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Resumo

Em um dos estagios do processamento visual da mosca - a placa lobular, uma para
cada hemisfério da cabeca da mosca - n6s encontramos neuronios dedicados a detecgao e
processamento do auto-movimento. Um destes neurdnios, chamado H1, detecta o movi-
mento de tras para frente na horizontal e os dois neurénios de cada lado da cabeca
interagem, melhorando a extracao da informacao sobre o estimulo gerado pelo ambiente.

Neste trabalho nos apresentamos uma instalagao experimental de registro simultaneo
dos dois neuronios H1, discutimos as dificuldades associadas com este esforco e os dados
preliminares obtidos.

Os spikes gerados pelos neurdnios H1 sao registrados extracelularmente com elétrodos
de tungsténio, alimentam um head-stage, um pré-amplificador e um discriminador, todos
dispositivos eletronicos analogicos, para serem processados em um digital, a fim de registar
os tempos de chegada dos spikes com precisao de microssegundos. O hardware analogico
e o digital sao controlados pelo software Linux RealTime, baseados em RTLinux.

O sistema de aquisi¢ao dos spike-times possui trés canais de entrada e um de saida:
uma entrada para cada H1 e um para sincronizacao e uma saida para o envio do estimulo
com 16 bits de resolucao, que consiste no movimento horizontal de uma tela fixa.

Nos discutiremos as dificuldades encontradas durante os testes/eliminacao dos erros
do equipamento. Estas tém sua origem em ter que controlar o "wetware” bioldgico e no
hard/software eletronicos.



Abstract

In one of the fly’s optical processing stages - the lobula plate, one for each hemisphere
of the fly’s head -, we find neurons dedicated to the detection and processing of self-
motion. One of these neurons, called H1, detects horizontal back-to-front motion and the
two neurons of each side of the head interact, improving the extraction of information
about the stimulus generated by the environment.

In this work we present an experimental setup to record simultaneously from the two
H1 neurons, discuss the difficulties associated with this endeavour and preliminary data
obtained.

The spikes generated by the H1 neurons are picked up extracellularly with Tungsten
electrodes, are feed via a head-stage, a preamplifier and a discriminator, all electronic
analog devices, to be processed from here on digitally, in order to register the spike
arrival times with microsecond precision. The analog and the digital hardware, based on
RTLinux, are controlled by Linux RealTime software.

The spike-time acquisition system has three input and one output channel: one input
for each H1 and one for sinchronization and one output for delivering the stimulus with
16 bits resolution, consisting of the horizontal positions of a rigidly moving picture.

We discuss the difficulties encountered during the testing/debugging of the equipment.
These have their origin both having to control the biological "wetware"and the electric
hard /soft-ware.
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1 Introducao

A razao da escolha da mosca estd no fato de ser um sistema simples, que permite
transportar as técnicas experimentais e teoricas da fisica para a pesquisa biologica e
assim fazer experimentos in vivo, os quais podemos executar e analisar num contexto de
muitos parametros, onde todos sao aparentemente necessarios e precisam ser controlados

com o minimo de interferéncia no comportamento do organismo.

Quando os experimentos sao repetidos nas mesmas condicoes, os resultados podem
ser reproduzidos dentro de erros toleraveis e do inevitavel ruido bioldégico. A mosca é um
animal de facil manipulagao e criagdo em laboratorio e nos possibilita realizar aquisigoes

por longos periodos de tempo.

Estamos interessados na ordem Diptera, mais especificamente nas moscas da espécie
Chrysomia Megacephala que devido aos exaustivos estudos das tiltimas décadas, tanto no
aspecto neurofisiologico [3, 8], como no aerodindmico [5] nos deu um certo conhecimento

sobre suas propriedades.

A mosca usa a informacao visual, sua fantastica aerodinamica e seu mecanismo de
voo extremamente eficiente, para realizar acrobacias aéreas, que lhe permitem fugir de
predadores ou perseguir outras moscas para o acasalamento, etc. Em caso de perseguicao
a outra mosca, a mosca que persegue deve estimar a posicao instantanea da outra e a partir
dessa imagem ajustar sua velocidade angular de modo a reduzir a distancia entre elas. Mas
como a mosca usa essa informacao, que é codificada por seus neuronios, para interpretar

seu proprio movimento, e assim fugir dos predadores ou perseguir outras moscas?

Para investigar alguns aspectos de como a mosca codifica e interpreta seu proprio
movimento ¢ necessario entender melhor como se da a interagao entre alguns neuronios
do seu sistema visual. Entao precisamos de um sistema de aquisicao de sinais neurais
que possa registrar os tempos dos spikes (potenciais de acao) dos dois neuronios H1

simultaneamente, quando submetidos a um mesmo estimulo.

O H1 é um neurénio do sistema visual da mosca localizado na placa lobular (um dos
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estagios do seu sistema visual), ele é de facil reconhecimento devido ao seu tipo de resposta
a estimulos visuais. A resposta se da através da geragao de pulsos (spikes = potenciais de
acao) possibilitando aquisigoes eletrofisiologicas extracelulares. Existem dois H1, cada um
localizado na placa lobular de cada hemisfério da cabeca da mosca. O H1 é responsavel
pela detecgao de movimentos horizontais no sentido tras para frente, e faz parte de um
mecanismo de deteccao de velocidade, que pode servir para medir seu auto movimento, a

rotacao e a translacao.

Pensando no estudo da interacao entre os H1, que através do fluxo 6tico pode dar
informacoes sobre o auto movimento da mosca, implementamos um sistema de aquisicao
de sinais neurais multicanal de tempo real, com uma resolucao temporal de aproximada-
mente 25us para os tempos dos spikes. Para termos essa precisao usamos um computador
que utiliza um sistema operacional de tempo real (RTLinux free kernel 2.4.4) e um hard-
ware dedicado externo, que utiliza o porto paralelo (LPT1) como meio de comunicagao
com o computador que é o responsavel pela medida e registro dos tempos de ocorréncia

dos spikes.

O sistema de aquisicao possui trés canais de entrada e sua resolucao temporal é limi-
tada pelos tempos de laténcias de software e hardware do computador para o atendimento
de interrupgoes. A interrupcao ocorre com a chegada de um sinal ao discriminador, o que
libera um processo no computador para registrar o tempo de ocorréncia desse sinal (no
caso um spike de um dos neurdnios ou um sinal do sistema de sincronismo de geracao
de imagens). Dos trés canais, um é utilizado para o registro e sincronismo do sistema de
geragao de imagens de estimulo, que a cada 2ms muda a mesma tela para uma posicao
diferente no monitor. Os outros dois canais sao para o registro dos instantes de ocor-
réncia dos spikes dos neuronios. O sistema conta também com uma saida analdgica com

resolugao de 16 bits para a geracao de estimulos visuais.

No Capitulo dois faremos uma breve descricao do sistema visual da mosca e das

propriedades do H1, e a explanacao de suas interacoes com outros neuronios.

No Capitulo trés apresentaremos o preparo da experiéncia em si, algumas propriedades

do sistema de aquisicao e a geragao de estimulos.

No Capitulo quatro, os testes feitos com o equipamento para valida-lo, assim como
as dificuldades apresentadas e as possiveis solucoes, seguidos de uma breve descricao de

filtros passivos e ativos.

No Capitulo cinco apresentaremos alguns resultados simples, como os rasters e as
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taxas de disparo para alguns estimulos.

E no Capitulo seis informaremos algumas conclusoes sobre o que foi feito e o que

poderemos fazer futuramente.

E finalmente, um pequeno apéndice falando da ordem das dipteras.
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2 Sistema Visual

Conhecer algumas propriedades bésicas do sistema neural da mosca e o papel de
determinados neuronios no processo da codificacao da informagao visual é fundamental

para a compreensao do nosso trabalho.

O sistema visual da mosca pode ser dividido em: retina, lamina, medula, l6bula e
placa lobular (ver figura 2). Todos estes estagios sao formados por regioes que refletem a
posicao relativa dos omatideos no olho. Portanto, as imagens visuais captadas pelo olho
sao projetadas retinotopicamente nos estagios seguintes de tal forma que as relagoes de

vizinhanca entre pontos da imagem sao conservadas dentro do sistema nervoso [3, 12]

Figura 1: O olho composto da mosca

A informagao visual comeca a ser codificada nos olhos (figura 1). Na mosca, os olhos
sao formados por aproximadamente 5000 omatideos por olho composto. O omatideo é um
pequeno olho, entao a imagem percebida pela mosca é uma combinagao da informacao
recebida pelos varios omatideos que formam o olho composto da mosca. O eixo O6ptico
de cada omatideo possui orientacao precisa em relagao aos seus vizinhos. Como o olho
da mosca é "formado por varios olhos pequenos (omatideos)” nao existe uma lente central
ou retina resultando em uma ma resolugao da imagem, no entanto, ela consegue detectar

movimentos rapidos e a polaridade da luz.
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Figura 2: Representacao esquematica do sistema visual da mosca - corte lateral

A transformacao da luz em sinal elétrico ocorre através da absorcao de fotons por
um pigmento visual presente nas células foto-receptoras, o 3-hidroxi-retinal, que é ligado
a xanthopsina. KEssa proteina se deforma quando absorve um foton, desencadeando um
complexo processo bioquimico que resulta na despolarizacao da membrana celular da

célula foto-receptora [14, 15].

Cada omatideo consiste de uma lente e de um rhabdomero. O omatideo tem o formato
hexagonal e é constituido por um conjunto de oito células foto-receptoras, duas centrais
(R7 e R8) e seis periféricas (R1-R6). As células periféricas (R1-R6), tém a mesma sen-
sibilidade espectral, com picos na regiao do UV. A célula R7 tem o pico de absorcao na

regiao do UV (ultravioleta) e a R8 na regiao do azul ou verde [4].

Os foto-receptores R1-R6 de omatideos vizinhos tém eixos 6ticos paralelos. Os sinais
destes seis foto-receptores sao combinados no primeiro ganglio 6tico, a lamina. Os outros

dois, R7 e R8, nao tém conexao ao nivel da lamina e vao direto para o préximo nivel, a
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medula. A luz atravessa uma lente de 30um de diametro que a projeta no final de uma
estrutura cilindrica denominada rhabdomero. Os rhabdomeros das células foto-receptoras
sao oticamente isolados e cada um deles recebe luz de uma determinada posicao do campo

visual.

Os foto-receptores periféricos (R1-R6) projetam seus axonios na mesma regiao da
lamina, que é o proximo estagio do processamento visual. Os foto-receptores de omatideos

vizinhos convergem para um mesmo ponto da lamina conhecido como coluna laminar.

Na lamina o sinal dos foto-receptores é invertido, amplificado e filtrado de maneira que
apenas a variacao da intensidade da luz seja codificada. Codificando apenas o contraste
[10] a mosca evita o problema de ter que acomodar cinco ordens de grandeza de intensidade

de luminosa, que é a variacao tipica de um dia.

A medula foi pouco estudada devido ao tamanho diminuto de suas células, que di-
ficulta aquisicoes eletrofisiologicas, mas ha evidéncias de que algumas células estejam

envolvidas na detec¢ao do movimento no campo visual [6] .

A 16bula recebe informacao de uma grande quantidade de células da medula e pouco
se sabe sobre sua funcao no sistema visual. Mas ha fortes evidéncias de que ela esteja
envolvida na deteccdo de movimento. Isto devido ao fato de ter neurbénios sensiveis ao
movimento que s6 as moscas macho possuem [6], indicando a possibilidade de que a 16bula
esteja envolvida na deteccao e perseguicao de pequenos objetos no campo visual, funcao

que os machos desempenham melhor que as fémeas [9).

Na placa lobular ha cerca de 60 neuronios grandes (didmetro de 10 ym em média),
que sao responsaveis pela deteccao de movimento em determinadas direcoes e sentidos.
Eles sao classificados de acordo com a direcao e sentido preferenciais, modos de resposta

e propriedades de integracao do estimulo.

Os neuro6nios que respondem por meio de potenciais de agao (spikes), projetam seus
axonios ou no hemisfério contralateral (que é o caso do H1) ou no cérebro central [7]
como indica a figura 3. O H1 e o V1 (figura 3) respondem através de potenciais de agao.
A classificagao pela dire¢do e sentido preferenciais é horizontal (H) e vertical (V). E em
relacao as propriedades de integracao, a maior parte das células identificadas responde

melhor quanto maior for o tamanho do padrao visual.

Desses sessenta neurtnios da placa lobular, temos um interesse maior no H1, que
é sensivel a movimentos na direcao horizontal sentido "tras para frente”, codificando a

informacao através de spikes, e que projeta seu axonio na placa lobular do hemisfério
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Figura 3: Células tangenciais da placa lobular da Calliphora. As setas a direita indicam a
direcao preferencial (setas fechadas) e dire¢oes nulas (setas abertas) das células. Diametro
médio das células é de 10 um. A: anterior; P:posterior

contralateral.

O H1 dispara pulsos o que facilita as aquisicoes eletrofisioldgicas, nao sendo necessario
fazer aquisicoes intracelulares. Além disso, na placa lobular nao existe outro neurénio com
as mesmas propriedades do H1. Ele responde a estimulos em praticamente todo o campo
visual devido ao fato de que sua rede dentritica cobrir toda a placa lobular, o que facilita

a identificagao pela sua resposta eletrofisiologica [7].

O H1 codifica informacao sobre a velocidade da imagem, direcao e sentido preferenciais

e também é sensivel a outros parametros como contraste e tamanho da imagem |[2].

A interacao entre os H1 pode nos permitir entender como a mosca codifica seu movi-
mento. No caso sabemos que quando a mosca esta virando a cabeca temos uma resposta
maxima de um de seus H1, pois quando um H1 é excitado, ele através do CH e do HS

inibe o outro. No caso da translacao a resposta é minima, pois a direcao do estimulo é
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contraria & direcao de excitacao ou caso contrario um H1 inibe o outro fazendo com que
tenhamos uma resposta minima. Mais detalhes de como funciona a interagao entre os H1,
CH e HS em [13].
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3 Aquisicao de Dados

3.1 Descricao da Experiéncia

Utilizamos moscas criadas em laboratorio a fim de controlar sua idade, preferencial-
mente moscas da espécie Chrysomia Megacephala de 5 a 15 dias de vida, cujo ciclo vital

é de mais ou menos 730 dias”.

Apo6s a mosca estar fixada com cera em um tubo plastico, retiramos cirurgicamente
a quitina da parte posterior de sua cabeca, de ambos os hemisférios. Também retiramos
uma camada de gordura que cobre o local, e um miisculo que se encontra na regiao para

evitarmos a contaminacao da aquisicao pelos spikes gerados por esse musculo, figura 4.A.

Figura 4: Moscas abertas: A - Mosca antes dos eletrodos. B - Mosca pronta para a
aquisicao

A mosca é levada a outra mesa onde introduzimos dois eletrodos de tungsténio em
sua cabega, sendo um de cada lado, para registrar os pulsos emitidos pelos H1’s (figura

4.B). A identificacao é feita através de seu modo de resposta, de sua dire¢ao e sentido
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preferencial e da sensibilidade espacial, que abrange praticamente todo o campo visual.

O sinal é encontrado no axénio do H1. O estimulo visual é apresentado do lado
direito mas o sinal do H1 é registrado pelo eletrodo do lado esquerdo (contralateral), o
mesmo vale quando apresentamos o estimulo visual do lado esquerdo e o sinal do H1 é
registrado pelo eletrodo direito. Uma vez que encontramos o sinal do H1 de um dos lados
procuramos o sinal do outro lado tomando o devido cuidado de nao interferir no primeiro
sinal encontrado, evitando a presenca de sinais cruzados, pois existe a possibilidade de
pegarmos o contralateral (o H1 esta no hemisfério oposto ao que estéa recebendo o estimulo
visual) e o ipislateral (O H1 estd no mesmo hemisfério que esté recebendo o estimulo
visual) no mesmo eletrodo, e de outros neurdnios (por exemplo, os verticais). Uma vez
que encontramos os sinais de ambos os H1’s, podemos realizar, com um pouco de sorte,

até 15 horas de aquisigao extracelular estavel e sem interrupcoes.

Para calibrar o sistema que gera os estimulos usamos um estimulo que nao privilegia
nenhum dos H1 para centralizarmos o monitor. Esse estimulo tem a forma de uma onda
quadrada, ver figura 5, de forma que estimulamos um H1 por vez. Tentamos igualar as
taxas de disparo dos neurdnios movendo o monitor horizontalmente (direita ou esquerda).
Como os H1’s sao diferentes, eles tém taxas de disparo diferentes, entao temos que olhar o
nosso contador de spikes durante alguns minutos para podermos enxergar essa “"igualdade”

entre as taxas de disparo dos H1'’s.

velocidade da tela a cada 2ms + 10 posigén da tela a cada 2ms
il
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Figura 5: Em azul temos a velocidade da tela a cada 2ms e em vermelho as posi¢oes da
imagem na tela a cada 2ms. O raster para este estimulo pode ser visto na figura 19.
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Uma vez com os sinais encontrados e com o monitor centralizado, mostramos para a
mosca um estimulo visual, que se move na horizontal. No caso do teste do sistema de
aquisicao usamos estimulos descorrelacionados e outros quatro com tempos de correlacao

de 4, 8, 12 e 16ms sendo todos com média zero.

3.2 Aquisicao de Dados

A aquisicao dos tempos dos spikes é feita extracelularmente através da resposta do H1
que ¢ obtida através de um eletrodo de tungsténio (modelo FHC - UEWSHGSEKP1M)
com impedancia entre 2 e 5 M) colocado na regiao de projecao do axonio do H1, no
hemisfério contralateral (no hemisfério oposto ao que esté recebendo o estimulo visual),
entao o eletrodo esquerdo pega o sinal do neurdnio direito e o eletrodo direito pega o sinal

do neuroénio esquerdo.

O sistema ¢é formado pelo head stage, pré-amplificador, filtro, discriminador, hardware
dedicado e computador com sistema operacional RTLinux free. O sistema conta também
com uma saida analégica com resolucao de 16bits para a geragao de estimulos, discutida

adiante.

b E—
Analog Front End
Audio monitar 0
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] ,h Head - PreAmp * BF Filter Diserim
: Stage
'. T

Figura 6: Esquema do front end anal6gico do sistema de aquisigao.

Com a atual configuracao temos uma precisao da ordem de 25us, essa precisao pode
variar conforme as caracteristicas do computador, tais como, a velocidade do clock da

CPU, laténcias de hardware etc.
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O sistema pode ser dividido em uma parte analogica (Analog Front End) e outra
digital. A parte analogica é formada pelo head stage, pré-amplificador, o filtro passa-
faixa e o discriminador (versao final do sistema de aquisi¢ado multicanal). O discriminador
faz a ligacao entre a parte digital e a analogica. A parte digital é formada por um hardware
dedicado em comunica¢ao com o computador. Na figura 6 temos um esquema da parte
analdgica do sistema, na figura 7 temos o esquema do sistema de aquisi¢do e na figura 8

uma foto do sistema de aquisicao.
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Figura 7: Esquema do sistema de aquisicao

O sinal do neurdnio do sinal do H1 (é da ordem de 100 pv) é amplificado cerca de
10 mil vezes em seguida filtrado (por um filtro ativo tipo Bessel de terceira ordem com
freqiiencia de corte entre 300hz e 5Khz), e depois processado por um discriminador de
pulsos, que detecta a ocorréncia de um pulso quando um sinal ultrapassa um certo limiar
de tensao. Esse limiar é ajustado manualmente levando em conta a relacao sinal ruido

(SNR), ou seja, a variacao de amplitude do sinal.

O hardware dedicado recebe trés sinais de entrada, que sao: o sinal do neurénio
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direito, o sinal do neur6nio esquerdo e o sinal de sincronismo do sistema de geracao de
estimulo. Os sinais sao assincronos, entao uma das tarefas do hardware dedicado é a

sincronizacao com o circuito gerador do relégio interno e armazenar em registro.

O sinal que chega a qualquer entrada do hardware dedicado gera um pedido de inter-
rupcao ao microcomputador com RTLinux. Entre o pedido de interrupcao e a primeira
instrucao da rotina do software no computador existe um periodo de laténcia que no caso
é de + 4us. No caso de chegada em canais diferentes temos o registro do tempo simul-
taneamente. Caso dois sinais cheguem em um mesmo canal dentro do tempo de laténcia
da rotina, o segundo é armazenado em um registro intermediario e liberado apos o tér-
mino da rotina de interrupc¢ao, gerando um novo pedido de interrupcao para o registro

do segundo sinal.

O sistema operacional RTLinux, instalado no computador, adiciona uma camada no
kernel do Linux que toma o controle das interrupcoes do sistema, adicionando uma camada

de hardware virtual entre o kernel e o hardware.

Quando o computador executa a rotina de interrupcao, ele verifica o registro do hard-
ware dedicado para identificar o canal que gerou o pedido, e executa a leitura do registro
TSC (Timer Stamp Counter) e registra o instante do evento. O TSC é um registrador de
64bits, de alta precisao para medicao de tempos em PC, que conta os ciclos do clock da
CPU desde a inicializacao do processador. Assim a ocorréncia do pulso é registrado para

andalise posterior.

3.3 Geracao de Estimulos

Durante o experimento a mosca observa uma imagem que se movimenta na direcao
horizontal em um monitor de video (Modelo Tektronics 608). A posicao da imagem é
modificada a cada 2ms, pelo computador que controla a experiéncia usando uma seqiiéncia

de posicoes previamente definidas.

O sistema de video transforma cada posicao, de 16 bits de resolugao, em uma tensao
correspondente entre 0 e 5 volts, que é aplicado ao controle de posicao horizontal do
monitor, alterando a posicao da imagem. Nao h& movimento na vertical e a taxa de
varredura do monitor ¢ de 500Hz. A imagem pode ter o tamanho méximo de 256 X 256

pixels, com 256 pixels de intensidade, sendo a area ttil do monitor de video de 9 X 11cm.

Utilizamos o Matlab (Matlab7.0.1. Mathworks) para gerar os estimulos com uma
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Figura 8: O equipamento (a - discriminador; b - osciloscopios; ¢ - placa chaveadora; d -
caixas de som; e - PC com RTLinux; f - hardware dedicado; g - contador de spikes; h -
monitor; i - a mosca preparada para a aquisi¢ao)

distribuicao gaussiana para a velocidade, com media zero e com varios valores de tempo
de correlagao. No caso usamos 0, 4, 8 12 e 16 ms de tempo de correlacao, e mais um

estimulo de onda quadrada para a calibracao, mostrado na figura 5.

A duracao de cada estimulo é de 20 segundos, sendo que ele é repetido 120 vezes, nos
dando um tempo total de 40 minutos para a experiéncia. Dos 20 segundos do estimulo, os
10 primeiros segundos sao sempre repetidos e os 10 segundos restantes sao aleatorios, para
cada vez que o estimulo é repetido, os 10 segundos finais sao diferentes. Dos 10 segundos
iniciais temos que os 5 segundos finais sao o inverso dos 5 iniciais, como pode ser visto na
figura 9. No caso do estimulo em onda quadrada temos uma velocidade constante de 128

mm/s em um segundo e no posterior -128 mm/s.
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4 Metodologia

4.1 Testes

A experiéncia exige varios cuidados no inicio, como:

A procura dos sinais tem que ser a mais precisa possivel, pois o H1 esquerdo projeta

seu axonio até o lado direito, e vice e versa, assim podemos encontrar o sinal do H1

direito e do esquerdo no esquerdo no mesmo eletrodo.

e Tendo encontrado o sinal de um dos lados, devemos ter cuidado durante a procura
do sinal do outro lado, pois, podemos perder o sinal do neurdonio ja encontrado,

devido a comunicacao entre os lados da cabeca da mosca.

e Sinais de outros neuronios proximos que podem “contaminar’ a aquisi¢cao, pois na
regiao da placa lobular temos outros neurénios que também liberam pulsos quando

estimulados, por exemplo o V1.

e Temos que ter uma boa relagao sinal ruido(SNR) para ambos os canais do sistema.

Uma vez contornados os problemas iniciais significa que conseguimos um bom sinal.
Mas quando fizemos as primeiras aquisi¢oes nos deparamos com alguns problemas que

requeriam solucoes. Sao eles:

e O monitoramento dos sinais de saida e entrada do discriminador ficou mais compli-
cado, pois tinhamos seis canais para acompanhar (dois - esquerdo e direita - canais
para os spikes digitalizados, dois canais para o monitoramento do sinal anal6gico e
dois para acompanhar o nivel minimo de disparo do discriminador), e somente dois

osciloscopios.

e As taxas de disparo muito diferentes dos neurdnios, os quais acreditdvamos serem

simétricos, uma vez que eles estavam submetidos a um estimulo descorrelacionado e
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com média zero. Essa diferenca nas taxas de disparo acabava "poluindo” os raster,
pois, um lado sempre tinha muito mais spikes do que o outro fazendo com que o
raster ficasse muito denso de um lado, e assim nao permitisse enxergar as estruturas

que deveriam aparecer devido a dire¢ao preferencial de cada neurénio (figura 10).

raster

repeticoes
esqueda | direita

nEr 3 B
, " §
. : . it

.

: }';.
-4 : b '
I 1 2 3 4 B 7 g 9 10
tempo (seq)

Figura 10: Taxa de disparo do lado direito 48 spk/seg e esquerdo 39 spk/seg. Observamos
que o lado direito tem muito mais spikes

e Apareceram spikes com intervalos de tempo menores que o tempo de relaxacao dos

neur6nios que é de +/- 2ms, o que sugeriu testes no equipamento.

e As moscas sobrevivem pouco tempo com os dois lados da cabeca aberta, fazendo

com que tenhamos menos tempo para as aquisigoes.

e Surgiu o fato de termos algumas moscas estressadas, o que dispara um dos H1 de

forma constante, independente do estimulo, o que pode ser visto na figura 10.
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Tentamos abordar cada problema individualmente de forma que ficasse mais simples
entender o que estava ocorrendo. Os problemas de cunho biologico sao de dificil res-
olucao, mas os eletronicos podemos contornar, entao partimos para entender o que estava

ocorrendo.

Comecamos resolvendo o problema do monitoramento dos canais do discriminador,
para isso fizemos um chaveador para monitoramento dos canais (uma placa que muda
entre os canais, ou seja, entre os eletrodos esquerdo e direito). Cada um dos canais (que
sao dois) do chaveador, nos permite ver: a saida do head stage (sinal analogico do H1), o
sinal que vai para o hardware dedicado (sinal ja digitalizado) e o limiar minimo de disparo
(o valor minimo de tensao o qual o discriminador enxerga a ocorréncia de um spike). Isso

permitiu um melhor acompanhamento sem a necessidade de novos equipamentos.

Outra possibilidade, foi o uso de uma placa da axon para esse acompanhamento, o
que foi implementado posteriormente. Esta placa permite olhar até 16 canais simultane-
amente, também permite a realizagdo de aquisicoes eletrofisiologicas usando o programa
AxonScope. O Axonscope grava todo o sinal analogico do H1 (toda a curva), assim
podemos retirar os tempos dos spikes usando o Matlab posteriormente. Fizemos algumas
aquisicoes, usando essa placa da Axon, para verificar a presenca dos spikes que apareciam

com intervalos de tempo menores que 2ms, o que discutiremos mais adiante.

Para tentar acompanhar a quantidade de pulsos disparados e para ajudar na central-
izagao do monitor usamos um contador de spikes (ver figura 8) que nos da uma taxa de
disparo aproximada em tempo real. Esse contador, conta quantos spikes ha em uma janela
de tempo de nove segundos e mostra esse valor durante aproximadamente 1 segundo, o

que nos d4 uma nocao aproximada da taxa de disparo de cada H1.

Apobs termos melhorado a forma de monitorar o equipamento, termos uma forma de
observar a taxa de disparo aproximada de cada H1, de forma isolada e em tempo real,
passamos a abordar a situagao mais complicada que foi o surgimento de spikes com menos
de 2ms de intervalo entre eles. Isso nao deveria ocorrer, pois o tempo de ocorréncia de
um spike é de mais ou menos 1ms e o neuronio precisa de mais 1ms de "descanso” para

liberar outro spike, assim nao poderiamos ter intervalos entre spikes com menos de 2ms.

Nos tinhamos alguns suspeitos a averiguar: outros neurénios poluindo as aquisigoes
(de repente a localizagao dos eletrodos precisaria ser revista devido a possibilidade de
estarmos pegando alguns dos verticais), o discriminador (algum problema de hardware) ou
ruidos externos (problema de aterramento, uma fonte externa de ruido, sinais cruzados).

Entao os abordaremos individualmente.
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Comecamos por procurar nas moscas um outro lugar para pegarmos o sinal do H1,
entao montamos varias moscas e pegamos o sinal do H1 em locais diferentes da placa
lobular para ver se o problema era na posicao dos eletrodos, pois este poderia estar pe-
gando outros neurdnios, que apesar de nao responderem na direcao do H1, liberam pulsos
aleatorios, como no caso do V1. Verificamos que apesar da troca de lugar dos eletrodos
ou da impedancia dos eletrodos, a presenca dos spikes com menos de 2ms continuava,

indicando - nos a procurar algo no hardware.

Esgotadas as possibilidades com as moscas, passamos a investigar o hardware. Comegamos
procurando algo na parte analogica, entre os Head Stage e o discriminador (nessa época
sem o filtro tipo Bessel). Fizemos alguns testes para ver se o sinal de um lado estava
contaminando o outro, ou seja, se o sinal do lado direito estava passando para o outro

esquerdo, ou o contrario, em algum ponto do front end analdgico.

O teste da parte analdgica consistia de: estando com sinal dos dois lados, n6s desconec-
tavamos em alguns pontos, nos quais achdvamos que o sinal poderia estar se cruzando.

Esses pontos poderiam ser na entrada do discriminador ou no pré-amplificador.

Os passos do teste eram:

e Retirar o canal esquerdo da entrada do discriminador e fazer uma aquisicao s6 com

o canal direito;

e Retirar o canal direito da entrada do discriminador e fazer uma aquisicao s6 com o

canal esquerdo;
e Reconectar ambos os canais no discriminador;

e Retirar no pré-amplificador o canal esquerdo e fazer uma aquisi¢ao s6 com o lado

direito;

e Retirar no pré-amplificador o canal direito e fazer uma aquisicao s6 com o lado

esquerdo;
e Reconectar os dois canais no pré-amplificador ;

e Retirar o fio de referéncia do lado esquerdo e fazer uma aquisicao s6 com o lado

direito,

e Retirar o fio de referéncia do lado direito e fazer uma aquisicao s6 com o lado

esquerdo.
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Figura 11: Esquema fora de escala para representar o sistema de aquisicao como foi
montado primeiramente. O teste da parte analdgica do sistema de aquisicao foi feito
baseado nesse esquema. Esse esquema vale para a mosca virtual e a verdadeira.

Quando desconectavamos os fios de referéncia, o ruido do lado que estava sem o fio

de referéncia aumentava, mas o sinal era facilmente discriminado pelo equipamento, uma
. . AL ” ’

vez que aterrassemos os Head Stage, pois o fio de referéncia serve para o "aterramento

da cabega da mosca. O esquema do teste analdgico pode ser visto na figura 11.

Ligado Desligado Esquerda Direita
Spike | Intervalo % Spike | Intervalo %
<2ms < 2ms
esq. e dir. (normal) 46101 4597 9,97 | 51448 113 0,22
discriminador dir. discriminador esq. X X X 35454 22 0,06
discriminador esq. | discriminador dir. | 34433 424 1,23 X X X
pré-amplif. dir. pré-amplif. esq. X X X 53155 14102 26,53
pré-amplif. esq. pré-amplif. dir. 37600 186 0,46 X X X
fio de ref. dir. fio de ref. esq. 32400 3392 10,47 | 41119 766 1,86
fio de ref. esq. fio de ref. dir. 60089 3161 5,76 | 10235 1208 11,80

Tabela 1: A tabela mostra quantidade de spikes com intervalos de tempo menores de 2ms
com uma aquisicao de 5 minutos. Os X indicam que nao hé& valores nesses locais, pois
estavam desligados.

A idéia era verificar se o sinal de um lado estava contaminando o outro, verificando
assim o que chamamos de crosstalk. Infelizmente os spikes com intervalos menores de
2ms continuavam a existir, como pode ser visto na tabela 1, entao a possibilidade do
pré-amplificador estar com problema foi descartada, pois quando retirdssemos o conector
do pré-amplificador do lado direito nao poderia ocorrer sinais cruzados do lado esquerdo

e vice e versa, o que nao ocorreu. O fato dos Head Stage serem separados um do outro
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descartava a idéia do sinal estar cruzando nesse ponto. O que nos levou a crer que havia

algo errado do discriminador até o computador.
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Figura 12: Tela do programa AxonScope responsavel pela aquisicao analégica do sinal
dos H1. A tela de cima é o eletrodo esquerdo e a de baixo é o eletrodo direito. Nota-se a
auséncia de alguns spikes presentes na aquisicao analogica.

Colocamos a placa Axon para auxiliar no monitoramento do experimento. Fizemos
uma aquisi¢ao simultanea com o discriminador digital (nosso sistema de aquisi¢ao multi-
canal) e da placa Axon (que faz uma aquisicdo analogica). Com a aquisi¢do simultanea
poderiamos verificar a auséncia ou a presenca dos spikes com intervalo de tempo menor
de 2ms, desde que conseguissemos identificar uma seqiiéncia de spikes na aquisicao digital

e na analogica para comparar.

Quando comparamos ambas as aquisicoes vimos que os spikes com intervalo menor
de 2ms existentes no sistema digital nao existiam na aquisicao do sistema analdgico. Se
os spikes estivessem passando de um canal para o outro veriamos na aquisicao analdgica
spikes coincidentes em ambos 0s canais, o que nao se verificou na regiao em que o sis-
tema digital apresentou os spikes com intervalos de tempo menores de 2ms. Na aquisicao
analogica os spikes com menos de 2ms nao existiam e na aquisicao digital esses spikes
continuavam a existir (comparar figura 12 com a tabela 2), o que indicava erro no dis-

criminador ou no hardware dedicado.
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Para identificar uma seqiiéncia de spikes usamos o estimulo de onda quadrada, onde
é facil identificar o padrao de resposta de um dos H1. Na figura 12 vemos um momento
em que o neurdnio direito esta disparando (eletrodo esquerdo) e o neurénio esquerdo esta
quase sem responder (eletrodo direito), o que era de se esperar devido a seus sentidos
preferenciais. Uma vez identificado um dos spikes fazia-se a diferenca entre esse que foi
identificado e seus proximos, assim conseguiamos identificar uma seqiiéncia de spikes.
Ao verificarmos que os spikes com intervalo de tempo menor de 2ms nao apareciam na
aquisicao analdgica feita com o Axon, confirmamos mais uma vez que havia algo errado

com o discriminador.

Abaixo temos um exemplo de aquisicao no qual temos os spikes com intervalo menores
de 2ms, presentes no discriminador digital (tabela 2) e o mesmo trecho da aquisigao visto
no Axon na figura 12. Observando a tela do AxonScope vemos a auséncia dos spikes que
estao pintados de cinza na tabela. Os valores da tabela estao em segundos. Os valores da
aquisicao analogica sao menores devido ao fato de ocorrer um pequeno atraso de 254ms

em relacao ao inicio da aquisicao digital.

Tempo dos spikes direito (segundos) Tempo dos spikes direito (segundos)

Digital Analogico Diferenca Digital Analogico Diferenca
1,101032704 | 0,846339 0 1,038573056 | 0,783879352 0
1,241187584 | 0,98649388 | 0,140154880 | 1,03860992 | 0,783916216 | 3,686400E-05
1,289323264 | 1,03462956 | 0,188290560 | 1,050135296 | 0,795441592 | 0,011562240
1,297745408 | 1,043051704 | 0,196712704 | 1,050172928 | 0,795479224 | 0,011599872
1,393639424 | 1,13894572 | 0,292606720 | 1,0587008 | 0,804007096 | 0,020127744
1,429316608 | 1,174622904 | 0,328283904 | 1,05873792 | 0,804044216 | 0,020164864
1,451533824 | 1,19684012 | 0,350501120 | 1,068759552 | 0,814065848 | 0,030186496
1,459988224 | 1,20529452 | 0,358955520 | 1,068800256 | 0,814106552 | 0,030227200
1,470697728 | 1,216004024 | 0,369665024 | 1,076024832 | 0,821331128 | 0,037451776
1,606174464 | 1,35148076 | 0,505141760 | 1,076061696 | 0,821367992 | 0,037488640
1,733632768 | 1,478939064 | 0,632600064 | 1,081890816 | 0,827197112 | 0,043317760

Tabela 2: Do lado direito temos alguns exemplos de spikes com menos de 2ms de diferenca.
Os spikes em vermelho sao os probleméaticos. Nota-se que a diferenca do posterior para o
anterior é menor que 2ms.

Retiramos o discriminador para uma verificacao e descobrimos que ele tinha um diodo
em curto, o que estava influenciando no limiar de comparacao de baixo nivel do discrimi-
nador do canal esquerdo. Esse limiar é responsavel pelo registro do spike, pois ¢ ele que

diz ao discriminador que ocorreu um spike. Mas isto nao era a causa dos spikes com
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intervalos de tempo menores de 2ms, pois o erro estava somente em um canal e os spikes

apareciam em ambos os canais.

Figura 13: Mosca virtual. a - a mosca virtual vista lateral, b - o spike eletronico, ¢ -
gerador de spikes eletronicos, d - a mosca virtual vista de cima.

A suspeita continuava sobre o discriminador. Tentamos uma nova abordagem que foi
simular (ingenuamente) a cabe¢a da mosca usando um pequeno recipiente (onde fizemos
duas cavidades para representar os lados da cabeca da mosca com uma pequena comu-
nicac¢ao entre os lados), e um gerador de spikes eletronico. Preenchemos essas cavidades
com ringer, que ¢ um liquido que colocamos na cabeca da mosca quando esta comeca a

secar.

O gerador de spikes eletronico tem uma freqiiéncia ajustavel, entao cada lado tem
uma freqiiéncia diferente. Inserimos uma freqiiéncia constante, para analisarmos as taxas
de disparo que teriamos de cada lado. Usamos o mesmo método descrito na figura 11

para ver se continuavam os spikes com intervalos de tempo menores de 2ms.

A idéia de usar uma mosca eletronica era que, por sabermos a freqiiéncia que estéva-
mos colocando, tornaria mais facil enxergar o possivel problema. Também para facilitar
a aquisi¢ao, pois, muita vezes, nao conseguimos encontrar o sinal do H1 com relativa

facilidade, o que atrasava os testes.
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Simulamos o sinal do H1 atenuando o sinal saido do gerador de spikes cerca de 10000
vezes para termos um valor proximo & voltagem de disparo do H1. O spike gerado pelo

gerador de spikes pode ser visto na figura 13.b; nos o construimos de forma a ser parecido

com o spike da mosca.
A idéia era ver se o discriminador estava duplicando alguns spikes. O que nao foi

confirmado, pois nos raster vimos que as taxas estavam corretas, desde que o nosso ger-
ador de spikes estivesse ligado direto no discriminador. Os spikes duplos nao apareciam
quando colocavamos o gerador de spikes direto no discriminador, eles s6 ocorriam quando
injetdAvamos na mosca virtual indicando a presenca de um ruido ou algo que estava se

incorporando ao sinal que saia da cabeca da mosca virtual.
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Figura 14: Mostra a presenca de spikes duplos devido a alta freqiiéncia associada os sinal

do H1
Durante o processo com a “mosca virtual” foi observada uma componente de alta

freqiiéncia no sinal que estaria interferindo no discriminador, devido ao fato deste ser
muito rapido. Esta alta freqiiéncia que estava se associando ao sinal fazia com que ele
identificasse alguns spikes como se ocorressem dois (ver figura 14). Essa era a origem dos
spikes com intervalos menores de 2ms. O sinal estava muito instavel, entao foram feitos
dois filtros passivos, um passa alta e outro passa baixa, para colocar antes do sinal entrar

no discriminador. O filtro passa-alta cortava em 3Khz e o passa-baixa cortava em 4Khz
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(ver figura 16).

Esses filtros permitiram uma aquisicao mais limpa, ou seja, boa parte dos nossos spikes
duplos (spikes com intervalos menores de 2ms) sumiu, indicando que teriamos de colocar
filtros melhores. Os filtros atenuavam demais o sinal, de forma que foram substituidos
por um filtro ativo do tipo Bessel de terceira ordem que permite a passagem de sinais com
freqiiéncia entre 300Hz e 5Khz. Com a utilizagao desse novo filtro tivemos uma reducgao
significativa dos spikes indesejados sem a atenuacao dos filtros passivos. Faremos uma

breve descrigao dos filtros na se¢ao posterior.

Na figura 15 mostramos a diferenca do sinal com e sem os filtros. O que possivelmente
estava acontecendo é que um ruido externo de alta freqiiéncia estava se incorporando ao
sinal do H1, através do eletrodo, e como o discriminador tem resolucao o suficiente para
enxergar a variacao do sinal, ele interpretava uma queda devido a alta freqiiéncia que se
incorporava ao sinal como outro spike e assim, surgiam os spikes com intervalos menores
de 2ms, e o discriminador enviava para o hardware dedicado 2 spikes ao invés de 1. Como

podemos ver na figura 14 alguns spikes duplos aparecem devido a esse ruido de alta

freqiiéncia.
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Figura 15: Comparacao entre os spikes com e sem os filtro. O spikes da esquerda esté
sem o filtro e o da direita estad com o filtro

4.2 Filtros Lineares

Filtros sao dispositivos que tém por finalidade eliminar sinais de uma determinada
freqiiéncia ou de uma faixa de freqiiéncias acima ou abaixo de um valor limite. Pode

ser passivo, quando emprega apenas componentes passivos (resistores, capacitores e indu-
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tores), ou ativo, quando emprega componentes ativos (transistores, circuitos integrados,

etc.)

Um filtro linear aplica um operador linear a um sinal de entrada que varia com o
tempo. Os filtros lineares sao muito comuns na eletronica e no processamento de sinais
digitais. Eles sao comumente utilizados para eliminar as freqiiéncias nao desejadas de um
sinal de entrada ou para selecionar uma freqiiéncia de um sinal. Independentemente se
eles sao eletronicos, elétricos ou mecanicos, ou em quais faixas de freqiiéncia trabalhem,

a teoria matemaética dos filtros lineares é a mesma.

Existem véarios tipos de filtros lineares, entre eles:

e Um filtro passa-baixa: que permite a passagem de freqiiéncias abaixo de sua fre-

qiiéncia de corte.

e Um filtro passa-alta: que permite a passagem de freqiiéncias acima de sua freqiiéncia

de corte.
e Um filtro passa-faixa: que permite a passagem apenas de uma faixa de freqiiéncias.

e Um filtro rejeita-faixa: que permite a passagem de todas as freqiiéncias fora de uma

certa faixa.

e Um filtro passa-tudo: que permite a passagem de todas as freqiiéncias, porém altera

a relacao de fase entre elas.

Dos filtros acima relacionados, o que nos interessam sao os passa-alta, passa-baixa e
passa-faixa. Os filtros passa-faixa podem ser construidos a partir de combinagoes entre

os filtros passa-baixa e passa-alta.

4.2.1 Filtro Passivo Passa-Alta

Um filtro passivo passa-alta (figura 16.b) é um filtro que permite a passagem das
freqiiéncias altas com facilidade, porém atenua (ou reduz) a amplitude das freqiiéncias
abaixo da freqiiéncia de corte. A quantidade de atenuacao para cada freqiiéncia e a

freqiiéncia de corte varia de filtro para filtro.

Ele é muito utilizado para bloquear as freqiiéncias baixas nao desejadas em um sinal

complexo enquanto permite a passagem das freqiiéncias mais altas. As freqiiéncias sao
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consideradas “altas” ou "baixas” quando estao acima ou abaixo da freqiiéncia de corte,

respectivamente.
O filtro passivo passa-alta mais simples existente consiste de um capacitor em série
com um resistor. O valor da resisténcia vezes o valor da capacitancia (R x C) é a constante

de tempo; ela é inversamente proporcional a freqiiéncia de corte, e o valor da amplitude

de saida do sinal é igual a metade do valor da amplitude de entrada:
(4.1)

1

/= 2t RC
Onde: f é a freqiiéncia, dada em hertz, R é o valor de Resisténcia, dado em omhs e C é o
valor da capacitancia, dado em farads.
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Figura 16: Filtros passivos.
de(4khz), b - o filtro passivo passa-alta te freqiiéncia de corte 3Khz

4.2.2 Filtro Passivo Passa-Baixa
O filtro passivo passa-baixa (figura 16.a) ¢ o nome comum dado a um circuito eletroénico

que permite a passagem de baixas freqiiéncias sem dificuldades e atenua (ou reduz) a am-
plitude das freqiiéncias maiores que a freqiiéncia de corte. A quantidade de atenuacao

para cada freqiiéncia varia de filtro para filtro.
Um circuito eletronico simples que funciona como um filtro passa-baixa consiste de
um resistor em série com um capacitor. O capacitor exibe reatancia, e bloqueia os sinais
de baixa freqiiéncia, fazendo com que eles passem pela carga. A freqiiéncia mais alta
reduz a reatancia e o capacitor conduz com facilidade as altas freqiiéncias. A freqiiéncia
de corte ¢ determinada da mesma forma que o do filtro passa-alta (formula 4.1).

Um modo de compreender estes circuitos (passa-alta e passa-baixa) é voltar-se ao
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tempo que o capacitor leva para se carregar. O capacitor leva um periodo de tempo para

carregar e descarregar através do resistor:
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Figura 17: Filtro ativo tipo Bessel terceira ordem com corte entre 300Hz e 5KHz

e As baixas freqiiéncias exigem um tempo longo para que o capacitor se carregue
até atingir praticamente a mesma voltagem que a tensao de entrada. As altas
freqiiéncias o capacitor tem tempo apenas para uma pequenas carga antes que as

entradas invertam sua polaridade.

e A saida sobe e desce apenas uma pequena quantia de tempo com relacao as subidas
e descidas da entrada. A uma freqiiéncia dobrada, existe tempo apenas para que o

capacitor se carregue metade do que poderia se carregar antes.
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4.2.3 Filtro Ativo

Um filtro ativo (figura 17) é um tipo de filtro eletronico analogico, que se distingue
dos outros pelo uso de um ou mais componentes ativos, que podem prover alguma forma
de amplificagdo da poténcia. Tipicamente estes componentes podem ser uma valvula

termionica, um transistor ou um amplificador operacional.

Em eletronica e processamento de sinais, um filtro tipo Bessel é uma, variedade de filtro
linear com uma resposta de fase o mais plana possivel. Os filtros Bessel sao comumente

utilizados em sistemas de crossover de audio.

A escolha pelo filtro ativo tipo Bessel foi devido a sua relacdo 6tima quando se trata

de sinais com transientes, uma forma de ver o sinal do spike.
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5 Resultados

5.1 Resultados dos Testes

Apresentaremos a seguir alguns rasters e as taxas de disparo de alguns estimulos.
Os estimulos usados sao de 20 segundos, entao cada linha do raster é uma apresentacao
do estimulo a mosca. No caso dos rasters apresentados aqui todos foram feitos com o
estimulo descorrelacionado com média zero; sendo que no estimulo apresentado na figura
9, notamos certa inversdo na parte repetida (0 a 10 segundos) que é o que esperavamos
ver. Outra coisa a dizer é que nos gréaficos abaixo, as repeticoes no caso estao se referindo

ao eletrodo e nao ao neurénio registrado.

taster raster

repeticoes
esgueda | direita

repeticoes
esqueda | direita

temno (seq) tempo (seg)

Figura 18: O raster de duas aquisi¢oes com o mesmo estimulo. As repeticoes dos lados
direito e esquerdo sao em relacao ao eletrodo - A: raster de uma aquisicao que tem muitos
spikes duplos e com uma taxa de disparo ruim para uma aquisicao de 1lminutos. B:
raster de uma aquisicao no qual tivemos uma pequena quantidade de spikes duplos.
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No comeco dos testes, quando ainda nao estavamos com os filtros, fizemos algumas
aquisicoes para testar o equipamento; por exemplo, na figura 18.A do lado esquerdo havia
25989 spikes, desses 1510 tinham intervalos de tempo menor que 2ms, cerca de 6% dos
spikes eram suspeitos. Do lado direito havia 8514 spikes, desses, 965 tinham intervalos
de tempo menor que 2ms; cerca de 11% dos spikes eram suspeitos. A taxa de disparo do
lado esquerdo é de 35 spk/seg e do lado direito é 11 spk/seg. O estimulo foi apresentado a
mosca mais ou menos 35 vezes, o que da um tempo total de aproximadamente 11 minutos
de aquisicao. O problema da taxa de disparo diferente, neste caso, pode ter sido devido
a falta de calibracao no inicio da aquisicao. Reparamos que, apesar de termos muitos
spikes com intervalos menores de 2ms, notamos que as estruturas de resposta de cada H1

é mantida.

Depois de colocado o filtro ativo tivemos uma reducao significativa dos spikes duplos,
por exemplo: em uma das ultimas aquisicoes, do lado esquerdo havia 96054 spikes. Desses,
13 tinham intervalos menores que 2ms, cerca de 0,013% dos spikes eram suspeitos. Do
lado direito havia 128385 spikes, 04 tinham intervalos de tempo menor que 2ms, cerca de
0,003% dos spikes eram suspeitos, com taxas de disparo esquerdo de 44 spk/seg e direito

de 59 spk/seg (ver figura 18.B). Esta aquisi¢do tem 40 minutos.

raster

repeticoes
esqueda | direita

tempo (seq)

Figura 19: Raster de um estimulo de onda quadrada no qual tivemos taxa de disparo
esquerda 20 spk/seg e taxa de disparo direita 28spk/seg

Depois de usar os filtros passivos, chegamos a conclusao de que seria necessario o uso
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de um filtro ativo, pois, os passivos atenuavam demais o sinal do H1. Por isso, a escolha
do filtro ativo tipo Bessel de terceira ordem; pois ele nao atenuava o sinal e retirava as
freqiiéncias indesejaveis, que estavam se incorporando a ele, além de ser o melhor quando

usado para o caso de sinais com transientes.

Entao foi necessario incorporar no sistema de aquisicao, um pacote de filtros de ordem
maior, para eliminarmos possiveis componentes de freqiiéncias altas que nos permeiam,

pois o sistema é muito sensivel a interferéncias, como podemos notar na figura 15.
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Figura 20: A figura mostra o estimulo e dois rasters feitos com moscas diferentes,
mostrando a reprodutibilidade.

Uma vez que conseguimos fazer aquisi¢oes de forma a ter poucos spikes duplos fizemos
uma série com tempos de correlacao diferentes. Nesse raster é possivel verificar a direcao e
sentido preferencial do H1 devido as estruturas apresentadas nos rasters. Podemos notar

que quando o H1 esquerdo esta respondendo, o direito estd parado e vice e versa. O H1
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libera pulsos espontaneos independente do estimulo ao qual é apresentado, por isso vemos

alguns spikes durante o momento em que ele nao deveria estar disparando.

O melhor raster para ver o sentido preferencial de cada H1 é aquele com o estimulo

de onda quadrada, no qual excitamos um H1 de cada vez(ver figura 19).

Na figura 20 vemos os raster de estimulos iguais; no caso ¢ o estimulo descorrelacionado
com média zero. Podemos notar que apesar de serem moscas diferentes, eles sao parecidos

mostrando a reprodutibilidade da experiéncia.

5.3 Taxas de Disparo

Apresentamos abaixo varias taxas de disparo para os H1 esquerdo e direito, de trés
moscas diferentes, com estimulos e tempos de correlacao diferentes. Os tempos de corre-
lacao estao em bin, cada bin tem 2ms. Nota-se que nao temos um padrao, na mosca 1 o
H1 esquerdo dispara mais e nas moscas 2 e 3 ¢ o H1 direito que dispara mais. FEsta é a

dificuldade na realizacao de experimentos, pois nao temos controle sobre isso.

Mosca 1 Mosca 2 Mosca 3
Estimulo Direita | Esquerda | Direita | Esquerda | Direita | Esquerda
(spk/seg) | (spk/seg) | (spk/seg) | (spk/seg) | (spk/seg) | (spk/seg)
Calibracao 54 56 28 20 41 31
Tempo de 62 68 58 55 59 44
correlacao = 0
Tempo de 63 68 64 62 78 50
correlacao = 2
Tempo de 69 76 65 59 70 53
correlacao = 4
Tempo de 49 51 75 87 75 48
correlacao = 6
Tempo de 66 65 80 82 101 78
correlagao = 8

Tabela 3: A tabela mostra a taxa de disparo de cada H1 para moscas diferentes

Esperava-se este resultado, pois os H1’s nao devem ser simétricos. Notamos isso
enquanto achamos o sinal, a maioria das vezes um dos H1 responde mais que o outro.
Mesmo fazendo a calibragao com o estimulo de onda quadrada as taxas sao diferentes.
Durante a calibragao sempre ha uma diferenca entre a quantidade de spikes que sao

contados para cada lado.
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Na figura 21 observamos as taxas de disparo para diversos estimulos com moscas

diferentes e notamos que nao ha relagao entre elas.

Um problema freqiiente sao moscas que tém um H1 que responde muito mais que o
outro, atrapalhando bastante a aquisi¢ao, é o caso da figura 10, ou seja, parece que o H1

nao esta percebendo o estimulo & sua frente.

taxa de disparo para diferentes tempos de correlagdo
10

——maoscal dir.
100 lf —B— mascal esq.
—— rmosca? dir.
gg | —H— moscal esq.
rmascad dir.
moscad esq.
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taxa de disparo (spkiseq)

1 1 1 1 1 1 1 1
-1 0 1 2 3 4 5 B 7
tempos de correlagdo (bin)

oo b

Figura 21: Taxa de disparo para diferentes tempos de correlacao junto com a calibragao.
O valor -1 no eixo X é o valor da taxa de disparo para a calibragao
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6 Conclusoes

Durante os testes do sistema de aquisicao multicanal surgiram varias situacoes que
precisavam ser contornadas. Algumas foram cruciais e sua resolucao de suma importancia

para a validacao do sistema.

Podemos afirmar que conseguimos contornar alguns dos problemas de forma satis-
fatoria, principalmente os relacionados a eletronica do sistema de aquisicao. Os problemas
relacionados & forma biolégica infelizmente nao temos como contorna-los, de forma que

estamos amarrados a situacao apresentada a cada mosca que montamos para a aquisicao.

Os problemas biologicos presentes no experimento, percebidos durante os testes do
sistema de aquisicao foram: o fato de a mosca morrer mais rapido quando os dois lados
da cabeca estao abertos, quando comparado com a forma anterior de montagem, que s6
se abria um lado. Mesmo a mosca estando alimentada e com ringer na sua cabeca ela nao
tem sobrevivido o suficiente, o que acarreta em menos tempo para as aquisicoes. Outro
problema também relacionado a essa parte biologica estd na procura dos sinais de cada

H1, pois é necessaria uma localizacao bastante precisa para eles.

Como temos o registro dos dois H1’s é inevitavel a comparacao entre as taxas de dis-

. . ,
paro apresentadas por cada neurdnio, assim aparece o fato de termos H1’s que respondem
muito mais que o outro quando olhamos para suas taxas de disparo. Nao temos como
contornar esse tipo de situagao sem trocarmos a mosca. Outra coisa é pensarmos num
modo melhor de calibracao para termos uma taxa de disparo aproximadamente igual para

ambos os lados.

Dos problemas eletronicos apresentados conseguimos contornar todos. Os mais rel-
evantes foram: o monitoramento dos canais do discriminador e os spikes com intervalos
de tempo menores de 2ms (spikes duplos). O problema do monitoramento dos canais do
discriminador foi relativamente facil de ser resolvido com o acréscimo de um chaveador
e com a placa Axon, sendo que os spikes duplos demandaram um pouco de pesquisa e

paciéncia como relatamos.
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O problema dos spikes com intervalos de tempo menores de 2ms necessitava de uma
solucao para validar o sistema de aquisicao. Este, foi resolvido quando acrescentamos um
filtro ativo do tipo Bessel de terceira ordem, o qual eliminava o ruido que fazia surgir
os spikes duplos. Ele eliminava freqiiéncias abaixo de 300Hz e acima de 5kHz que se
incorporavam ao sinal do H1 no eletrodo, assim passando por toda a parte analdgica,
permitindo que o discriminador enxergasse alguns spikes como se fossem dois, fazendo

aparecer os spikes que tinham um intervalo de tempo menores de 2ms.

Esse ruido de alta freqiiéncia que se incorpora ao sinal pode ser eliminado com o filtro
que colocamos ou usando uma gaiola de Faraday. Nao sabemos sua origem ao certo, mas
deve ser proveniente de computadores ligados na regiao do laboratoério, rede elétrica, redes

wireless, colocadas proximas, assim contaminando nosso sistema.

Para o futuro temos algumas pretensoes em relacao ao sistema atual, quanto & anélise
de dados e ajustes no sistema de aquisicao. Em nivel de ajustes queremos aperfeicoar
o uso da placa Axon, tanto em monitoramento quanto para aquisicoes extracelulares.
Podemos dizer que o monitoramento melhoraria bastante, pois poderiamos ver os seis

canais ao mesmo tempo no computador. Coisa que hoje nao é possivel.

Queremos colocar também um pacote de filtros mais robusto. Do tipo Bessel de sexta
ordem para termos uma suavizacao melhor do sinal e assim eliminarmos o problema do

ruido de alta freqiiéncia que nos permeia.

Também pretendemos utilizar dois monitores no estudo das interacoes entre os H1's,
simulando a rotacao e a translagao de forma mais eficiente, para podermos apresentar

estimulos diferentes para cada olho.

Uma outra possibilidade é o uso da teoria da Informacao de Shannon para estudar a
transmissao da informacao de um e dos dois H1’s e compararmos o quanto de informacao

extra é transmitida quando temos os dois H1’s.

Além disso, queremos também calcular os filtros lineares de primeira e segunda ordem
para a reconstrucao dos estimulos, comparando-a quando feita com um s6 H1 e usando

os dois H1, para vermos se ela melhora.
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ANEXO A - Classe dos Insetos = Ordem
Daiptera

Os insetos perfazem mais de 800 mil espécies catalogadas (fato que justifica uma
ciéncia para estuda-los: a Entomologia). Destas, aproximadamente 120 mil sio moscas.
Dos animais terrestres, os insetos sao os mais abundantes, mais bem sucedidos e mais

diversamente distribuidos.

Sao os mais importantes invertebrados pois podem viver em locais secos, e sao os tni-
cos capazes de voar. A capacidade de voar permite-lhes escapar dos inimigos, capturarem

presas e encontrar parceiros para a reproducao.

O seu tamanho varia desde menores que o maior protozoario (0,25 mm ou menores)
até maiores que o menor vertebrado (besouros com 26 cm de comprimento ou libélulas

com 28 cm de envergadura de asa).

Sao abundantes em todo o habitat, exceto no mar. Ainda que a maioria seja terrestre
ou aérea, varias espécies vivem em agua salobra ou doce, solo, plantas e dentro ou sobre

animais, embora raramente matem os seus hospedeiros.

Nao hé certeza do motivo para o tremendo sucesso evolutivo destes animais, mas, das
suas caracteristicas principais, sem duvida, a capacidade de voar acabou possibilitando
essa dispersao maxima. Outro aspecto importante é o fato de serem animais pequenos, o

que permite ocupar micro-habitat, inacessiveis a outros animais.

Os insetos apresentam ciclo de vida curto, por isso podem se multiplicar rapidamente
em condicoes favoraveis. Na figura 22 temos um exemplo de coledpteros (besouros ou
escaravelhos). Um tnico casal de coledpteros pode produzir, em apenas 432 dias, de-
scendéncia suficiente para ocupar a totalidade do volume da Terra! Assim, as espécies

predadoras sao muito importantes para controlar o ntmero de insetos.

Da classe dos insetos, estamos interessados na ordem das dipteras, mais especifica-

mente nas moscas Crhysomia Megacephala (mosca varejeira), isso devido aos exaustivos
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Figura 22: Exemplo de um cole6petro espécie Streptocerus speciosus

estudos nas tltimas décadas, tanto no aspecto neurofisioldgico |7, 3|, como no aerod-

inamico [5] que nos deu um certo conhecimento sobre suas propriedades.

Os Dipteros constituem uma das maiores ordens de insetos e seus representantes
abundam em individuos e espécies em quase todos os lugares. A maioria dos Dipteros
distingue-se prontamente dos outros insetos alados por possuir somente um par de asas,
correspondente ao par anterior, transformando-se o par posterior em pequenas estruturas

clavadas denominadas halteres, que funcionam como 6érgaos de equilibrio [1].

A ordem Diptera pode ser dividida em duas sub-ordens [11]: Nematocera e Brachyc-

era.

A sub-ordem Nematocera engloba os dipteros que possuem antenas com mais de seis
segmentos livremente articulados, como os mosquitos (Culicidae), borrachudos (Simuli-
idae) e flebotomineos (Psycodidae). A sub-ordem Brachycera retine aqueles dipteros que
possuem antenas com trés a cinco segmentos, sendo que o ultimo pode ser anelado ou

portar uma arista.

Dentro de Brachycera e da infraordem Muscomorpha (Antiga sub-ordem Cyclor-
rapha), estao as familias alvos deste trabalho. Os dipteros desta infraordem sao conhecidos

como dipteros superiores ou dipteros muscoides.

As moscas da familia Calliphoridae e Sarcophagidae, do género Chrysomya tém origem
nas regioes tropicais e subtropicais do Velho Mundo, e foram introduzidas no Brasil por
volta do ano de 1976. Trés espécies sao encontradas hoje na América do Sul: C. albiceps,
C. chloropyga, C. megacephala. Estas moscas possuem um alto grau de sinantropia e
sao vetores de doencas por via mecanica. Devido a sua alta capacidade reprodutiva

e agressividade das sua larvas, elas deslocaram as espécies nativas e hoje sao as mais
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abundantes em algumas regides do pafs, inclusive em Belo Horizonte. Suas larvas criam-

se em fezes e matéria organica em decomposicao.

Com o conhecimento adquirido nos tltimos anos e a facilidade de realizar aquisicoes
eletrofisiologicas, a mosca tornou-se um excelente modelo para o estudo de sistemas neu-

rais complexos.



