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Análise da evolução de culturas neurais
Analysis of neural-cell culture development

Resumo 

Neste artigo, analisa-se a atividade elétrica de um experimento gravado 
durante a maturação de culturas dissociadas, retiradas do hipocampo de 
embriões de ratos Wistar, baseado em dispositivos denominados Matrizes 
Multieletrodo (MEA). As análises ocorrem desde a deposição da cultura no 
dispositivo até sua morte, de 0 a 88 dias in vitro (DIV). A análise clássica 
de spikes foi aplicada a três diferentes culturas, mostrando a evolução de 
seus spikes e bursts. Uma atenção particular é dedicada para a última etapa 
associada à morte celular, já que um inesperado crescimento da amplitude da 
atividade elétrica é observado neste trabalho.

Palavras-chave: Conexão funcional. Cultura neural dissociada. Matriz mul-
tieletrodo. Processamento de sinais biológicos.

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	 Introdução

Existem, na literatura, vários estudos relacio-

nados aos dispositivos nanotecnológicos comer-

cialmente disponíveis que acessam seletivamente 

potenciais de ação de tecidos de neurônios e cardio-

miócitos, por exemplo, denominados de Matrizes 

Multieletrodo (Multielectrode Array – MEA), 

conforme Rutten (2002). Elas são empregadas em 

estudos da informação biológica neural (RIEKE, 

1997), em farmacologia (CHIAPPALONE, 2003) 

e em neuroimplantes (LITT, 2003). Neste último 

caso, o autor Taketani (2006) afirma que a viabi-

lidade de implementação de implantes neurais está 

intimamente ligada ao desenvolvimento de conhe-

cimento sobre detalhes importantes associados 

com os dispositivos MEA. Alguns fatores, como 

a incompatibilidade biológica ou a dificuldade de 

adesão do tecido ao dispositivo, podem promover 

uma evolução para a resposta imunológica grave, 

prejudicando, assim, os pacientes. 

Vários artigos na literatura são dedicados 

ao estudo do processo de conexão funcional en-

tre as células e os microeletrodos, esforço que 

também permite a compreensão da formação de 

redes neuronais biológicas (MARQUES, 2009; 

CHIAPPALONE, 2006; KAMIOKA, 1996; VAN 

PELT, 2004). Esses estudos são baseados na aná-

lise da atividade espontânea gravada pelas MEAs. 

Os principais fenômenos 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 aleatórios, presença 

de sinapses imaturas e ausência de bursts; 2) 08-

14 DIVs – pequena quantidade de bursts de longa 

duração (até um segundo), com conexões de rede 

ainda consideradas imaturas; 3) 15-28 DIVs –

grande quantidade de bursts de pequena duração, 

atingindo valores mínimos de 30 ms, com padrões 

periódicos repetitivos, revelando sincronismo da 

atividade observada e 4) 29-35 DIVs – grande 

quantidade de spikes aleatórios, porém com ativi-

dade altamente sincronizada entre os canais (ele-

trodos), revelando que o padrão de conectividade 

sináptica atingiu a maturidade. 

O papel da atividade neuronal espontânea no 

processo de crescimento celular está relacionado 

às características de estabilidade e plasticidade dos 

padrões de atividade. Por outro lado, a apoptose 

(morte celular normal, fisiológica ou programada) 

é caracterizada por alterações morfológicas e bio-

químicas, sendo estas últimas observadas em con-

dições de estresse, como no caso de deficiência de 

fatores neurotróficos e exposição a neurotoxinas, 

incluindo altas concentrações de glutamato. Já o 

processo de morte celular por necrose é induzido 

por uma abrupta perturbação ambiental das con-

dições fisiológicas celulares, envolvendo ruptura 

da estrutura da membrana celular, rápido influxo 

de íon Ca2+ e água e, subsequentemente lise e dis-

solução da célula (SIMONIAN, 1996).

O estresse oxidativo refere-se às consequ-

ências citológicas de uma incompatibilidade en-

tre a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), provenientes do metabolismo celular, 

e a capacidade da célula para se defender delas 

(SIMONIAN, 1996). Esse desequilíbrio gera 

um acúmulo de moléculas oxidadas (ROS) que 

podem levar a alterações funcionais de lipídeos, 

proteínas e DNA, o que resulta na perda progres-

siva da fluidez da membrana, redução do poten-

cial e aumento da permeabilidade a íons (Ca2+), 

ocasionando disfunção e morte celular, seja por 

apoptose ou necrose.

Mecanismos intracelulares podem mediar 

o estresse oxidativo na degeneração neuronal, 

como menciona Simonian (1996). Destacam-se 

entre esses mecanismos: as vias de óxido nítrico 

(NO-), que, sob condições oxidantes, podem re-

duzir a neurotransmissão excitatória; as vias de 

ácido araquidônico (AA), que geram aumento da 

concentração de cálcio, podendo prevenir contra 
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a degeneração neuronal, promovendo o metabo-

lismo e a ativação de proteases (que são enzimas 

importantes na quebra de proteínas modificadas 

oxidativamente); e a cadeia de transporte de elé-

trons mitocondriais, que são uma das principais 

fontes de ROS intracelulares.

Diante dos efeitos do estresse oxidativo na 

morte celular, as alterações referentes ao aumen-

to da permeabilidade ao íon Ca2+ e suas concen-

trações intracelulares se apresentaram em desta-

que para o estudo aqui apresentado, levando a 

possíveis questionamentos: o aumento do fluxo 

desse íon poderia provocar crescimento da ativi-

dade elétrica? Seria essa uma sinalização prévia 

da morte celular?

Em artigo anterior (MARQUES, 2009), os 

autores deste trabalho de pesquisa analisaram a 

dinâmica neural apenas em termos de alguns pa-

râmetros quantitativos extraídos da análise clássi-

ca da atividade elétrica. 

A seguir, por meio de experimentos próprios, 

as etapas de evolução celular serão apresentadas, 

discutidas e caracterizadas quantitativamente, 

levando-se em conta a evolução temporal da ativi-

dade elétrica ao longo das diversas regiões geomé-

tricas da MEA e, portanto, da cultura de células, 

como também principalmente as etapas finais de 

morte celular.

2	 Metodologia

Graças a uma cooperação técnica existente 

entre os pesquisadores da Universidade de Gênova 

(Itália) e os da Universidade Federal de Uberlândia 

(Brasil), os pesquisadores brasileiros fizeram re-

gistros da atividade elétrica de culturas neuronais 

dissociadas retiradas do córtex de embriões de ra-

tas Wistar, no 18º dia de gestação, incluindo tam-

bém o preparo dessas culturas. Os procedimentos 

biológicos e o protocolo de medidas elétricas uti-

lizados pelos pesquisadores brasileiros seguiram 

as diretivas apresentadas pela autora Chiappalone 

(2006) e são mostrados a seguir. 

Para o preparo da cultura, não foi utilizado 

nenhum meio condicionado de glia (GCM) ou 

substâncias antimitóticas para impedir o cresci-

mento desse tipo de células. Ao todo, três culturas 

foram monitoradas periodicamente, utilizando 

matrizes multieletrodo (MEA60) planares de 60 

canais, com 30 µm de diâmetro cada eletrodo e 

com distância de 200 µm entre os eletrodos, dis-

tribuídos em uma matriz 8x8, com as extremida-

des excluídas.

As culturas foram denominadas de experi-

mentos 364, 365 e 366, para os quais se adquiriu 

a atividade elétrica espontânea, sendo a primeira 

gravada do DIV08 ao DIV88, a segunda do DIV08 

ao DIV67 e a última, do DIV08 ao DIV64. Cada 

seção de gravação em um DIV durou 20 minutos, 

divididos em quatro fases subsequentes de cinco 

minutos cada, totalizando 19 horas de gravação 

da atividade elétrica das três 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 CO2 na qual eram mantidas e co-

locadas sobre um amplificador, cuja temperatura 

era controlada, podendo variar de 37,1 ºC a 37,4 

ºC. As medidas eram iniciadas, decorridos 20 mi-

nutos dessa colocação, com o objetivo de permitir 

às células se adaptarem ao novo ambiente. A fre-

quência de aquisição dos sinais para esses experi-

mentos foi 10 kHz. 

A Figura 1 apresenta um sinal em um mi-

croeletrodo, composto por spikes que são varia-

ções extremamente rápidas de tensão elétrica, 

podendo ser interpretadas como o resultado da 

ativação de grupos de células situados exatamen-

te sobre um microeletrodo (TAKETANI, 2006). 

Um conjunto de spikes é uma sequência de im-

pulsos nervosos ou potenciais extracelulares, 
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produzidos por um ou mais neurônios, localiza-

dos possivelmente distantes de um microeletro-

do, sendo o mesmo conjunto de spikes observado 

por um período de tempo relativamente longo. 

Já um burst é uma sequência de spikes que são 

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 Gênova. 

O software foi atualizado, adicionando-se a ele 

funções responsáveis pelo agrupamento dos da-

dos, pela geração 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 vários quantificadores foram obti-

dos, tais como gráficos de atividade elétrica nor-

mal e espontânea, gráficos 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 região, assim 

como o seu desvio-padrão e, por fim, as estatís-

ticas dos dados processados. Tais quantificadores 

serão explicados na próxima seção. 

A taxa média de disparos de spikes foi calcu-

lada considerando-se um valor mínimo de dispa-

ros de 0,1 spikes por segundo; e uma janela de ar-

tefato, de 4 ms. A detecção de bursts foi realizada 

com um número mínimo de spikes dentro de cada 

burst igual a cinco; um valor máximo 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 

parâmetros foram ajustados de acordo com pro-

cedimento análogo àquele empregado pela autora 

(CHIAPPALONE, 2003). 

Figura 1: Atividade elétrica típica de um eletrodo de matriz multieletrodo. Escala vertical: amplitude 
(µV). Escala horizontal: tempo (s)
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3	 Resultados e discussão

Na seção anterior, foram citados vários 

quantificadores escolhidos para caracterização 

da evolução das culturas processadas utilizan-

do o software SpikeManager. O resultado desse 

processamento é mostrado e discutido a seguir. 

As Figuras 2 (A-D) são gráficos que mostram a 

evolução da atividade elétrica espontânea do ca-

nal 83 do experimento 364, observando-se inicial-

mente na Figura 2(A) uma pequena quantidade de 

picos, com predominância de atividade basal. Já 

na Figura 2(B), a atividade elétrica aumenta desor-

denadamente, visto que existem picos de -300 até 

150 µV. Nas Figuras 2(C) e 2(D), a quantidade de 

picos é ainda mais expressiva. 

Os próximos gráficos apresentados são 

aqueles de Raster Plot que mostram o compor-

tamento do sinal de cada eletrodo ao longo do 

tempo em relação ao disparo de spikes. Nestes 

gráficos representados pela Figura 3 (A-D), cada 

número 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, são mostrados 

apenas os gráficos de Raster Plot para o experi-

mento 364. O objetivo desses gráficos é possibi-

Figura 2: Gráficos de atividade elétrica do experimento 364, canal 83: (A) DIV11, (B) DIV36, (C) 
DIV78 e (D) DIV88
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litar uma rápida visualização geral do estado de 

ativação elétrica do tecido analisado, consideran-

do os 60 microeletrodos ao mesmo tempo, e não 

informações detalhadas de cada microeletrodo, 

o que explica a organização da Figura 3, em que 

vários gráficos são colocados em sequência. Nos 

primeiros dias in vitro (DIV11), percebe-se uma 

quantidade de spikes bem reduzida e distribuí-

da temporalmente, ou seja, existem poucos spi-

kes aleatórios. No 36º dia in vitro, a atividade 

elétrica é intensa, porém sincronizada, ou seja, 

surgem padrões de atividade elétrica, tais como o 

disparo simultâneo de spikes em mais de um ca-

nal. Observa-se também, analisando os gráficos 

de Raster Plot em DIVs 78 e 88, que a quantida-

de de spikes diminui consideravelmente e tende a 

ocorrer segundo o padrão inicial de disparos no 

sentido inverso. 

Os gráficos 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 gráfico 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 variações mostradas 

em cada DIV representadas pelas barras verticais 

acima dos valores de ISI representam o desvio-pa-

drão 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 

Figura 3: Gráficos 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 estágio inicial, há um maior desvio-

padrão, indicando diferentes comportamentos nos 

canais com atividade elétrica. Observa-se também 

pela Figura 4 que do DIV22 ao DIV71 há uma re-

dução do intervalo entre spikes e o desvio-padrão 

apresentado é pequeno, indicando comportamen-

tos semelhantes nos diversos canais. 

Por fim, concentrando a análise nos estágios 

finais representados pelos DIVs de 74 a 81 da 

Figura 4 (A), ocorre um aumento do ISI, revelan-

do a presença de poucos spikes e o desvio-padrão 

continua pequeno, indicando a morte celular da 

cultura. Particular atenção deve ser prestada ao 

aumento repentino da quantidade de spikes nos 

DIVs 85-88, que antecede a morte celular. De 

fato, medidas tomadas no 91º 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 

cada DIV. Para cada DIV, tem-se uma média dos 

valores de IBI dos 60 canais da MEA. As varia-

ções mostradas em cada DIV representadas pelas 

barras verticais acima dos valores de IBI represen-

tam o desvio-padrão do IBI para o respectivo DIV. 

Observa-se inicialmente que o intervalo en-

tre bursts nos três experimentos é muito grande, 

ou seja, não existem bursts nos estágios iniciais de 

crescimento das culturas. No 15º DIV, é possível vi-

sualizar um IBI de 25 segundos para os três experi-

mentos. Após esse período, 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 estágios finais 

de morte celular (DIVs 74 a 88 do experimento 

364 – Figura 5(A)). Ou seja, subitamente em DIV67 

há uma sensível redução na quantidade de bursts, 

seguida imediatamente por um aumento repentino 

em DIV 74-78, o que pode ser considerado como 

uma verdadeira “explosão elétrica”.

Figura 4: Intervalo entre spikes (ISI) médio para cada cultura ao longo do tempo. (A) Cultura 364 
(DIV08-91). (B) Cultura 365 (DIV08-70). (C) Cultura 366 (DIV08-67)
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Calcularam-se também os valores médios 

de intervalo entre spikes por canal em cada DIV 

por experimento, obtendo-se uma figura similar à 

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 diferenças ao longo da maturação da 

cultura, incluindo a morte celular.

Na Figura 6, são apresentados, portanto, os 

valores médios de intervalo entre spikes (ISI) por 

canal, todos para o experimento 364. Cada qua-

drado mostrado representa a localização espacial 

de um eletrodo da MEA, supondo-se visão supe-

rior do dispositivo. Assim, na Figura 6, tem-se 

informação 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 à localização 

espacial dos microeletrodos e, portanto, a infor-

mação central está concentrada na magnitude do 

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 possível 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 

representará 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 já atingiu a maturação 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-

Figura 5: Intervalo entre bursts (IBI) médio para cada cultura ao longo do tempo. (A) Cultura 364 
(DIV08-91). (B) Cultura 365 (DIV08-70). (C) Cultura 366 (DIV08-67)
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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 à morte celular completa da cultura, existem 

ainda muitos canais ativos, sendo a inatividade 

daqueles representados pelo tom claro revelador 

do seguinte fato: o silêncio elétrico completo, ca-

racterístico da morte global da cultura, acontece 

gradativamente no conjunto de células.

Na Figura 7, observa-se o desvio-padrão do 

intervalo entre spikes desses mesmos dados. Nessa 

figura, verifica-se que o desvio-padrão é maior nos 

estágios iniciais da cultura (DIV11), e nos finais 

(DIV78 e 88). Quando a cultura atinge a matura-

ção (DIV36), o valor do desvio-padrão é pequeno 

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, será 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-

mação 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-

xos x e y correspondem à localização espacial dos 

microeletrodos e, portanto, a informação central 

Figura 6: Intervalo entre spikes por região para o experimento 364: (A) DIV 11, (B) DIV 36, (C) DIV 
78, (D) DIV 88
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está concentrada na magnitude do IBI médio, ou 

seja, na cor de cada quadrado. Note-se que, tanto 

nos estágios iniciais (DIV11) quanto nos estágios 

finais (DIVs 78 e 88), a cultura apresenta poucos 

bursts, já 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 estão em maior quantidade e, 

consequentemente, em menor intervalo, distribuí-

dos ao longo de toda a superfície 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 duração.

De maneira análoga à Figura 7, a Figura 9 

apresenta o desvio-padrão do intervalo entre 

bursts para o experimento 364. Em todos os DIVs, 

observa-se que o desvio-padrão é expressivo em 

alguns canais, mostrando que para a ocorrência 

de bursts, as culturas possuem uma maior diversi-

dade no comportamento dos canais.

Apresentam-se, por fim, as estatísticas dos 

experimentos processados, conforme Tabela 1. É 

possível realizar uma comparação 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 três experimentos 

nos DIVs abordados acima, observa-se no DIV11 

Figura 7: Desvio-padrão do intervalo entre spikes por região para o experimento 364: (A) DIV11, (B) 
DIV36, (C) DIV78, (D) DIV88
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que existem poucos deles em relação aos demais 

DIVs em todos os experimentos. No 36º dia in vi-

tro a quantidade de spikes atinge o maior valor e 

volta a diminuir nos demais DIVs. Já a quantidade 

de spikes aleatórios varia em cada experimento. 

No 364, esse valor é praticamente constante, de 

11% a 12% de todos os encontrados. No 365, 

por sua vez, existem poucos spikes aleatórios no 

DIV11, e esse valor tende a aumentar até o DIV50. 

No DIV64, o valor cai para 3% do total de spikes 

encontrados. Por fim, no experimento 366 exis-

tem pouquíssimos spikes aleatórios no DIV11; e 

esse valor aumenta ao logo do tempo, chegando 

a praticamente 20% do total de spikes no DIV64.

Em relação à quantidade total de bursts, per-

cebe-se que no DIV11 existem poucos nos três ex-

perimentos. No DIV36, essa quantidade aumenta 

expressivamente, atingindo o máximo em relação 

aos demais DIVs. Em geral, os bursts com maior 

duração, dada em milissegundos, foram encontra-

dos no DIV36 do experimento 364 e 365. É im-

portante observar que, nesse experimento e nesse 

DIV, o desvio-padrão da duração média de bursts 

foi o maior encontrado.

Em particular, analisando-se os últimos es-

tágios de vida das culturas, correspondentes de 67 

DIV até 91 DIV, no contexto específico da cultura 

364, a sequência de fenômenos poderia ser resu-

mida como se segue, em três etapas: 

Figura 8: Intervalo entre bursts por região para o experimento 364: (A) DIV11, (B) DIV36, (C) DIV78, 
(D) DIV88
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•	 Fase 1: uma repentina diminuição de todos 

esses eventos. No caso dos spikes (Figura 

4(A)), essa mudança se inicia em DIV74, 

atingindo um mínimo de spikes em DIV81. 

Já para os bursts (Figura 5(A)), essa quebra 

começa mais cedo, em DIV67. Tanto num 

caso quanto no outro, o desvio-padrão au-

menta consideravelmente, o que implica de-

sorganização da atividade elétrica como um 

todo. Com certeza, esses eventos sinalizam o 

fim da maturidade da cultura e o início da 

morte celular. 

•	 Fase 2: em seguida, acontece uma inespera-

da elevação da ocorrência de spikes e bursts. 

Novamente, esse evento é sinalizado mais an-

tecipadamente pelos bursts, que em 74 DIV, 

(Figura 5(A)), apresentam valores de IBI tão 

baixos quanto aqueles observados durante a 

etapa inicial (veja Figura 5(A), DIVs 8-29). 

Em termos dos spikes, isso ocorre mais tar-

diamente, ou seja, conforme Figura 4(A), 

somente a partir de DIV85, quando o valor 

médio de ISI atinge também valores tão bai-

xos quanto aqueles observados durante a eta-

pa inicial (veja Figura 4(A), DIVs 15-29). Ao 

mesmo tempo, comparando-se os desvios-

padrão das grandezas IBI e ISI relativamente 

à Fase 1 descrita no parágrafo anterior, esses 

parecem diminuir. Em síntese, a Fase 2 pode 

Figura 9: Desvio-padrão do intervalo entre bursts por região para o experimento 364: (A) DIV11, (B) 
DIV36, (C) DIV78, (D) DIV88
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ser caracterizada por uma verdadeira “explo-

são elétrica” sincronizada, com níveis de ati-

vidade comparáveis àquele nível do início de 

vida da cultura.

•	 Fase 3: morte celular propriamente dita, 

constatada no DIV91 pelo silêncio elétrico 

total de todos os canais, em que quase não 

existem nem spikes, nem spikes randômicos 

e nem bursts. Isso pode ser constatado pelos 

elevadíssimos valores atingidos por ISI e IBI, 

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

Avaliando as três fases da morte celular apre-

sentadas acima, deseja-se entender a origem da 

“explosão elétrica” constatada na Fase 2, o que é 

possível conforme descrição apresentada nos pa-

rágrafos 3 a 5 da sessão Introdução. Talvez em 

consequência do processo de apoptose, as altera-

ções referentes ao aumento da permeabilidade ao 

íon Ca2+ e suas concentrações intracelulares po-

deriam induzir aumento da atividade elétrica, o 

que poderia explicar o fenômeno constatado nos 

experimentos.

Outro fato muito importante a ser destaca-

do durante a morte celular envolve a análise 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 “explosão elé-

trica”, mostram claramente que, apesar do fenô-

meno em curso, ainda assim muitos neurônios 

apresentam intensa atividade de spike (Figura 

6(D)), especialmente aqueles em conexão fun-

cional com os microeletrodos situados no lado 

direito e com os localizados no centro da MEA; 

enquanto que os neurônios em conexão 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 silêncio elétrico total do DIV91 é atingido gra-

dativamente ao longo do tempo, estabelecendo-se 

progressivamente nas diversas regiões topológicas 

da cultura. É interessante ainda notar que os mi-

croeletrodos situados no centro da MEA parecem 

ser responsáveis pela “explosão elétrica”, tanto em 

termos de spikes como em termos de bursts. Não 

foi possível encontrar uma explicação fisiológica 

para essa constatação.

4	 Conclusões

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 aleatória, o que se traduz 

por elevado desvio-padrão do ISI. Existem tam-

bém poucos bursts de curta duração (em média 

Tabela 1: Estatísticas dos experimentos 364, 365 e 366

Experimento 364 365 366

DIV 11 36 78 88 11 36 50 64 11 36 50 64

Spike
Total 7184 100922 45555 44581 1566 179336 47282 5491 2386 119049 71688 88977

randômicos 
(%) 10,45 11,97 12,80 12,18 2,20 8,31 11,16 3,13 1,57 18,54 18,18 19,72

Burst

Total 160 5444 2098 2162 51 8100 3384 463 23 8590 3801 5521

Duração 
média 33,22 65,96 37,65 28,63 8,61 62,51 40,79 3,77 2,53 74,34 76,90 93,84

SD Duração 
média 3,61 2,75 2,16 1,68 0,73 1,61 1,82 0,26 0,17 2,04 4,45 4,92
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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-padrão do IBI. 

Nos estágios intermediários (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 duração 

dos bursts tende a ser máxima, podendo assumir 

valores na ordem de 60 ms. Ocorre uma verda-

deira sincronização entre os diversos sinais, o que 

leva a desvios-padrão de IBI, de ISI e de duração 

de bursts muito baixos, e a uma quantidade razo-

ável (20%) de spikes randômicos. 

Por fim, nos estágios finais (DIV67-DIV91), 

a cultura tende à morte celular, spikes e bursts 

gradativamente cessam, inclusive os spikes randô-

micos, sendo o intervalo entre eles cada vez maior, 

e a duração dos bursts, cada vez menor (mínimo 

de 20 ms). Assim sendo, comparando-se tais re-

sultados experimentais à síntese do conhecimen-

to já estabelecido pela literatura, apresentada no 

segundo parágrafo da Introdução, pode-se cons-

tatar que os resultados relatados estão coerentes 

com o estado-da-arte.

Os resultados obtidos por meio da análise 

quantitativa da atividade elétrica nos estágios fi-

nais de vida das culturas sugerem especulações 

sobre a existência de etapas no processo de morte 

celular, partindo-se de uma situação de desorga-

nização dos padrões de disparo, seguida de uma 

inesperada hiperatividade, e finalizando-se com 

o silêncio elétrico. Destaca-se aqui uma grande 

semelhança entre o padrão de atividade elétrica 

encontrada no estágio inicial de vida da cultura 

(DIV8-DIV29) e durante as fases 2 e 3 da morte 

celular (DIV71-DIV91), quando ocorre a “explo-

são elétrica” seguida pela morte propriamente 

dita, porém de forma inversa, pois tal ativida-

de a princípio se intensifica a partir de DIV74, 

para depois se esvanecer totalmente em DIV91. 

Cogita-se que tal hiperatividade seja explicada 

pelo rápido efluxo de cálcio ligado à apoptose, 

item de pesquisa que merece aprofundamento em 

trabalhos futuros.
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