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RESUMO

De acordo com o NIH (National Institute of Neurological Disorders and Stroke),

epilepsias sao um espectro de distflrbios cerebrais que variam de severas, com Hsco de vida e

incapacitantes, a aquelas que sao muito mais benignas. Na epilepsia, o padrao normal de

atividade neuronal sofre o efeito de perturbag6es, causando estranhas sensag6es. emog6es e

comportamentos ou, as vezes, convuls6es, espasmos musculares, e perda de consci6ncia. As

epilepsias t&m inameras causas possiveis, e ha diversos tipos de convuls6es. Qualquer

acontecimento que cause o distarbio do padrao normal de atividade neuronal – de doengas, a

danos cerebrais e desenvolvimento cerebral anormal – pode conduzir ao aparecimento de

crises epi16pticas.

Embora a maioria dos casos de epilepsia possa ser tratada apenas com o uso de

medicamentos, estima-se que cerca de 30% das pessoas com epilepsia nao respondem

adequadamente as drogas antiepi16pticas. A maioria desses casos deve ser tratada por meio de

uma lobotomia temporal, em que ha a remogao de uma parcela do lobo temporal, incluindo o

hipocampo. (HSIAO et al., 2012)

O objetivo principal deste trabalho de graduagao foi o de investigar o efeito da

estimulagao de uma fatia hipocampal retirada cirurgicamente de um paciente com epilepsia do

tipo refrat£ria do lobo temporal medial. A fatia foi submetida a uma simulagao de uma crise

epi16ptica, seguida de uma estimulagao e16trica externa com o intuito de inibir a case. Os

efeitos dessa estimulagao, gerada por meio de um trem de pulsos e aplicada numa zona

aferente do hipocampo na regiao do subfculo, foram o objeto de estudo deste trabalho. Os

registros dos potenciais e16tricos foram feitos por meio de uma matriz de micro-eletrodos,

MEA (Micro-Electrode Array). Os trabalhos foram reaiizados numa parceria com o

Departamento de Engenharia Biom6dica da USC (University of Southern California).

Palavras-chave: Epilepsia, Lobo temporal, Hipocampo, Neuroci&ncias, Matriz de

microeletrodos – Potenciais cerebrais, Estimulagao e16trica, An£lise de potenciais e16tricos,

Matlab



ABSTRACT

According to the NIH (National Institute of Neurological Disorders and Stroke), the

epilepsies are a spectrum of brain disorders ranging from severe, life-threatening and

disabling, to ones that are much more benign. In epilepsy, the normal pattern of neuronal

activity becomes disturbed, causing strange sensations, emotions, and behavior or sometimes

convulsions, muscle spasms, and loss of consciousness. Epilepsies have many possible causes

and there are several types of seizures. Anything that disturbs the normal pattern of neuron

activity - from illness to brain damage to abnormal brain development - can lead to seizures.
B

While most cases of epilepsy can be treated using only appropriate medication, it is

estimated that about 30% of people with epilepsy do not respond adequately to antiepileptic

drugs. Most of these cases should be treated by a temporal lobectomy, in which there is the

removal of a portion of the temporal lobe, including the hippocampus. (HSIAO et al., 2012)

The main goal of this undergraduate project was to investigate the effect of stimulation

of a hippocampal slice surgically removed from a patient with medial temporal lobe refractory

epilepsy. The slice was subjected to a simulated seizure, followed by external electrical

stimulation in order to inhibit the seizures. The effects of this stimulation, generated by means

of a train of pulses applied to an afferent zone of the subiculum region of the hippocampus

region, were the subject of this work. The records of the electrical potentials were made by an

Micro-Electrode Array, MEA. The work was possible thanks to a partnership with the

Department of Biomedical Engineering at the University of Southern California.

Keywords: Epilepsy, Temporal lobe, Hippocampus, Neuroscience, Microelectrode array

Brain potentials, Electrical stimulus, Electrical potentials analysis, Matlab
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1 INTRODU(,*AO

De acordo com Guyton e Hall (2011), a epilepsia 6 caracterizada por atividade

excessiva e descontrolada do sistema nervoso central, seja parcial ou total. A pessoa

predisposta a epilepsia tem crises quando o nivel basal da excitabilidade de seu sistema

nervoso ultrapassa determinado limiar critico. Enquanto o nfvel da excitabilidade for mantido

abaixo desse limiar, nao ocorrerao crises.

Em termos leigos, a epilepsia pode ser entendida como uma sfndrome clinica

caracterizada por convuls6es recorrentes e espontaneas, que afetam diversas fung6es mentais

e fisicas do paciente que dela sofre. Os mecanismos atuais de infcio e de fim da convulsao

ainda nao sao claros. Embora a maioria dos casos de epilepsia possa ser tratada apenas com o

uso de medicamentos, estima-se que cerca de 30% das pessoas com epilepsia nao respondem

adequadamente as drogas antiepi16pticas. Esta condigao tamb6m 6 conhecida como epilepsia

farmaco-resistente, e pode causar a morte acidental em razao de convuls6es generalizadas, ou

causar degeneragao neural devido a crises parciais continuas. (HSIAO et al., 2012)

A maioria dos casos de epilepsia farmaco-resistente 6 composta por casos de epilepsia

do lobo temporal medial. Grande parte desses casos deve ser tratado por meio de intervengao

cirfngica, em que 6 realizada uma lobotomia temporal, isto C, a remogao de uma parcela do

lobo temporal, incluindo o hipocampo (HSIAO et al., 2012). Em geral, o tecido de c6rebro

removido tende a ser descartado, embora oferega uma enorme oportunidade para estudo de

suas caracterfsticas eletrofisio16gicas.

Uma das formas de estudo possiveis conta com a utilizagao de matrizes de

microeletrodos (Micro-Electrode Array, MEA, em ing16s) planares, capazes de captar a

atividade eletrofisio16gica de diferentes regi6es do tecido cerebral simultaneamente. Esta 6

uma das t6cnicas empregadas nos dias de hoje para estudos eletrofisio16gicos. (HSIAO et al.,

2012)

O presente estudo foi possivel gragas a um modelo fn vMro de ataque epi16ptico aplicado

a tecidos cerebrais, removidos cirurgicamente, de pacientes com epilepsia. O modelo foi

desenvolvido pelo Departamento de Engenharia Biom6dica da USC (University of Southern

California) e contou com a tecnologia MEA para gravagao dos potenciais bioe16tricos.

Sabendo-se que o hipocampo tem capacidade de germ potenciais e16tricos de longa

duragao (da ordem de minutos, de acordo com Kandel et al., 1996), imagina-se que a
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2 METODOLOGIA

Neste capftulo, apresenta-se a metodologia utilizada para o desenvolvimento do

presente trabalho. Considerando os objetivos propostos anteriormente, desenvolveu-se um

m6todo que permitisse realizar este trabalho de forma 16gica e estruturada. A Figura I mostra

o fluxo da metodologia utilizada.

Figura I – Metodologia utilizada neste projeto.

ba:es biD16gi t ::: :dr;:rFean :oo ) : aE:iRaF: : : :i dd: F.} )“;:,B=:';.
11; ;1 :11 i s ;I r i r) c ; F; J De:::leaso '

2.1 Estudo das bases bio16gicas

O presente projeto teve inicio com um estudo detalhado das bases bio16gicas

relacionadas ao problema estudado. Conforme mencionado anteriormente, a epilepsia que nao

responde a tratamento com medicagao adequada acontece sobretudo no lobo temporal medial,

na regiao do hipocampo.

Dessa forma, o hipocampo foi estudado em detalhes, com base em suas caracteristicas

fisio16gicas e anat6micas, para pautar o entendimento dos resultados obtidos ao longo do

desenvolvimento deste projeto.

Igualmente importante foi o estudo da epilepsia, sobretudo a de tipo farmaco-

resistente, para que fosse possfvel analisar os padr6es de potenciais gerados nos experimentos

com as fatias hipocampais e conseguir entender, em termos fisio16gicos, o efeito da

estimulagao e16trica externa ao induzir a geragao de um ataque epi16ptico.

2.2 Descrigao do procedimento

O experimento analisado neste projeto foi realizado, por pesquisadores da USC, em

uma s6rie de etapas, que incluem:



31

2.5 Redimensionamento dos dados

Em fungao dos diferentes padr6es de disparo observados antes e ap6s a estimulagao,

os dados foram divididos em sete trechos (6pocas). Essa divisao tamb6m resultou na redugao

do tempo necessario para carregar os dados na mem6ria do computador e para processar os

slnals .

2.6 Escolha dos canais principais

Como forma de refinar o m6todo utilizado na segao 3.3, foram determinados quais os

canais do MEA que continham informag6es mais relevantes para o estudo do problema. Esse

procedimento foi realizado analisando os parametros inicialmente obtidos, sobretudo em

termos de namero de spikes . Selecionados os canais iniciais, p6de-se fazer uma analise visual

para eliminar tamb6m os canais de amplitude pequena em relagao ao ruido.

2.7 Detecgao de spikes

Nesta etapa, foram criados tr6s templates diversos de spikes , com base nas atividades

dos canais principais, e foi aplicado o m6todo de filtro casado, conforme descrito por

Rangayyan (2002), para determinagao dos spikes em todos os canais selecionados na segao

anterior a essa, em todos os perfodos de an£lise.

2.8 Extragao refinada de parametros

Com base nos novos spikes determinados para os canais, foram calculados os

intervalos e frequ6ncia de disparos de spikes para cada um dos eletrodos, em cada um dos

periodos de analise.
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3 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Neste capitulo, serao descritas as etapas seguidas para o desenvolvimento do presente

proJ eto.

3.1 Estudo das bases bio16gicas

Conforme mencionado no capitulo anterior, o projeto se iniciou com o estudo dos

aspectos bio16gicos envolvidos no problem& Como o hipocampo 6 a estrutura cerebral em

estudo, tentou-se entender a sua morfologia, bem como a de suas estruturas integrantes

(aspectos anat6micos) e o seu funcionamento (aspectos fisio16gicos).

Posteriormente, fez-se um estudo sobre a doenga analisada nesse trabalho, a epilepsia,

e sua relagao com o hipocampo.

3.1.1 Anatomia do hipocampo

A localizagao do lobo temporal no enc6falo e sua correspondente parcela medial (giro

temporal m6dio) podem ser vistas na Figura 2.

Figura 2 – Localizagao do lobo temporal no enc6faIo

8 are TaI%jord Sui#nar

a c; fro Y&mpord Maha

a GIro T+a'V3ara4 in how

Fonte: www.auladeanatomia.com

O hipocampo 6 a porgao mais medial do lobo temporal, onde ele se dobra para baixo

do c6rebro e, entao, para cima em diregao a superficie inferior do ventriculo lateral. O
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Figura 4 – A. Areas do hipocampo e respectivas conex6es. B. Projeg6es ao longo do eixo transversal
da formagao hipocampal

A

Fonte: Andersen et al. (2007)

Por conveni6ncia, ao usarmos o termo “hipocampo”, a partir de agora, estaremos nos

referindo a formagao hipocampal como um todo.

Dentre as principais areas do hipocampo que serao analisadas neste projeto, estao o

giro denteado (DG) e o subiculo (SUB). Para tanto, 6 importante obsewar como estao

arranjados os neur6nios dessas duas areas: c61ulas granular es no giro denteado e c61ulas

piramidais no SUB.

O hipocampo 6 formado por apenas tr&s camadas de neur6nios, em vez das usuais seis

camadas das demais regi6es do enc6falo (GUYTON e HALL, 2011). Os neur6nios

granular es , tamb6m chamados de estrelados , sao multipolares e apresentam corpo celular

pequeno e dendritos curtos. Os neur6nios piramidais apresentam corpo celular em formato

piramidal, com o £pice e um dendrito apical dirigido a superficie do enc6falo, dendritos basais

emergindo das laterais, e ax6nio emergindo da base; gragas a esse tipo de neur6nio, com

ax6nios bastante compridos, 6 possivel projetar os neur6nios para camadas distantes daquelas
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produzir reag6es comportamentais apropriadas, mas, talvez, para objetivos diferentes. Como

ocorre em outras estruturas limbicas, a estimulagao de areas diversas do hipocampo pode

causar padr6es comportamentais distintos, tais como os de raiva ou de passividade.

Dentre as principais fung6es do hipocampo, estao a formagao, organizagao e

armazenamento de mem6rias. C) hipocampo envia mem6rias para as paNes apropriadas do

c6rebro para armazenamento de longo prazo, e as remove quando necessario. Como faz parte

do sistema Ifmbico, tem papel importante na conexao entre emog6es e sentidos (olfativos e

auditivos, por exemplo) as mem6rias. Tamb6m 6 responsavel por fung6es relacionadas a

orientagao espacial. (GUYTON E HALL, 2011 )

Para todos os neur6nios do hipocampo, o fluxo de informagao tem sempre o mesmo

sentido, de acordo com um padrao especificado. A Figura 6 ilustra o sentido de propagagao

dos potenciais: a informagao se propaga passivamente dos dendritos para o corpo celular e,

em seguida, propaga-se ao longo do ax6nio atC atingir as terminag6es sinapticas.

Figura 6 – Esquema de um neur6nio, com dendritos, ax6nio e corpo celular indicados. As setas
vermelhas indicam o sentido de propagagao dos potenciais

Fonte: www.sogab.com.br

3.1.3 Epilepsia

De acordo com Purves et al (2008), a epilepsia d uma disordem cerebral caracterizada

por convuls6es peri6dicas e imprevisiveis mediadas pelos disparos ritmicos de grandes grupos

de neur6nios. Um retrato dessa situagao pode ser observado na Figura 7. Essa atividade
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Essas alucinag6es nao podem ser suprimidas, mesmo quando a pessoa tem consci&ncia de que

essas experi6ncias sao apenas aiucinag6es.

3.2 Descrigao do procedimento

O procedimento que levou aos dados analisados neste estudo foi desenvolvido em

diversas etapas. Inicialmente, foi preciso coletar uma amostra de tecido hipocampal, cedida

por um hospital parceiro da USC ap6s a realizagao de um procedimento para retirada de um

tecido epi16ptico de um paciente que nao respondia ao tratamento para epilepsia com

medicamentos.

Em seguida, o tecido foi levado para o Departamento de Engenharia Biom6dica da

USC, onde foi mantido em condig6es que simulavam o ambiente encefalico e foi preparado

para a gravagao de seus potenciais e16tricos, a qual foi iniciada a seguir. Induziu-se, assim,

uma crise epi16ptica no tecido, seguida de uma estimulagao e16trica externa na tentativa de

inibi-los. Depois que a estimulagao foi cessada, ainda prosseguiu-se a gravagao por alguns

minutos, para que fosse possivel observar seus efeitos.

3.2.1 Coleta dos tecidos

Conforme mencionado anteriormente, os procedimentos cir(rrgicos, como 6 o caso da

lobotomia, sao necessarios em casos de epilepsia que nao respondem a tratamentos com

medicamentos. No Departamento de Engenharia Biom6dica da University of Southern

California, foi desenvolvido um modelo fn vitro capaz de simular ataques epi16pticos no

tecido cerebral removido nesse tipo de cirurgia. Usando uma matriz de multieletrodos

planares, a atividade epi16ptica pode ser registrada ao colocar o tecido numa solugao adequada

de #uido cerebroespinhal arti.Octal (aCSF , do ingl&s artifIcial cerebrospinal fluid). A

atividade pode ser registrada em diferentes panes do hipocampo, incluindo o giro denteado, a

area CAI e o SUB
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Figura 8 – Microfotografia de tecido hipocampal humano. A. Espessura de 500 pm. B. Espessura de
50 Fm

Fonte: HSIAO et al. (2012)

3.2.4 Gravagao dos dados e estimulagao externa

No laborat6rio do Departamento de Engenharia Biom6dica da University of Southern

California, os dados eletrofisio16gicos puderam ser coletados a partir de uma t6cnica de

gravagao extracelular usando um sistema MEA60 (Multi Channel Systems , Alemanha), que 6

um MEA de 60 canais. As caracterfsticas desse sistema permitem um registro de dados em

uma area ampla e de varias regi6es simultaneamente.

O sistema MEA 6 composto de pr6-amplificadores (com ganho de 1200x), um

dispositivo de aquisigao de dados (MC _ Card), e um gerador de estfmulos de 8 canais

(STG 1 008), todos operados usando softw ares fornecidos pelo Multi Channel Systems

(MC _Rack F3. g 1 e MC Stimulus F2. 0. 6). O MEA planar de 60 canais geralmente utilizado 6

o MEA 500/3 aiR-TI (500 pm de espagamento entre eletrodos e 30 Fm de diametro de

eletrodo), com matiz do tipo 6x 10.

A fatia recebe uma injegao de aCSF usando duas bombas peristalticas (Fisher

Scientific, taxa de circulagao: 6ml/min), e a temperatura d mantida entre 35 e 37 '’C. Para esse

projeto, os dados foram amostrados a uma frequ&ncia de 10 kHz por canal e foram registrados

usando MC Rack. O sistema MEA60 foi montado sobre um microsc6pio invertido (Leica

DM-IRB , Alemanha), e capturada por um sistema de captura digital de imagens (Diagnostic

Instruments, Spot RT Digital Camera, EUA) com software SPOT (74.6.4.3) e Adobe

Photoshop (Adobe K7. 0, EUA).
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Figura 10 – Mapa padrao de eletrodos.
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No caso deste projeto, a matriz utilizada era 6x10, entao o mapa de eletrodos era

diferente. o mapa equivalente usado neste projeto pode ser visto na Figura 1 1 A. A numeragao

correspondente utilizada pelo software Neuroshare (descrito em detalhes nas pr6ximas

seg6es) pode ser obsen'ada na Figura 1 IB. Para facilitar a compreensao do texto, optou-se por

utilizar, para o presente projeto, a numeragao da Figura 1 IC.

Figura Il - Mapas de eletrodos utilizados neste projeto. A. Nomeagao de eletrodos dada pelo
MC Rack. B. Numeragao correspondente no Neuroshare. C. Numeragao utilizada neste projeto.
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No experimento que deu origem aos dados deste projeto, houve a tentativa de observar

a resposta de uma fatia encefalica a um estfmulo externo. Uma vez que as concentrag6es de

magn6sio e potassio foram variadas adequadamente no ambiente em que a fatia estava imersa,

a atividade epi16ptica foi induzida. Depois de 2 minutos, um estimulo externo caracterizado
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Figura 13 – Numeragao de eletrodos e correspondentes estruturas hipocampais.

3.3 Extragao dos dados

Uma vez que se terminou a gravagao de dados, o software MC Rack forneceu um

arquivo de safda no seu pr6prio formato, com extensao .med. Para conseguir extrair os dados

nesse arquivo, 6 necessario usar um software especinco, chamado MC DataTool, e extrair os

dados canal por canal, o que torna a extragao de dados extremamente lenta. Os dados nao sao

facilmente administraveis e requerem muita manipulagao para que possam ser convertidos

num arquivo do tipo Matlab (extremamente necessario para as pr6ximas etapas do projeto).

O procedimento de extragao de dados na regiao do subiculo do hipocampo humano em

questao deu origem a 9.069.000 de amostras em cada um dos 63 canais onde o registro de

dados foi feito (60 canais da matriz MEA e 3 canais em excesso).
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Figura 14 – Dados extraidos em um dos canais do sistema MEA (canal 1 1 na numeragao corrigida).
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Pode ser observado que, ao menos neste canal, o estimulo externo foi capaz de inibir

os spikes por um pequeno periodo de tempo, ap6s o t6rmino do estfmulo. No entanto,

aparentemente o estfmulo nao foi o suficiente para inibir completamente a atividade do canal,

ja que eIa ressurge, ap6s cerca de 80s, depois do t6rmino da estimulagao.

Para entender melhor esse comportamento, foi necessario aprofundar o estudo

(discutido nas seg6es 3.5 em diante).

3.3.2 Reordenagao de canais

O mapa de eletrodos usado pela Neuroshare para numerar os canais no sistema MEA

nao estava claro, entao foi feita uma pesquisa adequada para descobrir a numeragao correta

dos canais no mapa. Usando o MC_Rack e as suas possfveis configurag6es de mapa, foi

possivel descobrir que a Neuroshare computa os canais em uma matriz 8x8 no sistema MEA.

Foi descoberto que o mapa correspondente d aquele que se v& na figura Figura 15 .
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Figura 17 – Numeragao equivalente de eletrodos, utilizada pelo Neuroshare.
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3.4 Extragao preliminar de parametros

Alguns parametros foram extraidos para que fosse possfvel analisar o comportamento

dos spikes antes e depois da estimulagao externa.

Primeiramente, todos os spikes foram determinados, em todos os canais, usando um

c6digo de Matlab que comparava os potenciais e16tricos a um limiar. Esses dados foram entao

utilizados para calcular as amplitudes dos spikes .

3.4.1 Nfrmero de spikes

A determinagao dos spikes foi feita utilizando-se um limiar de 500 pV. O resultado das

detecg6es para o canal 11 (numeragao corrigida) pode ser observado na Figura 18.
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3.5.1 Definigao das zonas relevantes

Uma inspegao visual dos potenciais no canal 11 nos permitiu definir zonas especiais

de interesse, conforme Figura 19.

Figura 19 – Inspegao visual das zonas principais.
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Os perfodos sao divididos como segue:

• Convulsao: ataque epi16ptico 6 induzido no tecido hipocampal;
• Estimulagao: estimulagao e16trica externa d aplicada;
• Inibigao: inibigao (ao menos visual) dos spikes',
• Reaparecimento dos spikes: perfodo em que spikes reaparecem.

Essas zonas foram utilizadas para definir formas de agrupar os perfodos ao longo do

periodo total de estimulagao, para tornar a analise mais rapida.

3.5.2 Divisao dos dados

Dessa forma, as regi6es escolhidas foram aquelas da Figura 20.
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3.6 Escolha dos canais principais

Por meio do n6mero de spikes determinado, por canal, na extragao preliminar de

parametros, escolheram-se os canais com maior atividade. O resultado pode ser observado na

Figura 21. Os eletrodos com coloragao em suas c61ulas sao aqueles de maior atividade e que,

portanto, foram considerados como possfveis candidatos a serem estudados em maiores

detalhes neste projeto.

Figura 21 – Relagao de eletrodos com maior atividade, com base no ntrmero de spikes detectados.

Incid6ncia de spikes em Pr6 Incidancia de spikes em P6s I Incid6ncia de spikes em P6s 2

Dessa forma, os eletrodos escolhidos inicialmente foram:

• Eletrodos la 17;
• Eletrodos 19, 20 e 21;
• Eletrodos 32 e 33;
• Eletrodos 37, 38 e 39;
• Eletrodo 43.

A seguir, uma analise visual foi feita, para verificar quais eletrodos poderiam ser

descartados nesta etapa do projeto. Aqueles eletrodos que apresentavam amplitude muito

pequena em relagao ao ruido foram descartados.

22 dos 60 canais apresentaram spikes de grande amplitude. Foram eles: 3, 4, 5, 6, 9,

10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 26, 27, 32, 33, 37, 38 e 39. A Figura 22 ilustra o

posicionamento desses canais.
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Figura 23 – Divisao dos canais em grupos de spikes semelhantes.

3.7.1 Criagao de templates

Desta forma, foram escolhidos os canais mais representativos de cada um dos grupos,

e foram determinados templates dos spikes de cada um deles. Os canais escolhidos foram

aqueles de nQmero 25 (representante dos canais primAios do Grupo 1), 32 (representante dos

canais secundarios do Grupo 1) e 11 (representante dos canais do Grupo 2). Os templates

foram todos obtidos no periodo Pr6, e os instantes de inicio e fim de cada um deles sao, em

nameros de amostras, os seguintes:

• Canal 25: amostras 515.000 a 517.600;
• Cana132: amostras 568.000 a 571.500;
• Canal 11: amostras 400.500 a 403.000.

Os templates obtidos para esses canais podem ser observados na Figura 24.
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transformada de Fourier de xd). Passemos xd) por um nItro linear invariante no tempo, cuja

resposta ao impulso 6 hd). A fungao de transfer6ncia do nItro 6 A(f)=FT[h(t)]. O sinaI de

safda 6 dado por yd)=x(t)8h(t), ou Y(f)=X(dH(f).

Pode ser demonstrado que a energia de saida d maximizada quando:

Htf) = KX* (f be– i2"ft' ,

onde K 6 um fator de escala e to 6 um instante de tempo ou atraso. Isso corresponde a uma

resposta ao impulso do tipo

hd) = Kx(t. – t).

Assim, a fungao de transfer6ncia do filtro casado d proporcional ao complexo

conjugado da transformada de Fourier do evento do sinaI a ser detectado. No dominio do

tempo, a resposta ao impulso d simplesmente uma versao revertida ou refletida do sinaI de

refer&ncia, que 6 escalado e atrasado. Um atraso adequado devera ser adicionado para tornar o

nItro causal, como determinado pela duragao do sinaI de refer6ncia. (Rangayyan, 2002)

Como a resposta ao impulso 6 uma versao revertida de xd), a operagao de convolugao

realizada pelo nItro casado 6 equivalente a correlag5o: o sinaI de saf da 6 entao igual a

comelagao cruzada entre a entrada e o sinaI de refer6ncia. Quando uma porgao do sinaI de

entrada que 6 diferente de xd) coincide com o sinaI de refer&ncia (o template), o sinaI de saida

aproxima a fungao de auto-correlagao do sinaI de refer6ncia no correspondente atraso no

tempo. O resultado correspondente no dominio da frequ6ncia 6

y (/) = xtf bH Cf) = x(fIx* tf) = s,, Cf),

que 6 a PSD (power spectral density , densidade espectral de pot&ncia) do sinaI de refer6ncia

(ignorando o atraso no tempo e os fatores de escala). O sinaI de saida 6, entao, m&imo nos

instantes de tempo de ocorr6ncia de uma aproximagao do sinaI de refer6ncia, isto 6, do

template . (Rangayyan, 2002)

Desta forma, ap6s a definigao do template do canal 11 como aquele mais interessante

para a analise, foi aplicado um filtro casado em cada um dos 22 canais analisados neste

estudo, nos periodos Pr6 e P6s I a P6s 5.

E possivel observar uma comparagao entre a aplicagao do template do canal 11 no

pr6prio canal e em outro participante dos canais primarios do Grupo 1 (no caso, o canal 25),

nos periodos PrC, P6s I e P6s 2, nas Figura 25 a Figura 27.
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E possivel fazer a mesma comparagao entre a aplicagao do template do canal 11 em

outro paaicipante do Grupo 2 (no caso, o canal 10), nos periodos PrC, P6s I e P6s 2, conforme

Figura 28 a Figura 30.

Figura 28 – Canal 10 filtrado por template do canal 11 em Pr6.
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Figura 29 – Canal 10 filtrado por template do canal 11 em P6sl.
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O canal 25, representante prioritario do Grupo 1, tem seu comportamento, nos

periodos Pr6, P6s I e P6s 2, representados nas Figura 31, Figura 32 e Figura 33,

respectrvamente.

Figura 31 – Intewalo entre spikes e frequ6ncia de disparo para o canal 25 em Pr6.
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Figura 32 – Intewalo entre spikes e frequ6ncia de disparo para o canal 25 em P6s I.
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Figura 34 - Intewalo entre spikes e frequ6ncia de disparo para o canal 11 em Pr6.
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Figura 35 - Intewalo entre spikes e frequ6ncia de disparo para o canal 11 em P6s I.
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3.8.2 Comportamento geral dos canais

O comportamento global dos canais estudados neste projeto pode ser observado nas

Tabela I a Tabela 4.

Tabela I – Intervalo entre spikes consecutivos por canal, para os periodos Pr6, P6s I e P6s 2.

Intervalo entre spikes consecutivos (s)

P6sl I P6s2Pr6

Canal

3

4

5

6

9

10

11

12

16

17

M6dia DP M6dia DP M6dia DP

1.8287 0.5157 4.7860 5.8954 1.7454 0.5685

1.8287 0.5171 9.5288 10.7943 1.7490 0.5715

1.8288 0.5219 9.5344 10.8041 1.7460 0.5675

1.8289 0.5230 2.0203 1.3073 1.7712 0.6050

1.8287 0.5128 9.5283 10.7946 1.7453 0.5684

1.8287 0.5167 9.5289 10.7943 1.7454 0.5679

1.8288 0.5191 10.1877 9.4637 1.7455 0.5676

1.8289 0.5226 4.3453

4.2296

6.0297 1.7710 0.6057

1.8288 0.5173 3.2467 1.7455 0.5676

1.8289 0.5193 7.6211 10.2487 1.7456 0.5675

18

13

19

20

25

26

27

32

33

37

38

39

1.8289 0.5218 2.3335 1.2981 1.7710 0.6036

1.8849 0.4671 3.0319

3.0319

3.0320

3.0319

1.5256 2.3758

2.3757

2.3756

2.3757

0.9460

1.8848 0.4683 1.5250 0.9466

1.8849 0.4618 1.5250 0.9465

1.8848 0.4677 1.5249 0.9468

1.8848 0.4675 3.0318 1.5250 2.3757

2.3757

2.3757

0.9465

1.8848 0.4678 3.0319 1.5256 0.9462

1.8848 0.4670 3.0317

3.0318

1.5243 0.9469

1.8848 0.4672 1.5251 2.3757 0.9464

1.8848 0.4659 3.0320

3.0317

1.5265 2.3757

2.3757

0.9494

1.8848 0.4665 1.5262 0.9471

1.8848 0.4668 3.0317 1.5242 2.3757 0.9463
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Tabela 3 – Frequ6ncia de disparos por canal, para os periodos Pr6, P6s I e P6s 2.

Frequ6ncia de disparo (Hz)
Pr6 P6sl P6s2

Canal

3

4

5

6

9

10

11

12

16

17

M6dia DP M6dia DP M6dia DP

0.6000 0.2030 0.4991

0.3768

0.3841 0.6468

0.6462

0.2552

0.6008 0.2049 0.3786 0.2568

0.6016 0.2068 0.3770 0.3787 0.6463

0.6423

0.2549

0.6019 0.2074 0.7155

0.3762

0.4273 0.2594

0.6000 0.2039 0.3769 0.6471 0.2565

0.6004 0.2043 0.3761 0.3767 0.6467 0.2554

0.6009 0.2052 0.3161 0.3514 0.6462

0.6423

0.2539

0.6018 0.2073 0.4595 0.2602 0.2584

0.6005 0.2044 0.3976 0.3184 0.6463 0.2541

0.6010 0.2053 0.6254 0.5220 0.6462 0.2537

18

13

19

20

25

26

27

32

33

37

38

39

0.6016 0.2069 0.5969 0.3596 0.6408 0.2529

0.5666 0.1553 0,3853

0,3851

0.1420 0.4830

0.4831

0.1722

0.5671 0.1572 0.1418 0.1726

0.5650 0.1498 0.3852

0.3852

0.3852

0.3852

0.3851

0.3852

0.1420 0.4831

0.4832

0.4831

0.4831

0.4832

0.4831

0.4836

0.4832

0.1724

0.5670 0.1571 0.1419 0.1726

0.5670 0.1570 0.1418 0.1724

0.5670 0.1569

0.1567

0.1419 0.1724

0.5669 0.1418 0.1726

0.5669 0.1568 0.1419 0.1724

0.5667 0.1561 0.3855

0.3856

0.1428 0.1736

0.5668 0.1564 0.1429 0.1727

0.5668 0.1566 0.3851 0.1417 0.4831 0.1724
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Gr£fico I – Intervalo m6dio entre spikes do Grupo 2, em fungao do tempo de gravagao (m6dia e
desvio padrao).
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Gr£fico 2 - Intervalo m6dio entre spikes do Grupo 1, em fungao do tempo de gravagao (m6dia e
desvio padrao).
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3.9 Determinagao das direg6es de propagagao

Com base nos valores de inicio dos spikes detectados, p6de-se fazer o calculo dos

atrasos entre os canais, de modo a analisar a exist&ncia de direg6es preferenciais de

propagagao.

3.9.1 C£lculo dos atrasos entre canais

O calculo dos atrasos entre spikes em canais diferentes foi feito por meio da diferenga

entre os instantes de inicio de dois spikes em canais vizinhos. A diferenga foi feita tomando-se

como base canais de um mesmo grupo. Para cada canal de um mesmo grupo, foi feito o

calculo dos atrasos entre spikes entre este canal e todos os seus vizinhos diretos.

3.9.2 Extragao de dados estatisticos

Para avaliar estatisticamente o signincado dos resultados obtidos, fez-se o calculo da

m6dia e do desvio padrao para cada par de canais considerado. A seguir, para cada um destes

pares, foi calculado tamb6m o coeficiente de variagao, definido como a relagao entre o desvio

padrao e a m6dia.

3.9.3 Definigao das direg6es preferenciais

Com base nos valores dos coeficientes de variagao do item anterior, p6de-se fazer uma

estimativa de quais foram as direg6es preferenciais de propagagao.

Para o Grupo 1, as direg6es de propagagao prioritarias foram consideradas aquelas

com coeficiente de variagao abaixo de 0,1. Os resultados obtidos para esse valor podem ser

encontrados nas Figura 37 e Figura 38.
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Figura 38 - Direg6es preferenciais de propagagao do Grupo 1 (eletrodos 13, 19, 20, 25, 26, 27, 32, 33,
37, 38 e 39) nos periodos P6s 3, P6s 4 e P6s 5.
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Para o GIupo 1, pode-se observar que no periodo Prd, os pares de canais que

mostraram atrasos consistentes era composto pelos eletrodos 25 e 32, 32 e 33 e 32 e 39.

A estimulagao foi responsavel por criar novos padr6es de propagagao signincativos no

perlodo P6s I, que se mantiveram e aumentaram no periodo P6s 2.

Percebe-se que, nos periodos P6s 3 em diante, o padrao de propagagao volta a ser

muito similar aquele do periodo Pr6, num indicio de que o comportamento deste grupo tende

a retornar as condig6es iniciais.

Fez-se uma estimativa similar para calcular as direg6es preferenciais de propagagao do

Grupo 2. Como os desvios padrao eram relativamente maiores neste caso, usou-se como

limiar um coeficiente de variagao de 0,4 para determinar quais direg6es de propagagao eram

preferenciais. Os resultados podem ser observados nas Figura 39Figura 40.
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Figura 40 - Direg6es preferenciais de propagagao do Grupo 2 (eletrodos 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 16,
17 e 18) nos perfodos P6s 3, P6s 4 e P6s 5.
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Para o Grupo 2, pode-se observar que, antes da estimulagao, a maior atividade ocorreu

para os spikes gerados no canal 11, com propagagao em diregao ao canal 17. Analogamente,

spikes gerados no canal 12 se propagaram em diregao ao canal 6.

A atividade destes canais foi diminuf da (em termos de nimmo de spikes) depois da

estimulagao, mas os atrasos consistentes se tornaram mais significativos entre outros canais.

Eletrodos da segunda linha do sistema MEA (9, 10, 11 e 12) agiram como fontes de spikes , os

quais se propagaram em diregao a terceira linha do sistema MEA (eletrodos 16 e 17). Um

padrao mellor de propagagao foi tamb6m obsewado entre os canais 4 e 10, ambos com spikes

se propagando em diregao ao canal 9.

No periodo seguinte, a atividade vertical entre as linhas 2 e 3 foi diminuida. Ao

mesmo tempo, o eletrodo 3 se comportou como um sorvedouro de spikes , os quais foram

propagados dos eletrodos 9 e 10.
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Figura 41 – Indicagao de atrasos entre Grupos I e 2.
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4 ANALISE DE RESULTADOS

E relevante analisar as diferengas entre os intervalos inter-spike (inter-spike interval,

ISI, em ing16s) nos periodos estudados. Para o primeiro grupo de eletrodos, 6 interessante

observar que o estimulo externo pode ter causado um efeito de longo prazo no padrao de

disparos, uma vez que o ISI foi alterado de 1,9s£0,5s (em Prd) para 2,4sro,9 s (em P6s 2), 3

minutos depois de a estimulagao ter sido intenompida. O efeito parece deixar de existir nos

periodos seguintes, quando ha uma tend6ncia de retorno as condig6es pr6-estimulagao, com

valores de ISI tendendo aos iniciais.

Por outro lado , este tipo de efeito nao parece acontecer no segundo grupo de eletrodos

analisados, uma vez que, estatisticamente, nao houve diferenga no ISI nos perfodos Pr6 e P6s

2 (1,8s£0,5s e 1,7s£0,6s , respectivamente). A grande variagao do ISI no periodo P6s I pode

significar que houve atrasos na recuperagao do padrao de disparo entre os eletrodos de

periodos Pr6 e P6s 2. Esse grupo de eletrodos, embora tenha sofrido grande variagao no seu

padrao de disparos no periodo P6s 1, parece estar demorando mais para retornar as condig6es

de propegagao e disparo do periodo pr6-estimulagao.

E tamb6m relevante a analise do ISI entre os dois grupos de neur6nios. No primeiro

perfodo, os dois grupos apresentaram ISI semelhante (1,9s£0,5s e 1,8s£0,5s,

respectivamente), o que parece indicar uma sincronicidade entre os spikes nos grupos no

periodo pr6-estimulagao. Uma vez que a sincronicidade entre os disparos de neur6nios no

EEG registrado no escalpo representa um padrao de epilepsia (PURVES et al., 2008), espera-

se que o mesmo padrao se repita para gravag6es realizadas em outras areas do c6rebro.

No perfodo P6s 2, 6 possivel perceber ocone uma mudanga do ISI para os grupos I e 2

de eletrodos: no grupo 1, o novo ISI gira em torno de 2,4s£0,9s. enquanto que este namero 6

de 1,7sro,6s para o grupo 2, o que revela que esses grupos de canais nao estavam sincronos

ap6s a estimulagao. Usando o mesmo raciocfnio aplicado para a epilepsia detectado no

escalpo, pode-se supor que houve um efeito na inibigao das crises epi16pticas entre os

periodos Pr6 e P6s 2. O calculo dos atrasos entre os canais ll e 25, que nos deu um atraso

m6dio praticamente constante no periodo Pr6 e nao demonstrou qualquer padrao nos periodos

p6s-estimulagao, tamb6m parece corroborar essa hip6tese.

Os atrasos entre o infcio de spikes nos diferentes eletrodos dentro dos grupos de

interesse tamb6m foram calculados. Observando-se a colocagao da matriz MEA e a sua
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5 CONCLUS OES

Este projeto teve como objetivo principal investigar o efeito da estimulagao de uma

fatia hipocampal retirada cirurgicamente de um paciente com epilepsia do tipo refrataria do

lobo temporal medial. A fatia foi submetida a uma simulagao de uma crise epi16ptica, seguida

de uma estimulagao e16trica externa com o intuito de inibir a crise. Os efeitos dessa

estimulagao, gerada por meio de um trem de pulsos e aplicada numa zona aferente do

hipocampo na regiao do subfculo, foram o objeto de estudo deste trabalho. Os registros dos

potenciais e16tricos foram feitos por meio de uma matriz de micro-eletrodos, MEA. Os

trabalhos foram realizados numa parceria com o Departamento de Engenharia Biom6dica da

University of Southern California.

Dentre as principais conclus6es obtidas, percebeu-se que o namero de spikes variou

entre os periodos e entre os grupos de eletrodos analisados e, a16m disso, que os spikes foram

coincidentes no periodo PrC, mas nao nos perfodos P6s 2 a P6s 5, indicando diferenga de

sincronicidade entre eles. Esse comportamento C caracterfstico da epilepsia registrada por um

eletroencefalograma no escalpo e, dessa forma, sup6e-se que o comportamento se repita em

outras regi6es cerebrais em que os potenciais e16tricos sejam gravados. Partindo desta

hip6tese, pode-se supor que a estimulagao e16trica cumpriu com seu objetivo de inibir a crise

epi16ptica gerada.

A16m disso, as direg6es preferenciais de propagagao entre os eletrodos de interesse

foram estudadas, e observou-se que elas foram condizentes com a anatomia do hipocampo, a

medida em que estavam em areas coincidentes com a via perfurante, via principal de

transmissao de potenciais e16tricos na regiao hipocampal.

O estudo foi capaz de unir t6picos da Engenharia E16trica, a medida em que se utilizou

de conceitos e m6todos de processamento de sinais, e da Engenharia Biom6dica, ao aplicar

conhecimentos da Engenharia a um problema relevante de Medicina e saade, condizentes com

a graduagao realizada pela autora, num programa de Dupla Diplomagao entre a Escola
Polit6cnica da USP e o Politecnico di Torino
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