
Guilherme da Cunha Messias dos Santos 

 

 

CLASSIFICAÇÃO FUNCIONAL DOS POTENCIAIS EVOCADOS NO 

NERVO DEPRESSOR AÓRTICO REVELA CLUSTERS DE ATIVIDADE 

DE BARORRECEPTORES DURANTE VARIAÇÕES AGUDAS DE 

PRESSÃO ARTERIAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Márcio Flávio Dutra Moraes 

Co-Orientadora: Prof. Dra. Andréa Siqueira Haibara 

 

Programa de Pós-Graduação em Fisiologia e Farmacologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

 

Janeiro de 2009

Dissertação apresentada ao programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas, 

Fisiologia e Farmacologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais, como requisito 

parcial à obtenção do grau de Mestre em 

Ciências Biológicas 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 2

 

Este trabalho foi realizado no Núcleo de Neurociências do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

Apoio Financeiro: CNPq; CAPES; FAPEMIG 



 3

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu Pai,  
Arnaldo Gomes do Santos  

“In memoriam” 
 

À minha Mãe, 
Eliana da Cunha Messias dos Santos  

 
Aos meus Irmãos, 

 Felipe e Isabela 
 

À minha Família, 
Andréa e Victor 



 4

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos amigos do NNC pelo apoio  

e ao Prof. Márcio Moraes pela orientação, amizade e incentivo.  

 

 

À CAPES, CNPq e FAPEMIG  

por terem viabilizado a execução deste trabalho. 



 5

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Eu quase nada sei, mas 

desconfio de muita coisa” 

(João Guimarães Rosa) 

 



 6

RESUMO 

O controle neural do sistema cardiovascular envolve a ativação de sensores 

periféricos, os quais através de suas aferências estimulam porções específicas do 

sistema nervoso central. Dentre esses sensores podemos citar os barorreceptores 

arteriais, que são formados pelo sistema carotídeo e aórtico (barorreceptores 

aórticos (aBR)). As informações sensoriais dos aBR têm acesso ao sistema nervoso 

central através do nervo depressor aórtico (ADN). Como outros nervos sensoriais, o 

ADN é formado por duas classes distintas de fibras (tipo A e tipo C) com 

propriedades eletrofisiológicas distintas. Estudos vêm mostrando que existe um 

recrutamento diferencial dessas fibras durante estimulação elétrica do ADN e que 

esse recrutamento tem implicações diretas na codificação central da pressão arterial 

(PA). Nossa hipótese é que existem classes funcionais de aBR 

eletrofisiologicamente detectáveis que operam em faixas específicas de PA. Os 

potenciais evocados (ERP) do ADN apresentam dinâmica não-estacionária, isto é, 

exibem variações no formato de onda, na relação sinal/ruído e na latência dos picos. 

A carência de trabalhos na literatura dedicados ao estudo de ERP não-estacionários 

pode ser em parte explicada pela dificuldade de se correlacionar esse tipo de 

fenômeno elétrico com uma variável fisiológica de interesse. Nesse caso, técnicas 

classicamente usadas (p.e promediação) não são indicadas sem antes utilizar 

métodos que minimizem a não-estacionariedade do sinal. O ADN esquerdo de ratos 

Wistar machos (n = 8) foi isolado cirurgicamente e posicionado sobre um eletrodo de 

com dois pares de registros diferenciais. As artérias femorais esquerda e direita 

foram canuladas para registro e variações agudas de PA, respectivamente, via 

hemorragia e reinfusão controladas. Os sinais do ADN foram gatilhados e janelados 

(120ms a partir do pico da PA pulsátil) e apenas os ERP do primeiro par de 
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eletrodos foram submetidos a algoritmos iterativos desenvolvidos em MATLAB® 

para correção de variações de fase (Método Woody, 1967). Essa correção foi 

baseada na correlação cruzada entre cada janela de gatilho de ADN com a média da 

iteração. Para possibilitar o cálculo das velocidades de condução dos disparos do 

ADN, era crucial garantir que as relações temporais entre os disparos 

correspondentes do primeiro par e do segundo par de eletrodos fossem mantidas.  

Para corrigir então os erros de latência dos ERP do ADN do segundo par utilizamos 

a matriz de erros de latência dos ERP do primeiro par de eletrodos.  Os ERP com 

variações de fase corrigidas, de ambos os pares de eletrodos, foram submetidos à 

análise de componentes principais (PCA) para redução dimensional. As três 

primeiras componentes principais continham 95% da variância do sinal e foram 

submetidas à clusterização não-supervisionada. Os valores correspondentes de 

pressão arterial média (PAM) para cada clusters de ERP foram C1: 100.5mmHg ± 

14.80; C2: 95.80 mmHg ± 13.58; C3: 91.93mmHg ± 14.46; C4: 84.10 mmHg ± 16.85; 

C5: 72.02mmHg ± 14.32; C6: 55.12mmHg ± 13.08; C7: 38.34 mmHg ± 8.832 (One-

Way ANOVA C4 – C7 p < 0.001; C1 – C3  p > 0.05; n=8). Não detectamos a 

presença de histerese entre a PAM dos períodos de hemorragia e reinfusão de 

sangue (n = 8, Two-Way ANOVA p = 0.15). Neste trabalho foi possível: (1) 

estabelecer uma correlação entre ERP não-estacionários do ADN com uma variável 

fisiológica de interesse (PA); (2) determinar a atividade específica desses potenciais 

em clusters funcionais eletrofisiologicamente detectáveis, além de calcular a 

velocidade de condução dos disparos do ADN. 
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ABSTRACT 

The neural control of the cardiovascular system is accomplished by activation of 

peripherical sensors that stimulate specific portions of the central nervous system. 

One of the most important cardiovascular modulatory systems is the aortic 

baroreceptors (aBR). The aBR are stretch receptors located within the aortic arch 

that send electrical signals to the brainstem via the aortic depressor nerve (ADN). 

Like other sensory nerves, the ADN consists of two distinct classes of fibers (type A 

and type C) with characteristic electrophysiological properties. Studies have shown 

that there is a differential recruitment of these fibers during electrical stimulation of 

the ADN and that recruitment has direct implications for the central codification of 

arterial pressure (AP). Our hypothesis is that there are functional classes of aBR that 

are electrophysiologically detectable and that operate within specific bins of AP. The 

event related potentials (ERP) of ADN exhibits non-stationary dynamics, that is, there 

are phase shifts (latency shifts), wave morphology variations and different signal-to-

noise ratio (SNR) across trials. The lack of studies in literature devoted to the 

understanding of non-stationary ERP can be partly explained by the difficulty to 

correlate this type of electrical phenomenon with a physiological variable. In such 

cases averaging is not advisable without first some kind of phase correction signal 

processing that minimizes the phase shifts (non-stationarity behaviour). The left ADN 

of male Wistar rats (n = 8) was isolated cirurgically and placed over an electrode. The 

left and right femoral arteries were cannulated to, respectively, record pulsatil AP and 

to cause acute changes in AP, via controlled bleeding and blood reinfusion. Only the 

ADN signals of the first pair of electrodes were triggered with the peak of the AP 

(windows of 120 ms) and submitted to an iterative algorithm for latency shift 

corrections (Woody, 1967). The latency variations of the ADN ERP of the second pair 
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of electrodes were correct based on the matrix containing the latency variations of 

the first pair. This was done to preserve the original temporal profile of the ADN ERP 

between the first pair of electrodes and the second, thus permitting calculate the 

conduction velocities of the ERP waves. This correction was estimated from the lag 

at which the cross-correlation value between each ADN ERP and the mean ADN 

ERP of the corresponding iteration was highest. The latency corrected ADN epochs 

of the two pairs of electrodes were then submitted to dimensional reduction, namely 

the principal component analysis (PCA). The first three principal components were 

used in an unsupervised clustering algorithm. For overall mean arterial pressure 

(MAP) period variations, seven clusters of ADN ERP were found: C1: 100.5mmHg ± 

14.80; C2: 95.80 mmHg ± 13.58; C3: 91.93mmHg ± 14.46; C4: 84.10 mmHg ± 16.85; 

C5: 72.02mmHg ± 14.32; C6: 55.12mmHg ± 13.08; C7: 38.34 mmHg ± 8.832 (One-

Way ANOVA C4 – C7 p < 0.001; C1 – C3; p = 0.15;  n=8). A tendency of a hysteresis 

dynamics between the MAP of the hemorragy and blood reinfusion periods was 

observable, although a statistical significance was not found (n = 8, Two-Way 

ANOVA p = 0.15). In the present work it was possible to (1) establish a direct 

correlation between the non-stationary ADN ERP and a physiological variable (AP); 

(2) determine the ERP activity within specific AP bins and calculate the conduction 

velocities of the ADN ERP waves. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Os Barorreceptores Arteriais 

O controle neural do sistema cardiovascular envolve a ativação de sensores 

periféricos, os quais através de suas aferências estimulam porções específicas do 

sistema nervoso central (SNC). Essas áreas são capazes de promover alterações na 

atividade respiratória e na liberação de hormônios [1, 2], bem como modular a 

atividade autonômica eferente [3, 4]. Dentre esses sistemas sensoriais periféricos 

podemos destacar os barorreceptores arteriais. Os barorreceptores são terminações 

nervosas livres, densamente ramificadas, localizadas primordialmente nas paredes 

do arco aórtico e do seio carotídeo, distribuindo-se pela camada adventícia da 

parede vascular, onde se ancoram fortemente aos demais constituintes do vaso [5]. 

São, portanto, mecanorreceptores sensíveis à deformação determinada pelas ondas 

de pulso de pressão arterial (PA).  

As informações sensoriais dos barorreceptores têm acesso ao SNC através 

do nervo depressor aórtico (ADN) (aferências do arco aórtico) e do nervo do seio 

carotídeo (aferências do seio carotídeo). O ADN foi descrito em 1866, pelos 

pesquisadores alemães Cyon e Ludwig [6] e foi denominado depressor porque, após 

sua estimulação elétrica, observou-se queda da PA e redução da freqüência 

cardíaca. 

Baseado em estudos da década de 70 e 80 [7, 8] tornou-se quase consenso 

na literatura a presença de apenas aferências barorreceptoras e não 

quimiorreceptoras no ADN em ratos. Entretanto, algumas evidências anatômicas em 

ratos Wistar [9-11], sugerem a presença de quimiorreceptores no arco aórtico, 
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enquanto outro estudo utilizando eletrofisiologia [12] demonstrou a presença de 

aferências quimiorreceptoras funcionantes no ADN em ratos Sprague–Dawley. Para 

investigar essa questão, um extenso estudo  [13] utilizando ratos Wistar e Sprague–

Dawley foi realizado. Entretanto, em nenhuma dessas linhagens, foi encontrada 

atividade quimiorreceptora no ADN durante hipóxia e hipercapnia, ao contrário do 

nervo do seio carotídeo. Diversos estudos reafirmam que a estimulação do ADN 

(seja endógena por PA ou elétrica) produz apenas ativação barorreceptora em ratos 

Wistar [14-16]. Portanto, considera-se o ADN como uma oportunidade ímpar para o 

estudo dos barorreceptores aórticos e seu papel na regulação da PA nesses 

animais.  

Os barorreceptores são classicamente considerados como os principais 

responsáveis pela regulação rápida da pressão arterial (PA) [17-22]. Diversos 

estudos utilizando técnicas morfométricas, farmacológicas e eletrofisiológicas 

mostram que o sítio de projeção dessas aferências encontra-se no núcleo do trato 

solitário (NTS), considerado a primeira estação sináptica da via do barorreflexo [23-

27]. Em última análise, os barorreceptores atuam no sentido de manter de forma 

estável a perfusão cerebral e de outros órgãos, por meio da correção batimento a 

batimento da PA [28]. A regulagem rápida dos barorreceptores, independentemente 

do novo nível da pressão, deve-se ao fato de que esse reflexo age como um sistema 

“tampão” eficaz contra flutuações de PA. Variações nos níveis pressóricos 

sistêmicos levam a alterações na atividade elétrica das fibras aferentes 

barorreceptoras que, por sua vez transmitem essa sinalização a diversos núcleos do 

SNC (bulbo ventrolateral: rostral: RVLM e bulbo ventrolateral caudal: CVLM, 

principalmente), gatilhando ajustes no sistema. A atividade dos barorreceptores 

sobre os centros vasomotores do tronco cerebral ocorre de forma tônica inibitória. 
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Uma diminuição na PA remove esse estímulo inibitório, por meio de uma diminuição 

da freqüência de disparo aferente, resultando em aumento do tônus simpático e em 

diminuição do tônus parassimpático. Compressões do ADN de diversas naturezas, 

processos degenerativos, alterações na parede vascular onde se inserem os 

barorreceptores ou mesmo em suas projeções centrais podem levar a situações 

potenciais de falha desse sistema [29], com um grande espectro de manifestações 

clínicas. Especial atenção tem sido dada às alterações clínicas e fisiopatológicas do 

barorreflexo em humanos com morbidades de alta prevalência, como diabetes 

mellitus [30, 31] e hipertensão arterial sistêmica [29, 32], bem como em modelos 

experimentais dessas doenças [5, 33-38].  

Como outros nervos sensoriais, o ADN é formado por duas classes distintas 

de fibras (Fig1): (1) Mielínicas Tipo A e (2) Amielínicas Tipo C, ambas com 

propriedades eletrofisiológicas características (velocidades de condução, limiar de 

ativação e freqüência de disparo) [39-41]. Estudos com estimulação elétrica do ADN 

em ratos mostraram que as fibras-A possuem baixo limiar de ativação e parecem 

codificar PA com maior fidelidade do que fibras-C. Em contrapartida, fibras-C 

possuem alto limiar de ativação e apresentam disparos esparsos e variáveis, com 

baixa fidelidade de codificação [40, 42-44]. Essas diferenças suportam a idéia de 

que as fibras-A são primariamente importantes em valores basais ou menores de 

PA, enquanto as fibras-C são cruciais em níveis pressóricos maiores que o normal.   
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Figura 1 – Secção transversal do ADN de um rato Wistar. (Fazan, VPS, 2006) 

Barra de escala corresponde a 10 micrômetros.   

  Um estudo recente [45] demonstrou que a estimulação elétrica do ADN com 

baixa amplitude e intensidade recruta essencialmente fibras-A, enquanto um 

estímulo tetanizante (alta frequência e amplitude) foi capaz de ativar fibras-C e gerar 

grandes respostas depressoras. Além disso, esse estímulo foi capaz de 

potencializar, por algumas horas, o ganho das fibras-A. Isso foi comprovado por 

registros unitários no NTS, em que neurônios barorreceptores apresentaram 

potenciação de seus disparos. Podemos traçar um paralelo entre estados 

hipertensivos transitórios ou persistentes com o estímulo elétrico tetanizante, em que 

o recrutamento de fibras-C ocorre de forma ampla, apesar da natureza do estímulo 

(PA versus Elétrico) ser totalmente diferente. Nesse mesmo estudo, o uso de um 

bloqueador de transmissão glutamatérgica foi capaz de abolir essa potenciação. 

Comprovou-se então, pela primeira vez, a existência de um fenômeno glutamato-

dependente chamado de potenciação de longo prazo (LTP) em áreas 

barorreceptoras do NTS. Apesar das fibras-C exibirem disparos irregulares se 

comparadas com as fibras-A, elas possuem efeitos cardiovasculares muito mais 

pronunciados. Thoren e colaboradores [44] demonstraram que o bloqueio anodal da 

ativação das fibras-A levou a significativa diminuição da sensibilidade 
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barorreceptora, sem flutuações dos níveis basais de PA. O bloqueio das fibras-C, no 

entanto, foi capaz de elevar significativamente esses níveis, indicando a perda da 

inibição tônica simpática. Na mesma publicação Thoren et al mostraram ainda que a 

atividade das fibras-C não sofreu mudanças quando se variava o diâmetro da aorta. 

Algumas hipóteses foram formuladas para explicar as diferenças entre os tipos de 

fibras do ADN. Segundo os autores a atividade barorreceptora estaria determinada 

não pela deformação global do vaso, mas sim pelas propriedades elásticas 

intrínsecas do tecido onde as terminações barorreceptoras estão inseridas. Uma das 

hipóteses é a de que fibras tipo-A são sensores de dilatação ou de diâmetro da 

aorta, pois estariam dispostas em paralelo com as fibras colágenas altamente 

distensíveis, sendo recrutadas em pressões relativamente baixas. Isso explicaria o 

baixo limiar de ativação e a saturação da atividade dessas fibras em pressões mais 

altas, quando os filamentos de elastina já estariam tensos. Em contrapartida, as 

fibras-C estariam acopladas em série com o colágeno da adventícia, a qual sofre 

estiramento somente em valores de PA muito altos. Isso explicaria o alto limiar de 

ativação dessas fibras. Basicamente, segundo Thoren et al [44], as fibras-A 

responderiam a mudanças no diâmetro, enquanto as fibras-C responderiam à 

diminuição na espessura da parede da aorta, quando o diâmetro máximo foi 

atingido.  

Registros multiunitários realizados em NTS foram capazes de determinar 

como a integração da atividade aferente barorreceptora ocorre em nível central [46]. 

Os autores demonstraram que processos de inibição tempo-dependente ocorrem no 

NTS, e dessa forma, padrões de disparo aferente de fibras tipo A e C são 

fundamentais para a sinalização de neurônios barorreceptores de primeira e 

segunda ordem nesse núcleo, com implicações diretas na regulação da PA. 



 22

Estudos pioneiros da década de 70 em coelhos [47], cães [48] e ratos [49] 

confirmaram a presença de atividade diferencial do ADN em curvas de pressão com 

variação pressórica bidirecional (diminuição a aumento da PA). Eles mostraram que 

em uma dada pressão, a atividade do ADN é maior quando a pressão está 

aumentando do que quando está diminuindo, configurando uma curva clássica de 

histerese. Outro estudo realizou registros unitários de fibras do ADN em coelhos 

anestesiados e acordados durante variação de PA por meio de um balão inflável 

perivascular. Eles demonstraram um padrão clássico de histerese na resposta do 

nervo desta forma variações na freqüência cardíaca são dependentes não somente 

dos níveis absolutos de PAM, mas também da direção em que a sua variação ocorre 

[50] 

Apesar da vasta literatura sobre a estrutura e função dos barorreceptores 

aórticos em diferentes níveis de organização, poucos estudos abordam como se 

estabelece a dinâmica periférica de ativação do ADN durante variações agudas de 

PA. De acordo com o que foi dito anteriormente e já demonstrado na literatura, 

padrões de atividade do ADN têm papel importante na gênese de informações 

sensoriais para o NTS com implicações diretas para a sinalização e codificação 

pressórica central. 

Nossa hipótese é que existem padrões de atividade do ADN, 

eletrofisiologicamente detectáveis, que disparam preferencialmente em faixas de PA 

específicas.  Cabe ressaltar a importância de usar como estímulo a própria PA, pois 

a via do barorreflexo responde natural e fisiologicamente a esta variável fisiológica. 

O recrutamento do ADN durantes pulsos de estimulação elétrica ocorre de forma 

totalmente diferente, não sendo apropriada para testar nossa hipótese. 
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 Para investigarmos essa questão, utilizaremos a técnica de registro de 

potenciais evocados no ADN aliada a técnicas de análise e processamento de 

sinais, como discutiremos abaixo. 

1.2. Potenciais Evocados 

 Um dos grandes desafios das Neurociências atualmente é observar as 

interações entre grupos neurais para entender como o processo organizacional da 

função/disfunção desses substratos é dinamicamente estabelecido. Dentre as 

ferramentas que permitem um estudo da dinâmica de evolução da atividade neural, 

destacamos aquelas relacionadas à eletrofisiologia.  

O uso de técnicas de registro de potenciais evocados relacionados a um 

evento (ERP - Event Related Potential) específico tem apresentado grande avanço 

em neurociências recentemente. Podemos considerar como um ERP toda resposta 

de substratos ou redes neurais evocada por estimulação sensorial, elétrica ou até 

mesmo por atividade periódica endógena. Uma vertente de trabalhos na literatura 

considera os ERP como eventos com amplitude definida, independentes da 

atividade de fundo e estacionários no tempo, isto é, não há mudança na morfologia 

básica do sinal. [51-55].  

Apesar do modelo estacionário de ERP, até o momento, não há consenso de 

que eles possuam latência e amplitude fixas (David et al., 2005; Du¨ zel et al., 2005; 

Fuentemilla et al., 2006; Gruber et al., 2005; Hamada, 2005; Hanslmayr et al., 2007; 

Mazaheri and Picton, 2005; Mazaheri and Jensen, 2006; Naruse et al., 2006).  

Variações na latência das fases dos ERP podem ocorrer fisiologicamente ou 

em decorrência do uso de gatilhos variáveis, como são os gatilhos biológicos ou 

mesmo por vícios de amostragem. Essas variações, chamadas de jitter (utilizaremos 

nesse trabalho o termo variações de fase ou variações de latência), são eventos 
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caóticos ou estocásticos que causam diminuição da amplitude do sinal registrado 

durante técnicas de promediação (Souders et al., 1990). Podemos de forma geral, 

considerar a existência de dois tipos de variações de fase: (1) as variações 

fisiológicas e (2) as variações físicas. Há evidências de que o primeiro grupo seja 

resultado de mudanças rápidas (escala de milissegundos) no padrão de conexão de 

populações neurais de redes dinamicamente acopladas ou mesmo da presença de 

múltiplos geradores implicados na gênese dos ERP. A presença de variações de 

fase já foi demonstrada em ERP somatosensoriais [56], visuais [57] e durante 

estimulação magnética transcraniana [58], além de outras modalidades sensoriais. 

Alguns autores [59, 60] mostram que dependendo do grau de atenção seletiva 

do indivíduo durante registros de ERP corticais, há significativas variações de 

amplitude dos ERP entre os trials, além da  presença de variações de fase.   

Devido a essas implicações, as variações fisiológicas ganharam destaque 

como uma fenômeno associado a processos de integração neural no SNC durante 

tarefas cognitivas [61-63]. Além disso, a estimação dessas variações (Jitter de 

resposta evocada - ERJ) vem sendo usada como ferramenta auxiliar no diagnóstico 

de doenças mentais [64] e neuromusculares [65]. 

A segunda classe de variações de fase é aquela relacionada a erros de 

estimação de amostragem de sinais ou em decorrência do uso de triggers variáveis, 

que é o nosso caso.  A PA é um sinal biológico e inerentemente à sua natureza, 

apresenta dinâmica temporal variável. Portanto, nas mesmas janelas de trigger 

referenciadas nos sinais de ADN, há significativas variações na latência das fases 

das ondas que compõe esse sinal. Classicamente, as técnicas de promediação no 

domínio do tempo são consideradas as estratégias mais comuns para se extrair 

informação de ERP. Na década de 50, a sobreposição manual de traçados [66, 67] 
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não permitia, na prática, o uso de mais de 10-20 registros devido a fatores 

associados à transparência das folhas de impressão. Com o advento da 

digitalização de sinais, o “modelo aditivo”, como foi chamado, pode ser 

implementado com grande sucesso. A técnica de promediação assume que cada 

ERP é composto por uma combinação linear do ruído de fundo e dos eventos 

gatilhados pelo estímulo, possuindo ainda latências e amplitudes bem definidas. 

Dessa forma, durante ou após a aquisição de várias ondas de potenciais evocados, 

onde o tempo inicial (to) está sincronizado com o estímulo gatilhador, realiza-se a 

média aritmética dos valores. Este processo "elimina", na onda de ERP, qualquer 

potencial não relacionado ao gatilho. 

 A técnica de potenciais evocados pode ser usada para se estudar aspectos 

funcionais da via sensorial primária, permitindo uma análise temporal da evolução do 

sinal ao longo dos substratos neurais que compõem esta via [68]. Além da alta 

resolução temporal, outra característica importante dos potenciais evocados é sua 

reprodutibilidade, pois se pode efetuar o registro em vários pontos diferentes, não 

necessariamente no mesmo instante, e ainda assim referenciar os potenciais 

encontrados ao início do estímulo sensorial.  

É bem sabido que a presença de artefatos como ruído, não-estacionaridade 

dos ERP e variações de fase de qualquer natureza introduzem um efeito indesejável 

de um filtro passa-baixa no sinal promediado. Esse efeito deve ser levado em conta 

quando sinais de alta freqüência estão sendo analisados, caso contrário eles serão 

considerados como parte espúria do ERP durante a promediação. Dessa forma, a 

presença de variações de fase impossibilita a realização de promediação sem que 

antes haja técnicas que possibilitem sua correção. 
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Uma das técnicas mais amplamente utilizadas para estimação e correção de 

variações de fase com subseqüente promediação de ERP, foi a descrita por Woody 

na década de 60 [69]. Nesse estudo, foi realizada uma promediação inicial de todos 

os ERP adquiridos durante o registro eletrofisiológico. Essa média foi considerada 

um padrão, a qual serviu de modelo para comparação, por meio da função de 

correlação cruzada (FCC) (ver apêndice), de todos os ERP registrados. O valor da 

variação de fase de cada ERP foi estimado na la tência onde ocorreu o máximo 

dessa função. Cada janela contendo os ERP foi então deslocada no tempo, 

exatamente no valor da variação de fase dado pelo máximo da FCC. Como a 

primeira média (padrão) foi obtida a partir de ERP com essas variações, os ERP 

agora corrigidos foram novamente promediados, com o objetivo de se obter uma 

nova média, teoricamente mais representativa do ERP. Essa média será agora o 

novo padrão, com o qual cada ERP anteriormente corrigido sofrerá novamente 

estimação de variações de fase por meio da FCC, como descrito acima. Finalmente, 

esse processo foi realizado inúmeras vezes, até o momento em que os ERP não 

apresentavam mais significativa diminuição de variações de fase em relação à 

média. Essa média (último padrão), por teoricamente não apresentar variações de 

fase, possuía a melhor relação sinal/ruído e era considerada como a onda resultante 

de todos os ERP promediados.  

A dificuldade de desenvolvimento de protocolos experimentais para o estudo 

de ERP não-estacionários está intimamente associada às caracterísitcas 

eletrofisiológicas desses fenômenos como relação sinal/ruído e morfologia de onda 

variáveis entre os trials, além da presença de variações de fase. Isso justifica, dentre 

outras coisas, a carência de trabalhos na literatura dedicados aos estudo dos ERP 

não-estacionários. 
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Nesse trabalho utilizamos eletrofisiologia aliada a técnicas de análise e 

processamento digital de sinais para abodar os ERP não-estacionários do ADN e 

testar a hipótese da existência de padrões de atividade do ADN que operam em 

faixas específicas de PA.  
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CAPÍTULO 2 
 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos Gerais 

• Identificar e correlacionar padrões de atividade (clusters ou agrupamentos) 

dos potenciais evocados do ADN com a PAM 

2.2. Objetivos Específicos 

• Estudar os clusters dos ERP do ADN com relação à latência, amplitude 

(Energia), velocidade de condução e morfologia de onda. 

• Desenvolver rotinas em MATLAB que executem correção de fase, FCC, PCA 

para análise dos registros do ADN, bem como de outros registros 

eletrofisiológicos realizados em nosso laboratório; 

• Usar método de clusterização K-means não-supervisionado para agrupar 

padrões de disparos dos ERP do ADN; 

• Testar a hipótese da presença de histerese entre os clusters dos ERP do 

ADN durante loops de hemorragia e reinfusão de sangue; 
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CAPÍTULO 3 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 350 e 400 gramas, 

fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG 

(CEBIO). Os animais são mantidos em um ciclo de 14 horas (6: 00 às 20:00) claro e 

10 horas escuro, com livre acesso à água e à comida, a uma temperatura de 22oC ± 

1o. Para a realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram anestesiados 

com Uretana 140 mg/100g, i.p. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) com o número 084/05. Cuidados foram tomados 

ao manusear os animais, sempre buscando usar o menor número possível dos 

mesmos, bem como evitar sofrimento desnecessário. 

3.2.  Confecção dos Eletrodos de Registro do ADN 

Os eletrodos de registro da atividade do ADN foram construídos a partir de (1) 

tubos de sílica fundida, (2) fio de aço-inox recobertos por teflon (7916 A-M Systems), 

(3) acrílico sólido e moldável e (4) conectores Molex 3 Pinos. A partir de uma 

plataforma retangular de acrílico de aproximadamente 5mm largura por 5mm de 

comprimento, são acoplados três tubos de sílica. Esses tubos são introduzidos na 

plataforma fazendo um ângulo de 40° com a mesma e alinhados lado a lado com 1.0 

mm de distância entre eles. Para isso foi usada uma mini-furadeira e um 

estereotáxico como guia para o processo de perfuração da plataforma de acrílico. 

Os fios usados para conectar o sistema de registro ao eletrodo são introduzidos em 

uma das extremidades dos tubos e soldados ao conector Molex, que por sua vez 
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está fixado à plataforma por cimento de zinco. A solda é recoberta com acrílico 

moldável para proteção contra possíveis danos externos. Na outra extremidade, são 

moldados pequenos ganchos a partir de fios de aço-inox (7916 A-M Systems), que 

irão acomodar o nervo (Fig 2). O eletrodo foi configurado dessa maneira (dois pares 

de registro diferencial) para que fosse possível calcular as velocidades de condução 

dos ERP do ADN. É importante ressaltar que a mesma configuração de conexão 

entre os cabos do eletrodo e o pré-amplificador foi mantida (pólo positivo e pólo 

negativo, veja figura 2), garantindo que a polaridade das ondas não foi modificada 

(ex: inversão de ondas entre os pares de eletrodos) 

 

 

Figura 2 – Detalhe do Eletrodo de Registro do ADN. Conectores e Fios Não 

Mostrados 

3.3. Cirurgias 

3.3.1. Cirurgia de Isolamento do ADN 

A cirurgia de isolamento do ADN é realizada em duas etapas, a saber: 

- Etapa macroscópica: O animal, anestesiado e previamente tricotomizado na 

região ventral do pescoço, foi colocado em decúbito dorsal em um estereotáxico 

adaptado para esta cirurgia. Em seguida fizemos uma cervicotomia ventral de 

aproximadamente cinco centímetros com o objetivo de expor a camada superficial 
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de músculos e tecido adiposo local. Com o uso de pinças de metal delicadas, 

divulcionamos essa camada recentemente exposta até atingir o segundo plano de 

músculos (Esternohióideo, Omohióideo, Esternomastóideo, principalmente). Com o 

auxílio de cotonetes de algodão, aplicamosa a técnica de dissecação romba visando 

descolar os músculos acima citados, uns dos outros, e expor o feixe vásculo-

nervoso (Veia Jugular Interna, Artéria Carótida Comum, Nervo Vago e Nervo 

Simpático) circundado pela massa de músculos já dissecada. Usando afastadores 

de metal conectados a elásticos, esses músculos foram tracionados lateralmente 

prendendo o elástico à  pinos de metal previamente fixados na mesa cirúrgica. Esse 

procedimento facilitou a visualização do feixe e da traquéia, localizada inferiormente 

ao músculo esternohióideo. O animal então foi entubado (traqueostomia) com tubo 

de polietileno flexível para melhor ventilação durante o restante do procedimento 

cirúrgico (Fig 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Cervicotomia Ventral Para Isolamento do ADN 

- Etapa microscópica: Com o auxílio de uma lupa cirúrgica, identificamos o feixe 

vásculo-nervoso. Utilizando pinças especiais para microcirurgia (oftálmicas), fizemos 

a microdissecação dessa região. Para melhor visualização das estruturas, a veia 
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Jugular Interna foi isolada, envolvida por linha cirúrgica fina e levemente tracionada 

lateralmente. A linha é amarrada aos pinos de metal fixados na mesa cirúrgica onde 

está localizado o animal. A bainha do nervo vago foi aberta para a identificação do 

ADN. Identificado o nervo, inicia-se, de cranial para caudal, o isolamento do mesmo. 

Com o auxílio de uma linha mais fina que a usada no isolamento da Veia Jugular, o 

ADN foi dissecado, evitando-se tracioná-lo excessivamente. A linha foi usada para 

facilitar o manuseio do nervo na hora de posicioná-lo no eletrodo de registro, 

diminuindo as possibilidades de lesão de suas fibras (Fig 4). O nervo foi então 

posicionado no eletrodo de registro e registrado por alguns segundos para 

certificação de que se trata realmente do ADN (padrão de disparo característico. Ver 

figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Isolamento do ADN Próximo à Artéria Carótida Comum e Nervo Vago 

3.3.2. Cirurgia de Canulação das Artérias Femorais 

Após a certificação de que o ADN foi realmente isolado, por verificação 

eletrofisiológica, os animais foram submetidos à cirurgia de canulação das artérias 

femorais. As patas posteriores foram imobilizadas e realizada tricotomia femoral 

bilateral. Uma pequena incisão na pele foi feita e a musculatura local divulsionada 
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para visualização e dissecção do feixe vásculo-nervoso femoral. Após o isolamento 

das artérias femorais, a região proximal das cânulas (PE-10) foi introduzida e em 

seguida, o ponto de junção entre o PE-10 e o PE-50 foi fixado na região logo abaixo 

da incisão no vaso por meio de fios de sutura. 

3.4. Registros Eletrofisiológicos 

3.4.1. Sistema de Registro 

A aquisição dos sinais bioelétricos foi realizada por um software desenvolvido 

no Núcleo de Neurociências (Kananda), em linguagem C++. Os dados foram 

estocados em disco rígido para análise posterior. A figura 5 mostra a interface do 

software durante registro do ADN e de PA. 

3.4.2. Registro da Atividade Elétrica do ADN 

O registro foi realizado com o rato anestesiado em decúbito dorsal, em um 

aparelho estereotáxico (Kopfe Instruments) e dentro de uma gaiola de Faraday para 

evitar a contaminação por ruídos eletromagnéticos externos. O sinal bioelétrico da 

atividade do ADN foi enviado, via cabo, para o amplificador/filtro programável 

(CyberAmp380-Axon Instruments) onde foi filtrado (passa-baixa de 6KHz e passa-

alta de 100Hz) e amplificado (ganho total de 50000x). Em seguida, também via 

cabo, o sinal foi enviado para o conversor analógico/digital 12 bits (NIDAQ 6023-E, 

National Instruments) onde foi amostrado a 25KHz em dois canais. Cada canal 

corresponde a um par de eletrodos conforme mostra a figura 2. Como cada par está 

separado por uma distância de 1mm, foi possível calcular a velocidade de condução 

dos ERP do ADN. 
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3.4.3. Registro de PA 

As artérias femorais esquerda e direita foram utilizadas para a mensuração e 

variação de PA durante o registro da atividade do ADN, respectivamente. O sinal de 

PA foi conduzido via cabo para o sistema de condicionamento de sinais, onde foi 

amplificado (ganho total de 1000x). Em seguida, também via cabo, o sinal foi 

enviado para o conversor analógico/digital 12 bits (NIDAQ 6023-E, National 

Instruments) onde foi amostrado a 25KHz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Módulos de Controle do Software Kananda. A - Canal de registro do 

ADN do primeiro par de eletrodos; B - Canal de registro do ADN do segundo par de 

eletrodos; C – Canal de PA; D – Janela de Processamento online. Essa janela foi 

programada para plotar os eventos do primeiro canal do nervo gatilhados com o pico 

da onda de PA pulsátil (dado por um limiar de gatilho) em uma janela de 120 ms; E -  

Módulo de controle dos canais (escalas, promediação, gatilho, etc); F – Módulo de 
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Controle do CyberAmp380-Axon Instruments, onde são controlados os filtros e 

ganhos de cada canal. 

3.5. Processamento e Análise dos Dados 

Os arquivos contendo os 3 canais de registro (2 de ADN e 1 de PA) foram 

processados utilizando rotinas em C++ e MATLAB. Primeiro, as séries temporais 

foram gatilhadas com o ponto máximo de cada pulso de PA, a partir do qual 

recortamos janelas temporais de 120ms (20 ms antes e 100 ms depois do gatilho 

totalizando 3000 amostras) dos respectivos disparos do ADN nos dois pares do 

eletrodo. 

Os dados foram organizados em uma matriz M com w x n elementos, onde w é o 

número de amostras de cada disparo (3000) e n é o número de disparos do ADN. O 

mesmo foi feito para o outro canal de ADN e para PA. Uma vez organizadas as 

matrizes, utilizamos à técnica de correção de variações de fase descrita por Woody 

(1969). Essa correção foi aplicada apenas aos ERP do ADN obtidos no primeiro par 

de eletrodos. É importante notar que seria impossível calcular as velocidades de 

condução das fibras do ADN para cada cluster encontrado se o método Woody 

fosse aplicado aos ERP do ADN dos dois eletrodos independentemente. Isso 

ocorreria porque os ERP de cada par de eletrodos possuem variações quanto à 

relação sinal/ruído, latências e morfologia. Logo, a configuração do alinhamento dos 

ERP do ADN entre os pares de eletrodo seria completamente diferente, perdendo-se 

a relação temporal original entre os diversos picos que compõe o ERP médio. Uma 

vez aplicado o método Woody ao primeiro par de eletrodos, obtivemos uma matriz 

de variações de latência que foi utilizada para corrigir as variações de latência dos 

ERP correspondentes do outro par. Por exemplo, se o primeiro ERP da matriz M do 

primeiro par de eletrodos foi deslocado de 10 ms em relação ao ERP médio da 
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iteração, o ERP correspondente do segundo par de eletrodos também foi deslocado 

de 10 ms e assim por diante. Dessa forma, pudemos garantimos que as relações 

temporais (fase) entre os ERP médios fossem mantidas. 

Basicamente, o método de Woody usa a FCC (ver apêndice) como forma de 

estimar o valor das variações de fase de cada ERP em relação ao PE promediado. 

Esse valor é dado na latência onde ocorreu o pico máximo dessa função. Cada 

janela contendo os ERP é então deslocada no tempo, exatamente no valor da 

variação de fase. Esse processo ocorre de forma iterativa até que, após um certo 

número de iterações, os ERP do ADN não apresentavam mais variações de fase ou 

quando os critérios de parado do algoritmo fossem atingidos . Os critérios de parada 

do algoritmo foram: (1) A estabilização do delta do coeficiente de correlação médio 

da iteração x com a x-1 em 10e-5; (2) Tempo máximo de execução da rotina em 120 

segundos e (3) Número máximo de iterações igual a 20. 

Após a correção das variações de fase, a matriz M com w x n elementos para 

os ERP dos dois pares de eletrodos foi novamente estruturada, agora com n 

disparos corrigidos. Além dos vetores de variações de fase criamos também vetores 

contendo a média dos coeficientes de correlação dos n elementos em relação ao PE 

promediado em cada iteração (Figuras 8, 9, 10, 11). A figura 9 mostra a dinâmica de 

estabilização da média dos coeficientes em cada iteração para os ERP do ADN 

obtidos no primeiro par de eletrodos. O coeficiente de correlação representa o 

quanto uma onda é parecida com uma outra no domínio do tempo, no nosso caso, 

janelas de disparos do ADN em relação à média da iteração.  

 A correção das variações de fase foi sempre realizada utilizando trechos 

análogos do registro, isto é, períodos de hemorragia ou de reinfusão de sangue em 
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blocos, pois uma de nossas hipóteses é de que possa existir histerese no 

recrutamento das fibras do ADN entre uma subida e uma descida de PA. 

Após essa correção, fizemos a promediação dos n elementos da matriz M do 

primeiro par de eletrodos para uma descida ou subida de PA e também para a PA 

basal e comparamos essa média com aquela do mesmo período, dos mesmos n 

elementos, mas antes da correção das variações de latência (figura 10). Essa figura 

mostra a grande diferença entre as ondas promediadas antes e depois da correção. 

Como se pode notar, a técnica de Woody foi capaz de eliminar, nas ondas 

promediadas, o efeito de um filtro passa-baixa gerado pelas variações de fase, além 

de melhorar a relação sinal/ruído, revelando os disparos das fibras do ADN com 

grande robustez.  

 Nosso objetivo era investigar se havia ou não a presença de padrões de 

atividade do ADN em faixas de PA específicas, de forma que poderíamos traçar uma 

relação direta entre os ERP do ADN e a PAM. Será que não poderíamos, de forma 

automatizada, detectar dentro de cada intervalo, formatos de onda que são a 

“assinatura eletrofisiológica” da atividade do ADN naquela faixa de pressão? Seria 

possível determinar em que valores de PA esses padrões deixam de existir e onde 

outros aparecem e reagrupar os ERP do ADN de acordo com esse critério?  

Para responder a essas perguntas, utilizamos duas técnicas poderosas, 

amplamente utilizada em ciências, chamadas de análise de componentes principais 

(PCA) e clusterização não-supervisionada método K-means (Ver apêndice). 
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CAPÍTULO 4 

4.  RESULTADOS 

4.1.  Registro de PA e do ADN 

Os registros da atividade do ADN e de PA estão descritos com detalhes nos 

materiais e métodos. De forma geral, para todos os animais, as variações de PA se 

configuraram como mostra a figura1. Na maioria das vezes obtivemos períodos de 

hemorragia e de reinfusão a cada 60 segundos, com pequenas variações. 

 

 

 

Figura 6 - Registro contínuo de PA durante período controlado de hemorragia e 

reinfusão de sangue. Durante todo o período era feita a aquisição simultânea dos 

ERP do ADN. 
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A figura 7 mostra os registros e valores de PA com os respectivos disparos do 

ADN em diferentes níveis pressão. Note a quase total supressão da atividade do 

nervo em valores de PA muito baixos (último traçado à direita). Podemos notar 

nessa figura e na figura 5 que a atividade do nervo aconteceu antes do pico de 

pressão pulsátil, o que é totalmente incoerente com a fisiologia do sistema 

barorreceptor. Isso ocorreu meramente porque o registro da PA foi feito na artéria 

femoral e dessa forma há um atraso na condução da onda de pulso desde o coração 

até o transdutor de pressão. Esse fenômeno foi corrigido na hora da realização das 

janelas de gatilho dos ERP do ADN com o pulso de PA pulsátil. 

 

 

 

 

Figura 7 - Registro típico do ADN (traçados inferiores) em diferentes níveis de PA 

(traçados superiores) durante períodos de hemorragia e de reinfusão controlados. 
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4.2. Correção de Variações de Fase pela Técnica de Woody 

As figuras 8 e 9 mostram o desempenho do algoritmo de correção de latências 

descrito por Woody para os ERP do ADN apenas do primeiro par de eletrodos. 

Podemos observar no primeiro gráfico que os erros de latência no início da iteração 

do algoritmo apresentavam valores altos os quais foram diminuindo a partir da 

terceira iteração até se estabilizar em zero após a décima sétima iteração. De forma 

geral, a dinâmica de correção dos erros de latência obedeceu ao padrão mostrado 

na figura 8. 

 

Figura 8 – Dinâmica de correção das variações de fase dos ERP do ADN, 

adquiridos no período correspondente ao da Figura 1, pelo algoritmo de Woody. 

Nesse caso, a correção estabilizou-se (zero) com 20 iterações. 
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 A figura 9 mostra a estabilização da média dos coeficientes de correlação de 

cada iteração do algoritmo de Woody para o primeiro par de eletrodos. Para cada 

ERP do ADN um valor de coeficiente de correlação foi calculado em relação ao 

padrão da iteração. Por exemplo, suponhamos que 100 ERP do ADN foram 

submetidos ao algoritmo. Temos então 100 coeficientes de correlação (para cada 

ERP do ADN com o ERP padrão da iteração há um coeficiente) para a primeira 

iteração, para a segunda e assim por diante. A média de todos os coeficientes de 

cada iteração é o que está representado no gráfico abaixo. Notamos um aumento 

nos valor da média dos coeficientes mostrando que os ERP do ADN se 

correlacionavam mais positivamente com o padrão da iteração ao fim do tempo de 

execução do algoritmo. 

 

Figura 9 – Dinâmica de estabilização do coeficiente de correlação médio de cada 

iteração. Note que a estabilização máxima dos coeficientes ocorreu por volta da 

vigésima iteração, o que corresponde ao que é mostrado na figura anterior. 
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Com o objetivo de caracterizar eletrofisiologicamente o resultado do método 

de correção de latência fizemos a promediação dos ERP do ADN do primeiro par de 

eletrodos antes (A e C) e depois (B e D) da aplicação do algoritmo, tanto para PA 

basal (figuras superiores) quanto para um período de hemorragia (figuras inferiores). 

Note que nos dois casos, antes da correção (figuras A e B), há um efeito de um filtro 

passa baixa na onda promediada, uma baixa relação sinal/ruído e uma baixa 

energia. Isso ocorre devido à presença de variações de fase nos ERP do ADN. O 

método Woody foi capaz de corrigir essas variações e melhorar a relação sinal/ruído 

além de aumentar a energia do ERP, possibilitando a identificação dos disparos dos 

grupos de fibras que compõe o nervo. 
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Figura 10 – Média dos ERP do ADN do primeiro par de eletrodos antes (A e C) e 

depois (B e D) da correção de variações de fase pelo método Woody de um mesmo 

rato. Figuras superiores representam média de 905 ondas do nervo em PAM basal 

(105 mmHg) e inferiores representam média de 411 ondas do nervo durante dois 

períodos de hemorragia (PAM variou de 105 mmHg até 15.5 mmHg).  
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4.1. Realização da PCA e da Técnica de Clusterização 

Uma vez tendo as latências corrigidas, as matrizes de dados, correspondentes 

aos dois pares de eletrodos, com os ERP do ADN foram submetidos à PCA para 

redução dimensional. As três primeiras componentes principais foram utilizadas no 

algoritmo de classificação K-means. A figura 11 mostra o espaço tridimensional em 

que cada eixo representa uma componente principal. Os pontos vermelhos 

correspondem aos ERP do ADN do primeiro par de eletrodos que aconteceram em 

um período de hemorragia já com as latências corrigidas e com a dimensão 

reduzida. A figura 12 mostra o mesmo conjunto de dados anterior após a aplicação 

do algoritmo de classificação K-means. Cada cor representa a existência de um 

cluster de ERP do ADN. 
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Figura 11 – Representação visual das três primeiras componentes principais dos 

disparos captados pelo primeiro par de eletrodos ocorridos no período de variação 

de PA da figura 1. Uma matriz contendo em cada coluna um formato de onda do 

ADN é submetida ao PCA. Nesse gráfico, cada eixo é uma das três primeiras 

componentes principais e cada ponto representa um disparo do ADN. As três 

primeiras componentes principais contêm mais de 95% da variância da matriz 

original. Utilizamos essas componentes no algoritmo de classificação não 

supervisionado (KlustaWin – Ver apêndice) 
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Figura 12 – Representação das mesmas componentes da figura anterior após a 

aplicação do algoritmo de classificação. Note que o algoritmo detectou a existência 

de 6 clusters (sendo que 1 é ruído: cor vermelha) de disparos do ADN. 
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Para todos os animais o mesmo procedimento foi realizado 

(Registro�Correção de Latências�PCA�Classificação). A figura 13 representa a 

PAM de um outro rato, mostrando os períodos de variação de PA. A figura 14 

corresponde à figura 13, mas agora em cores para realçar os períodos de ocorrência 

dos clusters dos ERP do ADN na curva de PAM. 

 

 

 

Figura 13 – Registro contínuo de PA de outro rato, análogo à figura 1. Note a 

presença de períodos de hemorragia e reinfusão de sangue. Realizou-se 

seguidamente a análise de correção de variações de fase, PCA e clusterização, 

nessa ordem, gerando a figura seguinte. 
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Note a presença do mesmo cluster em períodos análogos da curva (entre 

quedas e aumento da PA) além da existência de faixas relativamente específicas de 

PAM em cada cluster. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Registro contínuo de PA do mesmo rato da figura anterior. Realizou-se 

seguidamente a análise de correção de variações de fase, PCA e clusterização, 

nessa ordem. Cada cor representa um cluster de atividade do ADN.  
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 Para todos os animais e para todos os períodos de variação de PAM as 

análises de correção de latência, PCA e clusterização foram realizadas. A figura 15 

mostra os valores de PAM de cada cluster em ordem decrescente. Entre os clusters 

C1, C2 e C3 não detectamos diferença estatística na PAM (#). Em contrapartida 

entre os demais clusters a PAM foi significativamente diferente (*). 

 

 

Figura 15 – Separação dos clusters de atividade do ERP do ADN por PAM - C1: 

100.5mmHg ± 14.80; C2: 95.80 mmHg ± 13.58; C3: 91.93mmHg ± 14.46; C4: 84.10 

mmHg ± 16.85; C5: 72.02mmHg ± 14.32; C6: 55.12mmHg ± 13.08; C7: 38.34 mmHg 

± 8.832 (One-Way ANOVA * p < 0.001; # p > 0.05; n = 8.) 
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Realizamos também análises individualizadas dos valores de PAM de cada 

cluster para períodos de hemorragia e reinfusão de sangue com o objetivo de 

testarmos a presença de histerese. Esses valores não foram estatisticamente 

significativos entre as duas curvas. 

 

Figura 16 – Separação dos clusters de atividade do ERP do ADN por PAM durante 

loop de hemorragia e reinfusão de sangue. Apesar de não existir diferença 

estatisticamente significativa entre os clusters nos dois períodos, pode-se notar uma 

tendência à histerese. (n = 8, Two-Way ANOVA  p = 0.15) 
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A caracterização eletrofisiológica dos clusters do nervo em termos de forma 

de onda, energia e velocidade de condução está evidenciada nas figuras 17 e 18.  

Cada onda da figura 17 representa a média de todos os ERP identificáveis e 

pertencentes a um determinado cluster (C1, C2, C3 e C4), sendo que as ondas em 

cor vermelha pertencem ao primeiro par de eletrodos e as em cor azul pertencem ao 

segundo par, para um mesmo animal.  A PAM correspondente está em ordem 

decrescente de cima para baixo e da esquerda para direita (ver legenda). À medida 

que os valores de PAM vão diminuindo, podemos observar a diminuição de 

amplitude e do número de picos dos ERP tanto para os ERP do ADN do primeiro par 

de eletrodos quanto para os do segundo. A energia (RMS) de cada cluster para o 

primeiro par de eletrodos também está representada no gráfico de barras. Podemos 

notar uma diminuição da energia em clusters que ocorreram em níveis menores de 

PAM (C1�C4) 

 Para maior detalhamento dos ERP médios, selecionamos no cluster 2 da 

figura 17 uma janela temporal menor (12 ms), a qual está representada na figura 18. 

Nessa figura estão identificados com setas (A/A’ e B/B’) os disparos 

correspondentes ao ERP médio desse cluster nos dois pares de eletrodos. Podemos 

perceber claramente a presença de defasagem entre as ondas o que nos permitiu 

calcular a velocidade de condução entre elas. Para ambos os disparos mostrados na 

figura 18 a velocidade de condução foi de 10 m/s. 

Na figura 19 está representado, somente para o primeiro par de eletrodos, o 

ERP médio dos clusters C1(traçado pontilhado) e C3 (traçado contínuo). Podemos 

notar que determinados disparos não mudaram sua latência (setas com valores), 

mas apresentaram um aumento de amplitude quando a PAM atingiu níveis mais 

altos (de 77.29 ± 12.30 mmHg  para 107.20 ± 01.75 mmHg).  Além disso, foi possível 
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identificar o surgimento de novas ondas de curta latência no cluster C1 em relação 

ao C4 (setas com símbolo #) com o aumento da PAM. 



 53

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – As figuras representam o ERP médio de cada cluster, para os registros 

do primeiro par de eletrodos (ADN1 em vermelho) e para o segundo par (ADN2 em 

azul). Note a defasagem presente entre as ondas. O gráfico de barras representa a 

energia média de cada cluster para o ADN1. Esses gráficos correspondem a um 

Detalhe 
mostrado 

na figura 18 
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período de hemorragia de um rato: C1: 103.6 ± 04.2 mmHg / Média de 48 ondas; C2: 

87.91 ± 09.50 mmHg / Média de 134 ondas; C3: 69.4 ± 9.32 mmHg / Média de 61 

ondas; C4: 41.67 ± 10.31 mmHg / Média de 145 ondas. Valores de PAM expressos 

como média ± desvio padrão. 
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Figura 18 – ERP correspondente ao Cluster 1 do primeiro par de eletrodos (em 

vermelho) e do segundo par (em azul), os mesmos da figura anterior. Note a 

presença de defasagem entre os picos. Sabendo-se que a distância entre os pares 

de eletrodo é de 1mm, foi possível calcular a velocidade de condução para os pares 

de ondas como mostra a figura. 
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Figura 19 – Clusters C1: 103.60 ± 4.2 mmHg / Média de 48 ondas e C3: 69.4 ± 9.30 

mmHg / Média de 61 ondas (os mesmos da  figura 17) somente para o primeiro par 

de eletrodos em janela temporal menor (12 ms) para mostrar latências e amplitudes 

dos disparos do nervo. Note a presença dos mesmos vales (setas com valores de 

latência fixos) nos dois clusters e o surgimento de novos, de curta latência, (setas 

com símbolo #) em C1. 
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CAPÍTULO 5 

5. DISCUSSÃO 

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a ocorrência de padrões ou 

clusters de atividade do ADN em ratos anestesiados durante variações agudas de 

PA utilizando eletrofisiologia e técnicas de análise e processamento de sinais. 

Podemos considerar como achado principal, não somente a detecção de clusters do 

ERP do ADN, mas também a ativação PA-dependente dos mesmos. 

Registros do ADN esquerdo foram adquiridos com sucesso por meio de aparato 

microcirúrgico, propiciando tempo cirúrgico e de registro ótimos além de excelente 

relação sinal/ruído. Fazan e colaboradores [70] descreveram que o ADN de ratos 

Wistar normotensos é monofasciculado, sendo o diâmetro desse fascículo constante 

(40 �m), desde sua origem (próxima ao arco da aorta – segmento distal do nervo) 

até sua terminação (no nervo laríngeo superior – segmento proximal do nervo). O 

nervo depressor aórtico apresenta, em média, 440 axônios, sendo 20% mielinizados 

e 80% amielínicos. O histograma de distribuição de tamanho das fibras mielínicas é 

unimodal e essas fibras apresentam diâmetro médio de 2,5 �m. Esses dados 

mostram que o ADN é um nervo extremamente fino e delicado e qualquer manobra 

brusca durante o ato cirúrgico pode lesá-lo, suprimindo sua resposta ou pelo menos 

comprometendo a qualidade do sinal.  

Vale ressaltar que a cirurgia de isolamento e registro do ADN é realizada em 

poucos centros no Brasil devido à sua complexidade.  Em 1958, McCubbin e 

colaboradores [71] descreveram o trajeto cervical do ADN em ratos normotensos da 

linhagem Sprague-Dawley. Os autores verificaram que, embora os animais 

estudados fossem da mesma linhagem, seu trajeto cervical é muito variável e esses 
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nervos estão presentes, no lado esquerdo, como um fascículo isolado, em apenas 

metade dos animais. No nosso caso, além da dificuldade inerente à técnica 

cirúrgica, em apenas um terço, aproximadamente, dos animais operados o ADN foi 

identificado como um nervo isolado. No lado direito, a freqüência de aparecimento 

do ADN isolado é ainda menor. Esses mesmos pesquisadores observaram que 

quando o ADN não era identificado como um fascículo isolado, a atividade 

barorreceptora era registrada no nervo vago ou no nervo laríngeo recorrente. Neste 

trabalho não realizamos registros do ADN direito nem do nervo laríngeo ou do nervo 

vago. 

A primeira etapa da análise dos dados foi a aplicação do método Woody para 

correção de variações de fase dos ERP do ADN. Inicialmente, fizemos a média de 

todos os ERP do ADN, antes da correção de variações de fase, correspondentes 

aos períodos de PAM basal (Fig. 3 A e B) e durante trechos análogos de variação de 

PA (períodos de hemorragia e de reinfusão de sangue) (Fig. 3 C e D), para cada 

animal. Como era de se esperar, houve um efeito de um filtro passa baixa na média 

em ambos os casos e uma baixa relação sinal/ruído (Fig. 3 A e C). Isso ocorreu 

devido à presença de variações de fase nos ERP, levando ao cancelamento das 

ondas ao se fazer a promediação.  Entretanto, após a aplicação do método de 

correção de variações de fase, detectamos uma melhora patente na relação 

sinal/ruído das médias bem como a perfeita identificação dos picos existentes nos 

ERP do ADN (Fig. 3 B e D). De forma geral, com vinte iterações do algoritmo 

obtivemos a estabilização da norma euclidiana dos vetores de erros de latência ao 

mesmo tempo em que a média do coeficiente de correlação dos ERP com o padrão 

da iteração correspondente se estabilizava em valores maiores (Figs. 8 e 9). 
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Um dos problemas do método descrito por Woody está no fato de que o ajuste 

das latências de certos ERP do ADN, principalmente aqueles que ocorreram em 

níveis de PA muito baixos, tenha ocorrido com o alinhamento de disparos de maior 

amplitude em ERP que ocorreram em PA maiores. Nesse caso a média final das 

ondas após a correção dos erros de latência não era totalmente reprodutiva dos 

ERP a originou. Apesar de disso, o método descrito por Woody foi crucial e permitiu 

que prosseguíssemos com as análises para a determinação dos clusters de disparos 

do ADN de acordo com a PA.  

Outra questão importante com relação ao método Woody foi o uso da matriz de 

erros de latência dos ERP do primeiro par de eletrodos para a correção de fase dos 

ERP do segundo par. Isso garantiu que a relação temporal entre os disparos 

correspondentes dos ERP registrados no primeiro e segundo par fosse mantida, 

permitindo calcular a velocidade de condução das ondas.  

Após a correção das latências submetemos as épocas contendo os ERP livres 

de variações de fase à PCA para redução dimensional. Sabidamente, métodos de 

clusterização com o utilizado neste trabalho (K-means) tornam-se mais robustos 

quando a matriz de dados que se deseja classificar possui dimensão reduzida [72] 

(ver apêndice). Cada ERP do ADN possuía um grande número de amostras (3000 - 

janela de 120 ms) e portanto a redução dimensional foi mandatória para a garantia 

inicial de uma boa classificação. Com a redução dimensional obtivemos 95% da 

variância dos ERP do ADN nas três primeiras componentes principais. 

Essas componentes foram submetidas ao método K-means de clusterização, 

onde encontramos 7 clusters com os respectivos valores de PAM: C1: 100.5mmHg ± 

14.80; C2: 95.80 mmHg ± 13.58; C3: 91.93mmHg ± 14.46 (One-Way ANOVA, p > 

0.05); C4: 84.10 mmHg ± 16.85; C5: 72.02mmHg ± 14.32; C6: 55.12mmHg ± 13.08; 
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C7: 38.34 mmHg ± 8.832 (One-Way ANOVA, p < 0.001). Entre os clusters 1 e 3 não 

houve diferença estatisticamente significativa na PAM ao passo que entre os 

clusters 4 e 7 e entre esses e os clusters 1 e 3 houve diferença estatisticamente 

significativa.  

Entre os ratos encontramos algumas variações no número de clusters para 

trechos análogos de variação de PAM. Por exemplo, um rato apresentou 6 clusters 

na primeira hemorragia (primeira queda de PA da Fig. 1) enquanto outro apresentou, 

para o mesmo trecho, 7 clusters. Essas variações podem ser explicadas por: (1) 

fenômeno inerente ao método K-means, uma vez que a inicialização (distribuição 

dos K centróides) do algoritmo ocorre de forma totalmente randômica (ver apêndice) 

levando a variações na configuração final dos clusters; (2) todo o processo de 

variação de PA foi feito manualmente e por isso a inclinação das curvas de 

hemorragia e reinfusão, apesar de não variarem significativamente entre os ratos em 

termos de valores máximos/mínimos e tempo de descida/subida, eram diferentes na 

sua dinâmica temporal das descidas e subidas. Nas curvas em que não obtivemos 

variações rápidas pode ter havido a adaptação dos barorreceptores, um fenômeno 

que ocorre na escala de segundos a poucos minutos, descrito em 1956 por 

Mccubbin e colaboradores [73]. Eles registraram preparações de multifibras das 

aferências barorreceptoras em cães controle e em cães com hipertensão arterial 

nefrogênica. Em cães controle, eles observaram que em valores de PAM iguais a 60 

mmHg o nervo disparou de forma fásica e sincronizada com a onda de pressão 

pulsátil, o que não aconteceu nos cães hipertensos.  A 120 mmHg o padrão fásico 

foi observado em ambos os grupos. Entretanto, quando a PAM atingia valores 

próximos de 240 mmHg, atividade nervosa foi contínua (saturada) em cães normais, 
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mas ainda fásica nos cães hipertensos. Os autores concluíram que nos cães 

hipertensos os barorreceptores se adaptaram a níveis mais altos de PA. 

Devido a isso, no nosso caso, padrões de atividade do ADN que deveriam 

ocorrer em um nível de PA específico passaram também a ocorrer em trechos 

vizinhos e por isso foram classificados como pertencentes a um mesmo cluster. No 

presente trabalho não realizamos hipertensão nem hipotensão arterial persistentes 

para estudar a adaptação dos aBR. 

Informações aferentes que chegam ao NTS originadas de diferentes tipos de 

fibras do ADN têm sido implicadas como importantes sinalizadores para o 

processamento e codificação central da PA. Fan e colaboradores [74] utilizando 

estimulação elétrica juntamente com bloqueio anodal do ADN demonstraram que 

fibras tipo-A e tipo-C atuam sinergicamente no controle cardíaco e da PAM. Essas 

fibras apresentam diferenças fundamentais na freqüência de resposta durante 

estimulação elétrica do nervo corroborando a idéia de que as informações que 

trafegam nos diferentes tipos de barorreceptores aórticos e que chegam ao NTS têm 

papel importante na fisiologia do controle rápido da PA. 

Em outro estudo, Liu e colaboradores [75] realizaram registros no NTS de ratos 

anestesiados simultaneamente com a monitorização da atividade simpática lombar 

com o objetivo de se investigar o fenômeno de depressão freqüência-dependente. 

Esse fenômeno ocorre quando sinais de alta freqüência provenientes do ADN 

chegam ao NTS e em neurônios de segunda ordem, culminando com eventos 

sinápticos que limitam a transmissão da informação. Esse limite permite não 

somente a otimização da transmissão sináptica proximal da via do barorreflexo como 

também diminui a magnitude da inibição simpática na saída da via, impedindo 

flutuações excessivas na PA. Os autores mostraram que determinados padrões de 
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atividade do ADN (fásicos) eram capazes de elicitar depressão freqüência-

dependente no NTS de forma mais ampla que outros padrões.  

Outro mecanismo central de filtro da atividade aferente barorreceptora que é 

determinado pela atividade periférica do ADN é a inibição tempo-dependente. Sinais 

aferentes que trafegam dentro de intervalos de 50 a 400 ms diminuem a 

responsividade do NTS à mesma ou à outra modalidade sensorial [76]. Seller e Illert 

[77] postularam que esses mecanismos seriam responsáveis pela manutenção da 

“reserva funcional” capaz de integrar sinais aferentes barorreceptores. 

Em conjunto, esses e outros estudos mostram claramente como a codificação 

central da PA pode ser afetada a partir da atividade periférica do ADN. Nossos 

resultados sugerem a existência de padrões de atividade do ADN que operam em 

faixas específicas de PA, com possíveis implicações para a codificação pressórica 

central. A assinatura eletrofisiológica de quatro clusters do nervo é mostrada na 

figura 17, para o primeiro e segundo pares de eletrodo. Podemos notar um claro 

aumento da amplitude e do número de picos do nervo à medida que a PAM aumenta 

(C4 � C1) além da defasagem sempre presente entre os ERP dos pares de 

eletrodo. A figura 19 mostra os mesmos clusters (C1 e C3) da figura anterior, mas 

em uma janela temporal menor. Podemos notar a presença de picos com latências 

fixas (setas com valores) ao mesmo tempo em que surgem ondas novas de curta 

latência (setas com símbolo #). De acordo com a literatura, esses picos de curta 

latência correspondem as fibras-A do ADN, que possuem baixo limiar de ativação, 

grandes velocidades de condução e padrão temporal característico [39, 78]. A 

mudança da PAM dos níveis de C4 para C1 leva não somente ao surgimento de 

novas fibras do nervo, provavelmente com limiar diferente, mas também ao 
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recrutamento de um maior número de fibras que já disparavam naquela pressão 

(maior amplitude). 

A figura 16 mostra os valores de PAM de cada cluster para as curvas de 

hemorragia e rinfusão e sangue. Não houve histerese entre os clusters dos ADN 

durante descidas e subidas de PAM. A presença de histerese está classicamente 

relacionada à adaptação rápida dos barorreceptores e já foi demonstrada em 

coelhos [47], cães [48] e ratos [49]. No nosso caso a ausência de histerese se deve 

ao fato de não termos avaliado a curva de atividade do ADN (que certamente exibiria 

um padrão de histerese devido à rápida adaptação do sistema), mas sim dos níveis 

de PAM em que cada cluster aconteceu. 

O motivo pelo qual utilizamos um eletrodo com dois pares de registro 

diferencial (veja figura 2) foi para possibilitar o cálculo da velocidade de condução 

das fibras do ADN. Como os dois canais de registro do nervo possuíam a mesma 

freqüência de amostragem e como os pares de eletrodo estavam separados um do 

outro por uma distância fixa de 1 mm foi possível identificar defasagens na latência 

dos disparos originais correspondentes e dessa forma calcular a velocidade de 

condução. Para fibras rápidas encontramos valores entre 4 e 12 m/s e para fibras 

lentas valores de 0.5 e 3 m/s [79]. De forma geral, não detectamos diferenças em 

termos de velocidades das ondas dos ERP do ADN entre os clusters. Essas 

diferenças nas velocidades de condução foram constatadas para um mesmo cluster, 

entre os pares de eletrodos. 

É razoável considerar que a atividade barorreceptora não sofra influência 

somente de valores absolutos de PAM, mas também de outros parâmetros como 

dp/dt máxima, duração, intensidade e freqüência de variação da PAM [80]. Isso 
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poderia explicar a inexistência de diferença estatisticamente significativa nos valores 

da PAM dos três primeiros clusters da figura 17. 
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CAPÍTULO 6 

6. CONCLUSÕES 

Podemos concluir deste trabalho que a ativação diferencial de tipos de 

barorreceptores aórticos leva a diferentes padrões de atividade do ADN organizados 

em cluster eletrofisiologicamente detectáveis que são recrutados em faixas 

específicas de PA.  Esses resultados podem contribuir para o melhor entendimento 

de como a sinalização periférica aferente do ADN influencia a codificação central do 

controle rápido de PA, tanto em condições fisiológicas quanto patológicas.
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CAPÍTULO 7 

7. APÊNDICE 

Este apêndice tem por objetivo descrever brevemente as definições matemáticas 

subjacentes a algumas das análises usadas neste trabalho. Algumas são técnicas 

cotidianas nas disciplinas de análise e processamento de sinais. 
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7.1. Método Woody e Função de Correlação Cruzada 

  O método Woody está mostrado nesse organograma: 

 

Figura 20 – Método de funcionamento do algoritmo de correção de variações de 

fase (Woody, 1967) 
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Dadas duas séries temporais, pode-se buscar uma correlação temporal entre 

esses sinais. Simplesmente divide-se uma janela de observação em pequenos 

intervalos de igual duração para série temporal, e para cada intervalo, no eixo x 

marca-se no eixo Y a soma dos disparos ocorridos em ambos os intervalos. 

Ou, formalmente, um trem de disparos do ADN j é dado por: 

(1) 

 

onde t indica o tempo a partir do inicio, n é o índice para múltiplas janelas de 

observação (n= 1, 2, 3,...N), e ∆t = 1ms, a função de correlação cruzada entre os as 

séries temporais j e k será: 

 

(2) 

 

onde T denota a duração da janela de observação.  Dessa forma, a FCC descreve 

adequadamente a natureza da dependência estatística entre os dois sinais.  
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7.2. Análise de Componentes Principais 

A análise de componentes principais é uma ferramenta estatística que pode ser 

utilizada com dois objetivos básicos: 

- redução de dimensionalidade de um conjunto de dados; 

- identificação das variáveis mais importantes no espaço das componentes 

principais (PC) 

Essa análise consiste em se reescrever as variáveis originais em novas variáveis 

denominadas PC, através de uma transformação algébrica de coordenadas. As PC 

são as novas variáveis geradas através de uma transformação matemática realizada 

sobre as variáveis originais sendo que cada PC é uma combinação linear de todas 

as variáveis originais. Graficamente, pode ser descrita como a rotação de pontos 

existentes em um espaço multidimensional originando eixos, ou PC. Por exemplo, 

um sistema com oito variáveis, após a transformação, terá oito PC. Cada uma 

destas PC, por sua vez, será escrita como uma combinação linear das oito variáveis 

originais. Nestas combinações, cada variável terá uma importância ou peso 

diferente. No presente trabalho, a PCA foi usada para operar uma redução 

dimensional das matrizes contendo os formatos de onda do ADN, uma vez que a 

classificação torna-se mais robusta quando conjuntos de dados nos quais se deseja 

aplicar o método possuem dimensão reduzida [72].  

As Figuras 11 e 12 mostram a representação gráfica tridimensional das três 

primeiras PC calculadas pela PCA para uma matriz de disparos do ADN. Esses 

dados foram submetidos ao algoritmo de classificação, que nesse caso revelou 

cinco agrupamentos de pontos coloridos, sendo que cada cor representa um cluster. 

Pode-se então, recorrendo a matriz de dados originais e ao vetor de estampas de 
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tempo desse registro, separar cada grupo de disparos e seu instante de ocorrência e 

em que faixa de PA eles pertencem. 
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7.3. Clusterização Não-Supervisionada 

A clusterização foi realizada utilizando um algoritmo de classificação multivariada 

não supervisionado [81] que considera os formatos de onda dos disparos do ADN 

como uma mistura de variáveis aleatórias de distribuição gaussiana [82] em uma 

implementação para Windows¹ (KlustaWin W. J. Heitler (University of St. Andrews, 

St. Andrews, UK), algoritmo de  K. D. Harris (Rutgers University, Newark, NJ)), 

chamado de K-means. A escolha desse método se deve ao fato de ele ser 

amplamente usado em diversas áreas da ciência, ser de fácil implementação e uso 

além de ser rápido em termos de análise. O procedimento do algoritmo é, em 

primeiro lugar, selecionar aleatoriamente k objetos do conjunto de dados, onde cada 

um destes objetos representará inicialmente uma média do centro de cada grupo. A 

seguir os demais objetos são classificados nos grupos para os quais apresentam 

maior similaridade.  

O parâmetro utilizado como medida de similaridade é a distância euclidiana. O 

processo iterativo consiste na atualização dos centros de grupos, através da média 

das coordenadas dos pontos de cada grupo de tal forma que a similaridade dentro 

dos grupos seja alta enquanto que a similaridade entre os grupos seja pequena. Um 

problema do método K-means é que ele é dependente da configuração inicial dos 

centróides, um processo totalmente aleatório, que pode levar a classificações pobres 

em termos de separação dos clusters [72]. Em decorrência disso, após a aplicação 

do método, fizemos uma análise heurística da qualidade da classificação resultante. 

Felizmente, esse problema foi observado apenas em registros do ADN cuja relação 

sinal/ruído era insatisfatória. Esses registros forma excluídos da análise. 

_______________________________________________________________ 

1 O programa foi baixado em http://www.st-andrews.ac.uk/ � wjh/klustawin/ 
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Figura 21 – Método de funcionamento do algoritmo k-Means de clusterização. 
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