiente externo, avaliar esta informacdo, e coordenar atividades
apropriadas a situacdo e as necessidades atuais do organismo. Cada neurdénio se
comunica com o seguinte por meio de sinapses nervosas (Figura 2.5), que pode ser
definida como o conjunto de fendmenos bioquimicos ocorrendo no espago de conexdo

entre os neurdnios. O numero de conexdes de um Unico neurdnio pode variar de

algumas unidades até algumas centenas de milhares, segundo (GUYTON, 2002).

visiculas

T/ sinapticas

Figura 2.5 - Sinapse quimica (adaptada de (URL 3))

A célula nervosa cuja terminagdo do axonio se conecta ao soma ou ao dendrito
do outro neurénio é denominado de neurdnio pré-sinaptico, sendo responsavel pelo
envio do impulso. O neurdnio seguinte, que recebe o impulso, ¢ denominado de
neurdnio pos-sindptico. Entre esses dois neurdnios existe a fenda sinaptica, de largura

compreendendo 200 a 300 Angstroms.

Aproximadamente 80% a 95% dos botdes ou terminais pré-sindpticos (Figura
2.6) se situam nos dendritos dos neurdnios pos-sinapticos, € apenas 5% a 20% se situam

sobre 0 soma (GUYTON, 2002).
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Figura 2.6 — Bot@es sinapticos em um neurénio receptor. Eles existem tanto
no soma como nos dendritos, as vezes ocorrendo também no inicio do axénio
(cone axonal) (adaptada de (GUYTON, 2002))

Sdo as sinapses que possibilitam a transmissdo do impulso nervoso de um
neurdnio ao outro, ou de um neurdénio a uma fibra muscular, determinando, inclusive, o
sentido que este impulso deve tomar. Tal impulso ¢ a transmissdo de um sinal
codificado, como resultado de um estimulo ocorrido ao longo da membrana do
neurdnio. Dois tipos de fendomenos estdo envolvidos no processamento do impulso
nervoso: elétricos e quimicos. Eventos elétricos propagam um sinal dentro do neurdnio,
e processos quimicos transmitem o sinal de um neur6énio a outro ou a uma célula
muscular. Os processos quimicos ocorrem no final do axonio, que libera substincias
quimicas ou neurotransmissores, 0s quais se unem a receptores quimicos situados nos
canais i0nicos da membrana do neur6nio seguinte, permitindo assim a troca de

informacgdes entre duas células nervosas.

Por exemplo, um neurénio motor colinérgico cujo neurotransmisssor principal é
a acetilcolina, e que inerva uma célula muscular esquelética, produzirda uma agdo

sinaptica excitatoria nesta célula. J4 um neurénio motor, também colinérgico, que inerva
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uma célula muscular cardiaca, produzira uma agao sinaptica inibitoria (LENT, 2001),

permitindo que a agcdo do neurdnio pds-sinaptico seja restringida ou estimulada.

As sinapses quimicas sdo extremamente importantes porque permitem a
conduc¢do do impulso nervoso numa Unica dire¢do: o impulso segue do neurdnio pré-
sinaptico (transmissor) ao neurdnio poOs-sinaptico (receptor). A importancia dessa
transmissdo unidirecional se justifica pela necessidade do sinal ser enviado a
determinadas areas especificas do sistema nervoso, bem como pela necessidade de

atuacdo de controle em determinados grupos musculares, ou em glandulas secretoras.

No terminal pré-sinaptico, temos duas estruturas bastante importantes: as
vesiculas sinépticas, que contém as substancias neurotransmissoras a serem liberadas na
fenda sinaptica; e as mitocondrias, que fornecem energia (ATP — trifosfato de
adenosina) para a sintese desses mesmos neurotransmissores (Figura 2.7). Estes ultimos
apresentam ac¢do rapida. Cada vez que um potencial de acdo atinge o terminal pré-
sindptico, algumas vesiculas liberam, ao mesmo tempo, o transmissor para o interior da
fenda sinaptica, dentro de um intervalo de 1 ms ou menos. A agdo desses transmissores
sobre os canais i6nicos da membrana do neurdnio pos-sindptico também ocorre dentro

de 1 ms ou menos.

Vesiculas Mitocdndrias

Figura 2.7 — Botdo sinaptico em detalhe, evidenciando as vesiculas e as
mitocondrias. Na fenda sinaptica estdo os neurotransmissores (adaptada de
(FRISON, 1999))
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2.4 Potencial de membrana dos neuronios

A membrana do neur6nio apresenta uma propriedade muito particular que o
distingue da maioria das células do organismo. Essa propriedade, a excitabilidade,
permite que o neurdénio produza e transmita a outros neurénios os sinais elétricos em

codigo, que constituem a linguagem do sistema nervoso (LENT, 2001).

Os biopotenciais encefalicos podem ser diferenciados em dois tipos (BUTTON,
2000): o Potencial de A¢do e o Potencial Pos-Sindptico (PPS). O primeiro caracteriza a
transmissdo dos impulsos eletroquimicos pelos axonios, ocorrendo de forma assincrona
e em direg¢des ortogonais a superficie do escalpo. O segundo ¢ o potencial de membrana

resultante no neurdnio pos-sinaptico, com amplitude muito reduzida (LENT, 2001).

2.4.1 Potencial de acao

Os pesquisadores britanicos Alan Hodgkin (1914-1998) e Andrew Huxley
(1917) foram os pioneiros em estudos para desvendar a bioeletrogénese do impulso
elétrico do neurdnio (LENT, 2001). Na conversdo entre a energia bioelétrica, que ocorre
na sinapse, os potenciais de agdo convergem para o terminal sindptico, € a energia
quimica, representada pela quantidade de neurotransmissor, ¢ liberada na fenda

sinaptica.

O potencial de agdo ¢ uma alteragdo rapida e brusca da diferenca de potencial
transmembrana. A membrana do neurdnio ¢ polarizada em repouso em torno de -70
mV. O potencial de acdo consiste de uma redugao rapida da negatividade da membrana
at¢ 0 mV e inversdo deste potencial até valores de aproximadamente de +30 mV,
seguido de um retorno também rapido até valores negativos entre zero ¢ o potencial de

repouso, -70mV, conforme a Figura 2.8.
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Figura 2.8 - Potencial de ag&o exibido em um osciloscépio (adaptada de (URL 4))

O potencial de acdo ¢ um fendmeno de natureza eletroquimica e ocorre devido a
modificagdes na permeabilidade da membrana do neurdnio, que permitem a passagem
de ions de um lado para o outro da membrana. Como os ions sdo particulas carregadas
eletricamente, ocorrem também modificacdes no campo elétrico gerado por essas

cargas.

A membrana de alguns tipos de neurdnios ¢ polarizada em repouso com valor
cerca de -90 mV (GUYTON, 2002). Com a despolarizagdo, hd um pico de até cerca de
+35 mV. Observa-se um aumento rapido do potencial de membrana; seguido de uma
descida também rapida, até um valor inferior ao valor de repouso (cerca de -100 mV), e,

por fim, um lento retorno até o valor de repouso de -90 mV (Figura 2.9).

+35 mV
65 mV
-90 mV / \\ e
-100 mV

Figura 2.9 — Representacédo de uma onda de despolarizacao e repolarizacéo
associada ao potencial de acéo (adaptada de (GUYTON, 2002))
No entanto, para que seja deflagrado um potencial de agdo ao longo do axdnio, é
necessario que o estimulo sofrido pela membrana do neurénio (no dendrito, no corpo,

ou no cone axonal) seja capaz de elevar abruptamente o potencial da membrana de 15 a
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30 mV (GUYTON, 2002), ou seja, o potencial deve chegar a cerca de -65 mV

(potencial de limiar).

Apesar do impulso nervoso ocorrer no sentido do axdnio, a onda de
despolarizacao/repolarizagdo da membrana se propaga em todos os sentidos a partir do
ponto em que foi deflagrada (Figura 2.10). Todavia esta onda cessa ao atingir a regiao
da membrana préxima ao corpo do neurénio, bem como aos dendritos. Com relagdo ao
axonio, a onda segue até os botdes sindpticos e 14 desencadeia uma rea¢do quimica, que

caracterizard a comunica¢do do neurénio com a célula seguinte.

Em virtude do gradiente de concentragdo e da carga negativa do fluido
extracelular, os ions entram na fibra através dos canais i6nicos. A entrada de sodio
despolariza a membrana, isto ¢, a face da membrana imersa no fluido extracelular das
fibras se torna menos negativo, em relacdo ao interior. Se esta despolarizagdo,
denominada potencial gerador, alcanga o nivel critico (limiar), a membrana ira gerar um

potencial de agdo.

Estimulo 4

I
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. 4

Despolarizacio da membrana,
provecande impulse nervoso (L)

Figura 2.10 — Potencial de acdo (adaptada de (VILELA, 2005))
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Uma vez atingido o limiar, o potencial de acdo ocorre com amplitude e duragao
fixas. Se o limiar ndo for atingido, ou seja, a despolarizacao ou o influxo de s6dio nao
forem suficientemente fortes, ndo ocorre o potencial de acdo (Figura 2.11). Este

fendmeno ¢é conhecido como principio do tudo-ou-nada (GUYTON, 2002).

Ocasionalmente, o potencial de agdo alcanga um ponto na membrana onde nao
gerara voltagem suficiente para estimular a drea adjacente da membrana. Quando isso
ocorre, a propagacao da despolarizacdo ¢ interrompida. Portanto, para que a propagagao
de um impulso continue, a propor¢do entre o potencial de acdo e o limiar de excitagdo

deve ser, a qualquer tempo, maior que 1.
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Figura 2.11 - Principio do “tudo-ou-nada’: em A), o potencial de acédo (PA)
do neurbnio pré-sindptico gera um potencial pds-sinaptico excitatdrio
(PPSE) que ndo chega a atingir o limiar; em B), um trem de PAs gera um
PPSE que ultrapassa o valor de limiar, o que faz com que seja deflagrado
um PA no neurdnio pos-sinaptico (adaptada de (LENT, 2001))

A medida que se abrem os canais de sodio, abrem-se também os canais de
potassio, entretanto de forma mais lenta. Quando os canais de sdédio estdo
completamente abertos, os de potassio ainda estdo se abrindo, ou seja, com o passar do
tempo, aumenta a quantidade de potdssio que sai da célula, fazendo com que a
amplitude do potencial de acdo comece a diminuir. Quanto menos positivo o potencial

de membrana, menos sodio entra na célula, ¢ com a saida de mais potdssio, mais o

potencial avanga no sentido negativo, retornando ao repouso.
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Porém, antes da membrana se repolarizar, o potencial ultrapassa o potencial de
repouso, devido ainda a lentiddo dos canais de potassio, que estdo se fechando
novamente. Desta forma, o potencial vai lentamente retornando ao valor de repouso.

Isso pode ser observado na Figura 2.9.

2.4.2 Potencial Pos-Sinaptico (PPS)

Para uma sinapse excitatoria, o resultado do potencial de a¢do do neurdnio pré-
sinaptico ¢ a geracdo de um PPS despolarizante, ou seja, um potencial que tende a
aproximar-se do potencial de limiar. Isso faz com que o neurdnio pds-sindptico tenha

mais facilidade em disparar potenciais de acao.

Quando sinapses excitatorias descarregam sobre as superficies dos dendritos ou
do soma de um neurdnio, gera-se um potencial pds-sinaptico que persiste por muitos
milissegundos, especialmente quando alguma das substincias transmissoras sindpticas
de longa duragdo esta envolvida. Esse potencial pode continuar a excitar o neurdnio,

fazendo com que ele transmita uma salva de impulsos de saida (GUYTON, 2002).

Ja no caso de uma sinapse inibitéria, o resultado do potencial de acdo do
neurdnio pré-sinaptico ¢ a geragdo, no neurdnio seguinte, de um PPS hiperpolarizante,
ou seja, um potencial que tende a afastar-se do potencial de limiar. Isso faz com que o
neurdnio pos-sinaptico tenha mais dificuldade em disparar potenciais de acdo (LENT,

2001).

Como o neurdnio pos-sinaptico recebe inimeras agdes sindpticas, sua atividade
depende do somatoério de todos os potenciais gerados por todas as sinapses que ocorrem
em sua membrana. Este processo de somagdo ¢ denominado de integracdo sinaptica.
Por exemplo, o potencial de repouso da membrana do soma neuronal de alguns tipos de
neurdnios ¢ de cerca de -65 mV (Figura 2.12). Na sinapse excitatoria, este potencial
sobe para -45 mV (potencial pos-sinaptico excitatorio — PPSE). Entretanto, a descarga
de um so6 terminal ndo ¢ capaz de elevar o potencial desta forma, assim, sdo necessarias
varias descargas simultaneas de muitos terminais, por exemplo de 40 a 80 terminais

para um neurénio motor comum (GUYTON, 2002). Na sinapse inibitoria, o potencial
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cai a -70 mV (potencial pds-sinaptico inibitério — PPSI), impedindo a agdo do neurdnio

poOs-sindptico, ou seja, impedindo que os outros neurdnios possam ativa-lo.

A
Neurénio em Repouso
Segmento inicial
B .. do axbnio
—
Excitatério \ -
Influxe
de Na- Propagacao do
Neurbnio Excitado potencial de agao

C  Influxo de CI

Inibitario

de K’

Neurénio Inibido

Figura 2.12 — Eventos eletroquimicos da sinapse excitatoria e sinapse
inibitdria (adaptada de (GUYTON, 2002))

2.5 Medidas Neurofisiologicas: Matrizes Multieletrodo
(MEA)
2.5.1 Culturas celulares

Em condicdes apropriadas, a maior parte das células vegetais e animais poderao
viver, multiplicar-se e até mesmo expressar propriedades diferenciadas em uma placa de
cultura de tecidos. As células podem ser observadas sob o microscopio e varias analises
analisadas bioquimicamente, € os seus aspectos morfologicos, imunologicos e
farmacéuticos podem ser explorados. Experimentos com células oriundas de cultura sao,
as vezes, ditos como tendo sido conduzidos in vitro para contrasta-los daqueles
experimentos com organismos intactos, os quais sdo referidos como conduzidos in vivo.
Os termos podem ser confusos porque sdo freqiientemente utilizados com sentidos

diferentes por bioquimicos, para quem in Vvitro é aplicado em referéncia a reagodes



48

bioquimicas ocorrendo em cultura; enquanto in vivo ¢ aplicado para qualquer reagdo que

ocorra dentro de célula no seu ambiente natural.

A técnica de cultura celular foi inaugurada por Ross Granville Harrison, no
inicio do século XX (BEADLE, 1988). Ele realizou experimentos com sapos e
posteriormente com pintinhos, mostrando que fibras nervosas desenvolvem-se a partir
de corpos celulares individuais, ao contrario do que até entdo se acreditava. Entretanto,
ha apenas trinta anos atras, os métodos de cultura de células comecaram a ganhar
proeminéncia na neurobiologia, motivados por duas descobertas. A primeira, os
neuroblastos, sdo células embriondrias do tecido nervoso que originam outras células
nervosas, obtidos de um tumor, que podiam ser investigados e controlados quando
mantidos em cultura, de forma a induzir a diferenciacdo neural (SCHUBERT, 1969). A

segunda, as culturas monitoradas in vitro, pela elongacdo axonal (BRAY, 1970).

Existem basicamente trés métodos para cultura de células: o uso de células
dissociadas, cultura organotipica e de reagregacdo (BANKER, 1991). A cultura de
células dissociadas ou dispersas apresenta como vantagem a manutencdo das
propriedades morfo e fisiologicas presentes no tecido de origem. A cultura organotipica
se refere a transplantacdo de tecido; sua vantagem principal é a preservagdo da
arquitetura do tecido. Por outro lado, esta técnica € aplicavel apenas se o tecido ¢ ou
pode ser manipulado na forma laminar. As células reagregadas sdo dissociadas e
mantidas em suspensao; elas tendem a se reagregar em pequenas esferas se mantidas em
frascos e centrifugadas. Este tipo de cultura ¢ adequado para o estudo do
amadurecimento neural (STIER, 1993). A técnica mais adequada para avaliagao de
crescimento axonal e formagdo de sinapses entre neurdnios ¢ a dissociacdo. Nesta
técnica, as culturas podem ser primarias, sendo utilizadas nos experimentos diretamente
logo apos extragdo, sem qualquer alteracdo; e de linhagens celulares, em que o processo
de mitose ¢ induzido. Neste ultimo caso, as células se multiplicam originam varias
geragdes, criando uma populagdo com caracteristicas genéticas homogéneas e bem

conhecidas.
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2.5.2 Interface bioeletronica

Uma interface bioeletronica corresponde a um sistema onde um pedago de tecido
nervoso, geralmente mantido vivo em cultura celular, ¢ conectado a um circuito elétrico,

na tentativa de se estabelecer um intercambio bidirecional de informacao.

A Figura 2.13 ilustra o funcionamento dessa interface, ou seja, a integracdo do
sistema neural a eletronica digital (BONIFAZI, 2002). No primeiro passo (a), ¢ ilustrada
a interface individual das células nervosas. No proximo passo, o par de células nervosas
¢ acoplado. No arranjo (b), a estimulacdo do neurdénio A induz a transferéncia do
potencial de agdo pela rede neural para o neurénio B, cujo sinal ¢ gravado através do
transistor. No arranjo (c), o registro do sinal do neurénio A ocorre pelo transistor, sendo
transferido posteriormente para o chip de microeletronica, até atingir o neuroénio B, que
¢ entdo estimulado. No ultimo passo (d), as redes neurais sdo definidas e a criagdo do
chip para a comunicacao ¢ estabelecida, fornecendo uma rede dindmica e computacional
para as comunicacdes bidirecionais entre os sinais. Portanto, a conexdo neuronio —

circuito — neuronio € o passo elementar da interface bioeletronica.
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Figura 2.13 — Interface bioeletronica (adaptada de (FROMHERZ, 2003))

Dentro do que foi acima exposto e, considerando dois circuitos hibridos com
neurdnios baseados em chip de silicone (arranjo (c) da Figura 2.13), a Figura 2.14

ilustra a dindmica de cada neur6énio A e B. No item (a) desta ultima figura, apresenta-se
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o potencial de acdo do neurdénio A, correspondente a atividade elétrica basal ou
espontanea, a qual ¢ captada e amplificada por um circuito, gerando a onda (c). Em
seguida, os picos da ultima onda, correspondentes a ocorréncia de um potencial de acdo
no neurdnio A, sdo detectados através de algoritmos de processamento, resultando na
onda (e). Apdés um ajuste de amplitude e de freqiiéncia, de forma a garantir uma
coeréncia bioldgica, o sinal (e) ¢ transformada em (f) através de circuitos ldgicos, os
quais, finalmente, geram uma onda de estimulacdo (d). Esta ultima ¢ aplicada ao
neurdnio B através de outra interface bioeletronica, induzindo potenciais de agdo em B,

como mostrado em (b).
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Figura 2.14 — Caminho neur6énio- chip - neurénio (adaptada de (FROMHERZ, 2003)).
Vide arranjo (c) da Figura 2.13

2.5.3 Matrizes Multieletrodo (MEA)

A atividade elétrica em sistemas biologicos ¢ tradicionalmente monitorada com

eletrodos, como por exemplo, na técnica de “patch-clamp”(GUEDES, 1989).

Matrizes Multieletrodo correspondem a um refinamento do conceito de interface
bioeletronica (FROMHERZ, 2003), (BONIFAZI, 2002)), e consistem em circuitos de
dimensdes micrométricas montados sobre um substrato, ¢ dotados de um conjunto de
eletrodos, os quais sdo colocados no soma do neurénio (Figura 2.15). A condigdo ideal
para o uso destas estruturas exige que o corpo celular se localize sobre um eletrodo, ou
entre dois eletrodos vizinhos. Para que isto ocorra, ¢ necessario o posicionamento da

célula no local do eletrodo, bem como o tratamento adequado do substrato, de forma a
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promover a aderéncia celular, ou seja, o substrato ¢ uma das varidveis a serem
consideradas no processo de fabricagao.

Tecido
Nervoso

Microeletrodo Substrato

Figura 2.15 - Conjunto de eletrodos em um tecido
nervoso (adaptada de (RENNAKER, 2005))

As MEAs sdo utilizados para acessar de forma sistematica e seletiva os
potenciais de acdo associados a feixes ou fibras nervosas, sendo que varios testes em
modelos animais ja sdo realizados em diversos centros de pesquisa (URL 5). Elas
permitem registrar simultaneamente a atividade elétrica de cerca de centenas de
neurdnios. Os eletrodos da MEA podem também ser usados para estimular neurénios,
de forma ndo-invasiva, seguindo uma conexdo entre a rede neuronal de cultura e um

computador.

A Figura 2.16 ilustra a aplicagdo de MEAs em outros métodos de cultura. Na
primeira (a), um extrato da massa branca do cerebelo ¢ posicionado sobre um substrato
contendo microeletrodos, para extragdo dos sinais. J4 na segunda (b), os eletrodos
(representados por hastes negras) sdo posicionados sobre os axdnios de embrides de
ratos, apos 14 dias em cultura, evidenciando o nimero de células acessiveis que foram

atingidas.
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