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Resumo: O monitoramento morfoldégico da
distribuigdo espacial de células de uma cultura
plaqueada em MEA permite investigar a relagdo entre os
neurdnios e os microeletrodos, sendo fundamental para
se compreender a interface neurdnio-eletrodo. Este
estudo teve como objetivo realizar uma caracterizagdo
quantitativa da evolucdo morfoldgica da rede neural
biologica. Realizou-se uma analise quantitativa da
distribuigdo celular das imagens, adquiridas duas vezes
por dia, durante trés dias consecutivos in Vvitro, para
estabelecer um mapa das distancias entre os neuroénios e
microeletrodos. O  modelo  Dbioldgico utilizado
corresponde a ganglios da raiz dorsal (DRG) de ratos
Wistar.

Palavras-chave:  Analise  Quantitativa,
Neuronio-Eletrodo, Matrizes Multieletrodos.

Interface

Abstract: Morphological monitoring of cell distribu-
tion tied to a culture plated on MEAs (multielectrode
array) allows to investigate the relationship between
neurons and microelectrodes, which may be considered
of paramount relevance in order to understand the neu-
ron-electrode interface. This study aims at providing a
quantitative characterization of the morphology evolu-
tion through time of the biological neural network. We
performed a quantitative analysis of the cellular distri-
bution of the images, which were taken twice a day,
during three consecutive days in vitro, in order to estab-
lish a map of the distances between neurons and micro-
electrodes. The biological model considered was dor-
sal-root ganglia (DRG) neurons extracted from Wistar
rats.

Keywords: Multielectrode Array, Neuron-electrode
Interface, Quantitative Analysis.

Introducéo

Estudos em neurociéncia tém aproximado a comuni-
dade de pesquisa biomédica a engenharia ¢ as areas da
computagdo, levando ao aparecimento de uma variedade
de ferramentas que tornam possivel entender e caracte-
rizar o sistema bioldgico em estudo. Além disso, a mi-
crotecnologia pode também fornecer dispositivos capa-
zes de traduzir um impulso nervoso em informagao para
circuitos eletrénicos, como € o caso das Matrizes Multi-
eletrodos (MEAs), que sdo capazes de estimular e fazer
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a aquisi¢do de sinais elétricos a partir de culturas neu-
rais [1]. Mesmo com o avango desses estudos e com a
possibilidade de desenvolvimento de neuroimplantes,
atualmente esta ainda ¢ uma area relativamente desco-
nhecida. De fato, a MEA ¢ uma excelente plataforma
para o estudo da interacdo entre um neuroimplante e os
neuronios.

A MEA permite monitorar o desenvolvimento mor-
fologico da rede neuronal por meio de microscopia de
fluorescéncia confocal ou eletrénica. O monitoramento
morfologico ainda permite investigar a relagdo célula-
eletrodo, essencial para a captagdo de um sinal de quali-
dade [3]. Neste trabalho foram analisadas as respostas
neuronais em MEA no contexto dos neur6nios sensori-
ais do ganglio da raiz dorsal (DRG), responsaveis pela
transmissdo de informacdo (sensacgdes tateis, térmicas e
de dor) da periferia (pele, misculo e outros 6rgaos) para
o sistema nervoso central [6].

Esses neurdnios possuem didmetros variando entre
15 a 40 um, em ratos Wistar, enquanto que o didmetro
do microeletrodo mede cerca de 30 um. Sendo assim,
tais neurdnios tém maior probabilidade de cobrir os
microeletrodos da MEA, ja que parte substancial do
corpo celular do neurdnio precisa estar em contato com
a superficie do microeletrodo para se obter um bom
registro da atividade elétrica extracelular [3]. Assim, o
objetivo deste artigo ¢ entender a relagdo quantitativa
existente entre neurdnios-microeletrodos e neurdnios-
neuronios, ao longo do tempo de vida de uma cultura de
cé¢lulas DRG, a qual em média sobrevive durante trés-
quatro dias [4].

Materiais e métodos

Foram realizadas duas culturas de neurdnios do
DRG utilizando ratos Wistar de 100 g, conforme proto-
colo descrito por [8], ¢ os procedimentos experimentais
obtiveram parecer aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia (CEUA/UFU) sob registro 023/10. As ma-
trizes multieletrodos utilizadas sdo do modelo Standard
MEA 200/30 da Multichannel Systems, Reutlingen,
Alemanha, tendo como padrdo 60 eletrodos em uma
grade 8x8, como representado pela Figura 1.

O trabalho em questdo realizou um estudo quantita-
tivo da evolugdo topologica da rede neural crescida
sobre os microeletrodos da MEA. Foram utilizadas
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imagens obtidas por microscopia confocal de fluores-
céncia, adquiridas de quatro culturas durante trés dias in
vitro. Em cada imagem, foram analisados os pardmetros
relacionados com a distribuiggo espacial das células.

Estruturas da MEA- A Matriz Multieletrodo ¢ um
arranjo de varios eletrodos (tipicamente 60) onde sinais
sdo gravados e amplificados por um filtro e enviado
para o computador de aquisi¢do de dados.

A Figura 1 ilustra como os eletrodos estdo dispostos,
¢ a numerag¢do dos eletrodos de uma MEA na grade 8x8
segue o esquema padrdo de numeragdo para matrizes
quadradas: o primeiro digito ¢ o nimero da coluna, e o
segundo ¢ o nimero da linha. Por exemplo, o eletrodo
23 ¢ posicionado na terceira linha da segunda coluna.

O eletrodo 15 estd em falta, como visto na Figura 1,
ele é usado como celetrodo de referéncia interno,
conhecido como Terra. Esses dispositivos sdo
produzidos pela Multichannel Systems e ha varios tipos.
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Figura 1: Esquema de uma MEA planar, com referéncia
nos eletrodos.

)

Aquisigdo das imagens— As imagens foram obtidas,
para as mesmas culturas de células neuronais,
diariamente a cada 12 horas apds o primeiro dia de
cultura e durante trés dias consecutivos, isto é, em 24h,
36h, 48h, 60h, 72h e 84h de cultura. Para capturar toda a
area util da MEA foi necessaria a aquisicdo de duas
imagens, uma do quadrante superior da MEA e outra do
inferior, conforme Figura 2. No final das capturas foi
obtido um total de doze imagens de cada MEA para
serem processadas. Cada imagem foi tomada apds a
cuidadosa aplicagdo do fluordfilo DIBAC, e
imageamento realizado em um microscopio confocal
Zeiss, com parametros especialmente ajustados para
maximizar a nitidez.
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Figura 2: Imagem da area util da MEA dividida em
quadrante superior e inferior, realizada no ICBIM/UFU.

Software utilizado— Para avaliar o desenvolvimento
neuronal em torno dos microeletrodos, foi realizado
uma quantificacdo manual das imagens da cultura, utili-
zando fungdes prontas do software de dominio publico
IMAGEJ (versdo 1.37c, National Institute of Health,
USA). Neste caso, ndo foi realizado nenhum tratamento
prévio nas imagens.

Anélise das imagens— A leitura de imagens permite,
dentre varias vantagens, terem um acesso mais facil as
imagens da cultura por computadores pessoais,
melhores meios de compartilhamento, recuperagdo e
armazenamento. A representacdo grafica dessas imagens
permite a extracdo e identificacdo de informacdes ¢ a
melhora da  qualidade visual, facilitando a
contabilizacdo dos neurénios.

Para este trabalho foram utilizadas quatro MEAs,
sendo que cada uma, soma de 12 imagens totalizando
assim a analise de 48 imagens.

Classificacdo das imagens— A estrutura da rede
neural influencia a atividade elétrica extracelular
registrada na MEA. O neur6nio mais proximo do
eletrodo, dentro de sua area de registro, apresenta uma
melhor captura do sinal e menos ruidos, enquanto que, a
medida que os neurénios sdo encontrados mais
afastados dos eletrodos, a qualidade da captura do sinal
vai diminuindo [3].

Com base nisto, foi definido um padrao classificato-
rio para estabelecer o grau de proximidade de cada
neurdnio em relagdo ao eletrodo mais proximo, para
isso foi necessario compor a area de abrangéncia do
microeletrodo. Esta ultima é delimitada por uma area
quadrada de 200 um de arestas, centrada no microele-
trodo, conforme mostrado na Fig. 3. Entdo, se um neu-
ronio estiver dentro desta area, ele pertence ao campo de
leitura do microeletrodo. Para melhor compreensdo,
veja o exemplo apresentado na Figura 3 e pela Tabela 1.
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Didmetro do

eletrodo (30 pm)

Campo do microeletrode 4 Campo do microeletrodo B

Figura 3: Diagrama descrevendo a classificagdo propos-
ta, apresentando cinco exemplos de neurdnios (repre-
sentados por esferas verdes), que foram classificados de
acordo com a sua distdncia (d) aos microeletrodos (em
preto): 1-conectado, 2-proximo, 3-afastado, 4-distante,
5-fora do campo do microeletrodo A e dentro do campo
do microeletrodo B.

Tabela 1: Classificagdo das distdncias neurdnio —
eletrodo.

Distancia Classe
0—35um Conectado
35,1 =70 um Proximo
70,1 — 105 pm  Afastado
105,1 — 140 pm  Distante

Essa classificacdo se da a partir da equagéo (1).

d= /(Xa—Xb)? + (Yb —Ya)? (1)
Onde:
d- distancia entre centro do eletrodo € o centro
do neurdnio.
Xb- coordenada x do centro do neurénio;
Xa- coordenada x do centro do eletrodo;
Yb- coordenada y do centro do neurdnio;

Ya- coordenada y do centro do eletrodo.
Resultados

Foram analisados quatro experimentos de cultura in
vitro, aqui denominados MEA 14, MEA 16, MEA 18 e
MEA 19, durante um periodo de doze em doze horas,
por trés dias consecutivos.

Na MEA 14 observou-se uma alta perda de neuronios
da primeira leitura, 24h, para a segunda, 36h, como
mostrado no grafico da Figura 4. E esperado que, com o
passar dos dias o total de células diminua,
provavelmente pela morte celular.

Nota-se que nas 72h de cultura para as tltimas 84h
ocorre um aumento dos neurdnios conectados, afastados
e distantes. E, uma redug@o dos neurdnios proximos do
eletrodo. Provavelmente essa diferenca se da pelo
aumento da quantidade de células glia e/ou devido ao
fato que o material nutritivo da MEA se acumula
proximo ao eletrodo.
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Figura 4: Distribui¢@o dos neuronios da MEA 14. Eixo
vertical exprime a quantidade de neurdnios
contabilizados.

Na MEA 16 ocorre um aumento significativo dos
neurdnios conectados ao longo do tempo, como
delineado pelo grafico da Figura 5. Além disso,
observou-se também que ocorreu muita variagdo das
distancias dos neurdnios proximos e distantes, entre 24h
e 60h de cultura.

MEA 16
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Figura 5: Distribui¢do dos neuronios da MEA 16. Eixo
vertical exprime a quantidade de neurdnios
contabilizados.

Ja na MEA 18 constata-se um pequeno aumento dos
neurdnios conectados entre 24h e 36h in vitro, conforme
se visualiza da Fig. 6. Porém, ao longo dos dias em
relacdo a distdncia, tem-se apenas a diminuicdo
esperada dos neurdnios.

MEA 18
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Figura 6: Distribui¢do dos neurdnios da MEA 18. Eixo
vertical exprime a quantidade de neurdnios
contabilizados.

Para a MEA 19, ocorre elevada perda de neurdnios
distantes e afastados, entre 48h ¢ 60h, como mostrado
pelo grafico da Figura 7. Notou-se, também que entre
60h e 72h, ha um aumento dos neurénios conectados e
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distantes. E uma reducdo dos neurdnios proximos e
afastados do eletrodo, sendo que este fendmeno poderia
ser explicado pelo mesmo discutido para a MEA 14.

MEA 19
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Figura 7: Distribui¢@o dos neuronios da MEA 19. Eixo
vertical exprime a quantidade de neurdnios
contabilizados.

Conclusédo

Neste trabalho foi padronizado um procedimento
para se realizar duas tarefas principais, sendo a primeira
delas a contagem visual ¢ manual de todos os neurdnios
contidos em uma cultura de neurdnios cultivada em uma
MEA, a segunda foi medir a distdncia entre cada
neurdnio da cultura ¢ o eletrodo mais proximo, o que
permite classificar os neurdnios quanto a esta distancia e
ainda, permite fazer uma andlise da expectativa de
acoplamento entre neurénio e eletrodo.

E importante classificar as distancias dos neurdnios
porque a proximidade com os microeletrodos afeta a
qualidade da gravacdo do sinal, realizado pela matriz.
De acordo com a literatura [3], uma parte substancial do
neurdnio precisa estar em contato com a superficie
microeletrodo para se alcangar um bom sinal registrado.

Dessa maneira, os resultados sugerem que o sinal
registrado a partir da MEA poderia permanecer durante
trés dias, porém, com perdas relativas na sua amplitude,
porque, apesar de ndo ter havido reducdo significativa
na quantidade de neurdnios proximos, houve essa perda
nos neurdnios conectados aos microeletrodos. Sabendo
também que os neurdnios nociceptivos geram atividade
elétrica extracelular de baixa amplitude [3], portanto
qualquer redugdo desses pode gerar diferenca
significativa no sinal. Percebeu-se, com os resultados
preliminares que, de maneira geral, os neurdnios do
DRG se adaptaram bem a matriz multieletrodo, porque
em todos os experimentos foi possivel visualizar células
vivas. Ficou evidente também que, com o passar dos
dias, o total de células e a distincia entre elas diminui,
provavelmente pelo aumento da quantidade de glias na
cultura, que pode fazer com que esses neurOnios se
“movimentem” na MEA.

Portanto, esta nova quantificacdo revela que ¢
possivel caracterizar as interfaces, a partir de imagens
da rede neural, afim de que se possa melhorar a
qualidade do sinal da MEA. Em se tratando de analise
quantitativa da distribuicdo celular em uma interface
neurdnio-microeletrodo, este trabalho pretende mostrar
a comunidade cientifica em estudos eletrofisiologicos
um instrumento metodologico que, utilizando imagens
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de microscopia confocal, possibilita caracterizar uma
rede neural cultivada em recipientes com matrizes de
microeletrodos incorporados.

As perspectivas deste trabalho consistem em
aprimorar o processamento das imagens, ao passo que
outros pardmetros poderdo ser utilizados para melhor
caracterizar a interface entre a cultura de neuronios
sensoriais do DRG e os microeletrodos das MEAs. Por
isso, em longo prazo, o registro da atividade elétrica dos
neurdnios pelas MEAs representa, também, uma
possivel ferramenta para o desenvolvimento de, por
exemplo, novas drogas analgésicas.
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