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Resumo

Neste artigo, analisa-se a atividade elétrica de um experimento gravado
durante a maturacdo de culturas dissociadas, retiradas do hipocampo de
embrides de ratos Wistar, baseado em dispositivos denominados Matrizes
Multieletrodo (MEA). As andlises ocorrem desde a deposi¢io da cultura no
dispositivo até sua morte, de 0 a 88 dias in vitro (DIV). A analise cldssica
de spikes foi aplicada a trés diferentes culturas, mostrando a evolucdo de
seus spikes e bursts. Uma atengao particular é dedicada para a tltima etapa
associada a morte celular, ja que um inesperado crescimento da amplitude da
atividade elétrica é observado neste trabalho.

Palavras-chave: Conexao funcional. Cultura neural dissociada. Matriz mul-
tieletrodo. Processamento de sinais bioldgicos.

Abstract

This paper analyses the electrical activity recorded in an experiment involv-
ing the maturation of dissociated embryonic hippocampal cultures, using
Multielectrode Array (MEA) devices, starting from the moment of the
culture’s placement in the device until its death, a period of 0 to 88 days in
vitro (DIV). Classical “spike” analysis is applied to three different cultures,
showing the progression of “spikes” and “bursts”. Particular attention is
devoted to the last step associated with cellular death, as an unexpected rise
in electrical activity amplitude is observed.

Key words: Biological signal processing. Dissociated neural culture.
Functional connectivity. Multielectrode array.
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1 Introducao

Existem, na literatura, varios estudos relacio-
nados aos dispositivos nanotecnolégicos comer-
cialmente disponiveis que acessam seletivamente
potenciais de acao de tecidos de neurdnios e cardio-
midcitos, por exemplo, denominados de Matrizes
Multieletrodo (Multielectrode Array — MEA),
conforme Rutten (2002). Elas sio empregadas em
estudos da informacao biologica neural (RIEKE,
1997), em farmacologia (CHIAPPALONE, 2003)
e em neuroimplantes (LITT, 2003). Neste tultimo
caso, o autor Taketani (2006) afirma que a viabi-
lidade de implementacido de implantes neurais esta
intimamente ligada ao desenvolvimento de conhe-
cimento sobre detalhes importantes associados
com os dispositivos MEA. Alguns fatores, como
a incompatibilidade biolégica ou a dificuldade de
adesdo do tecido ao dispositivo, podem promover
uma evolugdo para a resposta imunoldgica grave,
prejudicando, assim, os pacientes.

Virios artigos na literatura sdo dedicados
ao estudo do processo de conexdo funcional en-
tre as células e os microeletrodos, esforco que
também permite a compreensdao da formacao de
redes neuronais biologicas (MARQUES, 2009;
CHIAPPALONE, 2006; KAMIOKA, 1996; VAN
PELT, 2004). Esses estudos sio baseados na ana-
lise da atividade espontianea gravada pelas MEAs.
Os principais fendmenos observados na atividade
podem ser agrupados em quatro etapas bem de-
finidas na literatura: 1) 1-7 dias in vitro (DIV) —
pequena quantidade de spikes aleatorios, presenca
de sinapses imaturas e auséncia de bursts; 2) 08-
14 DIVs - pequena quantidade de bursts de longa
duragdo (até um segundo), com conexodes de rede
ainda consideradas imaturas; 3) 15-28 DIVs -
grande quantidade de bursts de pequena duragao,
atingindo valores minimos de 30 ms, com padroes
periddicos repetitivos, revelando sincronismo da
atividade observada e 4) 29-35 DIVs - grande
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quantidade de spikes aleatérios, porém com ativi-
dade altamente sincronizada entre os canais (ele-
trodos), revelando que o padrao de conectividade
sindptica atingiu a maturidade.

O papel da atividade neuronal espontanea no
processo de crescimento celular estd relacionado
as caracteristicas de estabilidade e plasticidade dos
padroes de atividade. Por outro lado, a apoptose
(morte celular normal, fisiologica ou programada)
¢ caracterizada por altera¢oes morfologicas e bio-
quimicas, sendo estas tltimas observadas em con-
dicoes de estresse, como no caso de deficiéncia de
fatores neurotréficos e exposi¢do a neurotoxinas,
incluindo altas concentragoes de glutamato. Jd o
processo de morte celular por necrose é induzido
por uma abrupta perturbacdo ambiental das con-
digoes fisiologicas celulares, envolvendo ruptura
da estrutura da membrana celular, rdpido influxo
de ion Ca?* e agua e, subsequentemente lise e dis-
solu¢do da célula (SIMONIAN, 1996).

O estresse oxidativo refere-se as consequ-
éncias citologicas de uma incompatibilidade en-
tre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), provenientes do metabolismo celular,
e a capacidade da célula para se defender delas
(SIMONIAN, 1996). Esse desequilibrio gera
um acumulo de moléculas oxidadas (ROS) que
podem levar a alteracdes funcionais de lipideos,
proteinas e DNA, o que resulta na perda progres-
siva da fluidez da membrana, reduciao do poten-
cial e aumento da permeabilidade a ions (Ca?*),
ocasionando disfun¢do e morte celular, seja por
apoptose ou necrose.

Mecanismos intracelulares podem mediar
o estresse oxidativo na degenera¢do neuronal,
como menciona Simonian (1996). Destacam-se
entre esses mecanismos: as vias de 6xido nitrico
(NO-), que, sob condi¢des oxidantes, podem re-
duzir a neurotransmissio excitatoria; as vias de
acido araquidonico (AA), que geram aumento da

concentrac¢do de cdlcio, podendo prevenir contra
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a degenerac¢do neuronal, promovendo o metabo-
lismo e a ativagdo de proteases (que sao enzimas
importantes na quebra de proteinas modificadas
oxidativamente); e a cadeia de transporte de elé-
trons mitocondriais, que s3o uma das principais
fontes de ROS intracelulares.

Diante dos efeitos do estresse oxidativo na
morte celular, as alteracdes referentes ao aumen-
to da permeabilidade ao ion Ca?* e suas concen-
tracdes intracelulares se apresentaram em desta-
que para o estudo aqui apresentado, levando a
possiveis questionamentos: o aumento do fluxo
desse ion poderia provocar crescimento da ativi-
dade elétrica? Seria essa uma sinalizagdo prévia
da morte celular?

Em artigo anterior (MARQUES, 2009), os
autores deste trabalho de pesquisa analisaram a
dinamica neural apenas em termos de alguns pa-
rametros quantitativos extraidos da analise classi-
ca da atividade elétrica.

A seguir, por meio de experimentos proprios,
as etapas de evolugao celular serdo apresentadas,
discutidas e caracterizadas quantitativamente,
levando-se em conta a evolugdo temporal da ativi-
dade elétrica ao longo das diversas regides geomé-
tricas da MEA e, portanto, da cultura de células,
como também principalmente as etapas finais de

morte celular.

2 Metodologia

Gracas a uma cooperagdo técnica existente
entre os pesquisadores da Universidade de Génova
(Italia) e os da Universidade Federal de Uberlandia
(Brasil), os pesquisadores brasileiros fizeram re-
gistros da atividade elétrica de culturas neuronais
dissociadas retiradas do cortex de embrides de ra-
tas Wistar, no 18° dia de gestagdo, incluindo tam-
bém o preparo dessas culturas. Os procedimentos

bioldgicos e o protocolo de medidas elétricas uti-
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lizados pelos pesquisadores brasileiros seguiram
as diretivas apresentadas pela autora Chiappalone
(2006) e sao mostrados a seguir.

Para o preparo da cultura, nao foi utilizado
nenhum meio condicionado de glia (GCM) ou
substancias antimitOticas para impedir o cresci-
mento desse tipo de células. Ao todo, trés culturas
foram monitoradas periodicamente, utilizando
matrizes multieletrodo (MEA60) planares de 60
canais, com 30 pm de didmetro cada eletrodo e
com distancia de 200 pm entre os eletrodos, dis-
tribuidos em uma matriz 8x8, com as extremida-
des excluidas.

As culturas foram denominadas de experi-
mentos 364, 365 e 366, para os quais se adquiriu
a atividade elétrica espontanea, sendo a primeira
gravada do DIV08 ao DIV88, a segunda do DIV08
ao DIV67 e a dltima, do DIV08 ao DIV64. Cada
secdo de gravacdo em um DIV durou 20 minutos,
divididos em quatro fases subsequentes de cinco
minutos cada, totalizando 19 horas de gravagao
da atividade elétrica das trés culturas e um total
de 56 experimentos processados.

Cada registro seguiu o mesmo procedimento:
as culturas crescidas sobre as MEAs eram retira-
das da estufa de CO, na qual eram mantidas e co-
locadas sobre um amplificador, cuja temperatura
era controlada, podendo variar de 37,1 °C a 37,4
°C. As medidas eram iniciadas, decorridos 20 mi-
nutos dessa colocag¢do, com o objetivo de permitir
as células se adaptarem ao novo ambiente. A fre-
quéncia de aquisi¢ao dos sinais para esses experi-
mentos foi 10 kHz.

A Figura 1 apresenta um sinal em um mi-
croeletrodo, composto por spikes que sdo varia-
¢Oes extremamente rapidas de tensdo elétrica,
podendo ser interpretadas como o resultado da
ativagao de grupos de células situados exatamen-
te sobre um microeletrodo (TAKETANI, 2006).
Um conjunto de spikes é uma sequéncia de im-

pulsos nervosos ou potenciais extracelulares,
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produzidos por um ou mais neurdnios, localiza-
dos possivelmente distantes de um microeletro-
do, sendo 0 mesmo conjunto de spikes observado
por um periodo de tempo relativamente longo.
Ja um burst é uma sequéncia de spikes que sao
separados entre si por tempos muito reduzidos,
tipicamente menores que 100 ms.

O processamento dos dados foi realizado
utilizando-se a plataforma SpikeManager (VATO,
2004), desenvolvida pela Universidade de Génova.
O software foi atualizado, adicionando-se a ele
funcoes responsaveis pelo agrupamento dos da-
dos, pela geracio de mapas de atividade da taxa
média de disparos de spikes (Mean Firing Rate —
MFR), da taxa média de bursts (Mean Burst Rate
— MBR), entre outras.

Por meio do SpikeManager, os sinais foram
processados e varios quantificadores foram obti-

dos, tais como graficos de atividade elétrica nor-

mal e espontanea, graficos de raster plot, valores
médios de intervalo entre spikes e bursts por ex-
perimento em cada DIV, figuras que mostram o
intervalo entre spikes e bursts por regiao, assim
como o seu desvio-padrdo e, por fim, as estatis-
ticas dos dados processados. Tais quantificadores
serdo explicados na préxima segio.

A taxa média de disparos de spikes foi calcu-
lada considerando-se um valor minimo de dispa-
ros de 0,1 spikes por segundo; e uma janela de ar-
tefato, de 4 ms. A deteccio de bursts foi realizada
com um numero minimo de spikes dentro de cada
burst igual a cinco; um valor maximo de interva-
lo entre spikes dentro de cada burst, de 100 ms;
um valor limiar para taxa de bursts, de 0,4 bursts
por minuto e uma janela de artefato, de 4 ms. Tais
parametros foram ajustados de acordo com pro-

cedimento andlogo aquele empregado pela autora

(CHIAPPALONE, 2003).
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Figura 1: Atividade elétrica tipica de um eletrodo de matriz multieletrodo.
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3 Resultados e discussdao

Na secdo anterior, foram citados varios
quantificadores escolhidos para caracterizacao
da evolu¢ao das culturas processadas utilizan-
do o software SpikeManager. O resultado desse
processamento é mostrado e discutido a seguir.
As Figuras 2 (A-D) sdo graficos que mostram a
evolug¢do da atividade elétrica espontanea do ca-
nal 83 do experimento 364, observando-se inicial-
mente na Figura 2(A) uma pequena quantidade de
picos, com predomindncia de atividade basal. Ja
na Figura 2(B), a atividade elétrica aumenta desor-

denadamente, visto que existem picos de -300 até
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150 pV. Nas Figuras 2(C) e 2(D), a quantidade de
picos € ainda mais expressiva.

Os proximos graficos apresentados sao
aqueles de Raster Plot que mostram o compor-
tamento do sinal de cada eletrodo ao longo do
tempo em relacdo ao disparo de spikes. Nestes
graficos representados pela Figura 3 (A-D), cada
numero na vertical (eixo y) representa os eletro-
dos ou canais da cultura, e, na horizontal (eixo
x), tem-se o tempo em segundos. Para cada eletro-
do, pode ser vista a quantidade de spikes detec-
tados durante os 20 minutos (ou 1.200 segundos)
de experimento. Neste trabalho, sio mostrados
apenas os graficos de Raster Plot para o experi-

mento 364. O objetivo desses graficos é possibi-
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Figura 2: Graficos de atividade elétrica do experimento 364, canal 83: (A) DIV11, (B) DIV36, (C)

DIV78 e (D) DIV88
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litar uma rdpida visualizacido geral do estado de
ativacdo elétrica do tecido analisado, consideran-
do os 60 microeletrodos a0 mesmo tempo, e nao
informacgoes detalhadas de cada microeletrodo,
o que explica a organizacio da Figura 3, em que
varios graficos sdo colocados em sequéncia. Nos
primeiros dias in vitro (DIV11), percebe-se uma
quantidade de spikes bem reduzida e distribui-
da temporalmente, ou seja, existem poucos spi-
kes aleatérios. No 36° dia in vitro, a atividade
elétrica é intensa, porém sincronizada, ou seja,
surgem padrdes de atividade elétrica, tais como o
disparo simultaneo de spikes em mais de um ca-
nal. Observa-se também, analisando os graficos
de Raster Plot em DIVs 78 e 88, que a quantida-

de de spikes diminui consideravelmente e tende a
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ocorrer segundo o padrio inicial de disparos no
sentido inverso.

Os graficos apresentados na Figura 4 mostram
os valores de ISI (Inter Spike Interval — intervalo
entre spikes) calculados a partir do vetor de trem
de spikes fornecidos pelo software SpikeManager.
O eixo y de cada grafico mostra o intervalo entre
spikes em milissegundos; e o eixo x, o dia in vitro.
Para cada DIV, tem-se uma média dos valores de
ISI dos 60 canais da MEA. As variacdes mostradas
em cada DIV representadas pelas barras verticais
acima dos valores de ISI representam o desvio-pa-
drao do ISI para o respectivo DIV.

Observa-se, para todas as culturas da Figura
4, que inicialmente existem poucos spikes, revelan-

do um intervalo entre eles muito grande, em torno
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Figura 3: Graficos de Raster Plot do experimento 364: (A) DIV11, (B) DIV36, (C) DIV78 e (D) DIV88
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de 85 milissegundos (do DIV08 ao DIV18). Além
disso, nesse estdgio inicial, ha um maior desvio-
padrao, indicando diferentes comportamentos nos
canais com atividade elétrica. Observa-se também
pela Figura 4 que do DIV22 ao DIV71 ha uma re-
dugio do intervalo entre spikes e o desvio-padrio
apresentado é pequeno, indicando comportamen-
tos semelhantes nos diversos canais.

Por fim, concentrando a analise nos estagios
finais representados pelos DIVs de 74 a 81 da
Figura 4 (A), ocorre um aumento do ISI, revelan-
do a presenga de poucos spikes e o desvio-padrio
continua pequeno, indicando a morte celular da
cultura. Particular ateng¢do deve ser prestada ao
aumento repentino da quantidade de spikes nos
DIVs 85-88, que antecede a morte celular. De
fato, medidas tomadas no 91° DIV evidenciaram
atividade elétrica global praticamente nula.

Analogamente ao que foi apresentada na
Figura 4, a Figura 5 mostra valores médios de in-

tervalos entre bursts (IBI) de cada experimento em
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cada DIV. Para cada DIV, tem-se uma média dos
valores de IBI dos 60 canais da MEA. As varia-
¢oes mostradas em cada DIV representadas pelas
barras verticais acima dos valores de IBI represen-
tam o desvio-padrio do IBI para o respectivo DIV.

Observa-se inicialmente que o intervalo en-
tre bursts nos trés experimentos é muito grande,
ou seja, nao existem bursts nos estdgios iniciais de
crescimento das culturas. No 15° DIV, € possivel vi-
sualizar um IBI de 25 segundos para os trés experi-
mentos. Apos esse periodo, o intervalo entre bursts
diminui consideravelmente, variando em torno de
10 segundos para todos os experimentos. A Figura
5(A) mostra um aumento do IBI nos DIVs 67 e 71,
mas esse valor volta a diminuir nos estagios finais
de morte celular (DIVs 74 a 88 do experimento
364 —Figura 5(A)). Ou seja, subitamente em DIV67
hd uma sensivel redu¢do na quantidade de bursts,
seguida imediatamente por um aumento repentino
em DIV 74-78, o que pode ser considerado como

uma verdadeira “explosio elétrica”.
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(DIV08-91). (B) Cultura 365 (DIV08-70). (C) Cultura 366 (DIV08-67)
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(DIV08-91). (B) Cultura 365 (DIV08-70). (C) Cultura 366 (DIV08-67)

Calcularam-se também os valores médios
de intervalo entre spikes por canal em cada DIV
por experimento, obtendo-se uma figura similar a
Figura 6 para cada experimento e para cada DIV.
Neste artigo, mostra-se o comportamento do ex-
perimento 364 nos DIVs 11, 36, 78 e 88, a fim de
ilustrar as diferengas ao longo da maturagdo da
cultura, incluindo a morte celular.

Na Figura 6, sdo apresentados, portanto, os
valores médios de intervalo entre spikes (ISI) por
canal, todos para o experimento 364. Cada qua-
drado mostrado representa a localiza¢ao espacial
de um eletrodo da MEA, supondo-se visdo supe-
rior do dispositivo. Assim, na Figura 6, tem-se
informac¢dao mais detalhada acerca do compor-
tamento médio da atividade elétrica, em termos
do ISI, para cada eletrodo, ao longo do tempo.
Além disso, deve-se notar que nesta mesma fi-
gura os eixos x e y correspondem a localiza¢io
espacial dos microeletrodos e, portanto, a infor-

macao central estd concentrada na magnitude do
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ISI médio, ou seja, na cor de cada quadrado. Ao
analisar as Figuras 6(A-D), percebem-se cores
diferentes para determinados eletrodos. Do lado
direito de cada figura, é possivel visualizar uma
escala de cores, desde 0 (zero), que é representa-
do pela cor escura, até 500 que é representado
pela cor clara. Assim, cada cor das Figuras 6 a 9
representard um respectivo valor de acordo com
a escala de cores posicionada no lado direito de
cada figura.

Observa-se na Figura 6(A), em 11 dias in vi-
tro (DIV), que a cultura possui a maioria dos ca-
nais com o intervalo entre spikes grande, indican-
do que a maior parte dos canais possuem poucos
spikes, sendo eles distantes entre si. No DIV 36
(Figura 6(B)), mostra-se que, para a grande maio-
ria dos canais, o intervalo entre spikes diminui,
indicando que a cultura ja atingiu a maturagao e,
consequentemente, apresenta mais spikes com um
intervalo menor entre eles. As Figuras 6(C) e 6(D)

— DIVs 78 e 88 — mostram um aumento do inter-



valo entre spikes, evidenciando que a quantidade
de spikes diminuiu e o intervalo entre eles aumen-
tou. Em particular, para a Figura 6(D), anteceden-
te a morte celular completa da cultura, existem
ainda muitos canais ativos, sendo a inatividade
daqueles representados pelo tom claro revelador
do seguinte fato: o siléncio elétrico completo, ca-
racteristico da morte global da cultura, acontece
gradativamente no conjunto de células.

Na Figura 7, observa-se o desvio-padrao do
intervalo entre spikes desses mesmos dados. Nessa
figura, verifica-se que o desvio-padrao é maior nos
estagios iniciais da cultura (DIV11), e nos finais
(DIV78 e 88). Quando a cultura atinge a matura-
¢ao (DIV36), o valor do desvio-padrio é pequeno

Region ISI - Interspike Interval

msec

Region ISI - Interspike Interval

msec
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na maioria dos canais, evidenciando o sincronis-
mo e o comportamento similar da cultura em to-
dos os canais da MEA, em termos dos spikes.
Analogamente ao que foi mostrado para
o ISI, serd mostrado para o IBI (Intervalo entre
bursts). A Figura 8 apresenta os valores médios do
intervalo entre bursts por canal para o experimen-
to 364. Assim sendo, na Figura 8, tem-se infor-
macao mais detalhada acerca do comportamento
médio da atividade elétrica, em termos do IBI,
para cada eletrodo, que pode ser associado a cer-
to quadrado da figura, ao longo do tempo. Além
disso, deve-se notar que nessa mesma figura os ei-
x0s X e y correspondem a localizacdo espacial dos

microeletrodos e, portanto, a informagdo central

®)

Region I1SI - Interspike Interval

Region ISI - Interspike Interval

msec

Figura 6: Intervalo entre spikes por regido para o experimento 364: (A) DIV 11, (B) DIV 36, (C) DIV

78, (D) DIV 88
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esta concentrada na magnitude do IBI médio, ou
seja, na cor de cada quadrado. Note-se que, tanto
nos estagios iniciais (DIV11) quanto nos estagios
finais (DIVs 78 e 88), a cultura apresenta poucos
bursts, ja que o intervalo entre eles é grande, na
ordem de 100 segundos. Apenas no DIV36, o in-
tervalo entre os bursts apresenta valores menores,
indicando que eles estio em maior quantidade e,
consequentemente, em menor intervalo, distribui-
dos ao longo de toda a superficie da cultura. Em
particular, para a Figura 8(D), véspera da morte
celular, embora inexistam bursts, na grande maio-
ria dos canais, ocorrem alguns poucos com inten-

sa duracdo.

Region SD ISI - Interspike Interval

250

Region SD ISI - Interspike Interval

msec

De maneira analoga a Figura 7, a Figura 9
apresenta o desvio-padrio do intervalo entre
bursts para o experimento 364. Em todos os DIVs,
observa-se que o desvio-padrdo é expressivo em
alguns canais, mostrando que para a ocorréncia
de bursts, as culturas possuem uma maior diversi-
dade no comportamento dos canais.

Apresentam-se, por fim, as estatisticas dos
experimentos processados, conforme Tabela 1. E
possivel realizar uma comparacao no que se refere
aos spikes e aos bursts do experimento 364, DIVs
11, 36, 78 e 88, e dos experimentos 365 e 366,
DIVs 11, 36, 50 e 64. Analisando primeiramente
a quantidade total de spikes dos trés experimentos

nos DIVs abordados acima, observa-se no DIV11

Region SD IS - Interspike Interval (B)

Region SD ISI - Interspike Interval (D)

msec

Figura 7: Desvio-padrdo do intervalo entre spikes por regido para o experimento 364: (A) DIV11, (B)

DIV36é, (C) DIV78, (D) DIV88
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que existem poucos deles em relacdo aos demais
DIVs em todos os experimentos. No 36° dia in vi-
tro a quantidade de spikes atinge o maior valor e
volta a diminuir nos demais DIVs. J4 a quantidade
de spikes aleatérios varia em cada experimento.
No 364, esse valor é praticamente constante, de
11% a 12% de todos os encontrados. No 363,
por sua vez, existem poucos spikes aleatérios no
DIV11, e esse valor tende a aumentar até o DIV50.
No DIVé64, o valor cai para 3% do total de spikes
encontrados. Por fim, no experimento 366 exis-
tem pouquissimos spikes aleatorios no DIV11; e
esse valor aumenta ao logo do tempo, chegando

a praticamente 20% do total de spikes no DIV64.
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Em relagao a quantidade total de bursts, per-
cebe-se que no DIV11 existem poucos nos trés ex-
perimentos. No DIV36, essa quantidade aumenta
expressivamente, atingindo o maximo em relacdao
aos demais DIVs. Em geral, os bursts com maior
duracio, dada em milissegundos, foram encontra-
dos no DIV36 do experimento 364 e 365. E im-
portante observar que, nesse experimento e nesse
DIV, o desvio-padrdo da duracao média de bursts
foi 0 maior encontrado.

Em particular, analisando-se os udltimos es-
tagios de vida das culturas, correspondentes de 67
DIV até 91 DIV, no contexto especifico da cultura
364, a sequéncia de fendomenos poderia ser resu-

mida como se segue, em trés etapas:
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Figura 8: Intervalo entre bursts por regido para o experimento 364: (A) DIV11, (B) DIV36, (C) DIV78,

(D) DIV88
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Region SD IBI - Interburst Interval (A) Region SD IBI - Interburst Interval (B)
Region SD IBI - Interburst Interval Region SD IBI - Interburst Interval
Figura 9: Desvio-padrédo do intervalo entre bursts por regido para o experimento 364: (A) DIV11, (B)
DIV36, (C) DIV78, (D) DIV88
e Fase 1: uma repentina diminui¢do de todos Novamente, esse evento € sinalizado mais an-
esses eventos. No caso dos spikes (Figura tecipadamente pelos bursts, que em 74 DIV,
4(A)), essa mudanga se inicia em DIV74, (Figura 5(A)), apresentam valores de IBI tao
atingindo um minimo de spikes em DIV81. baixos quanto aqueles observados durante a
Ja para os bursts (Figura 5(A)), essa quebra etapa inicial (veja Figura 5(A), DIVs 8-29).
comeca mais cedo, em DIV67. Tanto num Em termos dos spikes, isso ocorre mais tar-
caso quanto no outro, o desvio-padrio au- diamente, ou seja, conforme Figura 4(A),
menta consideravelmente, o que implica de- somente a partir de DIV8S5, quando o valor
sorganizacdo da atividade elétrica como um médio de IST atinge também valores tao bai-
todo. Com certeza, esses eventos sinalizam o xos quanto aqueles observados durante a eta-
fim da maturidade da cultura e o inicio da pa inicial (veja Figura 4(A), DIVs 15-29). Ao
morte celular. mesmo tempo, comparando-se os desvios-
padrio das grandezas IBI e ISI relativamente
Fase 2: em seguida, acontece uma inespera- a Fase 1 descrita no pardgrafo anterior, esses
da elevacdo da ocorréncia de spikes e bursts. parecem diminuir. Em sintese, a Fase 2 pode
Exacta, Sio Paulo, v. 10, n. 1, p. 122-136, 2012. " - T e 133 |
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Tabela 1: Estatisticas dos experimentos 364, 365 e 366

Experimento 364 365 366
DIV 1 36 78 | 88 36 | 50 | 64 | 1 | 36 | 50 | 64
Total 7184 |100922|45555|44581 | 1566 |179336| 47282 | 5491 | 2386 [119049| 71688 | 88977
Spike Ami
P ro”d%”;'cos 10,45 11,97 112,80 | 12,18 | 220 | 8,31 | 11,6 | 3,13 | 1,57 | 18,54 | 18,18 | 19,72
Total 160 | 5444 | 2098 | 2162 8100 | 3384 | 463 | 23 | 8590 | 3801 | 5521
Duracdo 133 55 4506 | 37,65 | 28,63 62,51 140,79 | 3,77 | 2,53 | 74.34 | 76,90 | 93,84
Burst média
SDDuragdo | 4 41 1 575 | 216 | 1,68 161 | 1.82 | 026 | 017 | 2,04 | 4.45 | 492
média

ser caracterizada por uma verdadeira “explo-
sao elétrica” sincronizada, com niveis de ati-
vidade compardveis aquele nivel do inicio de

vida da cultura.

e Fase 3: morte celular propriamente dita,
constatada no DIV91 pelo siléncio elétrico
total de todos os canais, em que quase nio
existem nem spikes, nem spikes randdémicos
e nem bursts. Isso pode ser constatado pelos
elevadissimos valores atingidos por ISI e IBI,

respectivamente nas Figuras 4(A) e 5(A).

Avaliando as trés fases da morte celular apre-
sentadas acima, deseja-se entender a origem da
“explosdo elétrica” constatada na Fase 2, o que é
possivel conforme descricio apresentada nos pa-
ragrafos 3 a 5 da sessdo Introdugdo. Talvez em
consequéncia do processo de apoptose, as altera-
¢oes referentes ao aumento da permeabilidade ao
ion Ca?* e suas concentragoes intracelulares po-
deriam induzir aumento da atividade elétrica, o
que poderia explicar o fenébmeno constatado nos
experimentos.

Outro fato muito importante a ser destaca-
do durante a morte celular envolve a analise das
Figuras 6 a 9. Em particular, as Figuras 6(D) e
8(D), antecedentes ao final do processo, por ca-
racterizarem o DIV88 durante a “explosdo elé-

trica”, mostram claramente que, apesar do feno-

meno em curso, ainda assim muitos neurdnios
apresentam intensa atividade de spike (Figura
6(D)), especialmente aqueles em conexdo fun-
cional com os microeletrodos situados no lado
direito e com os localizados no centro da MEA;
enquanto que os neurdnios em conexao com al-
guns poucos microeletrodos situados no centro do
dispositivo demonstram gerar intensa atividade de
burst (Figura 8(D)). Assim, pode-se concluir que
o siléncio elétrico total do DIV91 é atingido gra-
dativamente ao longo do tempo, estabelecendo-se
progressivamente nas diversas regides topoldgicas
da cultura. E interessante ainda notar que os mi-
croeletrodos situados no centro da MEA parecem
ser responsaveis pela “explosio elétrica”, tanto em
termos de spikes como em termos de bursts. Nao
foi possivel encontrar uma explicagio fisioldgica

para essa constatagao.

4 Conclusoes

Ao analisar o comportamento médio dos
experimentos 364, 365 e 366, pode-se perceber
que inicialmente (DIV8-DIV29) existem poucos
spikes, com um intervalo de tempo grande entre
eles (tipicamente da ordem de 100 ms), ocorrendo
de forma desordenada e aleatoria, o que se traduz
por elevado desvio-padrdo do ISI. Existem tam-

bém poucos bursts de curta dura¢do (em média
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20 ms) e o intervalo entre eles também é muito
elevado (podendo atingir amplitudes da ordem de
30 segundos), assim como o desvio-padrao do IBI.

Nos estdgios intermedidrios (maturidade,
DIV32-DIV64), a quantidade de spikes e bursts
cresce expressivamente e, portanto, o intervalo
tanto entre spikes como entre bursts é menor (res-
pectivamente 10 ms e 5 s). Nessa etapa, a duragao
dos bursts tende a ser maxima, podendo assumir
valores na ordem de 60 ms. Ocorre uma verda-
deira sincronizacdo entre os diversos sinais, o que
leva a desvios-padrdo de IBI, de ISI e de duracdo
de bursts muito baixos, e a uma quantidade razo-
avel (20%) de spikes randémicos.

Por fim, nos estagios finais (DIV67-DIV91),
a cultura tende a morte celular, spikes e bursts
gradativamente cessam, inclusive os spikes rando-
micos, sendo o intervalo entre eles cada vez maior,
e a duracao dos bursts, cada vez menor (minimo
de 20 ms). Assim sendo, comparando-se tais re-
sultados experimentais a sintese do conhecimen-
to ja estabelecido pela literatura, apresentada no
segundo pardgrafo da Introducio, pode-se cons-
tatar que os resultados relatados estdo coerentes
com o estado-da-arte.

Os resultados obtidos por meio da anadlise
quantitativa da atividade elétrica nos estagios fi-
nais de vida das culturas sugerem especulagoes
sobre a existéncia de etapas no processo de morte
celular, partindo-se de uma situa¢do de desorga-
niza¢ao dos padroes de disparo, seguida de uma
inesperada hiperatividade, e finalizando-se com
o siléncio elétrico. Destaca-se aqui uma grande
semelhanga entre o padrdo de atividade elétrica
encontrada no estdgio inicial de vida da cultura
(DIV8-DIV29) e durante as fases 2 e 3 da morte
celular (DIV71-DIV91), quando ocorre a “explo-
sdo elétrica” seguida pela morte propriamente
dita, porém de forma inversa, pois tal ativida-
de a principio se intensifica a partir de DIV74,

para depois se esvanecer totalmente em DIV91.

Exacta, Sao Paulo, v. 10, n. 1, p. 122-136, 2012.

Cogita-se que tal hiperatividade seja explicada
pelo rapido efluxo de célcio ligado a apoptose,
item de pesquisa que merece aprofundamento em

trabalhos futuros.
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