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Resumo
Em um dos estágios do pro
essamento visual da mos
a - a pla
a lobular, uma para
ada hemisfério da 
abeça da mos
a - nós en
ontramos neur�nios dedi
ados à dete
ção epro
essamento do auto-movimento. Um destes neur�nios, 
hamado H1, dete
ta o movi-mento de trás para frente na horizontal e os dois neur�nios de 
ada lado da 
abeçainteragem, melhorando a extração da informação sobre o estímulo gerado pelo ambiente.Neste trabalho nós apresentamos uma instalação experimental de registro simultâneodos dois neur�nios H1, dis
utimos as di�
uldades asso
iadas 
om este esforço e os dadospreliminares obtidos.Os spikes gerados pelos neur�nios H1 são registrados extra
elularmente 
om elétrodosde tungstênio, alimentam um head-stage, um pré-ampli�
ador e um dis
riminador, todosdispositivos eletr�ni
os analógi
os, para serem pro
essados em um digital, a �m de registaros tempos de 
hegada dos spikes 
om pre
isão de mi
rossegundos. O hardware analógi
oe o digital são 
ontrolados pelo software Linux RealTime, baseados em RTLinux.O sistema de aquisição dos spike-times possui três 
anais de entrada e um de saída:uma entrada para 
ada H1 e um para sin
ronização e uma saída para o envio do estímulo
om 16 bits de resolução, que 
onsiste no movimento horizontal de uma tela �xa.Nós dis
utiremos as di�
uldades en
ontradas durante os testes/eliminação dos errosdo equipamento. Estas têm sua origem em ter que 
ontrolar o �wetware� biológi
o e nohard/software eletr�ni
os.



Abstra
t
In one of the �y's opti
al pro
essing stages - the lobula plate, one for ea
h hemisphereof the �y's head -, we �nd neurons dedi
ated to the dete
tion and pro
essing of self-motion. One of these neurons, 
alled H1, dete
ts horizontal ba
k-to-front motion and thetwo neurons of ea
h side of the head intera
t, improving the extra
tion of informationabout the stimulus generated by the environment.In this work we present an experimental setup to re
ord simultaneously from the twoH1 neurons, dis
uss the di�
ulties asso
iated with this endeavour and preliminary dataobtained.The spikes generated by the H1 neurons are pi
ked up extra
ellularly with Tungstenele
trodes, are feed via a head-stage, a preampli�er and a dis
riminator, all ele
troni
analog devi
es, to be pro
essed from here on digitally, in order to register the spikearrival times with mi
rose
ond pre
ision. The analog and the digital hardware, based onRTLinux, are 
ontrolled by Linux RealTime software.The spike-time a
quisition system has three input and one output 
hannel: one inputfor ea
h H1 and one for sin
hronization and one output for delivering the stimulus with16 bits resolution, 
onsisting of the horizontal positions of a rigidly moving pi
ture.We dis
uss the di�
ulties en
ountered during the testing/debugging of the equipment.These have their origin both having to 
ontrol the biologi
al "wetware"and the ele
tri
hard/soft-ware.
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1 Introdução

A razão da es
olha da mos
a está no fato de ser um sistema simples, que permitetransportar as té
ni
as experimentais e teóri
as da físi
a para a pesquisa biológi
a eassim fazer experimentos in vivo, os quais podemos exe
utar e analisar num 
ontexto demuitos parâmetros, onde todos são aparentemente ne
essários e pre
isam ser 
ontrolados
om o mínimo de interferên
ia no 
omportamento do organismo.Quando os experimentos são repetidos nas mesmas 
ondições, os resultados podemser reproduzidos dentro de erros toleráveis e do inevitável ruído biológi
o. A mos
a é umanimal de fá
il manipulação e 
riação em laboratório e nos possibilita realizar aquisiçõespor longos períodos de tempo.Estamos interessados na ordem Diptera, mais espe
i�
amente nas mos
as da espé
ieChrysomia Mega
ephala que devido aos exaustivos estudos das últimas dé
adas, tanto noaspe
to neuro�siológi
o [3, 8℄, 
omo no aerodinâmi
o [5℄ nos deu um 
erto 
onhe
imentosobre suas propriedades.A mos
a usa a informação visual, sua fantásti
a aerodinâmi
a e seu me
anismo dev�o extremamente e�
iente, para realizar a
roba
ias aéreas, que lhe permitem fugir depredadores ou perseguir outras mos
as para o a
asalamento, et
. Em 
aso de perseguiçãoa outra mos
a, a mos
a que persegue deve estimar a posição instantânea da outra e a partirdessa imagem ajustar sua velo
idade angular de modo a reduzir a distân
ia entre elas. Mas
omo a mos
a usa essa informação, que é 
odi�
ada por seus neur�nios, para interpretarseu próprio movimento, e assim fugir dos predadores ou perseguir outras mos
as?Para investigar alguns aspe
tos de 
omo a mos
a 
odi�
a e interpreta seu própriomovimento é ne
essário entender melhor 
omo se dá a interação entre alguns neur�niosdo seu sistema visual. Então pre
isamos de um sistema de aquisição de sinais neuraisque possa registrar os tempos dos spikes (poten
iais de ação) dos dois neur�nios H1simultaneamente, quando submetidos a um mesmo estímulo.O H1 é um neur�nio do sistema visual da mos
a lo
alizado na pla
a lobular (um dos



14estágios do seu sistema visual), ele é de fá
il re
onhe
imento devido ao seu tipo de respostaa estímulos visuais. A resposta se dá através da geração de pulsos (spikes = poten
iais deação) possibilitando aquisições eletro�siológi
as extra
elulares. Existem dois H1, 
ada umlo
alizado na pla
a lobular de 
ada hemisfério da 
abeça da mos
a. O H1 é responsávelpela dete
ção de movimentos horizontais no sentido trás para frente, e faz parte de umme
anismo de dete
ção de velo
idade, que pode servir para medir seu auto movimento, arotação e a translação.Pensando no estudo da interação entre os H1, que através do �uxo óti
o pode darinformações sobre o auto movimento da mos
a, implementamos um sistema de aquisiçãode sinais neurais multi
anal de tempo real, 
om uma resolução temporal de aproximada-mente 25µs para os tempos dos spikes. Para termos essa pre
isão usamos um 
omputadorque utiliza um sistema opera
ional de tempo real (RTLinux free kernel 2.4.4) e um hard-ware dedi
ado externo, que utiliza o porto paralelo (LPT1) 
omo meio de 
omuni
ação
om o 
omputador que é o responsável pela medida e registro dos tempos de o
orrên
iados spikes.O sistema de aquisição possui três 
anais de entrada e sua resolução temporal é limi-tada pelos tempos de latên
ias de software e hardware do 
omputador para o atendimentode interrupções. A interrupção o
orre 
om a 
hegada de um sinal ao dis
riminador, o quelibera um pro
esso no 
omputador para registrar o tempo de o
orrên
ia desse sinal (no
aso um spike de um dos neur�nios ou um sinal do sistema de sin
ronismo de geraçãode imagens). Dos três 
anais, um é utilizado para o registro e sin
ronismo do sistema degeração de imagens de estimulo, que a 
ada 2ms muda a mesma tela para uma posiçãodiferente no monitor. Os outros dois 
anais são para o registro dos instantes de o
or-rên
ia dos spikes dos neur�nios. O sistema 
onta também 
om uma saída analógi
a 
omresolução de 16 bits para a geração de estímulos visuais.No Capítulo dois faremos uma breve des
rição do sistema visual da mos
a e daspropriedades do H1, e a explanação de suas interações 
om outros neur�nios.No Capítulo três apresentaremos o preparo da experiên
ia em si, algumas propriedadesdo sistema de aquisição e a geração de estímulos.No Capítulo quatro, os testes feitos 
om o equipamento para validá-lo, assim 
omoas di�
uldades apresentadas e as possíveis soluções, seguidos de uma breve des
rição de�ltros passivos e ativos.No Capítulo 
in
o apresentaremos alguns resultados simples, 
omo os rasters e as



15taxas de disparo para alguns estímulos.E no Capítulo seis informaremos algumas 
on
lusões sobre o que foi feito e o quepoderemos fazer futuramente.E �nalmente, um pequeno apêndi
e falando da ordem das dipteras.



16
2 Sistema Visual

Conhe
er algumas propriedades bási
as do sistema neural da mos
a e o papel dedeterminados neur�nios no pro
esso da 
odi�
ação da informação visual é fundamentalpara a 
ompreensão do nosso trabalho.O sistema visual da mos
a pode ser dividido em: retina, lamina, medula, lóbula epla
a lobular (ver �gura 2). Todos estes estágios são formados por regiões que re�etem aposição relativa dos omatídeos no olho. Portanto, as imagens visuais 
aptadas pelo olhosão projetadas retinotopi
amente nos estágios seguintes de tal forma que as relações devizinhança entre pontos da imagem são 
onservadas dentro do sistema nervoso [3, 12℄

Figura 1: O olho 
omposto da mos
aA informação visual 
omeça a ser 
odi�
ada nos olhos (�gura 1). Na mos
a, os olhossão formados por aproximadamente 5000 omatídeos por olho 
omposto. O omatídeo é umpequeno olho, então a imagem per
ebida pela mos
a é uma 
ombinação da informaçãore
ebida pelos vários omatídeos que formam o olho 
omposto da mos
a. O eixo ópti
ode 
ada omatídeo possui orientação pre
isa em relação aos seus vizinhos. Como o olhoda mos
a é �formado por vários olhos pequenos (omatídeos)� não existe uma lente 
entralou retina resultando em uma má resolução da imagem, no entanto, ela 
onsegue dete
tarmovimentos rápidos e a polaridade da luz.
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Figura 2: Representação esquemáti
a do sistema visual da mos
a - 
orte lateralA transformação da luz em sinal elétri
o o
orre através da absorção de fótons porum pigmento visual presente nas 
élulas foto-re
eptoras, o 3-hidroxi-retinal, que é ligadoa xanthopsina. Essa proteína se deforma quando absorve um fóton, desen
adeando um
omplexo pro
esso bioquími
o que resulta na despolarização da membrana 
elular da
élula foto-re
eptora [14, 15℄.Cada omatídeo 
onsiste de uma lente e de um rhabdomero. O omatídeo tem o formatohexagonal e é 
onstituído por um 
onjunto de oito 
élulas foto-re
eptoras, duas 
entrais(R7 e R8) e seis periféri
as (R1-R6). As 
élulas periféri
as (R1-R6), têm a mesma sen-sibilidade espe
tral, 
om pi
os na região do UV. A 
élula R7 tem o pi
o de absorção naregião do UV (ultravioleta) e a R8 na região do azul ou verde [4℄.Os foto-re
eptores R1-R6 de omatídeos vizinhos têm eixos óti
os paralelos. Os sinaisdestes seis foto-re
eptores são 
ombinados no primeiro gânglio óti
o, a lamina. Os outrosdois, R7 e R8, não têm 
onexão ao nível da lamina e vão direto para o próximo nível, a



18medula. A luz atravessa uma lente de 30µm de diâmetro que a projeta no �nal de umaestrutura 
ilíndri
a denominada rhabdomero. Os rhabdomeros das 
élulas foto-re
eptorassão oti
amente isolados e 
ada um deles re
ebe luz de uma determinada posição do 
ampovisual.Os foto-re
eptores periféri
os (R1-R6) projetam seus ax�nios na mesma região dalamina, que é o próximo estágio do pro
essamento visual. Os foto-re
eptores de omatídeosvizinhos 
onvergem para um mesmo ponto da lamina 
onhe
ido 
omo 
oluna laminar.Na lamina o sinal dos foto-re
eptores é invertido, ampli�
ado e �ltrado de maneira queapenas a variação da intensidade da luz seja 
odi�
ada. Codi�
ando apenas o 
ontraste[10℄ a mos
a evita o problema de ter que a
omodar 
in
o ordens de grandeza de intensidadede luminosa, que é a variação típi
a de um dia.A medula foi pou
o estudada devido ao tamanho diminuto de suas 
élulas, que di-�
ulta aquisições eletro�siológi
as, mas há evidên
ias de que algumas 
élulas estejamenvolvidas na dete
ção do movimento no 
ampo visual [6℄ .A lóbula re
ebe informação de uma grande quantidade de 
élulas da medula e pou
ose sabe sobre sua função no sistema visual. Mas há fortes evidên
ias de que ela estejaenvolvida na dete
ção de movimento. Isto devido ao fato de ter neur�nios sensíveis aomovimento que só as mos
as ma
ho possuem [6℄, indi
ando a possibilidade de que a lóbulaesteja envolvida na dete
ção e perseguição de pequenos objetos no 
ampo visual, funçãoque os ma
hos desempenham melhor que as fêmeas [9℄.Na pla
a lobular há 
er
a de 60 neur�nios grandes (diâmetro de 10 µm em média),que são responsáveis pela dete
ção de movimento em determinadas direções e sentidos.Eles são 
lassi�
ados de a
ordo 
om a direção e sentido preferen
iais, modos de respostae propriedades de integração do estimulo.Os neur�nios que respondem por meio de poten
iais de ação (spikes), projetam seusax�nios ou no hemisfério 
ontralateral (que é o 
aso do H1) ou no 
érebro 
entral [7℄
omo indi
a a �gura 3. O H1 e o V1 (�gura 3) respondem através de poten
iais de ação.A 
lassi�
ação pela direção e sentido preferen
iais é horizontal (H) e verti
al (V). E emrelação às propriedades de integração, a maior parte das 
élulas identi�
adas respondemelhor quanto maior for o tamanho do padrão visual.Desses sessenta neur�nios da pla
a lobular, temos um interesse maior no H1, queé sensível a movimentos na direção horizontal sentido �trás para frente�, 
odi�
ando ainformação através de spikes, e que projeta seu ax�nio na pla
a lobular do hemisfério
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Figura 3: Células tangen
iais da pla
a lobular da Calliphora. As setas à direita indi
am adireção preferen
ial (setas fe
hadas) e direções nulas (setas abertas) das 
élulas. Diâmetromédio das 
élulas é de 10 µm. A: anterior; P:posterior
ontralateral.O H1 dispara pulsos o que fa
ilita as aquisições eletro�siológi
as, não sendo ne
essáriofazer aquisições intra
elulares. Além disso, na pla
a lobular não existe outro neur�nio 
omas mesmas propriedades do H1. Ele responde a estímulos em prati
amente todo o 
ampovisual devido ao fato de que sua rede dentríti
a 
obrir toda a pla
a lobular, o que fa
ilitaa identi�
ação pela sua resposta eletro�siológi
a [7℄.O H1 
odi�
a informação sobre a velo
idade da imagem, direção e sentido preferen
iaise também é sensível a outros parâmetros 
omo 
ontraste e tamanho da imagem [2℄.A interação entre os H1 pode nos permitir entender 
omo a mos
a 
odi�
a seu movi-mento. No 
aso sabemos que quando a mos
a está virando a 
abeça temos uma respostamáxima de um de seus H1, pois quando um H1 é ex
itado, ele através do CH e do HSinibe o outro. No 
aso da translação a resposta é mínima, pois a direção do estímulo é
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ontrária à direção de ex
itação ou 
aso 
ontrário um H1 inibe o outro fazendo 
om quetenhamos uma resposta mínima. Mais detalhes de 
omo fun
iona a interação entre os H1,CH e HS em [13℄.
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3 Aquisição de Dados
3.1 Des
rição da Experiên
iaUtilizamos mos
as 
riadas em laboratório a �m de 
ontrolar sua idade, preferen
ial-mente mos
as da espé
ie Chrysomia Mega
ephala de 5 a 15 dias de vida, 
ujo 
i
lo vitalé de mais ou menos �30 dias�.Após a mos
a estar �xada 
om 
era em um tubo plásti
o, retiramos 
irurgi
amentea quitina da parte posterior de sua 
abeça, de ambos os hemisférios. Também retiramosuma 
amada de gordura que 
obre o lo
al, e um mús
ulo que se en
ontra na região paraevitarmos a 
ontaminação da aquisição pelos spikes gerados por esse mús
ulo, �gura 4.A.

Figura 4: Mos
as abertas: A - Mos
a antes dos eletrodos. B - Mos
a pronta para aaquisiçãoA mos
a é levada a outra mesa onde introduzimos dois eletrodos de tungstênio emsua 
abeça, sendo um de 
ada lado, para registrar os pulsos emitidos pelos H1's (�gura4.B). A identi�
ação é feita através de seu modo de resposta, de sua direção e sentido



22preferen
ial e da sensibilidade espa
ial, que abrange prati
amente todo o 
ampo visual.O sinal é en
ontrado no ax�nio do H1. O estímulo visual é apresentado do ladodireito mas o sinal do H1 é registrado pelo eletrodo do lado esquerdo (
ontralateral), omesmo vale quando apresentamos o estímulo visual do lado esquerdo e o sinal do H1 éregistrado pelo eletrodo direito. Uma vez que en
ontramos o sinal do H1 de um dos ladospro
uramos o sinal do outro lado tomando o devido 
uidado de não interferir no primeirosinal en
ontrado, evitando a presença de sinais 
ruzados, pois existe a possibilidade depegarmos o 
ontralateral ( o H1 está no hemisfério oposto ao que está re
ebendo o estímulovisual) e o ipislateral (O H1 está no mesmo hemisfério que está re
ebendo o estímulovisual) no mesmo eletrodo, e de outros neur�nios (por exemplo, os verti
ais). Uma vezque en
ontramos os sinais de ambos os H1's, podemos realizar, 
om um pou
o de sorte,até 15 horas de aquisição extra
elular estável e sem interrupções.Para 
alibrar o sistema que gera os estímulos usamos um estímulo que não privilegianenhum dos H1 para 
entralizarmos o monitor. Esse estímulo tem a forma de uma ondaquadrada, ver �gura 5, de forma que estimulamos um H1 por vez. Tentamos igualar astaxas de disparo dos neur�nios movendo o monitor horizontalmente (direita ou esquerda).Como os H1's são diferentes, eles têm taxas de disparo diferentes, então temos que olhar onosso 
ontador de spikes durante alguns minutos para podermos enxergar essa �igualdade�entre as taxas de disparo dos H1's.

Figura 5: Em azul temos a velo
idade da tela a 
ada 2ms e em vermelho as posições daimagem na tela a 
ada 2ms. O raster para este estímulo pode ser visto na �gura 19.



23Uma vez 
om os sinais en
ontrados e 
om o monitor 
entralizado, mostramos para amos
a um estímulo visual, que se move na horizontal. No 
aso do teste do sistema deaquisição usamos estímulos des
orrela
ionados e outros quatro 
om tempos de 
orrelaçãode 4, 8, 12 e 16ms sendo todos 
om média zero.3.2 Aquisição de DadosA aquisição dos tempos dos spikes é feita extra
elularmente através da resposta do H1que é obtida através de um eletrodo de tungstênio (modelo FHC - UEWSHGSEKP1M)
om impedân
ia entre 2 e 5 MΩ 
olo
ado na região de projeção do ax�nio do H1, nohemisfério 
ontralateral (no hemisfério oposto ao que está re
ebendo o estímulo visual),então o eletrodo esquerdo pega o sinal do neur�nio direito e o eletrodo direito pega o sinaldo neur�nio esquerdo.O sistema é formado pelo head stage, pré-ampli�
ador, �ltro, dis
riminador, hardwarededi
ado e 
omputador 
om sistema opera
ional RTLinux free. O sistema 
onta também
om uma saída analógi
a 
om resolução de 16bits para a geração de estímulos, dis
utidaadiante.

Figura 6: Esquema do front end analógi
o do sistema de aquisição.Com a atual 
on�guração temos uma pre
isão da ordem de 25µs, essa pre
isão podevariar 
onforme as 
ara
terísti
as do 
omputador, tais 
omo, a velo
idade do 
lo
k daCPU, latên
ias de hardware et
.



24O sistema pode ser dividido em uma parte analógi
a (Analog Front End) e outradigital. A parte analógi
a é formada pelo head stage, pré-ampli�
ador, o �ltro passa-faixa e o dis
riminador (versão �nal do sistema de aquisição multi
anal). O dis
riminadorfaz a ligação entre a parte digital e a analógi
a. A parte digital é formada por um hardwarededi
ado em 
omuni
ação 
om o 
omputador. Na �gura 6 temos um esquema da parteanalógi
a do sistema, na �gura 7 temos o esquema do sistema de aquisição e na �gura 8uma foto do sistema de aquisição.

Figura 7: Esquema do sistema de aquisiçãoO sinal do neur�nio do sinal do H1 (é da ordem de 100 µv) é ampli�
ado 
er
a de10 mil vezes em seguida �ltrado (por um �ltro ativo tipo Bessel de ter
eira ordem 
omfreqüên
ia de 
orte entre 300hz e 5Khz), e depois pro
essado por um dis
riminador depulsos, que dete
ta a o
orrên
ia de um pulso quando um sinal ultrapassa um 
erto limiarde tensão. Esse limiar é ajustado manualmente levando em 
onta a relação sinal ruído(SNR), ou seja, a variação de amplitude do sinal.O hardware dedi
ado re
ebe três sinais de entrada, que são: o sinal do neur�nio



25direito, o sinal do neur�nio esquerdo e o sinal de sin
ronismo do sistema de geração deestímulo. Os sinais são assín
ronos, então uma das tarefas do hardware dedi
ado é asin
ronização 
om o 
ir
uito gerador do relógio interno e armazenar em registro.O sinal que 
hega a qualquer entrada do hardware dedi
ado gera um pedido de inter-rupção ao mi
ro
omputador 
om RTLinux. Entre o pedido de interrupção e a primeirainstrução da rotina do software no 
omputador existe um período de latên
ia que no 
asoé de ± 4µs. No 
aso de 
hegada em 
anais diferentes temos o registro do tempo simul-taneamente. Caso dois sinais 
heguem em um mesmo 
anal dentro do tempo de latên
iada rotina, o segundo é armazenado em um registro intermediário e liberado após o tér-mino da rotina de interrupção, gerando um novo pedido de interrupção para o registrodo segundo sinal.O sistema opera
ional RTLinux, instalado no 
omputador, adi
iona uma 
amada nokernel do Linux que toma o 
ontrole das interrupções do sistema, adi
ionando uma 
amadade hardware virtual entre o kernel e o hardware.Quando o 
omputador exe
uta a rotina de interrupção, ele veri�
a o registro do hard-ware dedi
ado para identi�
ar o 
anal que gerou o pedido, e exe
uta a leitura do registroTSC (Timer Stamp Counter) e registra o instante do evento. O TSC é um registrador de64bits, de alta pre
isão para medição de tempos em PC, que 
onta os 
i
los do 
lo
k daCPU desde a ini
ialização do pro
essador. Assim a o
orrên
ia do pulso é registrado paraanálise posterior.3.3 Geração de EstímulosDurante o experimento a mos
a observa uma imagem que se movimenta na direçãohorizontal em um monitor de vídeo (Modelo Tektroni
s 608). A posição da imagem émodi�
ada a 
ada 2ms, pelo 
omputador que 
ontrola a experiên
ia usando uma seqüên
iade posições previamente de�nidas.O sistema de vídeo transforma 
ada posição, de 16 bits de resolução, em uma tensão
orrespondente entre 0 e 5 volts, que é apli
ado ao 
ontrole de posição horizontal domonitor, alterando a posição da imagem. Não há movimento na verti
al e a taxa devarredura do monitor é de 500Hz. A imagem pode ter o tamanho máximo de 256 X 256pixels, 
om 256 pixels de intensidade, sendo a área útil do monitor de vídeo de 9 X 11
m.Utilizamos o Matlab (Matlab7.0.1. Mathworks) para gerar os estímulos 
om uma



26

Figura 8: O equipamento (a - dis
riminador; b - os
ilos
ópios; 
 - pla
a 
haveadora; d -
aixas de som; e - PC 
om RTLinux; f - hardware dedi
ado; g - 
ontador de spikes; h -monitor; i - a mos
a preparada para a aquisição)distribuição gaussiana para a velo
idade, 
om media zero e 
om vários valores de tempode 
orrelação. No 
aso usamos 0, 4, 8, 12 e 16 ms de tempo de 
orrelação, e mais umestímulo de onda quadrada para a 
alibração, mostrado na �gura 5.A duração de 
ada estímulo é de 20 segundos, sendo que ele é repetido 120 vezes, nosdando um tempo total de 40 minutos para a experiên
ia. Dos 20 segundos do estímulo, os10 primeiros segundos são sempre repetidos e os 10 segundos restantes são aleatórios, para
ada vez que o estímulo é repetido, os 10 segundos �nais são diferentes. Dos 10 segundosini
iais temos que os 5 segundos �nais são o inverso dos 5 ini
iais, 
omo pode ser visto na�gura 9. No 
aso do estímulo em onda quadrada temos uma velo
idade 
onstante de 128mm/s em um segundo e no posterior -128 mm/s.
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Figura 9: Exemplo do estímulo mostrando a parte aleatória e a parte repetida
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4 Metodologia
4.1 TestesA experiên
ia exige vários 
uidados no iní
io, 
omo:

• A pro
ura dos sinais tem que ser a mais pre
isa possível, pois o H1 esquerdo projetaseu ax�nio até o lado direito, e vi
e e versa, assim podemos en
ontrar o sinal do H1direito e do esquerdo no esquerdo no mesmo eletrodo.
• Tendo en
ontrado o sinal de um dos lados, devemos ter 
uidado durante a pro
urado sinal do outro lado, pois, podemos perder o sinal do neur�nio já en
ontrado,devido a 
omuni
ação entre os lados da 
abeça da mos
a.
• Sinais de outros neur�nios próximos que podem �
ontaminar� a aquisição, pois naregião da pla
a lobular temos outros neur�nios que também liberam pulsos quandoestimulados, por exemplo o V1.
• Temos que ter uma boa relação sinal ruído(SNR) para ambos os 
anais do sistema.Uma vez 
ontornados os problemas ini
iais signi�
a que 
onseguimos um bom sinal.Mas quando �zemos as primeiras aquisições nos deparamos 
om alguns problemas querequeriam soluções. São eles:
• O monitoramento dos sinais de saída e entrada do dis
riminador �
ou mais 
ompli-
ado, pois tínhamos seis 
anais para a
ompanhar (dois - esquerdo e direita - 
anaispara os spikes digitalizados, dois 
anais para o monitoramento do sinal analógi
o edois para a
ompanhar o nivel mínimo de disparo do dis
riminador), e somente doisos
ilos
ópios.
• As taxas de disparo muito diferentes dos neur�nios, os quais a
reditávamos seremsimétri
os, uma vez que eles estavam submetidos a um estímulo des
orrela
ionado e
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om média zero. Essa diferença nas taxas de disparo a
abava �poluindo� os raster,pois, um lado sempre tinha muito mais spikes do que o outro fazendo 
om que oraster �
asse muito denso de um lado, e assim não permitisse enxergar as estruturasque deveriam apare
er devido à direção preferen
ial de 
ada neur�nio (�gura 10).

Figura 10: Taxa de disparo do lado direito 48 spk/seg e esquerdo 39 spk/seg. Observamosque o lado direito tem muito mais spikes
• Apare
eram spikes 
om intervalos de tempo menores que o tempo de relaxação dosneur�nios que é de +/- 2ms, o que sugeriu testes no equipamento.
• As mos
as sobrevivem pou
o tempo 
om os dois lados da 
abeça aberta, fazendo
om que tenhamos menos tempo para as aquisições.
• Surgiu o fato de termos algumas mos
as estressadas, o que dispara um dos H1 deforma 
onstante, independente do estímulo, o que pode ser visto na �gura 10.



30Tentamos abordar 
ada problema individualmente de forma que �
asse mais simplesentender o que estava o
orrendo. Os problemas de 
unho biológi
o são de difí
il res-olução, mas os eletr�ni
os podemos 
ontornar, então partimos para entender o que estavao
orrendo.Começamos resolvendo o problema do monitoramento dos 
anais do dis
riminador,para isso �zemos um 
haveador para monitoramento dos 
anais (uma pla
a que mudaentre os 
anais, ou seja, entre os eletrodos esquerdo e direito). Cada um dos 
anais (quesão dois) do 
haveador, nos permite ver: a saída do head stage (sinal analógi
o do H1), osinal que vai para o hardware dedi
ado (sinal já digitalizado) e o limiar mínimo de disparo(o valor mínimo de tensão o qual o dis
riminador enxerga a o
orrên
ia de um spike). Issopermitiu um melhor a
ompanhamento sem a ne
essidade de novos equipamentos.Outra possibilidade, foi o uso de uma pla
a da axon para esse a
ompanhamento, oque foi implementado posteriormente. Esta pla
a permite olhar até 16 
anais simultane-amente, também permite a realização de aquisições eletro�siológi
as usando o programaAxonS
ope. O Axons
ope grava todo o sinal analógi
o do H1 (toda a 
urva), assimpodemos retirar os tempos dos spikes usando o Matlab posteriormente. Fizemos algumasaquisições, usando essa pla
a da Axon, para veri�
ar a presença dos spikes que apare
iam
om intervalos de tempo menores que 2ms, o que dis
utiremos mais adiante.Para tentar a
ompanhar a quantidade de pulsos disparados e para ajudar na 
entral-ização do monitor usamos um 
ontador de spikes (ver �gura 8) que nos dá uma taxa dedisparo aproximada em tempo real. Esse 
ontador, 
onta quantos spikes há em uma janelade tempo de nove segundos e mostra esse valor durante aproximadamente 1 segundo, oque nos dá uma noção aproximada da taxa de disparo de 
ada H1.Após termos melhorado a forma de monitorar o equipamento, termos uma forma deobservar a taxa de disparo aproximada de 
ada H1, de forma isolada e em tempo real,passamos a abordar a situação mais 
ompli
ada que foi o surgimento de spikes 
om menosde 2ms de intervalo entre eles. Isso não deveria o
orrer, pois o tempo de o
orrên
ia deum spike é de mais ou menos 1ms e o neur�nio pre
isa de mais 1ms de �des
anso� paraliberar outro spike, assim não poderíamos ter intervalos entre spikes 
om menos de 2ms.Nós tínhamos alguns suspeitos a averiguar: outros neur�nios poluindo as aquisições(de repente a lo
alização dos eletrodos pre
isaria ser revista devido à possibilidade deestarmos pegando alguns dos verti
ais), o dis
riminador (algum problema de hardware) ouruídos externos (problema de aterramento, uma fonte externa de ruído, sinais 
ruzados).Então os abordaremos individualmente.



31Começamos por pro
urar nas mos
as um outro lugar para pegarmos o sinal do H1,então montamos várias mos
as e pegamos o sinal do H1 em lo
ais diferentes da pla
alobular para ver se o problema era na posição dos eletrodos, pois este poderia estar pe-gando outros neur�nios, que apesar de não responderem na direção do H1, liberam pulsosaleatórios, 
omo no 
aso do V1. Veri�
amos que apesar da tro
a de lugar dos eletrodosou da impedân
ia dos eletrodos, a presença dos spikes 
om menos de 2ms 
ontinuava,indi
ando - nos a pro
urar algo no hardware.Esgotadas as possibilidades 
om as mos
as, passamos a investigar o hardware. Começamospro
urando algo na parte analógi
a, entre os Head Stage e o dis
riminador (nessa épo
asem o �ltro tipo Bessel). Fizemos alguns testes para ver se o sinal de um lado estava
ontaminando o outro, ou seja, se o sinal do lado direito estava passando para o outroesquerdo, ou o 
ontrário, em algum ponto do front end analógi
o.O teste da parte analógi
a 
onsistia de: estando 
om sinal dos dois lados, nós des
one
-távamos em alguns pontos, nos quais a
hávamos que o sinal poderia estar se 
ruzando.Esses pontos poderiam ser na entrada do dis
riminador ou no pré-ampli�
ador.Os passos do teste eram:
• Retirar o 
anal esquerdo da entrada do dis
riminador e fazer uma aquisição só 
omo 
anal direito;
• Retirar o 
anal direito da entrada do dis
riminador e fazer uma aquisição só 
om o
anal esquerdo;
• Re
one
tar ambos os 
anais no dis
riminador;
• Retirar no pré-ampli�
ador o 
anal esquerdo e fazer uma aquisição só 
om o ladodireito;
• Retirar no pré-ampli�
ador o 
anal direito e fazer uma aquisição só 
om o ladoesquerdo;
• Re
one
tar os dois 
anais no pré-ampli�
ador ;
• Retirar o �o de referên
ia do lado esquerdo e fazer uma aquisição só 
om o ladodireito,
• Retirar o �o de referên
ia do lado direito e fazer uma aquisição só 
om o ladoesquerdo.
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Figura 11: Esquema fora de es
ala para representar o sistema de aquisição 
omo foimontado primeiramente. O teste da parte analógi
a do sistema de aquisição foi feitobaseado nesse esquema. Esse esquema vale para a mos
a virtual e a verdadeira.Quando des
one
távamos os �os de referên
ia, o ruído do lado que estava sem o �ode referên
ia aumentava, mas o sinal era fa
ilmente dis
riminado pelo equipamento, umavez que aterrássemos os Head Stage, pois o �o de referên
ia serve para o �aterramento�da 
abeça da mos
a. O esquema do teste analógi
o pode ser visto na �gura 11.Ligado Desligado Esquerda DireitaSpike Intervalo % Spike Intervalo %<2ms < 2msesq. e dir. (normal) 46101 4597 9,97 51448 113 0,22dis
riminador dir. dis
riminador esq. X X X 35454 22 0,06dis
riminador esq. dis
riminador dir. 34433 424 1,23 X X Xpré-amplif. dir. pré-amplif. esq. X X X 53155 14102 26,53pré-amplif. esq. pré-amplif. dir. 37600 186 0,46 X X X�o de ref. dir. �o de ref. esq. 32400 3392 10,47 41119 766 1,86�o de ref. esq. �o de ref. dir. 60089 3161 5,76 10235 1208 11,80Tabela 1: A tabela mostra quantidade de spikes 
om intervalos de tempo menores de 2ms
om uma aquisição de 5 minutos. Os X indi
am que não há valores nesses lo
ais, poisestavam desligados.A idéia era veri�
ar se o sinal de um lado estava 
ontaminando o outro, veri�
andoassim o que 
hamamos de 
rosstalk. Infelizmente os spikes 
om intervalos menores de2ms 
ontinuavam a existir, 
omo pode ser visto na tabela 1, então a possibilidade dopré-ampli�
ador estar 
om problema foi des
artada, pois quando retirássemos o 
one
tordo pré-ampli�
ador do lado direito não poderia o
orrer sinais 
ruzados do lado esquerdoe vi
e e versa, o que não o
orreu. O fato dos Head Stage serem separados um do outro



33des
artava a idéia do sinal estar 
ruzando nesse ponto. O que nos levou a 
rer que haviaalgo errado do dis
riminador até o 
omputador.

Figura 12: Tela do programa AxonS
ope responsável pela aquisição analógi
a do sinaldos H1. A tela de 
ima é o eletrodo esquerdo e a de baixo é o eletrodo direito. Nota-se aausên
ia de alguns spikes presentes na aquisição analógi
a.Colo
amos a pla
a Axon para auxiliar no monitoramento do experimento. Fizemosuma aquisição simultânea 
om o dis
riminador digital (nosso sistema de aquisição multi-
anal) e da pla
a Axon (que faz uma aquisição analógi
a). Com a aquisição simultâneapoderíamos veri�
ar a ausên
ia ou a presença dos spikes 
om intervalo de tempo menorde 2ms, desde que 
onseguíssemos identi�
ar uma seqüên
ia de spikes na aquisição digitale na analógi
a para 
omparar.Quando 
omparamos ambas as aquisições vimos que os spikes 
om intervalo menorde 2ms existentes no sistema digital não existiam na aquisição do sistema analógi
o. Seos spikes estivessem passando de um 
anal para o outro veríamos na aquisição analógi
aspikes 
oin
identes em ambos os 
anais, o que não se veri�
ou na região em que o sis-tema digital apresentou os spikes 
om intervalos de tempo menores de 2ms. Na aquisiçãoanalógi
a os spikes 
om menos de 2ms não existiam e na aquisição digital esses spikes
ontinuavam a existir (
omparar �gura 12 
om a tabela 2), o que indi
ava erro no dis-
riminador ou no hardware dedi
ado.



34Para identi�
ar uma seqüên
ia de spikes usamos o estímulo de onda quadrada, ondeé fá
il identi�
ar o padrão de resposta de um dos H1. Na �gura 12 vemos um momentoem que o neur�nio direito está disparando (eletrodo esquerdo) e o neur�nio esquerdo estáquase sem responder (eletrodo direito), o que era de se esperar devido a seus sentidospreferen
iais. Uma vez identi�
ado um dos spikes fazia-se a diferença entre esse que foiidenti�
ado e seus próximos, assim 
onseguíamos identi�
ar uma seqüên
ia de spikes.Ao veri�
armos que os spikes 
om intervalo de tempo menor de 2ms não apare
iam naaquisição analógi
a feita 
om o Axon, 
on�rmamos mais uma vez que havia algo errado
om o dis
riminador.Abaixo temos um exemplo de aquisição no qual temos os spikes 
om intervalo menoresde 2ms, presentes no dis
riminador digital (tabela 2) e o mesmo tre
ho da aquisição vistono Axon na �gura 12. Observando a tela do AxonS
ope vemos a ausên
ia dos spikes queestão pintados de 
inza na tabela. Os valores da tabela estão em segundos. Os valores daaquisição analógi
a são menores devido ao fato de o
orrer um pequeno atraso de 254msem relação ao iní
io da aquisição digital.Tempo dos spikes direito (segundos) Tempo dos spikes direito (segundos)Digital Analógi
o Diferença Digital Analógi
o Diferença1,101032704 0,846339 0 1,038573056 0,783879352 01,241187584 0,98649388 0,140154880 1,03860992 0,783916216 3,686400E-051,289323264 1,03462956 0,188290560 1,050135296 0,795441592 0,0115622401,297745408 1,043051704 0,196712704 1,050172928 0,795479224 0,0115998721,393639424 1,13894572 0,292606720 1,0587008 0,804007096 0,0201277441,429316608 1,174622904 0,328283904 1,05873792 0,804044216 0,0201648641,451533824 1,19684012 0,350501120 1,068759552 0,814065848 0,0301864961,459988224 1,20529452 0,358955520 1,068800256 0,814106552 0,0302272001,470697728 1,216004024 0,369665024 1,076024832 0,821331128 0,0374517761,606174464 1,35148076 0,505141760 1,076061696 0,821367992 0,0374886401,733632768 1,478939064 0,632600064 1,081890816 0,827197112 0,043317760Tabela 2: Do lado direito temos alguns exemplos de spikes 
om menos de 2ms de diferença.Os spikes em vermelho são os problemáti
os. Nota-se que a diferença do posterior para oanterior é menor que 2ms.
Retiramos o dis
riminador para uma veri�
ação e des
obrimos que ele tinha um diodoem 
urto, o que estava in�uen
iando no limiar de 
omparação de baixo nível do dis
rimi-nador do 
anal esquerdo. Esse limiar é responsável pelo registro do spike, pois é ele quediz ao dis
riminador que o
orreu um spike. Mas isto não era a 
ausa dos spikes 
om



35intervalos de tempo menores de 2ms, pois o erro estava somente em um 
anal e os spikesapare
iam em ambos os 
anais.

Figura 13: Mos
a virtual. a - a mos
a virtual vista lateral, b - o spike eletr�ni
o, 
 -gerador de spikes eletr�ni
os, d - a mos
a virtual vista de 
ima.A suspeita 
ontinuava sobre o dis
riminador. Tentamos uma nova abordagem que foisimular (ingenuamente) a 
abeça da mos
a usando um pequeno re
ipiente (onde �zemosduas 
avidades para representar os lados da 
abeça da mos
a 
om uma pequena 
omu-ni
ação entre os lados), e um gerador de spikes eletr�ni
o. Preen
hemos essas 
avidades
om ringer, que é um liquido que 
olo
amos na 
abeça da mos
a quando esta 
omeça ase
ar.O gerador de spikes eletr�ni
o tem uma freqüên
ia ajustável, então 
ada lado temuma freqüên
ia diferente. Inserimos uma freqüên
ia 
onstante, para analisarmos as taxasde disparo que teríamos de 
ada lado. Usamos o mesmo método des
rito na �gura 11para ver se 
ontinuavam os spikes 
om intervalos de tempo menores de 2ms.A idéia de usar uma mos
a eletr�ni
a era que, por sabermos a freqüên
ia que estáva-mos 
olo
ando, tornaria mais fá
il enxergar o possível problema. Também para fa
ilitara aquisição, pois, muita vezes, não 
onseguimos en
ontrar o sinal do H1 
om relativafa
ilidade, o que atrasava os testes.



36Simulamos o sinal do H1 atenuando o sinal saído do gerador de spikes 
er
a de 10000vezes para termos um valor próximo à voltagem de disparo do H1. O spike gerado pelogerador de spikes pode ser visto na �gura 13.b; nós o 
onstruímos de forma a ser pare
ido
om o spike da mos
a.A idéia era ver se o dis
riminador estava dupli
ando alguns spikes. O que não foi
on�rmado, pois nos raster vimos que as taxas estavam 
orretas, desde que o nosso ger-ador de spikes estivesse ligado direto no dis
riminador. Os spikes duplos não apare
iamquando 
olo
ávamos o gerador de spikes direto no dis
riminador, eles só o
orriam quandoinjetávamos na mos
a virtual indi
ando a presença de um ruído ou algo que estava sein
orporando ao sinal que saía da 
abeça da mos
a virtual.

Figura 14: Mostra a presença de spikes duplos devido a alta freqüên
ia asso
iada os sinaldo H1Durante o pro
esso 
om a �mos
a virtual� foi observada uma 
omponente de altafreqüên
ia no sinal que estaria interferindo no dis
riminador, devido ao fato deste sermuito rápido. Esta alta freqüên
ia que estava se asso
iando ao sinal fazia 
om que eleidenti�
asse alguns spikes 
omo se o
orressem dois (ver �gura 14). Essa era a origem dosspikes 
om intervalos menores de 2ms. O sinal estava muito instável, então foram feitosdois �ltros passivos, um passa alta e outro passa baixa, para 
olo
ar antes do sinal entrarno dis
riminador. O �ltro passa-alta 
ortava em 3Khz e o passa-baixa 
ortava em 4Khz



37(ver �gura 16).Esses �ltros permitiram uma aquisição mais limpa, ou seja, boa parte dos nossos spikesduplos (spikes 
om intervalos menores de 2ms) sumiu, indi
ando que teríamos de 
olo
ar�ltros melhores. Os �ltros atenuavam demais o sinal, de forma que foram substituídospor um �ltro ativo do tipo Bessel de ter
eira ordem que permite a passagem de sinais 
omfreqüên
ia entre 300Hz e 5Khz. Com a utilização desse novo �ltro tivemos uma reduçãosigni�
ativa dos spikes indesejados sem a atenuação dos �ltros passivos. Faremos umabreve des
rição dos �ltros na seção posterior.Na �gura 15 mostramos a diferença do sinal 
om e sem os �ltros. O que possivelmenteestava a
onte
endo é que um ruído externo de alta freqüên
ia estava se in
orporando aosinal do H1, através do eletrodo, e 
omo o dis
riminador tem resolução o su�
iente paraenxergar a variação do sinal, ele interpretava uma queda devido à alta freqüên
ia que sein
orporava ao sinal 
omo outro spike e assim, surgiam os spikes 
om intervalos menoresde 2ms, e o dis
riminador enviava para o hardware dedi
ado 2 spikes ao invés de 1. Comopodemos ver na �gura 14 alguns spikes duplos apare
em devido a esse ruído de altafreqüên
ia.

Figura 15: Comparação entre os spikes 
om e sem os �ltro. O spikes da esquerda estásem o �ltro e o da direita está 
om o �ltro4.2 Filtros LinearesFiltros são dispositivos que têm por �nalidade eliminar sinais de uma determinadafreqüên
ia ou de uma faixa de freqüên
ias a
ima ou abaixo de um valor limite. Podeser passivo, quando emprega apenas 
omponentes passivos (resistores, 
apa
itores e indu-



38tores), ou ativo, quando emprega 
omponentes ativos (transistores, 
ir
uitos integrados,et
.)Um �ltro linear apli
a um operador linear a um sinal de entrada que varia 
om otempo. Os �ltros lineares são muito 
omuns na eletr�ni
a e no pro
essamento de sinaisdigitais. Eles são 
omumente utilizados para eliminar as freqüên
ias não desejadas de umsinal de entrada ou para sele
ionar uma freqüên
ia de um sinal. Independentemente seeles são eletr�ni
os, elétri
os ou me
âni
os, ou em quais faixas de freqüên
ia trabalhem,a teoria matemáti
a dos �ltros lineares é a mesma.Existem vários tipos de �ltros lineares, entre eles:
• Um �ltro passa-baixa: que permite a passagem de freqüên
ias abaixo de sua fre-qüên
ia de 
orte.
• Um �ltro passa-alta: que permite a passagem de freqüên
ias a
ima de sua freqüên
iade 
orte.
• Um �ltro passa-faixa: que permite a passagem apenas de uma faixa de freqüên
ias.
• Um �ltro rejeita-faixa: que permite a passagem de todas as freqüên
ias fora de uma
erta faixa.
• Um �ltro passa-tudo: que permite a passagem de todas as freqüên
ias, porém alteraa relação de fase entre elas.Dos �ltros a
ima rela
ionados, o que nos interessam são os passa-alta, passa-baixa epassa-faixa. Os �ltros passa-faixa podem ser 
onstruídos a partir de 
ombinações entreos �ltros passa-baixa e passa-alta.4.2.1 Filtro Passivo Passa-AltaUm �ltro passivo passa-alta (�gura 16.b) é um �ltro que permite a passagem dasfreqüên
ias altas 
om fa
ilidade, porém atenua (ou reduz) a amplitude das freqüên
iasabaixo da freqüên
ia de 
orte. A quantidade de atenuação para 
ada freqüên
ia e afreqüên
ia de 
orte varia de �ltro para �ltro.Ele é muito utilizado para bloquear as freqüên
ias baixas não desejadas em um sinal
omplexo enquanto permite a passagem das freqüên
ias mais altas. As freqüên
ias são
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onsideradas �altas� ou �baixas� quando estão a
ima ou abaixo da freqüên
ia de 
orte,respe
tivamente.O �ltro passivo passa-alta mais simples existente 
onsiste de um 
apa
itor em série
om um resistor. O valor da resistên
ia vezes o valor da 
apa
itân
ia (R ∗ C) é a 
onstantede tempo; ela é inversamente propor
ional à freqüên
ia de 
orte, e o valor da amplitudede saída do sinal é igual a metade do valor da amplitude de entrada:
f =

1

2πRC
(4.1)Onde: f é a freqüên
ia, dada em hertz, R é o valor de Resistên
ia, dado em omhs e C é ovalor da 
apa
itân
ia, dado em farads.

Figura 16: Filtros passivos. a - Filtro passivo passa-baixa 
om freqüên
ia de 
ortede(4khz), b - o �ltro passivo passa-alta te freqüên
ia de 
orte 3Khz4.2.2 Filtro Passivo Passa-BaixaO �ltro passivo passa-baixa (�gura 16.a) é o nome 
omum dado a um 
ir
uito eletr�ni
oque permite a passagem de baixas freqüên
ias sem di�
uldades e atenua (ou reduz) a am-plitude das freqüên
ias maiores que a freqüên
ia de 
orte. A quantidade de atenuaçãopara 
ada freqüên
ia varia de �ltro para �ltro.Um 
ir
uito eletr�ni
o simples que fun
iona 
omo um �ltro passa-baixa 
onsiste deum resistor em série 
om um 
apa
itor. O 
apa
itor exibe reatân
ia, e bloqueia os sinaisde baixa freqüên
ia, fazendo 
om que eles passem pela 
arga. A freqüên
ia mais altareduz a reatân
ia e o 
apa
itor 
onduz 
om fa
ilidade as altas freqüên
ias. A freqüên
iade 
orte é determinada da mesma forma que o do �ltro passa-alta (formula 4.1).Um modo de 
ompreender estes 
ir
uitos (passa-alta e passa-baixa) é voltar-se ao



40tempo que o 
apa
itor leva para se 
arregar. O 
apa
itor leva um período de tempo para
arregar e des
arregar através do resistor:

Figura 17: Filtro ativo tipo Bessel ter
eira ordem 
om 
orte entre 300Hz e 5KHz
• As baixas freqüên
ias exigem um tempo longo para que o 
apa
itor se 
arregueaté atingir prati
amente a mesma voltagem que a tensão de entrada. As altasfreqüên
ias o 
apa
itor tem tempo apenas para uma pequenas 
arga antes que asentradas invertam sua polaridade.
• A saída sobe e des
e apenas uma pequena quantia de tempo 
om relação às subidase des
idas da entrada. A uma freqüên
ia dobrada, existe tempo apenas para que o
apa
itor se 
arregue metade do que poderia se 
arregar antes.



414.2.3 Filtro AtivoUm �ltro ativo (�gura 17) é um tipo de �ltro eletr�ni
o analógi
o, que se distinguedos outros pelo uso de um ou mais 
omponentes ativos, que podem prover alguma formade ampli�
ação da potên
ia. Tipi
amente estes 
omponentes podem ser uma válvulatermi�ni
a, um transistor ou um ampli�
ador opera
ional.Em eletr�ni
a e pro
essamento de sinais, um �ltro tipo Bessel é uma variedade de �ltrolinear 
om uma resposta de fase o mais plana possível. Os �ltros Bessel são 
omumenteutilizados em sistemas de 
rossover de áudio.A es
olha pelo �ltro ativo tipo Bessel foi devido à sua relação ótima quando se tratade sinais 
om transientes, uma forma de ver o sinal do spike.
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5 Resultados
5.1 Resultados dos TestesApresentaremos a seguir alguns rasters e as taxas de disparo de alguns estímulos.Os estímulos usados são de 20 segundos, então 
ada linha do raster é uma apresentaçãodo estímulo à mos
a. No 
aso dos rasters apresentados aqui todos foram feitos 
om oestímulo des
orrela
ionado 
om média zero; sendo que no estímulo apresentado na �gura9, notamos 
erta inversão na parte repetida (0 a 10 segundos) que é o que esperávamosver. Outra 
oisa a dizer é que nos grá�
os abaixo, as repetições no 
aso estão se referindoao eletrodo e não ao neur�nio registrado.

Figura 18: O raster de duas aquisições 
om o mesmo estímulo. As repetições dos ladosdireito e esquerdo são em relação ao eletrodo - A: raster de uma aquisição que tem muitosspikes duplos e 
om uma taxa de disparo ruim para uma aquisição de 11minutos. B:raster de uma aquisição no qual tivemos uma pequena quantidade de spikes duplos.



43No 
omeço dos testes, quando ainda não estávamos 
om os �ltros, �zemos algumasaquisições para testar o equipamento; por exemplo, na �gura 18.A do lado esquerdo havia25989 spikes, desses 1510 tinham intervalos de tempo menor que 2ms, 
er
a de 6% dosspikes eram suspeitos. Do lado direito havia 8514 spikes, desses, 965 tinham intervalosde tempo menor que 2ms; 
er
a de 11% dos spikes eram suspeitos. A taxa de disparo dolado esquerdo é de 35 spk/seg e do lado direito é 11 spk/seg. O estímulo foi apresentado àmos
a mais ou menos 35 vezes, o que dá um tempo total de aproximadamente 11 minutosde aquisição. O problema da taxa de disparo diferente, neste 
aso, pode ter sido devidoà falta de 
alibração no iní
io da aquisição. Reparamos que, apesar de termos muitosspikes 
om intervalos menores de 2ms, notamos que as estruturas de resposta de 
ada H1é mantida.Depois de 
olo
ado o �ltro ativo tivemos uma redução signi�
ativa dos spikes duplos,por exemplo: em uma das últimas aquisições, do lado esquerdo havia 96054 spikes. Desses,13 tinham intervalos menores que 2ms, 
er
a de 0,013% dos spikes eram suspeitos. Dolado direito havia 128385 spikes, 04 tinham intervalos de tempo menor que 2ms, 
er
a de0,003% dos spikes eram suspeitos, 
om taxas de disparo esquerdo de 44 spk/seg e direitode 59 spk/seg (ver �gura 18.B). Esta aquisição tem 40 minutos.

Figura 19: Raster de um estímulo de onda quadrada no qual tivemos taxa de disparoesquerda 20 spk/seg e taxa de disparo direita 28spk/segDepois de usar os �ltros passivos, 
hegamos à 
on
lusão de que seria ne
essário o uso



44de um �ltro ativo, pois, os passivos atenuavam demais o sinal do H1. Por isso, a es
olhado �ltro ativo tipo Bessel de ter
eira ordem; pois ele não atenuava o sinal e retirava asfreqüên
ias indesejáveis, que estavam se in
orporando a ele, além de ser o melhor quandousado para o 
aso de sinais 
om transientes.Então foi ne
essário in
orporar no sistema de aquisição, um pa
ote de �ltros de ordemmaior, para eliminarmos possíveis 
omponentes de freqüên
ias altas que nos permeiam,pois o sistema é muito sensível a interferên
ias, 
omo podemos notar na �gura 15.5.2 Raster

Figura 20: A �gura mostra o estímulo e dois rasters feitos 
om mos
as diferentes,mostrando a reprodutibilidade.Uma vez que 
onseguimos fazer aquisições de forma a ter pou
os spikes duplos �zemosuma série 
om tempos de 
orrelação diferentes. Nesse raster é possível veri�
ar a direção esentido preferen
ial do H1 devido às estruturas apresentadas nos rasters. Podemos notarque quando o H1 esquerdo está respondendo, o direito está parado e vi
e e versa. O H1



45libera pulsos espontâneos independente do estímulo ao qual é apresentado, por isso vemosalguns spikes durante o momento em que ele não deveria estar disparando.O melhor raster para ver o sentido preferen
ial de 
ada H1 é aquele 
om o estímulode onda quadrada, no qual ex
itamos um H1 de 
ada vez(ver �gura 19).Na �gura 20 vemos os raster de estímulos iguais; no 
aso é o estímulo des
orrela
ionado
om média zero. Podemos notar que apesar de serem mos
as diferentes, eles são pare
idosmostrando a reprodutibilidade da experiên
ia.5.3 Taxas de DisparoApresentamos abaixo várias taxas de disparo para os H1 esquerdo e direito, de trêsmos
as diferentes, 
om estímulos e tempos de 
orrelação diferentes. Os tempos de 
orre-lação estão em bin, 
ada bin tem 2ms. Nota-se que não temos um padrão, na mos
a 1 oH1 esquerdo dispara mais e nas mos
as 2 e 3 é o H1 direito que dispara mais. Esta é adi�
uldade na realização de experimentos, pois não temos 
ontrole sobre isso.Mos
a 1 Mos
a 2 Mos
a 3Estímulo Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda(spk/seg) (spk/seg) (spk/seg) (spk/seg) (spk/seg) (spk/seg)Calibração 54 56 28 20 41 31Tempo de 62 68 58 55 59 44
orrelação = 0Tempo de 63 68 64 62 78 50
orrelação = 2Tempo de 69 76 65 59 70 53
orrelação = 4Tempo de 49 51 75 87 75 48
orrelação = 6Tempo de 66 65 80 82 101 78
orrelação = 8Tabela 3: A tabela mostra a taxa de disparo de 
ada H1 para mos
as diferentes
Esperava-se este resultado, pois os H1's não devem ser simétri
os. Notamos issoenquanto a
hamos o sinal, a maioria das vezes um dos H1 responde mais que o outro.Mesmo fazendo a 
alibração 
om o estímulo de onda quadrada as taxas são diferentes.Durante a 
alibração sempre há uma diferença entre a quantidade de spikes que são
ontados para 
ada lado.



46Na �gura 21 observamos as taxas de disparo para diversos estímulos 
om mos
asdiferentes e notamos que não há relação entre elas.Um problema freqüente são mos
as que têm um H1 que responde muito mais que ooutro, atrapalhando bastante a aquisição, é o 
aso da �gura 10, ou seja, pare
e que o H1não está per
ebendo o estímulo à sua frente.

Figura 21: Taxa de disparo para diferentes tempos de 
orrelação junto 
om a 
alibração.O valor -1 no eixo X é o valor da taxa de disparo para a 
alibração
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6 Con
lusões

Durante os testes do sistema de aquisição multi
anal surgiram várias situações quepre
isavam ser 
ontornadas. Algumas foram 
ru
iais e sua resolução de suma importân
iapara a validação do sistema.Podemos a�rmar que 
onseguimos 
ontornar alguns dos problemas de forma satis-fatória, prin
ipalmente os rela
ionados à eletr�ni
a do sistema de aquisição. Os problemasrela
ionados à forma biológi
a infelizmente não temos 
omo 
ontorná-los, de forma queestamos amarrados à situação apresentada a 
ada mos
a que montamos para a aquisição.Os problemas biológi
os presentes no experimento, per
ebidos durante os testes dosistema de aquisição foram: o fato de a mos
a morrer mais rápido quando os dois ladosda 
abeça estão abertos, quando 
omparado 
om a forma anterior de montagem, que sóse abria um lado. Mesmo a mos
a estando alimentada e 
om ringer na sua 
abeça ela nãotem sobrevivido o su�
iente, o que a
arreta em menos tempo para as aquisições. Outroproblema também rela
ionado a essa parte biológi
a está na pro
ura dos sinais de 
adaH1, pois é ne
essária uma lo
alização bastante pre
isa para eles.Como temos o registro dos dois H1's é inevitável a 
omparação entre as taxas de dis-paro apresentadas por 
ada neur�nio, assim apare
e o fato de termos H1's que respondemmuito mais que o outro quando olhamos para suas taxas de disparo. Não temos 
omo
ontornar esse tipo de situação sem tro
armos a mos
a. Outra 
oisa é pensarmos nummodo melhor de 
alibração para termos uma taxa de disparo aproximadamente igual paraambos os lados.Dos problemas eletr�ni
os apresentados 
onseguimos 
ontornar todos. Os mais rel-evantes foram: o monitoramento dos 
anais do dis
riminador e os spikes 
om intervalosde tempo menores de 2ms (spikes duplos). O problema do monitoramento dos 
anais dodis
riminador foi relativamente fá
il de ser resolvido 
om o a
rés
imo de um 
haveadore 
om a pla
a Axon, sendo que os spikes duplos demandaram um pou
o de pesquisa epa
iên
ia 
omo relatamos.



48O problema dos spikes 
om intervalos de tempo menores de 2ms ne
essitava de umasolução para validar o sistema de aquisição. Este, foi resolvido quando a
res
entamos um�ltro ativo do tipo Bessel de ter
eira ordem, o qual eliminava o ruído que fazia surgiros spikes duplos. Ele eliminava freqüên
ias abaixo de 300Hz e a
ima de 5kHz que sein
orporavam ao sinal do H1 no eletrodo, assim passando por toda a parte analógi
a,permitindo que o dis
riminador enxergasse alguns spikes 
omo se fossem dois, fazendoapare
er os spikes que tinham um intervalo de tempo menores de 2ms.Esse ruído de alta freqüên
ia que se in
orpora ao sinal pode ser eliminado 
om o �ltroque 
olo
amos ou usando uma gaiola de Faraday. Não sabemos sua origem ao 
erto, masdeve ser proveniente de 
omputadores ligados na região do laboratório, rede elétri
a, redeswireless, 
olo
adas próximas, assim 
ontaminando nosso sistema.Para o futuro temos algumas pretensões em relação ao sistema atual, quanto à análisede dados e ajustes no sistema de aquisição. Em nível de ajustes queremos aperfeiçoaro uso da pla
a Axon, tanto em monitoramento quanto para aquisições extra
elulares.Podemos dizer que o monitoramento melhoraria bastante, pois poderíamos ver os seis
anais ao mesmo tempo no 
omputador. Coisa que hoje não é possível.Queremos 
olo
ar também um pa
ote de �ltros mais robusto. Do tipo Bessel de sextaordem para termos uma suavização melhor do sinal e assim eliminarmos o problema doruído de alta freqüên
ia que nos permeia.Também pretendemos utilizar dois monitores no estudo das interações entre os H1's,simulando a rotação e a translação de forma mais e�
iente, para podermos apresentarestímulos diferentes para 
ada olho.Uma outra possibilidade é o uso da teoria da Informação de Shannon para estudar atransmissão da informação de um e dos dois H1's e 
ompararmos o quanto de informaçãoextra é transmitida quando temos os dois H1's.Além disso, queremos também 
al
ular os �ltros lineares de primeira e segunda ordempara a re
onstrução dos estímulos, 
omparando-a quando feita 
om um só H1 e usandoos dois H1, para vermos se ela melhora.
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ANEXO A -- Classe dos Insetos ⇒ OrdemDiptera

Os insetos perfazem mais de 800 mil espé
ies 
atalogadas (fato que justi�
a uma
iên
ia para estudá-los: a Entomologia). Destas, aproximadamente 120 mil são mos
as.Dos animais terrestres, os insetos são os mais abundantes, mais bem su
edidos e maisdiversamente distribuídos.São os mais importantes invertebrados pois podem viver em lo
ais se
os, e são os úni-
os 
apazes de voar. A 
apa
idade de voar permite-lhes es
apar dos inimigos, 
apturarempresas e en
ontrar par
eiros para a reprodução.O seu tamanho varia desde menores que o maior protozoário (0,25 mm ou menores)até maiores que o menor vertebrado (besouros 
om 26 
m de 
omprimento ou libélulas
om 28 
m de envergadura de asa).São abundantes em todo o habitat, ex
eto no mar. Ainda que a maioria seja terrestreou aérea, várias espé
ies vivem em água salobra ou do
e, solo, plantas e dentro ou sobreanimais, embora raramente matem os seus hospedeiros.Não há 
erteza do motivo para o tremendo su
esso evolutivo destes animais, mas, dassuas 
ara
terísti
as prin
ipais, sem dúvida, a 
apa
idade de voar a
abou possibilitandoessa dispersão máxima. Outro aspe
to importante é o fato de serem animais pequenos, oque permite o
upar mi
ro-habitat, ina
essíveis a outros animais.Os insetos apresentam 
i
lo de vida 
urto, por isso podem se multipli
ar rapidamenteem 
ondições favoráveis. Na �gura 22 temos um exemplo de 
oleópteros (besouros oues
aravelhos). Um úni
o 
asal de 
oleópteros pode produzir, em apenas 432 dias, de-s
endên
ia su�
iente para o
upar a totalidade do volume da Terra! Assim, as espé
iespredadoras são muito importantes para 
ontrolar o número de insetos.Da 
lasse dos insetos, estamos interessados na ordem das dípteras, mais espe
i�
a-mente nas mos
as Crhysomia Mega
ephala (mos
a varejeira), isso devido aos exaustivos
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Figura 22: Exemplo de um 
oleópetro espé
ie Strepto
erus spe
iosusestudos nas últimas dé
adas, tanto no aspe
to neuro�siológi
o [7, 3℄, 
omo no aerod-inâmi
o [5℄ que nos deu um 
erto 
onhe
imento sobre suas propriedades.Os Dípteros 
onstituem uma das maiores ordens de insetos e seus representantesabundam em indivíduos e espé
ies em quase todos os lugares. A maioria dos Dípterosdistingue-se prontamente dos outros insetos alados por possuir somente um par de asas,
orrespondente ao par anterior, transformando-se o par posterior em pequenas estruturas
lavadas denominadas halteres, que fun
ionam 
omo órgãos de equilíbrio [1℄.A ordem Díptera pode ser dividida em duas sub-ordens [11℄: Nemato
era e Bra
hy
-era.A sub-ordem Nemato
era engloba os dípteros que possuem antenas 
om mais de seissegmentos livremente arti
ulados, 
omo os mosquitos (Culi
idae), borra
hudos (Simuli-idae) e �ebotomíneos (Psy
odidae). A sub-ordem Bra
hy
era reúne aqueles dípteros quepossuem antenas 
om três a 
in
o segmentos, sendo que o último pode ser anelado ouportar uma arista.Dentro de Bra
hy
era e da infraordem Mus
omorpha (Antiga sub-ordem Cy
lor-rapha), estão as famílias alvos deste trabalho. Os dípteros desta infraordem são 
onhe
idos
omo dípteros superiores ou dípteros mus
óides.As mos
as da família Calliphoridae e Sar
ophagidae, do gênero Chrysomya têm origemnas regiões tropi
ais e subtropi
ais do Velho Mundo, e foram introduzidas no Brasil porvolta do ano de 1976. Três espé
ies são en
ontradas hoje na Améri
a do Sul: C. albi
eps,C. 
hloropyga, C. mega
ephala. Estas mos
as possuem um alto grau de sinantropia esão vetores de doenças por via me
âni
a. Devido a sua alta 
apa
idade reprodutivae agressividade das sua larvas, elas deslo
aram as espé
ies nativas e hoje são as mais



52abundantes em algumas regiões do país, in
lusive em Belo Horizonte. Suas larvas 
riam-se em fezes e matéria orgâni
a em de
omposição.Com o 
onhe
imento adquirido nos últimos anos e a fa
ilidade de realizar aquisiçõeseletro�siológi
as, a mos
a tornou-se um ex
elente modelo para o estudo de sistemas neu-rais 
omplexos.


