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Resumo

CARDOSO, Rodrigo Ribeiro. Estudo de Sinais de Matrizes Multieletrodo (MEAs) em
Termos do Janelamento. Uberlandia: FEELT-UFU, 2010, 79 f.

Este trabalho se dedica ao estudo de uma ferramenta de segmentacao para aplicagdo
em sinais de matrizes multieletrodo (MEASs). Os estudos de sinais de culturas neuronais
através da MEA tém aberto amplo campo de pesquisa. Entretanto, ferramentas classicas
de andlise desse tipo de sinal focam na detec¢do de spikes e nas séries temporais entre
intervalos de spikes (ISI). A busca de novas ferramentas para andlise e segmentacao dos
sinais pode impulsionar as pesquisas e suas aplicacdes. Ainda assim, h4 espaco para
ferramentas matemadticas cldssicas, como a autocorrelacdo. Sdo apresentados resultados
e discussdes sobre aplicacdo dessa técnica em sinais de matrizes multieletrodo. Esta
ferramenta apresenta um grande potencial para aplicacdo em identificacdo de
inatividade celular. E apresentado, também, um algoritmo para aplicacdo da técnica de
segmentacdo através do SEM (Spectral Error Measurement). Os resultados ndo sao
conclusivos, porém, novas possibilidades sdo abertas para futuras investigacdes dessa e
de outras técnicas de segmentacdo de sinais para aplicagdo na MEA. Sao feitos também
comparativos das aplicagdes das ferramentas desenvolvidas em  sinais

eletroencefalograficos (EEG).

Palavras-chave: matriz multieletrodo, MEA, eletroencefalografia, EEG,

segmentacdao, SEM, autocorrelagao.
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Abstract

CARDOSO, Rodrigo Ribeiro. Study of Multielectrode Arrays (MEAs) Signals in Terms
of Windowing. Uberlandia: FEELT-UFU, 2010, 79 f.

This work studies a segmentation tool for application to multielectrode arrays
(MEA5) signals. Studies of neuronal cultures signals by means of MEA have opened a
wide research field. However, classical tools for analyzing these kinds of signals have
focused on spikes detection and on time series intervals between spikes (ISI). The
search for new tools on signal analysis and segmentation can boost investigations and
their applications. There is opportunity for classical mathematical tools such as
autocorrelation yet. Results and discussions on application of this technique in
multielectrode array signals are presented. The application of this tool in cellular
inactivity identification has great potential. An algorithm applying the segmentation
technique by SEM (Spectral Error Measurement) is also presented. The results are not
conclusive; however, new possibilities are opened for future investigation on this
technique and others techniques of signals segmentation for applying on MEA signals.
Finally, comparative applications of the developed tools in electroencephalographic

signals (EEG) are presented.

Key-words: multielectrode array, MEA, electroencephalography, EEG,

segmentation, SEM, autocorrelation.
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Capitulo 1

Introducao

Ao longo da histéria das ciéncias a Humanidade tem buscado compreender os
mecanismos que envolvem a Natureza e as criaturas vivas. Ndo sendo suficiente
observar e descrever os seres vivos, 0 Homem ainda se interessa por investigar as bases

que fundamentam esses seres, suas estruturas e seu funcionamento.

Gracas a curiosidade inata ao Ser Humano, as ciéncias se desenvolveram,
permitindo que respostas fossem encontradas, mas que, principalmente, novos
questionamentos surgissem. Os avangos tecnoldgicos permitiram incriveis resultados.
Desde as suposicdoes e postulados astrondmicos de Aristételes, tendo por base a
geometria € a matemadtica, passando pela investigacdo espacial dos telescopios de
Galileu Galilei, e chegando as viagens espaciais, 0 Homem sempre esteve em busca do

conhecer.

Entretanto, um dos campos que mais intrigam os Homens sdo os proprios Seres
Humanos. Como uma magnifica estrutura composta de carbono, hidrogénio e outros
elementos quimicos pode formar um corpo capaz de pensar, agir, locomover e

questionar sobre si mesmo?

Seria muita pretensdo discutirmos todos os aspectos que envolvem o Ser Humano:

seu corpo, sua psique, sua ligacdo com algo superior chamado Deus, etc.



Este trabalho busca trazer uma ferramenta que possa contribuir com as pesquisas
cientificas desenvolvidas no ramo da investigacdo de sinais eletro-quimicos de culturas

de células neuronais.

Desde Franz Anton Mesmer (1734 — 1815), com seus estudos sobre o magnetismo
animal (1779), passando por Luigi Galvani (1737 — 1798), com a eletricidade animal
(1790), a bioeletricidade tornou-se um grande foco de interesse na pesquisa cientifica.
Estudos de padroes elétricos do cérebro através da eletroencefalografia (EEG)

implicaram em avangos nos campos das ciéncias e da medicina.

Estudos mais avancados do mecanismo neuronal, bem como da transmissdo dos
impulsos nervosos através dos neurdnios, foram possiveis devido a técnicas mais
avangadas como o Patch-Clamp, que permite o estudo de correntes em canais i0nicos da

membrana dessas células.

As matrizes multieletrodo (MEAs) vieram contribuir para este campo de estudo das
ciéncias bioldgicas. Aliando conhecimentos biologicos a técnicas matematicas e
computacionais, este dispositivo permite estudos avangados sobre padroes de
comportamento de culturas de neurdnios (in vitro) e de tecidos bioldgicos, sendo que

este pode ser feito diretamente sobre o tecido in vivo.

Os sinais captados pelas matrizes, bem como quaisquer tipos de sinais estudados
pelas ciéncias exatas, exigem andlise com base em ferramentas matemaéticas e

computacionais.

Entretanto, as ferramentas descritas nesta dissertacdo ndo tém a pretensao de
encerrar o assunto acerca da segmentacdo de sinais de MEAs, mas sim abrir caminho

para que novos trabalhos e novas ferramentas sejam desenvolvidos.

1.1 Motivacao

2

E interessante pensar que as ciéncias exatas possam andar ao lado das ciéncias

bioldgicas, e que as informagdes tratadas em uma possam ser de interesse a outra.

Poder contribuir para que este campo novo de estudo — o das culturas celulares

através de matrizes multieletrodo — possa se desenvolver e gerar mecanismos de



instrumentacdo clinica que possibilitem ao Ser Humano resgatar sua saude fisica, seja
através de neuroimplantes ou de monitoramento, €é o que nos impulsiona no

desenvolvimento deste trabalho.

O campo € bastante extenso e sdo necessarios conhecimentos das dreas das ciéncias
bioldgicas (culturas celulares, mecanismos de geracdo e transmissdao de impulsos nos
neurOnios, etc.) e exatas (fundamentacio matemadtica e computacional, processamento

de sinais, etc.) para que a pesquisa avance e encontre resultados satisfatdrios.

Os sinais da MEA sao geralmente bastantes extensos, chegando a registros de 20
minutos, com taxa de amostragem de 10 kHz. Isto implica em uma grande quantidade
de informacdo. Porém, nem sempre € possivel a andlise de todo este volume de
informacdo de uma tnica vez, sendo necessario segmentar o sinal para andlise. Mas,

como segmentar um sinal bioldgico sem que se perca informacao ttil e relevante?

Neste ponto, torna-se necessario o estudo sobre ferramentas matemadticas e

computacionais que permitam a andlise e a segmentacao deste tipo de sinal.

1.2 Objetivo

Este trabalho objetiva o desenvolvimento de uma ferramenta computacional capaz

de segmentar os sinais de matrizes multieletrodo (MEAs).
Para atingir este objetivo proposto, realizaram-se os seguintes passos:

e Estudar os processos fisiologicos que envolvem a geracdo de sinais em

neuronios;

e Selecionar na literatura as principais técnicas matemadticas associadas a

segmentagao de sinais;

fablg

e Estabelecer critérios para o uso de ferramentas matemadticas associadas

segmentagdo de sinais através de testes computacionais;

e Desenvolver uma ferramenta computacional para segmentacdo dos sinais da

matriz multieletrodo;

e Avaliar o aplicativo desenvolvido.



1.3 Estrutura da dissertacao

Os capitulos desta dissertacdo estdo organizados de forma que se possa perceber o

caminho seguido para se atingir o objetivo proposto.

O Capitulo 2 apresenta uma breve descri¢ao das bases fisioldgicas dos mecanismos
que envolvem as sinapses, a propagacao dos sinais pelos neurdnios € como estes sinais
sdo captados no cortex cerebral, através da eletroencefalografia (EEG). No Capitulo 3 €
apresentada uma visdo geral sobre a matriz multieletrodo (MEA), além de informacdes
sobre culturas, coleta de sinais. H4, também, uma breve explicacdo a respeito do
processo de deteccao de spikes e bursts. Apresentados os sinais de interesse, temos no
Capitulo 4 uma breve descricdo de processos estocdsticos e da ferramenta matematica
de autocorrelacdo. Sdo apresentados, ainda nesse capitulo, resultados para aplicagao da
autocorrelacdo em sinais EEG e MEA. No Capitulo 5 temos a apresentagdo da técnica
de segmentacdo através do SEM (Spectral Error Measurement) e informacoes
importantes sobre as ferramentas que o compdem. Sao apresentados, também,
resultados para a segmentacdo de sinais EEG e MEA. Por fim, no Capitulo 6 sdo
analisadas as contribuicdes deste trabalho e sdo apresentadas sugestdes para trabalhos

futuros que poderdo ser realizados a partir desta dissertacdo.



Capitulo 2

Mecanismos de Propagacao dos Potenciais
Elétricos e a Eletroencefalografia (EEG)

O objetivo deste capitulo é fazer uma breve descri¢do de como
as sinapses sdo capazes de transmitir os sinais pelos neurénios
e como se podem captar sinais de atividade elétrica do cortex
cerebral através da eletroencefalografia.

2.1 Introducao

O sistema nervoso recebe milhdes de bits de informacdo de diferentes nervos e
orgaos sensoriais a todo instante. E a partir dai que determinadas respostas sdo tomadas

pelo corpo (Guyton & Hall, 2006).

As informagdes, propriamente ditas, ndo sdo facilmente acessiveis, porém, ao se
transmitir informacdes através de redes de neurdnios, estes geram alteracdoes nos
campos elétricos em regides proximas que podem ser captados por eletrodos bem
posicionados. Seguindo este principio, diversos cientistas estudaram formas de captar
esta atividade elétrica e associar esta atividade com as informagdes transmitidas ai

(Cardoso, 2005).



2.2 Fisiologia da Sinapse de um Neuronio

Em um neurdnio (unidade bdésica funcional do sistema nervoso central), as
informacdes chegam através de sinapses, a maioria localizada nos dendritos, mas
também no corpo celular. Uma caracteristica importante da maioria das sinapses € que o
sinal normalmente viaja em uma unica direcdo (“foward direction”) (Guyton & Hall,

2006).

A Figura 2.1 ilustra a estrutura de um neurdnio cerebral, mostrando suas partes

funcionais importantes.

Dendritos
Cérebro <
Corpo Celular
-
Axdnio
Sinapses
Medula /

Espinhal Neurénios de

segunda-ordem

Figura 2.1 — Neurdnio: partes funcionais importantes (Modificado de
(Guyton & Hall, 2006)).

O processo de transmissao de informagao através das sinapses ¢ também responsavel

pela memoria. Segundo (Guyton & Hall, 2006), cada vez que certos tipos de sinais



sensoriais passam através de uma sequéncia de sinapses, elas se tornam mais capazes de
transmitir esse mesmo tipo de sinal na préxima vez. Esse processo € chamado de
facilitagdo. Isso permite que os sinais gerados dentro do cérebro possam, eles mesmos,
causarem transmissao de impulsos através das mesmas sequéncias de sinapses, gerando

a percepcao de experimentar a sensacao original.

No sistema nervoso central (SNC), a informagdo € transmitida principalmente por
potenciais de acdo dos nervos (impulsos nervosos), através de uma sucessdao de

neurdnios (Guyton & Hall, 2006). Cada impulso pode ser:
¢ Bloqueado em sua transmissd@o de um neurdnio para outro;
e Mudado de um simples impulso para impulsos repetitivos;

e Integrado com impulsos de outros neurdnios para causar padrdes de

impulsos altamente complexos em neur6nios sucessivos.

As sinapses podem ser de origem elétrica ou quimica. Quase todas as sinapses do
SNC sao sinapses quimicas (Guyton & Hall, 2006). Num neurdnio motor anterior tipico

(Figura 2.2) temos as seguintes estruturas:
e Soma, ou corpo do neurdnio;
® Axdnio tnico, que sai do corpo indo em dire¢do a um nervo periférico;

e Dendritos, que sdo ramos projetados do corpo do neurdnio que circunda a

regido do neuronio.



Dendritos

P ¥ Axdrio
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Figura 2.2 — Neurénio motor tipico do SNC (Modificado de (Guyton & Hall,
2006)).

Uma quantidade de 10 mil a 200 mil botdes sindpticos chamados de “terminais pré-
sindpticos” jazem nas superficies dos dendritos € soma do neurénio motor (Guyton &
Hall, 2006). Sao terminagdes de fibrilas nervosas provenientes de muitos outros

neurdnios, € podem ser excitatorias ou inibitdrias.

Os terminais pré-sindpticos (Figura 2.3) tém a forma de um botdo oval, e é separado
do corpo neuronal pés-sindptico por uma “fenda sindptica” (cerca de 200 a 330 A). O

terminal possui duas estruturas importantes para as funcdes excitatdrias ou inibitorias:

e Vesiculas transmissoras: sdao responsdveis por armazenar substincias
transmissoras, que podem inibir ou excitar a membrana pos-sindtica,
dependendo da existéncia de receptores inibitérios ou excitatorios,

respectivamente;

e MitocOndrias: produzem ATP (adenosina tri-fosfato), que € a energia

necessdria para sintetizar novas substancias transmissoras.
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Figura 2.3 — Anatomia fisiologica de uma sinapse (Modificado de (Guyton &
Hall, 2006)).

Quando um potencial de acdo se espalha até um terminal pré-sindptico, a
despolarizacdo desta membrana causa um esvaziamento de um pequeno nimero de
vesiculas na fenda. O transmissor liberado causa uma mudanca imediata na
caracteristica permedvel da membrana neuronal pds-sindptica, dependendo das
caracteristicas do receptor neuronal. Se essa mudancga gerar abertura de canais 10nicos
especificos, o neurénio pds-sindptico poderd propagar um novo pulso de potencial de

acdo para outro neurdnio, ou simplesmente impedir a propagacao do pulso.

2.3 Eletroencefalografia (EEG)

“O termo ‘eletroencefalograma’ € aplicado a potenciais do cérebro quando captados
diretamente do coértex” (Windhorst & Johansson, 1999) através de -eletrodos
posicionados no escalpo (Yamaguchi, 2003). O que é registrado no EEG € o resultado

da soma de potenciais derivados da mistura de correntes extracelulares geradas por
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grupos de neurdnios. As fontes de potenciais do escalpo sdo as células piramidais das

camadas corticais IIl e V (Guyton & Hall, 2006).

LI

W

Via

Vib

Figura 2.4 — Estrutura do cortex cerebral (Modificado de (Guyton & Hall,
2006)).

A anélise dos sinais EEG forma um campo de interesse tanto na drea de pesquisa
cientifica como na clinica médica (Windhorst & Johansson, 1999). Neste ponto, o EEG
se torna uma ferramenta essencial de investiga¢do para o uso em jovens com epilepsia

(Leach, Stephen, Salveta, & Brodie, 2006).

As amplitudes do EEG captados no escalpo estdo entre 10 e 100 uV, e em adultos
mais comumente entre 10 e 50 uV (Yamaguchi, 2003). Suas frequéncias podem ir desde
muito baixas (ondas lentas) até frequéncias altas (ondas rdpidas) (Windhorst &
Johansson, 1999; Yamaguchi, 2003). Clinicamente estudam-se as frequéncias entre 0,1
Hz e 100 Hz. As componentes de frequéncia dentro desta faixa possuem caracteristicas
especiais e estdo relacionadas com algum tipo de atividade especifica desenvolvida no

cérebro (Cardoso, 2005). Estas componentes podem ser classificadas como:
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® Ondas Delta: 0,5 a 4 Hz — Estao relacionadas com sono profundo;

® Ondas Téta: 4 a 8 Hz — Estdo relacionadas a estados de meditacdo, hipnose,

sonoléncia e sonhos;

® Ondas Alfa: 8 a 13 Hz — Estdo relacionadas com o estado de vigilia com

olhos fechados, em relaxamento mental ou meditagao;
® Ondas Beta: 13 a 30 Hz — Estao relacionadas com o estado de vigilia alerta;

o  Ondas Gama: 30 a 60 Hz — Estao relacionadas com atividade mental intensa

e alta concentracio;

®  Ondas Lambda: Acima de 60 Hz — Estdo relacionadas com estados raros de
consciéncia, como ‘“‘consciéncia plena de si mesmo”; o mais alto estado de

meditacao.

Para a captacdo da atividade elétrica, eletrodos sdo posicionados no escalpo
seguindo um padrido sugerido por Helbert Jasper, em 1958, aceito mundialmente e

conhecido por Sistema Internacional 10/20.

20%
=

20%
e

Figura 2.5 — Sistema Internacional 10/20 (Modificado (Cardoso, 2005)).



Capitulo 3

Matriz Multieletrodo (MEA) e seu Sinal

-

Neste capitulo é apresentada uma visdo geral sobre o
dispositivo  MEA, mostrando suas caracteristicas e
potencialidades, além de informacdes sobre coleta de sinais e
a possibilidade de presenca de ruidos durante a coleta. Hd,
ainda, uma breve explicacdo a respeito do processo de
detecgdo de spikes e bursts.

3.1 Introducao

A matriz multieletrodo (MEA) € um dispositivo eletronico utilizado tanto para
captacdo de atividades elétricas extracelulares como para eletroestimulagdo de grupos
de células. E um equipamento bastante util para o estudo da dindmica de grupos
celulares, seja in vitro ou in vivo. Entretanto, a utilizacdo desse tipo de dispositivo
implica cuidados na sua manipulagdo, bem como na preparacdo das culturas a serem

analisadas.

Para permitir uma investigacdo pormenorizada da dindmica celular, estes
dispositivos possuem um conjunto de eletrodos que podem possuir diversas
configuragdes de posicionamento. Basicamente, o dispositivo € constituido por: uma
camara de cultura, onde se deposita a cultura de células, e um conjunto de
microeletrodos, os quais sdo posicionados segundo um padrdo — o posicionamento dos

eletrodos pode depender do tipo de cultura a ser analisada.

Na Figura 3.1 sdo apresentadas fotografias de uma MEA.

12
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Figura 3.1 — Fotografia de uma MEA. A esquerda, embalagem de uma MEA
200/30. A direita, a mesma MEA segurada na palma da mdo.

MEAs tém sido utilizadas para andlises de culturas de neurdnios (Klisch et al.,
2009), permitindo uma avaliacdo da atividade elétrica espontanea dos neurénios com,
ou sem, a presenca de alguma droga. Ao se analisar os sinais da MEA deve-se
considerar a interacdo entre os neurdnios, e através da deteccao de spikes e bursts

avaliar a dinamica celular.

Diversos cuidados devem ser tomados para evitar ruidos durante a captagdo e

digitalizag@o do sinal da MEA.

3.2 Historico da MEA

H4 quase 40 anos atrds, em 1972, foi publicado o primeiro trabalho (Thomas Jr.,
Springer, Loeb, Berwald-Netter, & Okun, 1972) sobre a utilizagdo de uma matriz com
microeletrodos planares utilizada para captagdo da atividade elétrica de culturas

celulares.

A MEA utilizada para os testes consistia de um dispositivo fabricado em vidro com
duas fileiras de gravacdo com 15 eletrodos de ouro cada, espacadas de 100 um. Esse
dispositivo foi aplicado no estudo de cultura de neurdnios do ginglio da raiz dorsal

(Taketani & Baudry, 2006).
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Sem conhecimentos do trabalho anterior, Gueter Gross e seus colaboradores
propuseram, em 1977, a ideia de um dispositivo multieletrodo em matriz. Consistia-se
de 36 eletrodos de ouro com didmetro de 10 um e espacados de 100 ou 200 um

(Taketani & Baudry, 2006).

O primeiro registro bem sucedido de neurdnios dissociados foi reportado por Jerome
Pine em 1980 (Pine, 1980). Utilizando uma matriz multieletrodo com duas linhas
paralelas de 16 eletrodos, com didmetro de 10 um e espacamento de 250 um, Pine
captou o registro da atividade de neurdnios dissociados do ganglio cervical superior de
ratos em uma cultura de trés semanas, apos ter formado uma rica rede de interconexao

(Taketani & Baudry, 2006).

Os registros captados chegaram a ordem de 50 puV, com razdo sinal-ruido de 5 a
15:1. Foi descoberto, também, que os eletrodos poderiam ser utilizados para

eletroestimulac@o, com pulsos de 0,5 V e duracdo de 1 ms.

Em 1982, Gross observou que a atividade espontanea parecia ter uma relacdo com a
temperatura ambiente abaixo de 30 °C, decrescendo rapidamente com baixas

temperaturas no ambiente (Taketani & Baudry, 2006).

Entre 1986 e 1988, Wheeler e Novak construiram matrizes multieletrodo passivas de
8 x 4, com 32 eletrodos de 20 um de diametro e 200 um de espacamento. Foram

registradas atividade de fatias de hipocampo (Wheeler & Novak, 1986).

Dentre outras pesquisas realizadas nessa mesma €poca, em 1989, Meister e seus
colaboradores (Meister, Pine, & Baylor, 1989; Meister, Pine, & Baylor, 1994; Meister,
Wong, Baylor, & Shatz, 1991) realizou estudo de retina de salamandra, posicionando
uma camada de células ganglionares da retina sobre uma “Pine lab MEA” (Taketani &
Baudry, 2006) e iluminando-a com um monitor CRT com padrdes luminosos diferentes,

podendo-se perceber sinais extracelulares bastantes claros.

Esses e muitos outros trabalhos foram realizados utilizando matrizes multieletrodo, e
desde entdo, MEAs tém sido utilizadas para captacdo e andlise de sinais de culturas de
células dissociadas e de redes neuronais mais complexas, bem como para a captagdo de

atividades em fatias de tecidos reais.
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3.3 MEA: Visao Geral

3.3.1 Gravacao Extracelular com a MEA

A MEA possui como modelo padrao tipico um arranjo de 60 eletrodos, posicionados
em formato matricial 8 x 8, sendo que ndo hd eletrodos nas quatro extremidades da

matriz, conforme mostrado na Figura 3.2 abaixo:

POOEOEOO®OG
@OOOOROO®O
PROER@RORO®
ONONONORORONOKE)
OJONONORORC)

PeEEOE®
OJONOXORORONOKO)
ONORONOROROROKS)

Figura 3.2 — Modelo padrdo de posicionamento dos eletrodos (Modificado
de (Systems, 2005)).

Qualquer modelo de MEA pode ser utilizado tanto para gravacdo de atividade
celular como para eletroestimulagdo das culturas. A estrutura do equipamento permite

também que culturas celulares sejam preparadas diretamente sobre a matriz.

Os sinais captados pelos eletrodos da MEA sao amplificados e filtrados, e enviados

para um computador para posterior andlise.

As MEAs podem ser fabricadas em varios formatos, dependendo da sua aplicagao.
Inicialmente as MEAs possuiam eletrodos de ouro, mas com o tempo diversos outros

tipos de materiais foram utilizados na fabricac¢do do dispositivo.



16

3.3.2 Projeto e Producao da MEA

A drea de gravacdo possui dimensdo quadrada de 700 um a 5 mm de comprimento,
contendo, conforme dito anteriormente, 60 eletrodos posicionados numa matriz 8 x 8,

com uma distancia intereletrodo de 100, 200 ou 500 pm.

O biosensor padrdo possui uma superficie planar circular, disponivel nos tamanhos
10, 20 e 30 um de diametro para os modelos de nitrito de titdnio (TiN). Eletrodos 3D de

platina (Pt) tem diametro de 40 pm na base com uma ponta muito fina (Systems, 2005).

A amostra bioldgica pode ser colocada diretamente na drea de gravacao. Para isto, a
MEA possui controlador de temperatura. Porém, a regido de contato tem que ser coberta
com procedimentos padrdes antes do uso para melhorar a fixacdo da célula e o

crescimento da mesma.

A escolha do layout da MEA deve ser de acordo com o tipo de cultura desejada.
Quanto menor a distincia entre os eletrodos e o material a ser analisado, maior a
intensidade do sinal, e quanto maior a densidade de células, maior a chance de se obter

um sinal.

Figura 3.3 — Posicionamento e dimensdo dos eletrodos de uma MEA padrdo
(Modificado de (Systems, 2005)).
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3.3.3 Eletrodos, Trilhas e Isolamento

Os eletrodos compostos por TiN sdo bastantes estiveis. MEAs com este tipo de
material podem durar muito tempo, até aproximadamente um ano. A impedancia é de

20 e 400 kQ, dependendo do diametro do eletrodo.

Devido a sua estrutura estdvel, quase todas as MEAs podem ir para o autoclave, com

excecdo das Flex MEAs.

Os eletrodos sdo embebidos em um material carreador, para fazer a transdugao do

sinal quimico da atividade celular para sinal elétrico no eletrodo. O material utilizado

z

geralmente € o vidro. Entretanto pode ser alterado, dependendo do tipo de cultura

utilizada.

As trilhas padrdo sdo feitas de titanio ou 6xido de indio-estanho (ITO), e sao

isoladas eletricamente com nitrido de silicio (PEVCD).

3.4 Tipos de MEAs e Layouts

Os tipos de MEAs se diferem por:
o  Materiais carreadores utilizados;
e Area de gravacio;
e (Geometria:
o Diametro do eletrodo;
o Distancia intereletrodo.

A geometria € responsdvel por definir a categoria, e o cddigo utilizado possui dois
numeros: o primeiro nimero esté relacionado com a distancia intereletrodo, € o segundo
com o didmetro do eletrodo. Por exemplo, a MEA 100/10 possui distincia intereletrodo

de 100 um e eletrodos com diametro de 10 um.

As versodes standard estdo disponiveis com um eletrodo interno de referéncia, cuja

abreviatura € i. r..
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3.4.1 Standard MEAs

A MEA padrao possui 60 eletrodos em um layout de 6 x 10, ou de 8 x 8, conforme
apresentado anteriormente na Figura 3.2. Encontram-se disponiveis com vdrios padroes:
100/10, 200/10, 200/10 i. r., 200/30, 200/30 i. r., 500/30 i. r., 500/10 i. r.. Possui
eletrodos planos circulares feitos de TiN, e as trilhas sdo feitas de titdnio ou ITO
(material transparente, o que permite manipulagdo por microscépio 6tico). O material

utilizado para isolamento € nitrito de silicio.

Estas MEAs podem ser usadas para uma larga variedade de aplicacOes, desde
culturas de neurdnios dissociados a fatias de tecidos posicionados diretamente sobre os

eletrodos.
3.4.2 Thin MEAs

Este tipo de MEA possibilitou uma combinacido de gravagao e imagem. MEAs do
tipo standard possuem uma base de 1 mm de espessura, o que impossibilitava que a
cultura fosse observada com microscépios invertidos, mesmo com lentes potentes. Para
solucionar esse problema, as thin MEAs foram construidas com espessura de apenas

180 um e com contatos feitos de ITO.
3.4.3 High-Density MEAs

Por diversas razdes, resoluc@o espacial se torna importante, principalmente quando
se realiza medidas onde a velocidade de conducdo ou atrasos de sinapses necessitam de

precisao para uma longa distancia.

As MEAs de alta densidade (high-density) podem possuir uma quantidade muito
grande de eletrodos (256 eletrodos) com pequeno espagamento (100 pm), cobrindo uma

area de cerca de 2,8 x 2,8 mm (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — High-Density MEA (Modificado de (Taketani & Baudry,
2006)).

3.4.4 Outros Tipos de MEAs

Outros tipos de MEAs também existem disponiveis, como a Flex MEA, cujo
material polimérico é flexivel e permite ser utilizada diretamente sobre tecidos in vivo.
Sdo comumente utilizadas em eletrocortigramas do cdrtex somato-sensorial de ratos e

para estimulacdo elétrica na mesma regido (Taketani & Baudry, 2006).

Outro tipo importante de MEA sdo as 3D MEAs, utilizadas para gravacao de fatias
de tecidos. Este tipo de MEA possui eletrodos pontiagudos que permitem uma maior

area de contato com o tecido e possui uma boa relagdo sinal-ruido.
3.4.5 MEAG60 System

O MEAG0 System foi apresentado originalmente pela Multi Channel Systems®
(MCS), em 1996, e desde entdo tem sido utilizado por pesquisadores para uma grande

variedade de aplicagdes.

Mais informagdes sobre a MCS e os modelos de MEA fabricados pela empresa,

podem ser acessados em (Systems, 2008).
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3.5 Coleta de Sinal e Ruido

3.5.1 Coleta de Sinais em MEAs

Os sinais coletados através da MEA correspondem aos sinais eletroquimicos da

atividade externa aos neurdnios, compreendendo a soma das atividades de grupos de

neurdnios posicionados préoximos a um eletrodo.

Esses sinais eletrofisioldgicos foram aquisicionados na Universidade de Génova,

Italia, pelo aluno Danilo Roman Campos, da Universidade Federal de Uberlandia,

utilizando o sistema MEAG60. Foram realizadas culturas primérias de neur6nios corticais

e do hipocampo de rato, extraindo-se o tecido de embrides com 18-19 dias de

desenvolvimento, apés anestesia, e tomados todos os cuidados necessarios estipulados

pelo Comité de Etica da Universidade de Génova. Detalhes associados  preparacio das

culturas podem ser encontrados em (Novellino et al., 2003) e no Anexo 1.

O setup de aquisi¢ao dos sinais foi conforme se segue:

Conectou-se a MEA a um banco de 60 amplificadores integrados (cada qual
associado a um microeletrodo), montados em suporte conjunto,
compreendendo os estagios de pré-amplificacdo e amplificacdo, com ganho

total absoluto de 1200;

Utilizou-se um regulador de temperatura, um computador pessoal equipado
com uma placa PCI de aquisi¢do de dados para monitoramento em tempo
real, um microscopio invertido, uma mesa antivibratéria e uma gaiola de

Faraday;

Os dados foram monitorados e gravados usando o software comercial

MCRack (MCS);

Cinco culturas foram monitoradas, com o objetivo de obter boa

representatividade estatistica associada a variabilidade bioldgica.

A obtencdo de cada um dos cinco conjuntos de sinais € denominada ‘“‘um

experimento”, cujo procedimento € descrito a seguir:



21

e (Cada MEA foi retirada da estufa de CO, e colocada sobre o respectivo banco

de amplificadores;

*  Apds 20 minutos da deposicdo da cultura sobre os eletrodos, com o objetivo
de permitir as células se adaptarem ao novo ambiente, iniciaram-se as

medidas;

¢ Em seguida, para cada cultura, foram coletados quatro registros consecutivos
de sinal de atividade neural espontinea. Cada registro tem duracdo de 5

minutos, totalizando 20 minutos de coleta de dados para cada MEA.

Deve-se destacar que cada sessdo completa de 20 minutos foi realizada para uma
unica cultura, de forma que as MEAs foram medidas individualmente, sendo uma MEA
medida subsequentemente a outra. Justificativas praticas do ponto de vista de
instrumentacdo e da fisiologia, para tal procedimento, podem ser encontradas em

(Novellino et al., 2003).
3.5.2 Ruido em Medidas Eletrofisiologicas

Existe uma idéia geral de que ruidos sdo distdrbios, interferéncias que ocorrem
quando se mede um determinado sinal. Em medidas de sinais eletrofisioldgicos, estes
ruidos podem resultar dos préprios instrumentos de medida (eletrodos), da
instrumentacdo eletronica (amplificadores), de fontes externas (lampadas fluorescentes,

monitores, vibragdes mecanicas, etc.) e de processos de digitalizagao do sinal.

Algumas consideracdes iniciais sobre os tipos fundamentais de ruidos sdo
importantes para uma melhor compreensdo. Estes tipos de ruidos possuem natureza
aleatdria; suas propriedades estatisticas podem ser medidas, porém valores absolutos
num determinado tempo ndo podem ser medidos. A medida mais conveniente da
amplitude do ruido da-se por valores em RMS (Root Mean Square). A maioria dos

ruidos possui uma distribui¢ao Gaussiana (Lathi, 2003).

Alguns tipos de ruidos podem ser eliminados, bastando-se para isto conhecer a
largura de faixa ou de banda na qual ele é observado para que se use um filtro adequado.
Na ocorréncia de varias fontes de ruido, o ruido que possuir maior amplitude em rms

serd o ruido dominante no tempo.
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3.5.2.1 Ruido Térmico

O ruido térmico é resultado do movimento de cargas excitadas num condutor. E
conhecido como Jonhson noise ou Nyquist noise. Para o resistor, o ruido térmico pode
ser representado como fonte de tensdo ou como fonte de corrente. Na densidade
espectral de poténcia (PSD) o ruido térmico é branco, ou seja, ndo varia com a
frequéncia. Observa-se também que o ruido térmico da fonte de tensdo aumenta com o
aumento da resisténcia, enquanto que o ruido térmico da fonte de corrente diminui com

o aumento da resisténcia (Lathi, 2003).
3.5.2.2 Ruido de Disparo

O ruido de disparo surge quando o fluxo de corrente ultrapassa uma barreira de
potencial. Ocorre geralmente em dispositivos semicondutores a partir das suas jungdes,

como, por exemplo, a juncdo P-N (Lathi, 2003).
3.5.2.3 Ruido de Dielétrico

Os ruidos de dielétricos sao gerados por materiais que possuem propriedades
capacitivas, ou seja, de isolacdo elétrica (Lathi, 2003). A fonte mais importante deste

tipo de ruido em eletrofisiologia sdo vidros, em especial em pipetas de Pacth-Clamp.
3.5.2.4 Ruido de Excesso

Ruidos de excesso ocorrem quando € adicionado algum ruido fundamental a outro

ruido j4 presente num circuito ou num dispositivo elétrico (Lathi, 2003).
3.5.2.5 Fontes Externas de Ruido

A interferéncia proveniente de fontes externas € quase completamente eliminada em
um sistema bem projetado, mas pode tornar-se a fonte de ruido dominante se precaugdes
apropriadas ndo forem tomadas. A forma mais comum de interferéncia € a frequéncia da
rede elétrica (50 ou 60 Hz) de dispositivos de poténcia, luzes fluorescentes, etc. Outras
fontes potenciais de interferéncia sdo motores posicionados préximos aos locais de
medidas, elevadores, estacdes de radio e televisdo e videos monitores de computadores

(Lathi, 2003).

Na maioria dos casos, tais ruidos podem ser controlados através de aterramento,

blindagem e filtragem. Outra possivel fonte de ruido externa € a vibracdo mecanica, que



23

pode ser transmitida através do chdo ou através do ar, e um isolamento adequado dessa
vibracdo € sempre necessario para medidas eletrofisiologicas sensiveis, como € o caso

da MEA.
3.5.2.6 Ruido de Quantizac¢ao

Quantizacao € a aproximac¢do de cada valor de um sinal por um multiplo inteiro de
uma quantidade elementar 0, que € o passo de quantizagdo. Para um conversor
analégico-digital (ADC) de 12 bits cujo fundo de escala varia de -10 a +10V, ¢ = 4,88
mV; para um conversor analdgico-digital de 16 bits com mesmo fundo de escala, J =
305 pV. Esta aproximagdo leva a adi¢do de um sinal de ruido ao sinal original (Widrow

& Kollér, 2008). Este ruido € chamado ruido de quantizagdo.
3.5.3 Ruido de Canais I6nicos

Uma das maiores fontes de ruido entre neurdnios sdo os canais idnicos voltagem-
dependentes incrustados na membrana neuronal (Steinmetz, Manwani, Koch, London,
& Segev, 2000). Canais de um tnico ion sdo macromoléculas, contudo, e variam
aleatoriamente entre estados conformacionais discretos devido a agitacdo térmica.
Quando isso ocorre entre estados de condugdo e ndo-condugdo, o canal atua como uma
fonte microscépica de corrente de ruido que € injetada na célula (Manwani, Steinmetz,
& Koch, 2000; Steinmetz, Manwani, Koch, London, & Segev, 2000). Esta corrente

pode mudar o comportamento dos spikes dos neurdnios.

A condutancia de um canal i6nico voltagem dependente é dada por (3.1):
gV, .t)=ym"h", 3.1)

na qual m e h s@o varidveis deterministicas e continuas assumindo valores entre O e 1 e

obedecem a cinética de 1? ordem:

3.2)
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Em modelos estocdsticos, canais i0nicos voltagem-dependentes sio modelados
como cadeias de Markov de estados discretos com taxa de transi¢do voltagem-
dependente entre os diferentes estados conformacionais (Manwani, Steinmetz, & Koch,
2000; Steinmetz, Manwani, Koch, London, & Segev, 2000). Nos modelos de Markov
de estados-finitos, as varidveis de estado n, m, e h denotam as probabilidades de que os
portdes de ativagdo e inativacdo estejam abertos, e ¢; € f; denotam as probabilidades de

transi¢do condicional entre diferentes estados (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Esquema de Cadeia de Markov para canais ibnicos voltagem-
dependentes. (Modificado de (Steinmetz, Manwani, Koch, London, & Segev,
2000)).

Nos dendritos, corpo celular e zona de gatilho, a flutuacdo estocastica de canais

i6nicos individuais representa uma origem significante de ruido celular.

Pelo modelo cinético (Manwani, Steinmetz, & Koch, 2000; Steinmetz, Manwani,
Koch, London, & Segev, 2000), a abrangéncia dessas flutuagdes é determinada pelo
nimero de canais 10nios, pelo seu estado de condutancia e pelo tempo de transi¢do entre
os estados. A flutuacdo de potencial na membrana, gerada por canais i0nicos

estocasticos, € geralmente menor que 2 mV.
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3.5.4 Performance Geral da MEA: Nivel de Ruido

Os amplificadores da MEA possuem um nivel maximo de ruido de +/— 8 uV. Esse
nivel de ruido depende da dimensdo do eletrodo e do material condutor utilizado. Regra

geral, pode-se dizer que quanto menor o eletrodo, maior € o nivel de ruido.

O nivel total maximo de ruido para uma MEA e amplificador deve ser da ordem de
+/— 40 pV, pico a pico, para eletrodos de TiN de 10 um, e +/— 10 uV para eletrodos de
TiN de 30 um (Systems, 2005).

A Figura 3.6 abaixo mostra o nivel padrdo de ruido de uma MEA visto em um

monitor de computador.

B Standasd Hoise with Shickding
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Figura 3.6 — Nivel padrdo de ruido de uma MEA (Modificado de (Systems,
2005)).

3.6 Spikes e Bursts

Como apresentado anteriormente, sabe-se que as MEAs sdo capazes de registrar
atividade elétrica de um grupo de neurdnios, sendo essa atividade extracelular
espontanea ou eletroestimulada. Além disso, esse sinal extracelular possui amplitude da

ordem de 20 a 40 uV e frequéncia de amostragem entre 5 e 48 kHz.
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3.6.1 Spikes

Um sinal gravado a partir de uma MEA possui uma parte constituida de picos e
outra parte sem atividade elétrica denominada ruido biolégico. Os picos sao
considerados como atividade elétrica extracelular dos grupos de neurOnios e sdo

chamados de spikes.

Um sinal de MEA € mostrado na Figura 3.7 abaixo.
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Figura 3.7 — Registro de um canal de uma MEA. Ruido biologico e spikes
(picos).

Um conjunto de spikes, entdo, € uma sequéncia de impulsos nervosos ou potencias
de acdo, produzidos por um ou mais neurdnios, sendo o mesmo observado por um
periodo de tempo relativamente longo (Chiappalone, 2003). Os spikes sdo considerados
como a parte mais importante no sinal, estando a informacdo contida neles e no atraso

entre dois deles.

Matematicamente, um trem de spikes € definido por (3.3):
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ST(1)=>"0(t—1,), (3.3)

na qual N é o nimero de spikes detectados na sequéncia e ¢, € o tempo de amostragem

(Chiappalone, 2003).

Para que um spike seja detectado € preciso estabelecer um valor de threshold
(limiar) que € calculado como multiplo do desvio padrdao, sendo o desvio padrdo
calculado sobre o ruido biolégico. Segundo (Chiappalone, 2003) o valor de limiar a ser

adotado é de 7 ou 8.

Utilizando-se o esquema mostrado na Figura 3.8 abaixo, é possivel detectar um
spike. Para isso, o sinal elétrico deve ser dividido em janelas, cuja posicao varia até
percorrer todo o sinal. Cada uma dessas janelas deve conter pelo menos um spike. Para
realizar o armazenamento do spike, deve-se comparar os valores dos pico maximo e
pico minimo (existentes dentro de uma janela) com o valor de threshold calculado. Se
os valores do pico mdximo e pico minimo dentro da janela forem maior e menor,

respectivamente, que o valor de threshold, um spike sera armazenado.

Figura 3.8 — Identificacdo de um Spike (Modificado de (Chiappalone,
2003)).

A partir da andlise dos spikes € possivel extrair os seguintes parametros:

e Numero total de spikes;
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¢ (Quantidade de spikes que formam bursts;
e Porcentagem de spikes randomicos;
® Frequéncia média de picos em um burst (picos/s);

¢ Frequéncia média de spikes em um burst (spikes/s).
3.6.2 Bursts

Um burst € uma sequéncia de spikes (5 a 10 spikes) que possuem duracdo igual a
soma de todos os ISI (intervalos entre spikes) contidos num mesmo conjunto. O valor
padrao de threshold estabelecido para deteccio de bursts é de 0,4 bursts/min

(Chiappalone, 2003).

Os spikes contidos em um burst deve possuir um ISI maximo na ordem de 100 ms

(Chiappalone, 2003). O intervalo entre bursts (IBI) deve ter duragdo minima de 100 ms.

Um trem de bursts € definido matematicamente por (3.4):
_%

BT(’):Z ATl — e A =T—L, 25:15(f—fx)dt=r—”» (3.4)
b7 b

b=1 b

na qual M é o nimero total de bursts e t, € o tempo de ocorréncia de um burst

7z

(Chiappalone, 2003). A andlise matemdtica desta equacdo € mostrada na Figura 3.9

abaixo.
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Figura 3.9 - Intensidade e Intervalo entre Bursts (Modificado de
(Chiappalone, 2003)).
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A andlise de bursts permite obter:
e Taxa média de bursts (bursts/min);
e Numero total de bursts;
e Mc¢édia de spikes por bursts;
¢ Duragdo dos bursts (em ms);
e Intervalo entre bursts (em s).

Como os dados coletados em um simples experimento chegam a ordem de
Gigabytes, utilizou-se um software desenvolvido pelo NBT-DIBE (Neuroengineering
and Bio-nanoTechnology Group — NBT, Department of Biophysical and Electronic
Engineering — DIBE) da Universidade de Génova para andlise estatistica detalhada dos
dados captados a partir das MEAs. Essa ferramenta de software é denominada Spike

Manager (Vato et al., 2004).



Capitulo 4

Processos Estocasticos e a Autocorrelacao

Neste capitulo serd apresentada uma breve descri¢do de
processos estocdsticos e a ferramenta matemdtica de
autocorrelacdo, que define o “grau de relacdo” entre as
amostras de um dado sinal. Sdo apresentados, também,
resultados para a autocorrelagdo de sinais de diversas
culturas de neurdnios, captados através da MEA. Uma
compara¢do com resultados de autocorrelagdo para sinais
eletroencefalogrdficos também é apresentado nesta segdo.

4.1 Introducao

Ao se trabalhar com processamentos de sinais deve-se levar em considera¢do a
aleatoriedade da varidvel analisada. Varidveis aleatorias implicam consideragdes
importantes e tratamento matematico diferente de varidveis deterministas. No caso de
processamento de sinais bioldgicos, a aleatoriedade do sinal pode estar na amplitude do

valor medido.

4.2 Processos Estocasticos

Sendo X um processo estocdstico no tempo, tem-se que X (t) define uma funcao do
tempo ¢. A Figura 4.1 apresenta um processo onde diferentes experimentos sao

realizados, definindo func¢des X n(t). As funcdes amostra X n(t) do processo sdo, cada

30
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uma delas, fungdes da varidvel tempo. Para um instante fixo ¢, os valores das diversas
fungdes amostra constituem uma varidvel aleatéria no conjunto das funcdes amostra:
{x()}=1x, ). x,(z,),...,x,(¢,)} . Instantes diferentes corresponderio a varidveis

aleatdrias diferentes. Define-se, entdo, que um Processo Estocdstico é a designagao

atribuida ao conjunto destas varidveis aleatdrias (Roger, 2009).

Assim, para uma varidvel aleatdria, o resultado de uma experiéncia aleatéria € um
nimero, enquanto que para um processo aleatério, o resultado de uma experiéncia
aleatdria € uma funcdo do tempo (fun¢do amostra do processo aleatorio).

Ll

X,(1)

-
N/

Figura 4.1 — Espaco amostral de um processo estocdstico (Modificado de

(Roger, 2009)).

4.3 Correlacao

A correlagdo, definida pelo coeficiente de correlacdo de Pearson, indica a medida
da relacdo linear entre duas varidveis aleatérias. Matematicamente, a correlagdo é dada

por:
R(t,.1,)= E[(x )(x,)]. @.1)
O coeficiente de correlagdo apresenta valores entre +1 e -1. Assim:

e Uma correlacdo positiva indica que as duas varidveis movem-se juntas, e

quanto mais préoximo de +1, maior a relagdo entre as varidveis;
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¢ Uma correlagdo préoxima a 0 indica que as duas varidveis estdo fracamente

relacionadas;

¢ Uma correlac@o negativa indica que as duas varidveis movem-se em dire¢oes
opostas, € quanto mais préximo de -1, maior a relacdo inversa entre as

variaveis.

4.4 Autocorrelacao

A autocorrelacdo € uma ferramenta matematica que informa o quanto o valor de
uma varidvel aleatdria estd relacionado com sua vizinhanca. A ferramenta € aplicada a
uma funcdo (ou sinal), possibilitando, assim, verificar o quio relacionado estdo os
valores da func¢do a medida que se afasta de um determinado ponto. Supondo-se uma

varidvel aleatéria X, discreta estaciondria, dependente do tempo, com média 4, sua

autocorrelacao R(k) ¢ definida como:

R(k)= E[(X, — p)(X 0 — )]

o’ ’

4.2)

na qual E [] € o operador esperanca matemadtica, k é o deslocamento no tempo discreto

2 A .
e 0~ € avariancia da varidvel X, .

Assim como na correlagdo, os valores de autocorrelacdo estdo entre +1 e -1, e suas
interpretacdes sdo semelhantes.

4.4.1 Propriedades da Autocorrelacao

A funcdo de autocorrelacio R(T), na qual 7 representa o deslocamento no tempo

continuo, possui propriedades matemadticas que facilitam sua aplicacdo e andlise

(Rabiner & Schafer, 1978). Algumas dessas propriedades sao:
1. R(z) é uma funcdo par, isto é R(T) = R(— 7);

2. A fungao de autocorrelagdo de um sinal periédico é também periddica, com o

mesmo periodo;
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3. Atinge seu maximo valor em 7 =0, isto é: |R(T)| < R(O) para todo 7 ;
4. A quantidade R(0) é igual 2 energia para sinais deterministicos ou a
poténcia média para sinais aleatérios ou periédicos, isto é: R(0)=E [x2 (t)]
4.4.2 Densidade Espectral de Poténcia

A densidade espectral de poténcia é definida como sendo a transformada de

Fourier da fungdo de autocorrelaciao (Rabiner & Schafer, 1978).

Portanto, a densidade espectral de poténcia é dada por

s(£)=[ R} " dr, 4.3.a)
para variaveis continuas, e
S(f)= D Rlk)e ™™, (4.3.b)
k=—oo

para varidveis discretas.
4.4.3 Estimador da Autocorrelacio

Com base no que foi apresentado anteriormente, o cdlculo da autocorrelacdo é
melhor aplicado quando se conhece, em todo o dominio do tempo, a funcdo analitica
que define o sinal a ser utilizado. Entretanto, para sinais bioldgicos nao existem funcdes
analiticas bem definidas que representem fielmente o sinal real. Neste caso, devemos

trabalhar com os valores reais do sinal biolégico, que se apresentam de forma discreta.

Para um processo real x(t), a funcdo de autocorrelacao pode ser estimada por:

T

1
R.(r)= lim— j x()x(t +7)dt . 4.4)

-T
Em (Radujkov & Senk, 2001) os autores procuram um melhor estimador para a
funcdo de autocorrelagdo (Ex (r)) para aplicagdo em reconhecimento de voz. O artigo

apresenta uma comparacao entre métodos comuns € sua nova aproximacao.
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A nova técnica apresenta sucesso entre dois requerimentos para
processamento em tempo-real: pequena dimensdo do sinal analisado e
qualidade na estimag@o que € frequentemente usada para descri¢do de partes
pseudo-estaciondrias dos sinais analisados. (Radujkov & Senk, 2001)

AR NN
RX(T)—ZT j ){t 2}{t+z}lt. (4.5)

As equagdes apresentadas acima descrevem um modelo para a estimagdo da fungio
de autocrrelagdo para sinais continuos, o que ndo € uma realidade quando se trata de

sinais reais coletados.

Em (Rabiner & Schafer, 1978) € apresentado um método para estimacdo da funcdo

de autocorrelagdo para sinais discretos.

=)

pk)= "> x(m)x(m+k). (4.6)

m=—oo

Se o sinal € aleatdrio ou periddico, a defini¢do apropriada é:
N

#(k)= Ilviirimm:zwx(m)x(m +k). 4.7)

As Equacdes (4.8) e (4.9) (Childers, 1997) apresentam o estimador de

autocorrelacdo utilizado no presente trabalho.

R (7)= ( ! ijX(n)X(n +7), (4.8)

L_T n=0

naqual 7=0,1,...,7,, e 7, <L-1, para valores discretos.

madx

A normalizagao € feita por

R(r)= j 4.9)

na qual R, (O) corresponde ao maior valor da fun¢do de autocorrelagdo, segundo a

propriedade 3 (secdo 4.4.1).
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4.5 Metodologia

Com a finalidade de se aplicar o estimador para o cdlculo da autocorrelagdo,
resolveu-se, entdo, testd-lo para alguns tipos de sinais sintéticos, cujo resultado da
autocorrelacdo ja era conhecido. Este procedimento foi realizado somente com a
intencdo de validar o estimador matemaético, e os resultados nio diferem dos esperados
por métodos analiticos. Além disso, o estimador foi testado com sinais reais de
eletroencefalografia e sinais de MEA, sendo este ultimo dividido em: sinais de um unico
eletrodo de culturas distintas, e trechos do sinal de uma tunica cultura contendo ruido

bioldgico, spikes isolados e bursts.

Em vista da grande quantidade de dados de sinais da MEA, e da duracdo do sinal de
cada experimento, foram feitos testes avaliando o desempenho do cdlculo para diversos
tamanhos de janelas de dados. Este desempenho foi qualificado observando alguns
parametros: tempo gasto para o cédlculo da autocorrelacdo para todo o sinal, e variagdo

do tempo de decaimento para diversos tamanhos de janelas.

A autocorrelagdo do sinal foi calculada para vérias janelas do mesmo e, em seguida,
foi calculada a autocorrelacdo média do sinal, a partir da média das autocorrelagdes

calculadas para todo o sinal.

A varidvel denominada tempo de decaimento foi definida a partir do seguinte
critério: apos o cdlculo da autocorrelagdo de um sinal, definia-se o valor médio para
esta; a partir do valor médio, procurava-se no grafico o ponto onde a curva da
autocorrelacdo encontrava-se logo abaixo deste valor acrescido de 10 %; o instante de

tempo em que isto ocorria pela primeira vez era definido como tempo de decaimento.

O tempo de decaimento foi observado no grafico da autocorrelagdo média dos sinais,
mas também se realizou o cdlculo do tempo de decaimento para o resultado da

autocorrelacdo de cada janela do sinal.

Embora se buscasse observar o comportamento da autocorrelagdo para diversos
tamanhos de janelas de dados, em (Shimazaki & Shinomoto, 2007) recomenda-se que
os segmentos de dados ndo devem ser maiores que 1 a 2 segundos. Esta informacado

limitou o tamanho maximo da janela de dados em 2 s.
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A utilizacdo da ferramenta matemadtica Autocorrelacdo tem um objetivo mais amplo:

sua aplicacdo como ferramenta para segmenta¢do do sinal da MEA.

A segmentacdo de sinais para andlise e cdlculos matematicos € um recurso bastante
utilizado em técnicas de processamento de sinais. Além de reduzir o custo
computacional, a segmentacio de um sinal real em intervalos temporais menores
permite que este sinal seja considerado estaciondrio (Rangayyan, 2001), ou seja, suas

varidveis estatisticas ndo variam nesse intervalo de tempo.

4.6 Aplicacao da Autocorrelacao

4.6.1 Sinais da MEA

Os sinais da MEA utilizados para os calculos iniciais correspondem apenas ao sinal

de um unico eletrodo de cinco diferentes culturas de MEA. Sdo eles:
Sinal 1. 01_Nbasall_1: Sinal de uma cultura ativa;

Sinal 2. 01_NoNeurons_01: Ruido do dispositivo eletronico da MEA, obtido

ligando-se todos os dispositivos a MEA, porém sem nenhuma cultura;
Sinal 3. 359_01_DIV21_Nbasal_1: Sinal de uma cultura inativa;
Sinal 4. Exp2_01_DIV41_nbasall_1: Sinal de uma cultura ativa;

Sinal 5. Exp2_02_DIV41_TTX1_1: Este dltimo sinal corresponde a mesma
cultura do Sinal 4, porém sem spikes ou bursts devido a acdo da droga

tetradotoxina (TTX); contém apenas ruido biolégico e ruido da MEA.

Culturas primdrias de neurdnios corticais de ratos foram preparadas baseadas na
extracdo de tecido de embrido de 18 dias, em complacéncia com as regulamentacdes
estabelecidas pelo Comité de Bioética Animal da Universidade de Génova, Itdlia.
Foram utilizadas MEAs planares de sessenta eletrodos (MCS). Cada conjunto de
gravacdo contém 20 minutos de duracdo, com uma taxa de amostragem de 10 kHz.

Maiores detalhes sobre a preparagdo das culturas vide Anexo 1.

Com a intencdo de avaliar o comportamento do tempo de decaimento, bem como o

tempo de processamento, para diversos tamanhos de janelas temporais, foram realizados
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diversos testes cujos resultados sdo apresentados a seguir. Para facilitar a visualizacdo

dos resultados, os mesmos encontram-se agrupados por tamanho da janela de dados.
Os tamanhos de janelas utilizados foram:

e 2.0 segundos;

1,0 segundo;

0,5 segundo;

0,2 segundo;

0,1 segundo;

0,05 segundo;

0,02 segundo;
e (0,01 segundo.

Apesar do tamanho da janela, e consequentemente do valor de 7, serem de até 2
segundos, e do intervalo de frequéncia da densidade espectral de poténcia chegar a 5
kHz, as figuras a seguir foram redimensionadas para um intervalo de 0 a 0,01 s, para a

autocorrelacdo, e 0 a 2 kHz para a densidade espectral de poténcia.

Na tabela 4.1 mostra-se como os resultados foram analisados. A tabela contém duas
figuras: uma da autocorrelacdo do sinal e uma da variagdo do tempo de decaimento ao
longo das janelas do sinal. Os resultados da andlise de ambas as figuras encontram-se

imediatamente ao lado das mesmas.
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Tabela 4.1 — Sinal 01_Nbasall _1_12: janela de 2 s.

Arquivo: 01_Nbasall_1_12.mat

Autocorrelacio MEA Tamanho da Janela de Dados (s): 2
g Tamanho Maximo para Tau (s): 2
< Tempo de Processamento (s): 2320.05
L L L L L L
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Nas Figuras 4.2 e 4.3 ilustram-se alguns resultados para o cdlculo da autocorrelagdo

para os sinais da MEA.
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Figura 4.2 — Autocorrelagdo para o Sinal 01_NoNeurons_01_12: janelas de

(A)2s, (B)1s, (C)0,25se(D)0,1s.
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Nas tabelas 4.2 e 4.3 estdo sintetizados os resultados relacionados ao tempo de

decaimento e a variancia do tempo de decaimento.

Tabela 4.2 — Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela: Todos os Sinais

da MEA.
Tempo de Nbasal ~ NoNeurons DIV21 Nbasal DIV41 nbasal DIV41 TTX
Decaimento/Janela
Janela de 2,0 s 4,8 ms 4,2 ms 4,5 ms 6,9 ms 7,1 ms
Janela de 1,0 s 5,0 ms 4,2 ms 4,5 ms 6,9 ms 7,1 ms
Janela de 0,5 s 5,1 ms 4,2 ms 4,5 ms 6,9 ms 7,1 ms
Janela de 0,2 s 5,2 ms 4,2 ms 4,4 ms 6,9 ms 7,1 ms
Janela de 0,1 s 5,2 ms 4,2 ms 4,4 ms 6,8 ms 7,2 ms
Janela de 0,05 s 5,2 ms 4,1 ms 4,4 ms 6,8 ms 7,0 ms
Janela de 0,02 s 4,2 ms 3,0 ms 3,2 ms 5,1 ms 5,1 ms
Janela de 0,01 s 2,7 ms 1,9 ms 2,2 ms 3,1 ms 3,0 ms
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Tabela 4.3 — Varidncia do Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela:
Todos os Sinais da MEA. Unidades em s°.

Variancia do Tempo

de Nbasal NoNeurons DIV21_Nbasal DIV41 nbasal DIV41 _TTX
Decaimento/Janela

Janela de 2,0 s 1.1429%10°  7.6502%107  8.8112*%107 9.1070%107  7.3824%10”
Janelade 1,0 s 1.4044*10°  7.8672*%107  8.8112*107 1.3370%10°  1.6917*%10°
Janela de 0,5 s 1.7289%10°  8.2008*107 1.2771%10°° 2.3300%10°  2.6455%10°
Janela de 0,2 s 2.8959%10°  8.8918*%107  1.6244%10° 4.4899*%10°  4.7441%10°
Janela de 0,1 s 3.8422%10°  9.7222*%107  2.1568+%10° 7.4625%10°  8.1818*10°
Janela de 0,05 s 6.7547%10°  1.1366*%10°  3.6554%10° 1.2081%10°  1.0634*10°
Janela de 0,02 s 4.3737%10°  1.2690*%10°  2.7712%10° 5.3452*%10°  5.3035%10°
Janela de 0,01 s 1.8224*%10°  6.9357%107  1.2757*%10° 1.8949%10°  1.8394*10°°

Pela anédlise dos resultados apresentados acima, é possivel observar que hd uma
coeréncia entre os valores do tempo de decaimento de cada sinal para janelas de 0,05 a
2 segundos. Entretanto, para janelas menores que 0,1 segundos parece haver uma perda

de informacado relativa a densidade espectral de poténcia.

O tempo de processamento dos sinais apresentou uma tendéncia a uma acentuada

reducdo a propor¢do que o tamanho da janela de dados também diminuia.

O fato do tempo de decaimento ser pequeno e do grifico da autocorrelagdo tender a
zero muito rapidamente, implica que o sinal da MEA apresenta uma tendéncia muito

grande a se comportar como um ruido branco (Granado-Filho, 1994).
4.6.2 Sinais da MEA: Spikes, Bursts e Ruido Biolégico
Nesta secdo, escolheu-se um sinal de MEA e observou-se o comportamento de
trechos desse sinal. Os trechos correspondem a intervalos onde ocorrem:
e Spikes isolados;
®  Bursts;
e Ruido biolégico.
O sinal escolhido foi o 01_Nbasall_1, correspondente ao sinal de uma cultura ativa.

Foram realizados testes para alguns valores de janelas. Os resultados sdo

apresentados a seguir.
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Como apresentado na secdo anterior, foram realizados testes de diversos valores de
janelas de dados. Nesta se¢@o ndo houve uma preocupacido muito grande com o tempo
de processamento dos sinais, ja que se tratam de trechos pequenos dos mesmos. Apesar
disso, novamente, os resultados apresentam uma tendéncia de o processamento ser mais

rapido para janelas de dados menores.

Nas Figuras 4.4 a 4.6 ilustram-se alguns dos resultados.
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Figura 4.5 — Autocorrelagdo para o Trecho do Sinal com Bursts: janelas de

(A)1s, (B)0,2s.
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Figura 4.6 — Autocorrelagdo para o Trecho do Sinal com Spikes: janelas de

(A)1s,(B)0,2s.

Os resultados foram sintetizados nas tabelas 4.4 e 4.5 abaixo.

Tabela 4.4 — Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela: Ruido

Biologico, Bursts e Spikes.

Tempo de Ruido Bursts Spikes
Decaimento/Janela Biolégico
Janela de 2,0 s 5,1 ms 5,2 ms 4,0 ms
Janela de 1,0 s 5,2 ms 5,3 ms 4,7 ms
Janela de 0,5 s 5,1 ms 5,3 ms 4,7 ms
Janela de 0,2 s 5,1 ms 5,2 ms 5,5 ms

Tabela 4.5 — Varidncia do Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela:
Ruido Bioldgico, Bursts e Spikes. Unidades em s’.

Variancia do Tempo

Ruido

de Decaimento/Janela Biolégico Bursts Spikes
Janela de 2,0 s 8.1667*10° 1.3900%10” 2.1107*10°
Janela de 1,0 s 8.6811%107 1.2055%10° 1.6917%10°
Janela de 0,5 s 8.3275%107 1.9263*10° 1.9695%10°
Janela de 0,2 s 2.2012%10° 4.4994%10°° 2.6796*10°
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E possivel observar, a partir dos resultados para todos os tamanhos de janelas, que

hd uma constincia nos valores para o tempo de decaimento dos trechos, com uma

pequena alteracdo no trecho de Spikes, que apresentou um aumento no seu valor na

janela de 0,2 s. De uma forma geral, o trecho com Spikes apresenta o menor valor para o
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tempo de decaimento, seguido pelo trecho de Ruido Biolégico e, por fim, o trecho com

Bursts.

Novamente, o tempo de processamento diminuia a medida que as janelas de dados

ficavam menores.
4.6.3 Sinais de EEG

Com a inten¢do de comparar os resultados do processamento dos sinais da MEA,
realizou-se um processamento de alguns trechos de sinais de eletroencefalografia. E
importante observar que os sinais EEG j4 hd muito sdo bastantes estudados pela
literatura. Obviamente os sinais de EEG, apesar de estarem relacionados com atividade
neuronal, sdo uma realidade bastante distinta dos sinais das culturas neuronais da MEA.
Estes dltimos nao se encontram em seu ambiente natural, mas sim em uma cultura
preparada com nutrientes essenciais. Suas conexdes sd0 muito mais limitadas, visto
também que os sinais das MEAs aqui analisados tratam-se de atividade espontinea, nio

havendo nenhum tipo de estimulo externo a cultura.

Considerando estes apontamentos, os sinais de EEG analisados correspondem a
dados fornecidos por um banco de dados da Universidade de Tampere (Finlandia), onde
os sinais foram coletados a uma taxa de amostragem de 200 Hz. Os trechos dos dados

analisados correspondem a sinais onde ha:
¢ Evidéncia de crise epiléptica - 10 segundos;
e Atividade normal ndo patoldgica - 10 segundos.

Foram analisados, para cada trecho (com e sem evidéncia de crise), 0s mesmos

conjuntos de derivagdes de eletrodos (detalhes na Figura 2.5). A saber:

o F7-C3;
e F8-C4;
e T5-Cl;

o To6-C2.
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Como nos sinais da MEA, realizaram-se testes para diversos valores de janela de
dados. Alguns resultados sdo apresentados nas Figuras 4.7 e 4.8, sinal com crise e sem

crise, respectivamente.
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Figura 4.8 — Sinal EEG Com Atividade Normal (Eletrodos F7-C3): janelas
de (A)1s, (B)0,2s.

O tempo de processamento dos dados de EEG é muito menor que o tempo gasto
para os dados da MEA. Isto ocorre pelo fato de que os sinais EEG possuem uma taxa de
amostragem muito menor que os sinais da MEA, o que diminui o tempo gasto com os

célculos computacionais.

H4 variacOes significativas no tempo gasto com o processamento dos sinais, bem

como hd variagdes para o tempo de decaimento a medida que se diminui o tamanho da



46

janela de dados. Entretanto, o sinal sem crise apresentou uma alteracdo menos
significativa nos valores do tempo de decaimento na comparacao entre as janelas de 2 s

e 1 s, como se pode verificar nas tabelas 4.6 e 4.7 abaixo.

Tabela 4.6 — Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela: EEG Com
Evidéncia de Crise Epiléptica.

Tempo de F7-C3 F8-C4 T5-C1 T6-C2
Decaimento/Janela
Janela de 2,0 s 135 ms 130 ms 205 ms 170 ms
Janela de 1,0 s 195 ms 190 ms 125 ms 150 ms
Janela de 0,5 s 115 ms 130 ms 215 ms 130 ms
Janela de 0,2 s 95 ms 90 ms 55 ms 65 ms

Tabela 4.7 — Tempo de Decaimento por Tamanho de Janela: EEG Com

Atividade Normal.
Tempo de F7-C3 F8-C4 T5-C1 T6-C2
Decaimento/Janela
Janela de 2,0 s 195 ms 220 ms 220 ms 470 ms
Janela de 1,0 s 195 ms 205 ms 210 ms 155 ms
Janela de 0,5 s 195 ms 195 ms 190 ms 85 ms
Janela de 0,2 s 75 ms 50 ms 60 ms 55 ms

Apesar dessa variagdo no tempo de decaimento, a forma da curva de autocorrelagdo
de cada par de eletrodos se mantém praticamente inalterada a medida que se altera o

valor da janela de dados.

4.7 Conclusoes

O estudo realizado envolveu apenas um canal da MEA, o que implica que foi
analisada apenas a dindmica de um canal, e ndo a dindmica da cultura. Portanto as

conclusdes que se seguem sdo limitadas por este impositivo.

A anélise dos testes realizados com diversos tamanhos de janelas de dados para o
sinal da MEA permite ressaltar os seguintes pontos: hd uma diminuicdo bastante
expressiva no tempo de processamento a medida que as janelas de dados diminuem; os

valores para os tempos de decaimento se mantém praticamente inalterados em todos os
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sinais para as janelas de 0,05 a 2,0 s. Isto implica que um algoritmo baseado na técnica
de autocorrelacio para segmentacdo do sinal pode trabalhar tranquilamente com janelas

de dados dentro desse intervalo. Esta informacao pode ser verificada na tabela 4.2.

Entretanto, as informagdes para a densidade espectral de poténcia parecem ser
reduzidas para janelas de dados muito pequenas, ou seja, menores que 0,1 s, o que

poderia limitar o tamanho das janelas de dados.

Quanto aos trechos do sinal da MEA contendo ruido biolégico, bursts e spikes
apresentam constancia nos valores para o tempo de decaimento. O trecho com Spikes
apresenta o menor valor para o tempo de decaimento, seguido pelo trecho de Ruido
Bioldgico e, por fim, o trecho com Bursts. Ha apenas uma pequena alteragdo no trecho

de Spikes na janela de 0,2 s, como se pode verificar na tabela 4.4.

A relacdo entre menor e maior tempo de decaimento possivelmente estd associada
com as caracteristicas dos sinais. Ou seja, sinais que apresentam variagdes rapidas, ou
alteracdes rapidas no comportamento, como no trecho com spikes, apresentam menor
tempo de decaimento, enquanto sinais que apresentam menores variacdes t€ém tempo de
decaimento maior, como o trecho de ruido biolégico. O trecho com bursts, apesar de ser
formado por spikes, possui um tempo de decaimento alto. Isto se deve ao fato de que os
spikes que formam os bursts ocorrem com um intervalo menor de tempo, ndo
caracterizando, portanto, ‘“alteragdes” no sinal, ou seja, os spikes fazem parte da
caracteristica do sinal. O mesmo ndo ocorre com o trecho com spikes isolados, onde

estes correspondem a alteragdes bruscas no comportamento do sinal.

Spikes e bursts estdo associados a processos de dinamica mais rdpida, enquanto que
o ruido biolégico estd associado a processos de dindmica mais lenta (Chiappalone,
2003). Entretanto, um trecho com bursts pode ser encarado como um sinal “modulado”
por uma sendide de baixa frequéncia. Isto poderia explicar o comportamento mais
“lento” do sinal, verificado pelo tempo de decaimento da autocorrelacido. Na Figura 4.9

ilustra-se esta comparacao.
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Sinal com Burst Modulado por uma Sendide
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Figura 4.9 — Sinal da MEA: trecho com sequéncia de spikes que formam um

burst modulado por uma sendide de 2 Hz.

Esta andlise leva a uma observacao interessante. A cultura DIV41_TTX ndo possui
atividade, como bursts ou spikes isolados, havendo somente ruido biolégico. Porém, seu
comportamento € diferente da “cultura” NoNeurons, onde hd somente ruido de
instrumentagdo, e da cultura DIV21_Nbasal, que é uma cultura inativa, cujo valor do
tempo de decaimento se aproxima do tempo de decaimento da “cultura” NoNeurons.
Desta forma, pode-se pensar na aplicacio da ferramenta de Autocorrelagdo para

diferenciar culturas inativas de culturas ativas que s6 apresentem ruido biolégico.

A diminuicdo do tempo de processamento em virtude da diminui¢do da janela de

dados também foi verificada para os trechos do sinal da MEA.

Nas tabelas 4.3 e 4.5 pode-se verificar como a variancia do tempo de decaimento
muda para cada valor de janela de dados, bem como para sinais diferentes. E
interessante observar na tabela 4.3 que os sinais para as culturas DIV41_nbasal e
DIV41_TTX (que correspondem a mesma cultura antes e apds a adi¢do de uma droga,
respectivamente) apresentam as mesmas ordens de grandeza e valores muito proximos
para as mesmas janelas de dados, apresentando, maior valor de variancia para a janela
de 0,05 s. Apesar dos seus tempos de decaimento serem diferentes, porém préximos

(como se pode observar na tabela 4.2), suas varidncias aparentam ser muito mais
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proximas. O sinal que apresentou menos mudancas na sua variancia foi o Nbasal, que é

uma cultura ativa.

Na tabela 4.5, apenas o sinal com spikes apresentou maior estabilidade no valor da

A -6 2
variancia, mantendo sua ordem de grandeza sempre em 107 s”.

Apesar dos sinais da MEA permitirem trabalhar com diversos tamanhos de janelas
de dados, os sinais EEG parecem limitar estas janelas a 1,0 ou 2,0 s. Os sinais EEG com
evidéncia de crise epiléptica apresentaram as maiores variagdes de valores por janela de

dados, como mostrado na tabela 4.6.

Entretanto, os sinais com atividade normal apresentam uma constincia nos valores
para o tempo de decaimento em quase todos os eletrodos, havendo apenas uma alteracio

no eletrodo T6-C2 (veja tabela 4.7).

A mesma relacdo entre tempo de decaimento e comportamento do sinal € verificada
para o sinal EEG. O sinal EEG com evidéncia de crise epiléptica apresenta variagdes
“bruscas” no sinal, o que o leva a possuir um menor tempo de decaimento. Entretanto, o
sinal EEG com atividade normal possui comportamento ‘“‘suave”, sem alteracdes

bruscas, o que o leva a possuir maior tempo de decaimento.

De uma forma geral, quanto maior o tempo de decaimento, maior o tamanho da
janela de dados que pode ser considerada estaciondria. Esta relacdo era esperada na
comparacdo da estacionariedade do sinal EEG e do sinal da MEA. Como o EEG ¢ um
sinal de dinamica mais lenta e menos aleatoria que o sinal da MEA, possui um tempo de
decaimento maior, ou seja, € estaciondrio por um periodo de tempo maior que o sinal da
MEA. Essa estacionariedade, por outro lado, pode ser verificada na estabilidade do
valor do tempo de decaimento para diversos tamanhos de janelas de dados, ou seja,
sinais de MEA sdo estaciondrios para janelas de 0,05 a 2,0 s, enquanto que sinais de

EEG nao sdo estaciondrios para janelas menores que 0,5 s.

Assim, para sinais de EEG serd mais apropriada a utilizacdo de janelas de dados de

1,0 s, enquanto para os sinais da MEA essas janelas podem ser de 0,5 s.



Capitulo 5

Segmentacao do Sinal da MEA

Neste capitulo serd apresentada a técnica de segmentacdo
através do SEM (Spectral Error Measurement) e informacoes
importantes sobre ferramentas que o compdem, como a
predicdo linear, filtro de predi¢cdo e algoritmo de Levinson-
Durbin. Sdo apresentados também os resultados para a
segmentagdo de sinais EEG e MEA.

5.1 Introducao

Como j4 discutido, a andlise de sinais necessita, muitas das vezes, que esse sinal seja
analisado por trechos ou segmentos. Entretanto, para sinais cuja dindmica e informacao
podem variar bastante, segmentos de tamanhos fixos podem ocasionar perda ou

fragmentacdo de informacao.

Com o pensamento imbuido desse sentimento, despertou-se o interesse do estudo de
segmentacdo para os sinais da MEA através da técnica do SEM (do inglés, Spectral
Error Measurement), onde a variacdo desse parametro indica mudanca de
comportamento estatistico do sinal. Entretanto, a técnica selecionada foi inicialmente
testada em sinais EEG, para uma avaliagdo da sua aplicagdo e estudo dos seus

parametros matematicos.

A técnica do SEM para a segmentacao do sinal da MEA foi baseada no trabalho
apresentado inicialmente em (Bodenstein & Praetorius, 1977), onde os autores utilizam

a autocorrelacdo, a densidade espectral e a predicdo linear para segmentacdo e extracao

50



51

de caracteristicas de sinais eletroencefalograficos. Em (Appel & Brandt, 1984;
Praetorius, Bodenstein, & Creutzfeldt, 1977; Wong & Abdulla, 2006), os autores
discutem a técnica através de aplicacdes a diversos grupos de sinais bioldgicos e

sintéticos.

5.2 Predicao Linear

5.2.1 Predicao Linear Futura

Uma técnica bastante aplicada em processamento de sinais € a predi¢do linear, que
consiste em “predizer um valor futuro de um processo estocdstico estaciondrio de tempo
discreto, dado um conjunto de amostras passadas de um processo” (Haykin, 1996), por

exemplo, dadas as amostras u(n — 1),u(n - 2),. . .,u(n -M ) fazer uma estimacdo de u(n)

Seja o valor predito i(n U n—l) definido por:

AU, )= w, uln—k), (5.1

na qual w, , corresponde aos pesos 6timos discretos para o preditor.

O erro de predigdo futura f,, (n) é definido como a diferenca entre a amostra de

entrada u(n) e seu valor predito i(n U n—l)'

fu)=uln)-i1U,). (5.2)

O indice M para o erro de predicao futura significa ordem do preditor, e é definida
como “o numero de elementos de unidades atrasadas necessdrio para armazenar o

conjunto dado de amostras usadas para fazer a predicao” (Haykin, 1996).
5.2.2 Filtro de Erro de Predicao Futura

Define-se a,, , k=0,,....,M como os pesos discretos de um filtro, que estd

relacionado com os pesos discretos da predicao direta da seguinte forma:
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L k=0
WSy k=12 M (5-3)

Assim, o erro de predicdo pode ser definido com base nos coeficientes do filtro

como se segue (Haykin, 1996):

fu(n)=> ay uln—k). (5.4)

k=0

5.2.3 Algoritmo de Levinson-Durbin

O algoritmo de Levinson-Durbin define um método de resolugdo das equacdes

aumentadas de Wiener-Hopf para a predicao linear.

Dado um sinal discreto de entrada u(n), o conjunto de coeficientes 6timos para a

predi¢do linear a onde m=0,,....M e k=0,,...,m, pode ser calculado através da

mk

recursividade descrita abaixo (Haykin, 1996).

1. Inicialmente, calcula-se a autocorrelacdo para um conjunto de N amostras,

no qual N € muito maior que a ordem M do filtro:

N
;(k):% > ulnlu’ (1—k), com k =0,1,...,M ; (5.5)
n=1+k

2. Utilizar as equagdes abaixo para calcular A , e P, (vide Anexo 2 uma
interpretacdo dos parametros A, _ e P, ):

BT

Am—l = rm am—l
m-1 R 5.6
Am—l = r(l - m)am—l ) ( )
1=0 '
P, =P, (I-|x,*): (5.7)

3. O conjunto de coeficientes a,,, € calculado por

Ay =0, + K0, com k=0,,...,m: (5.8)

mm-1,m—k
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A recursdo € iniciada com m =0, para o qual temos:

P, =r(0)
e
Ay=71"(1)
Algumas condi¢des de contorno sdo definidas:
K, =-— A
m—1
e
Ay =K, -

Note também que a,,, =1 paratodo m,e a,, =0 paratodo k >m.

A recursdo termina quando m=M .

Para calcular os coeficientes através do algoritmo de Levinson-Durbin, foi

desenvolvido um programa em MATLAB®.
5.2.3.1 Exemplo de Resolucio do Algoritmo de Levinson-Durbin

Nesta se¢do ilustramos um exemplo de resolu¢do das equacdes aumentadas de
Wiener-Hopf para a predicdo linear utilizando o algoritmo de Levindon-Durbin

apresentado anteriormente.

Seja o conjunto de amostras u(n),u(n—l),u(n—2),...,u(n—M) . Pretende-se
encontrar o conjunto de coeficientes 6timos para a predi¢do linear a,,, , para um filtro

de ordem M =3.

Obedecendo ao procedimento descrito no item anterior, calcula-se inicialmente a

autocorrelacdo do conjunto de amostras para uma ordem, segundo a equagao (5.5).
A recursdo € iniciada fazendo-se m =0.
e Para m=0:

Temos que:



P, =r(0)
e
A, =r(1)
Por defini¢do, tem-se:
a,, =1,
e, portanto,
K, =1
e Para m=1:
Temos, por defini¢ao, que:
a,=1
Das equacdes (5.9) obtemos:
K = _é o

Resolvendo as equacodes (5.7) e (5.8), temos:

R=R-|x[)
e
a,, =K
e Para m=2:
Por definicao:
a,,=1.

Das equacdes (5.6) e (5.9) obtemos:

A = r (z)al,O + r*(l)al,l
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(5.9.a)

(5.9.b)

(5.10)

(5.11)

(5.12)

(5.13)

(5.14.a)

(5.14.b)

(5.15)

(5.16.a)



Resolvendo as equacodes (5.7) e (5.8), temos:
2
P, :P1(1_|K2| )’

a,, =K+ Kz"f

e Para m=3:
Por defini¢do, temos:
a,,=1.
Resolvendo as equacdes (5.6) e (5.9) obtemos:

A, = r (3)02,0 + r*(z)am +r (l)az,z

Das equacdes (5.7) e (5.8), temos:
2
AR
a;, =K + KzK]* + KsK;’
a3, =K, + K3(K1 +K,K ) ’

as; = Kj;.
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(5.16.b)

(5.17.a)

(5.17.b)

(5.17.¢)

(5.18)

(5.19.a)

(5.19.b)

(5.20.a)

(5.20.b)

(5.20.¢)

(5.20.d)
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5.3 Técnica de Segmentacao pelo SEM

A técnica de segmentacdo através do SEM (Spectral Error Measurement) foi
proposto inicialmente em 1977 por Giinter Bodenstein e H. Michael Praetorius, no
artigo (Bodenstein & Praetorius, 1977). Nesse artigo os autores propdem a técnica para

a segmentacgdo e extracdo de caracteristicas de sinais EEG.

Em (Appel & Brandt, 1984; Praetorius, Bodenstein, & Creutzfeldt, 1977; Wong &
Abdulla, 2006) os autores fazem uma avaliacdo de técnicas de segmentacdo de sinais,
entre elas o SEM. Também € apontado o fato de que a técnica do SEM exige um maior

trabalho na escolha dos pardmetros de entrada.

Baseado em (Bodenstein & Praetorius, 1977) foi desenvolvido um algoritmo em
ambiente MATLAB® para a segmentacao dos sinais da MEA, sendo o algoritmo testado

inicialmente para sinais EEG.
5.3.1 Algoritmo da Segmentacao

Dado um sinal discreto de entrada, s(n) =5,,5,,83,8,,...,5,, define-se uma janela de

dados e, em um instante de tempo arbitrdrio, observa-se o valor do SEM. Entdo se
desloca a janela ao longo do sinal e testa-se a correspondente mudancga espectral no

SEM. O sinal € definido quase-estaciondrio se o SEM estiver abaixo de um limiar © .

SEM = (% - ljz + Zg(%jz . (5.21)
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Figura 5.1 — Processo de segmentagdo. (a) Sinal EEG bruto. A barra indica
a se¢do onde o filtro de predicdo linear é adaptado. (b) Resultado do erro de
predigdo. A funcdo de autocorrelagdo do erro de predigcdo inicial é
computada a partir da janela fixa; a funcdo de autocorrelagdo corrente
corresponde a janela movel. (c) Limiar de segmentagcdo. (d) SEM.
(Modificado de (Bodenstein & Praetorius, 1977))

Seja, entdo, o sinal real representado pela série temporal ...,s_,s,,S;,..., cOm zero
arbitrario. O seguinte procedimento é adotado:
Passo (1): Calcula-se a autocorrelagdo de ordem p de acordo com
1 N
R(i ) = N Z s,

n=l1

comi=1,..,p; (5.22)

n+‘i‘ ’

Passo (2): Calculam-se os coeficientes do filtro de predicdo linear de ordem p
(algoritmo de Levinson-Durbin);

Passo (3): Dos valores do sinal, s ,...,s,,, calcula-se o erro de predigdo

e_y,....€,, y,deacordo com (5.23):

P
€, =D a8, . (5.23)
k=0

De acordo com (5.22) define-se uma fung¢do de autocorrelagdo de

curto tempo do erro de predi¢ao, por:

1 N-m

r(n’ m) = 2N +1 kzz_NenH( en+k+m 5 (5'24)
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Passo (4): Calcula-se r(0;m) para m=0,...,M (janela fixa sobre o gréfico do
erro de predicdo na Figura 5.1);
Passo (5): Calcula-se r(n;m) para cada ponto (janela mével sobre o gréafico do

erro de predicdo, (Figura 5.1)):
r(n’ m) = r(n - 1’ m) + en+N en+N—m - en—N—l €n+m—N—l 5 (5'25)

Passo (6): Define-se e calcula-se SEM , para cada tempo n:

SEM, = [:88; = 1}2 + 2§(Z ((’;’5))]2 : (5.26)

Passo (7): Testase SEM, > 0.

Se ndo, aumenta 1 em 7 e volta ao passo 5 (faz-se a janela deslocar);

Passo (8): Se sim, guarda-se a posi¢do em que isso ocorre € reinicia-se o
processo deslocando a janela para a posi¢cdo imediatamente posterior ao

ponto detectado. Reinicia-se o processo em (1).
5.3.2 Escolha de Parametros

A execugdo do programa depende da defini¢do inicial de alguns parametros.

Na Figura 5.2 apresenta-se a janela principal do programa desenvolvido na

linguagem MATLAB® para a segmentagdo do sinal da MEA.
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rn Input L = I—Ehr

Window Legth (3}
0.1

Order of the Predictor:
3

Order of the Predictor Error-Autocorrelation Funtion:
3

Theta Value:
0s

Sample Rate:
10000

Figura 5.2 — Janela de entrada de dados do programa de segmentagdo do
sinal da MEA.

A janela de dados, com tamanho 2N +1, deve ser pequena para uma segmentagao
acurada, porém grande o suficiente para uma estimagcdo segura da funcdo de
autocorrelacdo (Bodenstein & Praetorius, 1977). No caso da MEA, vimos que a janela
de dados pode ser 0,1 ou 0,2 s, por causa da perda de informag¢do da densidade espectral

de poténcia (secao 4.7).
O parametro mais importante € o p, a ordem do preditor do sinal. O nimero de
operagdes requeridas pelo algoritmo de Levinson-Durbin é de ordem p?, entdo p deve

ser mantido baixo. E associado ao p, temos M , a ordem da fun¢do de autocorrelagao

do erro de predicdo.

Em (Bodenstein & Praetorius, 1977) os autores discutem o valor de ® , mas
informam que este valor é bastante experimental. Em (Appel & Brandt, 1984; Wong &
Abdulla, 2006) os autores afirmam sobre a dificuldade de ajuste de parametros para a

técnica de segmentacdo pelo SEM.
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5.4 Avaliacao da Técnica de Segmentacao

Por se tratar de uma técnica que busca segmentar sinais em virtude da mudanca de
comportamento dos mesmos, o método do SEM foi aplicado inicialmente a sinais
eletroencefalograficos, visto que a dindmica deste tipo de sinal € mais simples e
conhecida na literatura que o sinal da MEA, sendo possivel uma avaliagdo visual do
resultado da segmentacdo. Esta foi uma forma encontrada de se avaliar o método antes

de aplicé-lo ao sinal da MEA.

5.4.1 Resultados para Sinais EEG

Segundo (Bodenstein & Praetorius, 1977) e (Appel & Brandt, 1984), o ajuste dos
parametros necessarios para a segmentacdo do sinal EEG € complicado, o que pdde ser
verificado na pratica durante a realizacdo dos testes. A escolha inicial dos parimetros
foi feita com base nos valores utilizados em (Bodenstein & Praetorius, 1977), porém
variagOes significativas nestes valores foram efetuadas, buscando-se um melhor
conjunto de parametros que se adequasse ao banco de dados EEG disponiveis para os

testes.

O conjunto de sinais EEG utilizado nesses testes corresponde ao mesmo conjunto

utilizado no capitulo anterior.

A tabela 5.1 abaixo mostra os valores do conjunto de parametros utilizados em

alguns testes.

Tabela 5.1 — Valores de pardametros para cada teste em sinal EEG.

Ordem da
Valor do Tamanho Ordem do Funcio de Taxa de
Parametro/Teste da Janela Filtro de Autocorrelacao Téta Amostragem
(s) Predicao do Erro de (Hz)
Predicao
Teste 1 0,1 8 3 0,5 200
Teste 2 0,1 8 3 5 200
Teste 3 2,0 8 3 0,5 200
Teste 4 2,0 8 3 5 200
Teste 5 2,0 20 3 5 200
Teste 6 2,0 20 10 5 200
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Alguns resultados se mostraram insatisfatorios, gerando graficos como os da Figura

5.3.

Data

1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Prediction Error

2500

—
=
=
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1

1 e L 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Figura 5.3 — Segmentagdo de sinal EEG com evidéncia de crise epiléptica.
Eletrodos T5-C1, com duragdo de 10 s (Teste 1).

As barras pretas verticais indicam os pontos em que o sinal foi segmentado. Devido
aos valores dos parametros utilizados nesse teste, tanto no grafico de Data quanto no de
Prediction Error as barras pretas surgiram em quase todos os pontos, ou seja, o valor do

SEM ultrapassou em, praticamente todos os pontos, o valor de ® =0.5.

O valor de ® estd indicado pela linha pontilhada em verde claro no grafico do SEM.
Devido a uma questdo de escala, todos os valores do SEM que ultrapassaram ® foram

suprimidos do grafico, mantendo somente o valor correspondente ao ©® .

Fazendo-se uma alteracdo no valor de ®, temos graficos semelhantes a Figura 5.4.
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Figura 5.4 — Segmentacdo de sinal EEG com evidéncia de crise epiléptica.
Eletrodos T5-C1, com duragdo de 10 s (Teste 2).

O algoritmo deveria ter segmentado o sinal em um ponto préximo a amostra 1750
(eixo horizontal do primeiro grafico). Entretanto, devido a dificuldade de ajuste de

parametros, ndo se consegue facilmente uma segmentacao correta.

Para outro conjunto de ajuste de parametros, conseguiu-se segmentar, de forma

razoével, um trecho de sinal EEG onde existe evidéncia de crise epiléptica.
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Figura 5.5 — Segmentacdo de sinal EEG com evidéncia de crise epiléptica.
Eletrodos T6-C2, com duragdo de 10 s. O ajuste de pardmetros ndo
conseguiu identificar a presenca de uma alteragdo (nesse caso uma espicula)
entre as amostras 850 e 1000, aproximadamente.

Entretanto, existe a presenca de uma alteragdo no sinal (nesse caso uma espicula)
entre as amostras 850 e 1000, aproximadamente. Esta alteracdo do sinal pode ser
percebida no grifico do SEM, na mesma posicdo em que ocorre a alteracao do sinal.
Uma pequena variacdo no valor de ®, colocando-o préximo ao valor do pico presente
no ponto em questdo, € suficiente para identificar a espicula e segmentar o sinal de

forma mais eficiente, como mostrado na Figura 5.6.
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Figura 5.6 — Segmentacdo de sinal EEG com evidéncia de crise epiléptica.
Eletrodos T6-C2, com duragdo de 10 s. Uma pequena alteragdo no valor de
O ¢ suficiente para identificar a espicula e segmentar o sinal de forma mais
eficiente.

5.4.2 Resultados para Sinais MEA

Os testes realizados para o sinal da MEA tomaram por base o conjunto de dados
utilizados para a segmentacdo do sinal EEG. Foram realizados testes com trechos de
sinais da MEA, semelhante ao procedimento adotado nos testes com a autocorrelacao
(vide secdo 4.6.2). A tabela 5.2 abaixo mostra os valores do conjunto de parametros

utilizados em alguns testes para os sinais da MEA.
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Tabela 5.2 — Valores de pardametros para cada teste em sinal MEA.

Ordem da
Tamanho Ordem do Funcio de Taxa de
Valor do . = .
Parametro/Teste da Janela Filtro de Autocorrelacio Téta Amostragem
(s) Predicao do Erro de (Hz)
Predicao
Teste 1 0,1 8 3 0,5 10000
Teste 2 0,1 8 3 5 10000
Teste 3 2,0 8 3 0,5 10000
Teste 4 2,0 8 3 5 10000
Teste 5 2,0 20 3 5 10000
Teste 6 2,0 20 10 100 10000

Semelhante ao ocorrido com o sinal EEG, os sinais da MEA apresentaram grande

dificuldade no ajuste dos parametros.

Na Figura 5.7 mostra-se o que ocorreu em alguns dos testes com o sinal da MEA.

Data

) x 10
x10° Prediction Error

SEM
4 T T T T T T
2r 4
(1) .0 S SATY | LI L P 1 LN AL | I Tl i
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 5.7 — Segmentacdo de sinal MEA: Trecho com ruido biologico.
Imprecisdo no ajuste dos pardmetros ndo permite segmentar de forma
correta o sinal.
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O sinal com ruido biolégico ndo apresenta mudancgas significativas no seu
comportamento, principalmente na amplitude. Neste caso, o sinal foi considerado pelo
programa como “segmentado em toda parte”, ou seja, 0 comportamento praticamente
constante do sinal ndo foi suficiente para que o SEM também se mantivesse “estavel”
abaixo do limiar. Assim, o SEM sofreu alteracdes o tempo todo, ultrapassando o valor

do limiar ® =0,5.

Com base nos resultados de diversos testes, alterando-se o valor do limiar ® para
100, observa-se uma mudancga significativa no padrao da segmentacio, conforme pode

ser verificado na Figura 5.8.

x 10
2000
i
0
i
-2000
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SEM
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el | l '
0 lLJ h |llll LL j L a L A L 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 5.8 — Segmentacdo de sinal MEA: Trecho com ruido bioldgico.
Apesar de ndo ser possivel identificar as mudangas no sinal, o programa foi
capaz de segmentar o sinal da MEA em alguns trechos.

Utilizando-se um sinal contendo spikes isolados, e fazendo-se alteracdes mais
significativas nos parametros, € possivel verificar a melhora significativa na

identificacdo de segmentos.
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Figura 5.9 — Segmentagdo de sinal MEA: Trecho com spikes isolados. O
programa foi capaz de segmentar o sinal da MEA em alguns trechos,
entretanto, ndo é possivel perceber alteracdes que justifiquem determinados
segmentos.

Em um trecho contendo bursts, os resultados ndo diferem muito dos outros

encontrados para os trechos com ruido biologico e spikes isolados.
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Figura 5.10 — Segmentacdo de sinal MEA: Trecho com bursts. O programa
foi capaz de segmentar o sinal da MEA em alguns trechos, entretanto, outros
segmentos ndo conseguiram ser identificados.

5.5 Conclusoes

A técnica de segmentacdo de sinais apresenta-se ttil e aplicdvel, entretanto, o ajuste

dos parametros torna sua utilizacdo pratica um tanto quanto complexa.

A busca por um conjunto de parametros adequados pode ser ainda mais extensa,
visto que para cada tipo de sinal estes “parametros 6timos” podem sofrer alteracdes

significativas.

O parametro que apresenta maior relevincia na segmentacao €, sem ddvidas, o valor
de ©, cujo valor “6timo” pode variar bastante de um trecho para outro, no mesmo sinal.
Uma solucdo alternativa poderia estar em definir um ©® varidvel, que se adaptasse a
cada trecho de sinal. Entretanto, a variagdo do valor de ® ndo poderia se apoiar nos
mesmos critérios utilizados para a segmentacao pela técnica do SEM, mas sim em outra
forma de avalia¢do da dindmica do sinal. Porém, isto tornaria a técnica de segmentacdo

ainda mais complexa.
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Estudos propostos na literatura, como em (Appel & Brandt, 1984; Wong & Abdulla,
2006), avaliam outras técnicas além do SEM. A saber: NLEO (Non-Linear Energy
Operator), GLR (Generalized Likelihood Ratio) e ACF (Autocorrelation Function
procedure). Esta ultima técnica, baseada em autocorrelacdo, mostrou-se a menos
precisa, enquanto que a técnica do SEM ocupa uma segunda colocagdo, atrds somente

da GLR.



Capitulo 6

Conclusoes e Trabalhos Futuros

Neste ultimo capitulo, sdo analisadas as contribuicées deste
trabalho, além de serem feitas sugestoes importantes para
trabalhos futuros que poderdo ser realizados a partir desta
dissertagdo.

A proposta inicial deste trabalho foi o desenvolvimento de uma ferramenta capaz de
segmentar os registros de sinais de matrizes multieletrodo (MEAs) a partir do seu
padrio estatistico de comportamento, para que os mesmos pudessem ser estudados de

acordo com os tipos de atividades presentes em cada trecho.

O cumprimento da proposta exigiu uma série de pesquisas iniciais, tais como: o
estudo dos processos fisiologicos envolvidos na geracdo dos sinais elétricos nos
neurdnios, a pesquisa das principais técnicas matemadticas associadas a segmentagao de
sinais € o estudo do funcionamento de ferramentas matemdticas associadas a

segmentacgdo de sinais através de testes computacionais.

. . ®
Concluidas essas etapas, foram desenvolvidos programas em MATLAB™ para o
estudo do funcionamento das ferramentas matemdticas e para a realizacdo da

segmentagdo.

O programa de segmentacdo de sinais, desenvolvido inicialmente para segmentacdo
de sinais de MEA, foi testado para sinais EEG. A realizacdo destes testes permitiu um

primeiro contato da técnica com sinais reais, possibilitando um ajuste de parametros.
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Entretanto, esse ajuste de parametros mostrou-se bastante complexo para ambos os
sinais: EEG e MEA. Esta dificuldade de ajuste dos parametros ja era esperada, como

relatado em (Wong & Abdulla, 2006) e (Appel & Brandt, 1984).

Contudo, os testes computacionais envolvendo a ferramenta matemdtica de
autocorrelacdo produziram andlises bastante interessantes. Como, por exemplo, a
informagdo de que a dinamica de sinais de MEA pode ser melhor observada dentro de
intervalos de 0,1 a 2,0 s, segundo os valores encontrados para o tempo de decaimento e

sua andlise com base na densidade espectral de poténcia.

A ferramenta de autocorrelacdo também se mostrou bastante interessante para uma
possivel aplicagdo na diferenciacdo entre culturas inativas e ativas que s apresentem

ruido biolégico, podendo ser utilizada como indicativo de inatividade celular.

Assim, neste trabalho, foi dada uma énfase relativamente extensa no que diz respeito
a fundamentacdo tedrica que envolve ferramentas matemadticas utilizadas classicamente
na segmentacdo de sinais. Esta postura se apdia no principio de que todo trabalho
cientifico desenvolvido deve apresentar informagdo coesa para possivel reproducdo e

avaliacdo, em qualquer momento.

Este trabalho pode, ainda, contribuir como uma forma de investigacdo da utilizacao
de uma técnica de segmentacdo para sinais de matrizes multieletrodo, o que ndo é

discutido na literatura classica acerca da MEA.

6.1 Trabalhos futuros

Este trabalho implica na geracdo de uma nova ferramenta para a identificacdo de
inatividade celular em culturas de neurdnios, sendo necessdria a realizacdo de testes
mais extensos para diversos tipos de culturas e para mais de um canal de MEA. Esses

testes deverdo ser realizados para validar, ou ndo, a técnica.

Segundo a proposta inicial de segmentac¢do de sinais da MEA, poder-se-4 realizar
novos estudos com outras técnicas, tais como GLR e NLEO. Estes estudos de

segmentacdo poderdo abrir novas portas ao estudo de sinais de matrizes multieletrodo.
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Anexo 1

Estudo de Protocolo de Cultura de

Neuronios em Ratos

Células podem viver, se reproduzir e at€é mesmo expressar suas propriedades em
uma placa de cultura de tecidos. Esta é uma forma de simulacdo do ambiente natural
dessas células, o que permite uma manipulagdo e monitoracao dos efeitos da adi¢do ou
remocdo de solugdes especificas, como hormonios e fatores de crescimento, além de
possibilitar a andlise das interagdes entre diferentes tipos de células. Entretanto, a
maioria das células de vertebrados morre apds um numero finito de divisdes em cultura.
Supde-se que este limite de tempo de vida estd relacionado com o limite de tempo de
vida do animal do qual a célula se derivou (Alberts et al., 1997; Debergh & Read,
1991).

1 Preparacao da Pré-Cultura

Para a preparacdo da pré-cultura € necessério utilizar o polimero Poli-D-Lisina (PDL
0,1 mg/ml) e Laminina para isolar a superficie da MEA esterilizada, aumentando a
adesdo das células. Acrescentar 80-100 mL desta solu¢do na matriz e deixar descansar.

No dia seguinte, retirar o excesso de PDL com dgua destilada e aplicar a solucdo de
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Laminina 0,02 mg/ml por 2 a 3 horas. Lavar com dgua destilada e secar antes de aplicar

as células (Martinoia et al., 2005).

2 Dissecacao

Os neurdnios da cultura analisada na MEA sdo neurdnios do hipocampo e do cértex
de ratos. Os neur6nios sdo obtidos dos embrides de rato de 18-19 dias. Para retird-los é
preciso anestesiar uma rata prenha com O,/CO, em uma superficie limpa. Fazer um
corte transversal no musculo abdominal inferior para expor o utero € remover 0s
embrides para uma placa de Petri com HBSS (Solucdo Salina Balanceada de Hank).
Isolar as cabecas e com uma tesoura pequena, cuidadosamente, retirar o cérebro do
cranio. Separar e isolar os lobos corticais com a ajuda de férceps afiados e remover

completamente as meninges antes de remover o hipocampo (Martinoia et al., 2005).

3 Dissociacao de Células

Depois de toda preparagdo, mover a placa de Petri para um fluxo laminar
esterilizado. Cortar cada cortex em partes pequenas e as transferir para um tubo de
centrifuga de 15 mL, contendo 2-3 mL de solugdo de tripsina 0,125 %, para cada cortex.
O hipocampo € tratado na mesma solucdo de tripsina, porém ndo serd picado. Colocar o
tubo em banho-maria a 37 °C e incubé-lo por 20-25 minutos para o cortex e 15-18
minutos para o hipocampo. Sacudir gentilmente os tubos a cada 5 minutos. Retirar o
maximo possivel de tripsina com uma pipeta e, para bloquear a digestdo proteolitica,
adicionar 5-8 mL de meio Neurobasal contendo 10 % de soro FBS (Soro Fetal Bovino).
Repetir este procedimento duas vezes. Centrifugar cada suspensido de células por 5
minutos a 900-1000 rpm e reter as células em 10 mL de meio Neurobasal suplementado
com 2 % de B-27 e 1 % de Glutamax-1. Contar o nimero de células com um
hemocitometro e diluir a suspensdo das células corticais a uma concentragao final de 6-
8x10° células por mL e 60-80 pL em cada um dos pocos de cultura da MEA (Martinoia
et al., 2005).
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4 Manutencao da Cultura

Colocar a MEA em um incubador umedecido com atmosfera de 5 % de CO, a 37
°C. Cada semana trocar parte do meio antigo por meio fresco. Quatro dias depois de ter
chapeado as células, acrescentar 50 pL. de solucao Ara-C 10 uM para inibir a replicacdo
e o crescimento excessivo de células ndo neurais. Incubar por 24-36 horas e, depois
deste tempo, modificar o meio. Os experimentos sdo executados come¢ando na segunda

semana com um més de antecedéncia (Martinoia et al., 2005).

5 Tempo Necessario

Para dissecar os fetos e preparar cada suspensado de células, tanto do cértex como do
hipocampo, se gasta de 1 hora e 30 minutos a 2 horas, utilizando de 6 a 8 embrides

(Martinoia et al., 2005).



Anexo 2

Interpretacao dos Parametros x,, € A;,.q

Os parametros &, sdo chamados de coeficientes de reflexdo. “O uso do termo vem
de uma analogia feita com a teoria de linhas de transmissdo, onde o k, pode ser
considerado como o coeficiente de reflexdo na fronteira entre duas se¢des com

impedancias de diferentes caracteristicas” (Haykin, 1996).

Para o parametro A este pode ser interpretado como a correlagdo cruzada entre o

m-12
erro de predigdo direta f, (n) e o erro de predicio inversa atrasado b, (n—1)

(Haykin, 1996).

A, =Elp, (i=1)f (n)]. (A3.1)
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