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ReEsumo: A conexdo funcional entre os neuritos de uma cuw@dtur
neuronal dissociada do hipocampo de embrides desr&t os microeletrodos
de Matrizes Multieletrodo (MEAs) é estudado para wwmnjunto de dados
composto por observacOes tomadas em trés diferecuétsiras, considerando
0S seguintes diag vitro (DIV): 08, 11, 15, 18, 22, 25, 29, 32, 36 e 39. A
analise da atividade elétrica dos 60 canais foilirmala em termos da
deteccdo despikese de conjuntos depikes (burstg, que permitem estimar
diversos quantificadores estatisticos. A discussi@o evolugdo temporal de
tais quantificadores, associada a elementos preavees da literatura,
possibilitam discutir aspectos fisiolégicos relevas associados ao fendmeno
estudado. Desta forma, quatro etapas sao caraetas e discutidas,
sintetizando o conhecimento atual acerca do proxeks conexdo com base
em resultados experimentais, 0s quais sao bastgnt@ximos aqueles
relatados pela literatura no contexto de prepardsldlgicos baseados no

hipocampo de embrides de ratos.
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ANALYSIS OF SPONTANEOUS ELECTRICAL ACTIVITY
EVOLUTION THROUGHOUT THE MATURATION OF
NEURONAL CULTURES AND PHYSIOLOGICAL

CORRELATIONS
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ABSTRACT: The process of functional-connection development,
involving the neurites of an hyppocampal-based atidsociated neuronal
culture of rat embryosw, as well as the microeledigs of a Multielectrode
Array (MEA) device, was studied. Our dataset is @amsed of recordings
taken on three different cultures in the followimdpys In-Vitro (DIV): 08,
11, 15, 18, 22, 25, 29, 32, 36 e 39pikeandburst detection on all the sixty
channels were performed to enable electrical atyivanalysis, in terms of
several different quantities. The temporal evolutiof such quantities and the
previous literature findings make possible to dissuseveral relevant
physiological issues tied to the phenomenum underalgsis. As a
consequence, four steps of the maturation process ighlighted and
discussed, providing a summary of the current knedge on this process,
based on experimental data. Our results are veogelto those reported in the

literature, supposing the context of hyppocampakties of rat embryos.

KEYWORDS: dissociated neuronal culture, Multielectrode Array

(MEA), functional connection, biological signhal pressing.



1. Introducéo e Justificativa

As matrizes multieletrodo
(MEAs) (RUTTEN, 2002) consistem em
dispositivos nanotecnologicos
comercialmente disponiveis, sendo usadas
para acessar seletivamente potenciais de
acdo de tecidos, como por exemplo
neurénios e cardiomiocitos. Elas sao
atualmente empregadas ndo apenas para
estudos da informacdo biolégica neural
(RIKE,1997), como também para
aplicacdes em farmacologia
(CHIAPPALONE,2003) e neuroimplantes.
Estes dltimos objetivam substituir partes
lesionadas do hipocampo
(WAGENAAR,2007) ou minimizar crises
epilépticas (LITT,2003). No ultimo caso,

a atuacdo da MEA é extremamente
relevante, pois 25% dos portadores de
epilepsia ndo respondem a medicamentos
anticonvulsivantes, que constituem a
terapia mais comum; e, dentre o0s

pacientes que recebem medicagao, estima-
se que 50% apresentem efeitos colaterais
(URL1). Assim sendo, a grande

guantidade de portadores de epilepsia,
cujo tratamento é atualmente sem sucesso
ou que sofrem de efeitos colaterais
nocivos oriundos da medicacdo, exige a
busca de novas solugdes, motivando
portanto as pesquisas realizadas com a
MEA (COCKERELL, 1998).

Existem diversas limitagcbes e
desafios técnicos que impedem a
aplicacao clinica dos neuroimplantes, cuja
implementacédo fisica estd intimamente
ligada ao desenvolvimento do
conhecimento acerca de detalhes
importantes associados aos dispositivos
MEA (TAKETANI,2006). Dentre estes
desafios, pode-se citar o processo de
conexdo funcional e morfolégica entre os
neurénios e os eletrodos da MEA, o qual
nao é muito  bem conhecido
(SPORNS,2004). Ap6s a deposicdo do
tecido sobre o circuito, em geral se espera
de 10 a 15 dias para constatar
aproximacdes fisicas que resultam numa
atividade neural espontanea de grande
amplitude. Muitas vezes, porém, a pratica
laboratorial revela que tais aproximacodes
podem né&o ocorrer, levando a uma cultura
inativa, mas por qual motivo? Do ponto
de vista pratico, a auséncia de conexao
pode ser explicada ou por
incompatibilidade biologica ou
dificuldade de adesdo do tecido ao
dispositivo. Tais fatos podem se revelar
bastante incovenientes no momento da
utilizacdo do neuroimplante, pois a
incompatibilidade pode evoluir para
reacdo imunoldgica severa, incluindo
potenciais perigos ao paciente; e a nao-
adesdo pode perturbar o funcionamento
do dispositivo, devido a baixa amplitude

dos sinais.



Tendo em vista o0s problemas
relatados no ultimo paragrafo, diversos
artigos da literatura se dedicam ao estudo
do processo de conexao funcional entre as
células e o0s microeletrodos, o que
possibilita também a compreensdo acerca
da formacdo de redes neurais biologicas

(CHIAPPALONE,2006;

CHIAPPALONE,2007; KAMIOKA,1996;
TATENO,2002; VAN PELT, 2004; VAN
PELT, 2005). Esses artigos se valem da
analise da atividade espontanea, registrada
através de MEAs. A Tabela 1 logo abaixo
resume as principais caracteristicas dos
estudos que podem ser considerados mais

importantes.

Tabela 1 — Sintese das principais caracteristicagesgtudos da literatura dedicados a analise

da maturacdo de culturas neurais, baseados ernrosgie atividade elétrica espontanea

Artigo Tipo De Detalhes No Quantidade | Quantidade | Quantidade Tipo De Detalhes do
Cultura Preparo Da De Culturas De Dias In Total De MEA Processamento
(Animal) Cultura Medidas (Qc) Vitro Experimentos Utilizado de Sinais
e Tempo de Medidos (QY)
Registro por (Qd) : Avaliados
Experimento | Quais Dias
(T) [horas] Foram Qt=Qc*Qd
Medidos * T [horas]
(KAMIOKA,1996) Cortex de X N&o Qd =45 Qt=45 N&o N&o
embrides de especificadog especificado| especificado
17 dias, ratag N&o
(espécie nao especificou
especificada) quais dias
foram
medidos
(TATENO,2002) Cortex de X Qc=44;T=| Qd=63: | Qt=19404 MEA Focalizada
embriBes de 7 (em média)| DIV 3 - planar, 64 embursts
18 dias, ratag DIV 65 canais;
Wistar distancia
entre
eletrodos:
180 mm
(VAN PELT, 2004) Dissociada, Cultivad Qc=5T=| Qd=49: Qt =245 Placas Fa =22.2
cortex de ultivados 1 todos os MEA, 60 kHz
embrides de| em 2 ml de dias canais,
18 dias, ratag ) diametro
Wistar meio dos
condicionado eletrodos 20
pm
de glia
(GCM)




(VAN PELT, 2005) Dissociada, . Qc=5;T=| Qd=49: Qt =245 MEA Considera
cortex de Cultivados 1 DIV1- Hexagonal,| “burstsda
embrides de| em 2 ml de DIV 49 diametro rede”
18 dias, ratas ] dos
Wistar meio eletrodos 10
condicionado pm
de glia
(GCM)
(CHIAPPALONE,2006)| Dissociada] Naousou | Qc=10;T = . Qt=17 MEA X
cortex de substancias 20 min Qd=5: planar, 60
embrides de| antimitoticas DIV 7, 14, canais;
18 dias, ratag para impedir distancia
Sprague- | crescimento 21, 28, 35. entre
Dawley de glia eletrodos:
200 mm;
didmetro 10
mm
Observacoes:

(a) Siglas — Fa = Frquencia de Amostragem [kHz].

(b) A gquantidade de culturas medidas se refere ampe total de culturas EFETIVAMENTE
monitorado ao longo do maximo periodo de duracaestiado.
(c) Espacos da Tabela marcados com o simbolo “ditam auséncia de informacgédo na respectiva

literatura.

Com base nos resultados obtidos pelos
artigos associados a Tabela 1, o texto a
seqguir e a Tabela 2 sintetizam os

principais fendmenos observados e

respectivas interpretacdes fisiologicas.

Etapa 1: Dia InVitro (DIV) 1 — DIV7
(Primeira SemanalnVitro - SIV)

Caracterizada por uma pequena
quantidade depikesaleatorios, presentes
em quase todos 0s canais; a microscopia
eletrbnica revela tipos imaturos de
sinapses e densidade sinaptica muito
baixa. Isto explica a quase inexisténcia de
bursts como uma consequéncia do padrao

da densidade sinaptica, predominando

conexdes proximas, do tipo junc@ap
(CHIAPPALONE,2006). Desta forma, os
ser

neurdnios considerados

isolados (VAN PELT, 2005).

podem

Etapa 2: DIV8 — DIV14 (22. SIV)
Caracterizada por uma pequena
quantidade debursts de longa duracédo
(podendo atingir até um segundo de
duracdo segundo (VAN PELT, 2004),
presentes inicialmente em alguns canais e,
a medida que o tempo passa, expandindo-
se para quase todos os microeletrodos. O
aumento expressivo da sinaptogénese
quimica leva o estabelecimento de uma

grande quantidade de conexdes distantes,




processo este mediado provavelmente
pelas vias glutamatérgicas e/ou pelos
receptores AMPA, tal que a taxa média de
disparos atinge o valor de 1spikegs em

DIV14 (CHIAPPALONE, 2006).

este Ultimo dia, ocorre um pico ha

Para

quantidade despikes presentes em um
burst e tempo médio de duracdo dos
bursts alcanca maximo
(CHIAPPALONE, 2006). O mecanismo

de inibicdo

seu

sinaptica estd pouco

desenvolvido, sendo que a rede de
conexfes pode ainda ser considerada

imatura (VAN PELT, 2004).

Etapa 3: DIV15 — DIV28 (32-42 SIV)
Caracterizada por uma grande
quantidade debursts de curta duracgéo
(atingindo valores minimos de até 30 ms,
segundo (VAN PELT, 2004; VAN PELT,
2005), com padrdes repetitivos perioddicos,
presente em quase todos 0s canais,
revelando um grande sincronismo e uma
grande variabilidade no processo de
geracdo dosbursts Ha um expressivo
crescimento das conexdes sinapticas
proximas e decréscimo das conexdes
distantes, confirmado por microscopia
DIV20,
(TATENO, 2002) apresenta evidéncias

experimentais da forte atuacdo de de

eletronica. Durante DIV15 -

receptores antagonistas do tipo receptor
GABA sobre as células. Além disso,
(KAMIOKA, 1996) sugere que o influxo

de ion célcio associado aos intensos
bursts durante esta etapa, pode disparar
mecanismos de sinalizacdo celular
responsaveis pelo desenvolvimento de
sinapses. Observa-se a completa
maturacdo das conexdes excitatorias, fato
este provavelmente causado pela acdo do
receptor NMDA, tal que a taxa média de
disparos atinge o valor de Xpikegs em
DIV21, observando-se também o pico da
taxa média deursts (CHIAPPALONE,
2006; KAMIOKA, 1996). A partir do
DIV 22 (42. SIV), inicia-se a reducéo das
nos dendritos,

sinapses levando ao

equilibrio entre excitagdo e inibicao,
acarretando diminuicdo no tempo meédio
entrebursts(VAN PELT, 2004).

Etapa 4: DIV29 — DIV35 (52. SIV)
Caracterizada por uma grande

guantidade despikes aleat6rios porém

(KAMIOKA,

presentes em quase todos os

altamente sincronizados
1996),
canais, consequéncia do declinio
transitorio no numero de sinapses. Tal
comportamento da densidade sinaptica é
confirmado por microscopia eletronica.
As taxas médias de disparos atingem o0s
valores de 1.Bpikess e 1.3spikegs em,
respectivamente, DIV28 e DIV35; ao
passo que o padrao dersts da rede é
bastante estavel, sem grandes alteragdes,
revelando que o padrdo de conectividade
maturidade,

sinaptica atingiu a



estabilizacdo. Assim sendo, a cultura
estaria mais propicia a apresentar formas
rudimentares de “aprendizado ou de
memoria”, ou ainda ser influenciada por
estimulos externos “sensoriais”
(CHIAPPALONE, 2006; VAN PELT,
2005). Alem disso, particularmente para o
30°. DIV, observou-se que o histograma
de
formato proximo a uma distribuicdo de
Poisson (TATENO, 2002), sendo que a
duracdo média destes é da ordem de 300
milissegundos (KAMIOKA, 1996).

As quatro etapas acima discutidas

intervalo entrebursts assume um

devem ser confrontadas com o artigo
(MOODY, 2005), que discute o papel da
atividade assunto

neural espontanea,

principal do presente artigo, e base
experimental de todos os trabalhos acima

discutidos. No processo de crescimento

celular, 0S neurdnios exibem
caracteristicas  de estabilidade e
plasticidade nos seus padroes de
atividade: a primeira por terem a

capacidade de manter sua atividade
espontanea constante e a segunda por
conseguirem fazer uma transicdo bem
de

espontanea (etapas 1 e 2 supra-citadas, em

sucedida dos estados atividade

gue tanto spikes como bursts sé&o
aleatérios) para aqueles de disparos
padronizados (etapas 3 e 4 supra-citadas,
em que tantospikes como bursts sdo

sincronizados). Durante a transicao (etapa

3), ocorre igualmente o desenvolvimento
dos canais i0nicos voltagem-dependente,
papel
fundamental no processo de crescimento

0S quais também possuem
das células; isso tudo em contraste com as
juncdesgap desenvolvidas durante a etapa
1.

Ainda com base em (MOODY,
2005), a atividade elétrica dos neurdnios
durante seu processo de crescimento
regula a expressdo de uma grande
diversidade de canais €3 voltagem- e
ligando-dependentes. A regulacdo dos
canais i6nicos voltagem-dependente por
atividades elétricas das células pode
inclusive controlar a distribuicdo espacial
desses canais. Por outro lado, o
surgimento desses canais, em nervos em
desenvolvimento e mdusculos, ajuda a
regular a transicdo entre o0s estados
imaturo (etapas 1,2) e maduro (etapa 4)
das células, seja compensando a atividade
elétrica excessiva durante o processo (vide
etapa 3), ou monitorando o momento
exato de eliminar a atividade espontanea,
para uma transicdo bem sucedida. Deve-se
ressaltar que tais comentarios sdo bastante
coerentes com aqueles apresentados em

(KAMIOKA, 1996).



Tabela 2 — Sintese dos principais fendbmenos epiatiacdes ligadas as diversas etapas do
processo de maturacdo de culturas neurais, com bkase(CHIAPPALONE,2006;
KAMIOKA,1996; TATENO,2002; VAN PELT, 2004; VAN PELT2005; MOODY,2005)

Etapa Padréo~de o
respecti'va . conexao Canais lonicos efou o Atividade
denominaco Spikes Bursts sinaptica eventos asspmados, Conectividade espontanea
e duracio (microscopia | Neurotransmissores.
eletrbnica)
pIivi—Div7 | _ Foucose . Baixa - Presente
L aleatdrios, em Praticamentd densidade, ~ Neurdnios ;
(Primeira L . Juncdegap . (spikes
SIV) quase todos inexistentes. m]aFura, isolados aleat6rios)
0s canais préoximas.
Pequena
quantidade,
longa
] d_uragéo | Mediacao por vias
DIV8 — DIV,14.' taxa (plgo), ao Alta glutamatérgicas e/oy Neurdnios em Presente
DIV14 (22 ’T‘ed'a de final. d_ensudade, pelos receptores tentativa de (bursts
disparo 1.4 | presentes emp  imatura, R ~ o
SIV) . . AMPA; inibicdo conexdo aleatodrios)
spikegs quase todos| distantes. :
oS canais e pouco desenvolvida.
com maxima
guantidade
despikes
Conexdes excitatorias
Grande maduras, mediadas
quantidade por NMDA; atuacdo
"|  Expressivo do GABA e dos
pequena . _ et |
duraco (30 cresmmen:co canais de cglmo para N
_ ms), elevado das conexdes o d_esenvolwmento de Atividade em
DIV15 - Pico MFR = sinc'ronismo proximas e sinapses (DIV15- Rede neural | Processo de
DIV28 (32-42 | 2.2spikegs em todos os' decréscimo | DIV22). Surgimento estabelecida estruturacao
SIV) (DIV21) canais. Pico das distantes.| do mecanismo de (bursts
da tr;lxa Aproximando- inibigéq, que sincronizados)
média de se _da progressivamente
burstsem maturidade. etzgll\lf)rzaz <)';1 (éxcna_gao
. Canais
DIV 21, voltagem-
dependentes.
Grande Padréo Estabilizagcéo
quantidade, estavel. da rede neural
DIV29 — aleatorios, DIV30: Declinio das cultura Atividade
DIV35 (52. | sincronizados, histograma sinapses propicia a estruturada
SIV) em todos os | 1Bl proximo maduras, “aprendizado (spikes
canais. MFR | a Poisson; ' /mem@ria” ou | sincronizados)
= 1.7spikegs IBl =300 a estimulos
para DIV 28. ms. externos

Observagodes sobre a tabela 2:
(a) MFR = taxa média dspikes
(b) MBR = taxa média dbursts

(c) IBI = intervalo entrebursts



Em sintese, o processo de
maturacdo de redes bioldgices vitro é
caracterizados por duas fases principais
(CHIAPPALONE, 2006):
(F1) Modulagdo e formacdo na
conectividade sinaptica (DIV1 -
DIV14): desenvolvimento inicial.
(F2) Maturacdo da conectividade
(DIV22 - DIV33):

desenvolvimento tardio.

sinaptica

Observa-se ainda uma interessante
correlagéo entre quantidade de sinapses e
duracgdo/sincronismo dmursts Quando ha
uma densidade elevada de conexdes, 0s
bursts apresentam duracdo prolongada,
sendo bastante sincronizados; e vice-versa
(VAN PELT, 2005). De
(KAMIOKA, 1996) sugere que o influxo

de ion célcio associado adsursts pode

fato,

levar a intensificacdo das conexdes e da
complexidade da rede bioldgica, em
conformidade com a lei de Hebb
(RUTTEN, 2002; VAN PELT, 2004):
quando as membranas pré- e pos-
sinpticas sdo ativadas simultaneamente, a
sinapse € reforcada e estabilizada. Além
disso, (CHIAPPALONE, 2007) demonstra
experimentalmente como o padrdo de
sincronismo entrébursts ou de spikesé
altamente elevado para culturas maduras,
podendo ser alterado por estimulacdes
externas. Em sintese, grandes flutuacbes

nas taxas de disparo ou daerstspodem

realmente ocorrer durante o tempo de
crescimento neuritico (VAN PELT, 2004),
podendo ser associadas a outros eventos
morfologicos e/ou fisiologicos, conforme
discutido logo acima.

A seguir, através de experimentos
proprios, as quatro etapas serdo discutidas

e caracterizadas estatisticamente.

2. MATERIAL E METODOS

Caracterizar a rede neural &,

atualmente, um desafio para o0s
pesquisadores. Com  esse intuito,
utilizaram-se culturas de neurbnios

preparadas em laborat6rio na
Universidade de Génova (ltalia).
Monitoraram-se trés culturas
periodicamente que foram medidas

utilizando matrizes multieletrodo (MEAS)

planares, dispositivos  micrométricos

responsaveis por captar a atividade
elétrica de uma determinada cultura que
esta sendo observada.

A MEA utilizada foi a MEAG60
(Multi Channel Systems que contém 60
micro eletrodos de 30 micrémetros de
didmetro cada e 200 micrometros de
espacamento entre eles. Esses eletrodos
séo distribuidos em uma matriz 8x8, com

0s cantos excluidos.



Nomearam-se trés culturas de

atividade elétrica normal e espontanea,
364, 365 e 366, para as quais se obtiveram
dados a 08, 11, 15, 18, 22, 25, 29 e 36 dias
in vitro (DIVs). Além disso, apenas as

culturas 364 e 366 foram medidas a 32
DIVs, enquanto que somente as culturas
364 e 365 foram medidas a 39 DIVs. Para
a cultura 364 totalizaram-se dez medidas
em 39 dias enquanto que para as culturas
365 e 366 foram gravadas 9 medidas cada.
De maneira geral, contribuindo para o

estudo sobre o] comportamento
eletrofisiolégico das culturas, utilizaram-

se 28 experimentos.
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A Tabela 3 logo abaixo apresenta
as condicOes dos experimentos realizados,
a ser comparada com a Tabela 1. Nota-se
que as culturas deste experimento séo
morfologicamente proximas aquelas dos
outros trabalhos da literatura, porém com
de

experimentos avaliados. A MEA utilizada

uma baixa quantidade total
também é planar, porém com eletrodos de
grande diametro.

Cada registro seguiu 0 mesmo
procedimento: as MEAs povoadas com as
culturas eram retiradas da estufa @e,

na qual eram mantidas e colocadas sobre

Tabela 3 — Sintese das principais caracteristica®xiperimentos realizados

Quantidade | Quantidade | Quantidade
De Culturas | De Dias In Total De
Tipo De Detalhes No Medidas V|t(o Experimentos Tipo De
(Qc) e Medidos (QY)
Cultura Preparo Da ) < MEA
. Tempo de (Qd): Avaliados o
(Animal) Cultura . - Utilizado
Registro por | Quais Dias
Experimento Foram Qt=Qc*Qd
(T) [horas] Medidos * T [horas]
N&o usou MEA
. . substancias Qd = 10: planar, 60
Dissociada,| antimitoticas canais:
cortex de | para impedir DIV 8, 11, disténci’a
bribes del crescimento| Qc=3;T =
emborio ; " 15, 18, 22, Qt=10 entre
18 dias, de glia, nem 20 min .
. eletrodos:
ratas meio 25, 29, 32,
Wistar condicionado 2_00um;
' de glia 36, 39. diametro
(GCM). 30 pm

um amplificador, cuja temperatura era
controlada, podendo variar de 37,1 a 37,4

°C. As medidas eram iniciadas apos 20

minutos, com o0 objetivo de permitir as
células se adaptarem ao novo ambiente.
Em cada experimento coletaram-se 20

minutos de amostra do sinal da MEA,



divididos em quatro fases de 5 minutos
cada, sendo as medidas subsequentes.

E importante salientar que todas as
MEAs utilizadas possuiam referimento
interno, sendo este o eletrodo 15. Em
todas as MEAs que foram coletados
sinais, o eletrodo 15 n&o possui registro de
atividade neural, apenas o sinal de fundo,
que corresponde aos ruidos que
influenciam no sinal (térmicos, elétricos,
entre outros). Por este motivo, para toda e
qualquer andlise dos sinais, sempre deve
ser excluida a atividade observada no
eletrodo 15. A frequéncia de aquisicdo dos
sinais para estes experimentos foi de 10
KHz.

A Figura 1 apresenta um sinal em
um microeletrodo, composto papikes
que séo variacbes extremamente rapidas
de tenséao elétrica. Um conjunto sjgkes
€ uma sequéncia de impulsos nervosos ou
potenciais de acdo, produzidos por um ou
mais neurbnios, sendo 0 mesmo
observado por um periodo de tempo
relativamente longo. Ja utourst € uma
sequéncia despikes que sdo separados
entre si por tempos muito reduzidos,

tipicamente menores que 100 ms.
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I
T80 m
Time [se]

Figura 1 — Atividade elétrica tipica de um eletrodo
da matriz multieletrodo. Escala vertical: amplitude

[KuV]. Escala horizontal: tempo [ms].

O processamento dos dados foi

realizado utilizando um  software
desenvolvido em Matlab® pelo NBT-
DIBE and Bio-
nanoTechnology — NBT,

Department of Biophysical and Electronic

(Neuroengineering

Group

Engineering— DIBE) da Universidade de
Génova, denominado SpikeManager
(VATO et al., 2004). O software foi
atualizado, adicionando-se a ele funcgdes
responsaveis pelo agrupamento dos dados,
pela geracdo de mapas de atividade da
taxa meédia de disparos dpikes(MFR —
Mean Firing Ratg da taxa média de
bursts (MBR — Mean Burst Rafe entre
outras funcdes. Para 08 dias vitro
processaram-se 0s experimentos 364, 365
e 366. Posteriormente, realizou-se uma
média desses trés experimentos obtendo
resultados globais para esse dia, o que foi
repetido para 11, 15, 18, 22, 25, 29, 32, 36
e 39 DIVs.



Como ja citado, desenvolveu-se
um programa responsavel por agrupar
essas quatro fases em um unico arquivo de
20 minutos. Isso foi necessario, pois, ao
analisar as fases separadamente, poderia
ocorrer o0 inicio de unburst no final de
uma fase e o final do mesntrst no
iISso

inicio da fase seguinte. Caso

ocorresse, o0 software utilizado para
processar os dados entenderia que existem
dois bursts separados, o0 que néao
corresponde a realidade. Nesse sentido, o
agrupamento foi feito para que diminuisse
possiveis erros que poderiam ser gerados
entre o final de uma fase e a fase seguinte.

A partir doSpikeManagebps sinais
foram processados e varios
guantificadores foram obtidos. Destacam-
se neste trabalho: graficos Raster Plot
histogramas de intervalos ensiigikes(ISI
— Inter Spike Intervg| histogramas de
intervalos entrebursts (IBl — Inter Burst
Interval), as taxas médias de disparo de
spike (MFR — Mean Firing Ratg e de
ocorréncia debursts (MBR — Mean
Bursting Ratg para cada DIV, além de
outras estatisticas observadas a partir
desses valores. Tais quantificadores serdo
explicados na proxima secéao.

Alguns parametros foram
utilizados no processamento dos dados. O
valor do limiar estabelecido para deteccéo
de picos foi calculado como sendo 8 vezes

0 desvio padrao de uma janela do sinal
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dimensionada de modo a nao conter picos.
(CHIAPPALONE, 2003). A frequiéncia de
amostragem foi ajustada a 10000 amostras
por segundo. A deteccdo de picos €
baseada uma janela de 2 milissegundos
gue desliza ao longo do sinal. Foi também
usado um valor de limiar de artefato de
800 pV e uma distancia minima de
artefato de 0,5 segundos.

A taxa média de disparos dpikes
foi calculada considerando um valor
minimo de disparos de O0,&pikes por
segundo e uma janela de artefato de 4 ms.
Para o calculo dos histogramas ISl
considerou-se urhin (tamanho da janela)
de 2 ms. A deteccdo déursts foi
realizada com um numero minimo de
spikesdentro de cadhurstigual a 5, um
valor maximo de intervalo entrepikes
dentro de cadbaurstde 100 ms, um valor
limiar para taxa déursts de 0,4bursts
por minuto e uma janela de artefato de 4
ms. Ja para os histogramas de IBI
utilizou-se um bin de 1 segundo. Tais
parametros foram ajustados de acordo

com Chiappalone (2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a exposicao dos

quantificadores na secdo anterior, mostra-
se entdo, o resultado do processamento
dos dados de todas as culturas. Vale

ressaltar que quase todos os graficos e



valores mostrados a seguir sdo médias
considerando as trés culturas sob analise,
e todos os 60 canais ao mesmo tempo.
Plot

conforme Fig. 2, ndo sdo meédios, sao

Apenas os graficos deRaster

especificos da cultura 365.

3.1 RASTER PLOT

Plot

mostram o comportamento do sinal de

Os graficos de Raster
cada eletrodo ao longo do tempo, em
relacdo ao disparo depikes Na Fig. 2
cada numero na vertical (eixo )
representa o0s eletrodos ou canais da
cultura, e na horizontal (eixo x) tem-se o
tempo. Para cada eletrodo pode ser vista a
guantidade despikes detectados durante
0os 20 minutos (ou 1200 segundos) de
experimento.

Para 08 DIVs, percebe-se que

13

existe uma pequena quantidadesge&kes

sendo estes bem distribuidos
temporalmente. A partir de 18 dias
vitro, observa-se que essa quantidade
aumenta, sendo que padrbes de atividade
comegam a ser visualizados, tais como o
disparo simultaneo dspikesem mais de
um canal, ou seja, a atividade elétrica das
culturas comeca a ser sincronizada. Notar
também que os graficos deaster Plot
para DIV32 — DIV39 sdo praticamente os
observando-se

mesmaos, um grande

sincronismo entre todos 0s canais.
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DIV39
D
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Figura 2 — Gréficos deRaster Plotda cultura 365 para (a) 08 DIV, (b) 18 DIV, (c)R8/ e (d) 39 DIV. Escala
vertical: amplitude da atividade elétrigaM] para todos os 60 canais, cada qual associadtadinha na figura.

Escala horizontal: tempo [s].

3 2HISTOGRAMAS DE INTERVALOS ocorrer entre 0 e 2 milissegundos € de

i 0,
ENTRE SPIKES (ISI) aproximadamente 12%, enquanto que ela

€ muito baixa para os demais intervalos

(16 a 18 milissegundos € de menos de

Os histogramas de ISInter Spike 3
2%). Ja para os outros DIVs, o0s

Interval) estimam a probabilidade de um .
histogramas decrescem quase que

determinado intervalo entspikesocorrer :
exponencialmente com o tempo. Sendo

em certo tempo. Os histogramas ISI por , ) 3 ,
assim, no comeco das medidas € possivel

DIVs sédo representados pela Fig. 3, com . . :
visualizar poucospikescom um pequeno

intervalo de 0 a 50 ms, que corresponde a . - _
intervalo entre eles, o que indica que ainda

uma faixa em que a atividade sigikesé . . .
a P nao se estabeleceram padrdes de atividade

melhor observada. L. 3 .
elétrica. Esta se da em neurdnios isolados

Observa-se, analisando essa figura, , .
de forma rapida. Ao passar do tempo, a

ue nos primeiros dias vitro a cultura . .
a P quantidade dspikesaumenta tendendo a

apresenta uma concentracdo do intervalo . . .
uma padronizacdo dos disparos, devida

entre spikesde 0 a 2 ms, ou seja, a . R . .
principalmente a maior conectividade da

probabilidade do intervalo entrspikes
rede.
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Figura 3 - Histogramas ISl por dia vitro, sendo (a) 08 DIV, (b) 11 DIV, (c) 15 DIV, (d) 18V, (e) 22 DIV,
(H 25 DIV, (g) 29 DIV, (h) 32 DIV, (i) 36 DIV e }j39 DIV. Escala vertical: probabilidade estimagscala

horizontal: I1SI [ms].

3.3HISTOGRAMAS DE INTERVALOS

ENTRE BURSTS (IBI)

Os histogramas de IBInter Burst
Interval), analogamente aos histogramas
ISI, mostram a probabilidade do intervalo
entre bursts ocorrer também em um
determinado tempo. A Fig. 4 exibe os
histogramas IBI para cada DIV, nos quais
o intervalo entrédurstsfoi tomado de 0 a
20 segundos, devido a maior densidade de
IBIs nessa faixa.

Pode-se observar que para 08 dias
in vitro o intervalo entrebursts é mais
caracteristico de 0 a 3 segundos. A
probabilidade do intervalo entrbursts
ocorrer entre 1 e 2 segundos é de
20%.

também que até 29 diasm vitro os

aproximadamente Observa-se
histogramas IBl possuem intervalos entre
bursts bem distribuidos entre 0 e 20

segundos com probabilidade de pequena

ocorréncia para cada faixa de valores. Ja
para 29, 32, 36 e 39 DIV, observa-se que a
maior probabilidade da ocorréncia de
intervalos entrédurstsgira em torno de 2

a 4 segundos, ou seja, ha uma
concentracdo de valores do intervalo entre
bursts Além disso, para DIV 29-39, os
histogramas sao praticamente idénticos,
aproximando-se de uma distribuicdo de
Poisson. Enfim, os histogramas DIV18-25
se aproximam de uma distribuicdo
uniforme, revelando a presenca ligsts

de diversas duracoes.

Conclui-se que para 08 DIVs
existem conjuntos dspikese burstscom
intervalos menores, por isso a distribuicao
dos dados na Fig. 4 (a) se concentra no
inicio. J4 para 15 DIVs, existe uma
concentracdo maior debursts com
intervalo pequeno e uma concentragao
maior também debursts com intervalo

grande, o que explica os dois picos nos



extremos da Fig. 4 (c). A Fig. 4 (d) mostra

um intervalo entréurstsmais distribuido,

ou seja, pode variar entre valores grandes

e pequenos.
Tem-se, entdo, que no inicio

existem neurdnios disparando potenciais

de acdo isoladamente. Ao passar do

tempo, por volta de 18 DIV, os neurdnios
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criam uma conexao entre eles, o que
explica a forma distribuida do intervalo
entre bursts Ja a partir do dia 29, os
neurbnios tendem a estabilizar suas
atividades elétricas, fazendo com que a
maior parte do tempo o intervalo entre

burstsfique entre 2 e 4 segundos.
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IBI Histogram - DIV32
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Figura 4 - Histogramas IBI por dia vitro, sendo (a) 08 DIV, (b) 11 DIV, (c) 15 DIV, (d) T8V, (e) 22 DIV,
(H 25 DIV, (g) 29 DIV, (h) 32 DIV, (i) 36 DIV e }j39 DIV. Escala vertical: probabilidade estimaescala

horizontal: 1BI [s].

3.4MFR GLOBAL

O MFR global mostra uma média
da frequéncia de disparos slgikesnos 60
eletrodos ao longo do tempo para cada
DIV. Observa-se na Fig. 5 que nos
primeiros diasin vitro a cultura possui
uma frequéncia de disparos dpikes
muito pequena, ou seja, a cultura esta se
adaptando ao meio e comecando a criar
conexdes entre 0s neurénios. Ao longo do
tempo, os neurbnios comecam a disparar

potenciais de agcédo e em 29 diasitro, as

culturas geram uma quantidade de 2,66

spikes por segundo, atingindo uma
atividade elétrica maxima. Apés 29 DIVs,
as culturas voltam a diminuir a frequéncia
despikes

Conclui-se que a 08 e 11 DIVs os
neurénios trabalham isoladamente com
poucos spikes e um intervalo muito
pequeno entre eles. Entre os dias 15 e 25,
eles comegcam a se conectar, ou seja, se
estabelecimento as sinapses. A partir do
dia 29, os neurbnios atingem um padréao
de comunicagdo uniforme e com uma

frequéncia de disparos mais alta. A



evolucdo pode ser bem vista pela Fig. 5, ja
gue 0s neurbnios emitem potenciais de
acado espontaneamente até desenvolver os
canais ibnicos e padronizam os disparos
estabilizando-os ao atingir o processo de

maturacao.

MFR
3

DIv29

25
DIV32

DIV25 DIV39

DIV36

spikes/sec
e
@

DIvV22

05
DIVi5 DIV18
DIV08  DIV1l
0 R § B B

Figura 5 - MFR global para todos os DIVs. Escala

vertical: MFR [quantidade d&pikess]; escala
horizontal: tempo [DIV].

3.5MBR GLOBAL

Similarmente ao MFR global, o
MBR global representa uma média da taxa
de ocorréncia dburstspor minuto para os
60 canais, ou seja, mostra a frequéncia de
burstspor minuto para cada diia vitro.

Na Fig. 6, tem-se uma visao geral
do comportamento das culturas para os
valores de MBR global. Nas fases iniciais
da cultura, a quantidade daursts por
minuto é minima, ja que ndo existe ainda
uma sistematica de disparos de potenciais
de agdo, ou seja, da ocorrénciasge&kes
A medida que o tempo passa, os valores
de freqUiéncia debursts aumentam até

atingir o maximo em 32 dias vitro com
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aproximadamente 10ursts por minuto.
Apés esse dia, essa quantidade diminui
como pode ser visto na Fig. 6. Além disso,
pode-se perceber pela Fig. 4 (h) que existe
um menor intervalo entreurstsa 32 DIV
com relagdo aos DIVs anteriores, o que
justifica a maior quantidade dbursts

ocorridos por minuto nesse dia.

MBR

10 DIV32

DIV29

DIV25 DIV36 DIV39

bursts/min

IS

DIV22

N

Divi8

DIV15

DIVO8 DV11
0

Figura 6 - MBR global para todos os DIVs. Escala
vertical: MBR [quantidade deurstgmin]; escala

horizontal: tempo [DIV].

3.6 OUTROS RESULTADOS ESTATISTICOS

Continuando as analises,
obtiveram-se valores estatisticos meédios
de todas as culturas em cada idiavitro,
destacando-se a quantidade sfekese
bursts ao total, a quantidade média de
spikesdentro de unburst o desvio padrao
do nimero médio dsepikespor burst a
média  de bursts

duracao em

milissegundos, o desvio padrdao da
duracdo média ddsursts como também a
porcentagem de spikes randdmicos,

conforme indicado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores estatisticos para todas as culturas ata BdVs: quantidade dspikese burstsao total,
quantidade média depikesdentro de unburst desvio padrdo do nimero médio spekespor burst, duracao

média debursts em milissegundos, desvio padrdo da duracdo méelibudsts e porcentagem depikes

randdémicos
Numero | Desvio Padrao Desvio Padréo
Total Médio | Total Médio Duracédo Média Spikes
de Spikes | de Spikes por da Duragdo Média
de Spikes deBursts de Bursts [ms] Randbmicos [%]
por Burst Bursts deBursts
DIV0O8| 143,333 5,000 0,061 0,012 3,253 0,750 0,341
DIV11| 4037,000 95,333 1,011 0,117 14,905 1,488 4,693
DIV15| 15532,667 513,333 7,466 0,687 70,201 5,653 8,364
DIV18| 17659,333 741,667 5,270 0,514 44,825 3,462 10,988
DIV22| 53365,667 3088,000 7,118 0,414 52,810 2,562 11,074
DIV25| 142653,000] 6986,667 10,351 0,277 62,689 1,833 8,901
DIV29| 191314,667] 8309,333 10,10% 0,233 63,129 1,710 6,127
DIV32| 161330,000] 11420,50( 7,359 0,099 56,878 1,368 20,97
DIV36| 91007,667 5733,667 6,537, 0,247 58,743 2,129 15,182
DIV39 | 114555,000] 5969,500 7,657 0,357 64,425 2,761 12,970

Geraram-se gréficos evolutivos das

estatisticas contidas na Tabela 4. O

primeiro desses graficos é o do namero

total de spikes(Fig. 7). Observa-se que

existe uma similaridade entre esse gréfico

e aquele de MFR mostrado na Fig. 5.

Inicialmente existem poucapikese esse

guando a frequéncia de disparossgees

€ grande, consequientemente o namero de

spikestambém sera elevado.

Total of Spikes
250000

200000 D29

150000 D25

DIV32

DIV39

valor aumenta até atingir o maximo de
aproximadamente 191000 para o dia 29.
Apoés esse dia o valor diminui e volta a
aumentar em 39 dias vitro. Observa-se,

comparando a Fig. 5 com a Fig. 7, que

100000

50000
DIV15 DIVI8

D11
) DIV08 m ,—|

DIv22

DIV36

Figura 7 — Evolucéo do total depikespara todas

as culturas ao longo do tempo. Escala vertical:



gquantidade total dgpikes escala horizontal:
tempo [DIV].

O gréfico do numero total de
burstspara todas as culturas a cadaidia
vitro esta representado na Fig. 8. Observa-
se que para 32 DIVs, por exemplo,
existem aproximadamente 115Q@Qursts
em média nas culturas processadas. A
partir desse gréfico e considerando o
grafico de MBR global (Fig. 6), observa-
se uma equivaléncia entre eles, ja que se a
de bursts é

frequéncia grande,

consequentemente devem existir mais
burstsao total. Sendo assim, na Fig. 6, a
quantidade déurstspor minuto é maior a
32 diasin vitro e na Fig. 8 existem mais
bursts para 0 mesmo dia em questéao,
provando o que foi relatado.

Além do numero total déursts
gerou-se outro grafico da quantidade de
spikesem umburst que pode ser visto
pela Fig. 9. Observa-se que para o0s
primeiros DIV, a quantidade dgikespor
burst é pequena. Para 15, 22, 32 e 39
DIVs, existem aproximadamentespikes
em umburst enquanto que para 25 e 29
dias in vitro esse valor é maximo, em
torno de 10. Alem disso, pela Fig. 8, sabe-
se que em 32 DIVs ha um maior niumero
de bursts nas culturas e,
consequentemente, se ha mhbigsts a

quantidade despikesdentro de unburst
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deve ser menor, ja que ndo existem tantos
spikesno dia em questéo (Fig. 7).

Na Fig. 10 é possivel visualizar a
duracdo média dburstspara cada dian
vitro. Inicialmente, onde existem poucos
bursts a duracao deles € pequena (08 e 11
DIVs). Em 15 diasin vitro, os bursts
maior

atingem a duracdo, de

aproximadamente 70  milissegundos,
enquanto que em 18 DIV ha uma
diminuicao consideravel para 44 ms. Apos
esse periodo a duracdo media dassts

se torna praticamente constante, com
poucas variagbes. Alguns estudos (VAN
PELT et al., 2004) mostram que quando a
cultura atinge um padrdo de disparos, a
duracdo média ddsurststende a diminuir

e isso pode ser visto, para as culturas
analisadas, a partir do 18° DIV, ja que sdo

valores menores do que os do 15°idia

vitro.
Total of Bursts
12000 4 DIV32
10000
DNV29
8000 1 DN25
00 Divgs DM39
4000 1 D22
20001
D5 DMI8
0 DMS  DNAL —

Figura 8 — Evolugédo do total deurstspara todas
as culturas. . Escala vertical: quantidade total de

bursts escala horizontal: tempo [DIV].
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Figura 9 - Evolucédo do total dspikesdentro de
umburstpara todas as culturas. Escala vertical:
total despikesdentro de unburst escala

horizontal: tempo [DIV].
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Figura 10— Duracao média deurstspara todas

as culturas (eixo vertical [ms]); em cada DIV (eixo

horizontal).

Por fim, gerou-se a Fig. 11, que
apresenta a porcentagem dspikes
randomicos, ou sejaspikes que néo
constituembursts para todas as culturas
em cada DIV. De 08 a 18 dias vitro a
guantidade depikesrandémicos aumenta
ao longo do tempo. Em 25 e 29 DIVs ha
uma diminuicdo dessa porcentagem. Esse
fato pode ser explicado observando a Fig.
9, jA que se existem muitasgpikes por

burst nesses dias, conseqlentemente a
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guantidade despikesranddémicos desses
experimentos deve ser menor. Além disso,
pela Fig. 9, em 18 e 22 DIVs existem
poucosspikesem umburst, relativamente
aos intervalos vizinho, e pela Fig. 11,
nesses mesmos dias existem musjokes
randémicos. Ja em 32 e 36 DIVs ha um
novo aumento dessa porcentagem, sendo
que em 36 dias vitro aproximadamente
15% dosspikes detectados nas culturas
processadas sao randémicos.

Random Spikes [%]
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Figura 11 - Porcentagem de&pikesranddmicos

o o o~

(eixo vertical) para todas as culturas em cada DIV

(eixo horizontal).

A Tabela 5

comparacao detalhada entre os principais

propicia uma

resultados quantitativos da literatura
(CHIAPPALONE,2006)

relatados ao longo desta secao. Os valores

com aqueles

finais escritos nesta tabela correspondem a
média realizada ao longo de todos os dias
de registro, considerando as quatro
culturas ao mesmo tempo. Existe uma
clara correspondéncia dos resultados

durante a primeira e quinta semanas
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(eixo horizontal).

Tabela 5Sintese dos resultados obtidos através dos expaameeste artigo, comparativamente a literatura.

SPIKES BURSTS
MFR [spikegs] | IBI [s] — | MBR [burstgmin]
—vide Fig. 5 vide Fig.| — vide Fig. 6
4

12, SIV Resultados do artigo 0.12 1 0
(DIV1 —| Literatura 0.1 0 0
DIV7) (CHIAPPALONE,2006)
22, SIv Resultados do artigo 0.19 1.2 0.1
(DIV8  —| Literatura 1.4 45 1.8
DIV14) (CHIAPPALONE,2006)
32-42, S|V | Resultados do artigo 1.6 12 3.2
(DIV15 —| Literatura 2.2 30 4
DIV28) (CHIAPPALONE,2006)
52 SIV Resultados do artigo 2 3.2 7
(DIV29 —| Literatura 1.3 30 3
DIV35) (CHIAPPALONE,2006)
in vitro (SIV), porém isto pouco acontece disparando potenciais de acao

nas etapas intermediariais.

4. CONCLUSOES

A partir de todo o processamento
dos sinais captados pelas MEAs das
culturas selecionadas, pode-se concluir
gue nos primeiros DIVs, entre 08 e 18, os
neurbnios  trabalham isoladamente,
gerando potenciais de acdo bastante
distribuidos, o que caracteriza culturas
imaturas, ou seja, nao existe ainda
conexao entre os neurbnios. Apos 18 dias
in vitro, 0os neurbnios comecam a se

interconectar criando sinapses entre si e

excitatérios. Observa-se neste periodo que
0S neuritos (axbénios e dentritos) crescem
mais de 10 mm em 3 semanas, enquanto
que o diametro da célula passa de 5 um
para 15 pm durante as mesmas trés
semanas. As sinapses excitatérias tendem
a ocorrer até que 0s canais ionicos
voltagem-dependente atinjam um estado
de maturacédo (KAMIOKA,1996). A partir

desta etapa, comecam ocorrer potenciais
de acéo inibitérios que tenderdoa anular
os efeitos daqueles excitatérios. Por isso,
as conexdes sinapticas funcionais
diminuem, ja que os potenciais de acao
ficam abaixo do limiar de deteccao de
picos,

ou seja, osspikes ndo séo



detectados. Por conseguinte, a atividade
elétrica espontanea do grupo de neurdnios
tende a diminuir fazendo com que

comecem a ocorrer disparos
padronizados.
Os

devem ser confrontados com os resultados

resultados acima discutidos

anteriores da literatura, sintetizados na
Sec¢dao 1, o que foi destacado na Tabela 5.
Cumpre destacar que as principais
diferencas entre os dados analisados por
este artigo (Tabela 3) e aqueles outros da
literatura (Tabela 1) correpondem ao uso
de microeletrodos de elevado diametro,
gerando medidas mais grosseiras no
contexto deste artigo; a quantidade de
horas de registro, bem como detalhes
fundamentais do prepara bioldgico, como
0 uso de fator de crescimento associado a
atividade glial, ndo empregado para
nossos dados.

De uma forma geral, os resultados
apresentados na Secdo 3 sao bastante
coerentes com aqueles sintetizados pela
Tabela 4, principalmente para a primeira e
a quinta semanas vitro. Todavia, no
DIV39, as culturas utilizadas por este
trabalho parecem ainda néo ter alcancado
a etapa 4, tendo em vista a grande
guantidade debursts e pouquissimos
spikes Ou seja, as diversas etapas de
maturacdo ocorrem de forma um pouco
mais lenta nos experimentos analisados.

Isso de certa forma pode ser explicado
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pelo fato da preparagcéo das culturas nao

ter envolvido nenhum procedimento
especial, tal como a adicdo de meio
condicionado de glia (GCM), utilizado
pela grande maioria dos artigos da
literatura (VAN PELT,2004; VAN PELT,

2005; CHIAPPALONE, 2006),

certamente apressa a maturacao sinaptica

que

De qualquer forma, destacam-se as

seguintes equivaléncias.

(@ A Fig. 5 e a segunda coluna da
esquerda da Tabela 2 apresentam

resultados muito préximos.

(b) Os histogramas IBI para DIV 32-
DIV39 (Fig. 4) sao equivalentes a
processos de Poisson; enquanto que 0s
respectivosRaster Plots(Fig. 2) podem
Estes

ser considerados sincronizados.

resultados s&o respectivamente muito
proximos ao histograma IBI para DIV 30
de (TATENO,2002); e adraster Plot

ap6s 30DIV de (KAMIOKA,1996) .

As perspectivas deste trabalho
envolvem aumentar a quantidade de
culturas e experimentos, de forma a se
obter condicbes laboratoriais mais
préximas “aquelas da literatura. Além
disso, é necessario aprofundar a fisiologia
de culturas para uma melhor compreenséo

dos fenbmenos estudados, incorporando



técnicas de imagem as medidas de

atividade elétrica.
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