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Resumo

O presente estudo se propde a analisar a dinamica da atividade elétrica cortical
durante o fendbmeno da depressao alastrante (DA) e nos periodos que antecede e
sucede o fenoméno. A DA é caracterizada pela reducdo da amplitude da atividade
elétrica espontanea que ocorre no tecido neural, apds a aplicagdo de um estimulo de
natureza elétrica, quimica, mecanica, luminosa e outros. Visando estudar o
comportamento da série temporal da atividade elétrica cortical, registrada no ECoG
(eletrocorticograma), durante a DA e nos periodos que precede e sucede o
fendmeno, foi aplicado o método do DFA (Detrended Fluctuation Analysis). Este
método permite quantificar a existéncia de correlagdo de longo alcance (memoaria)
numa série temporal, como é o caso do registro do ECoG. Anteriormente, o0 método
foi aplicado em sequéncias de DNA e no estudo de séries temporais né&o
estacionarias, tais como, dindmica da variabilidade cardiaca, flutuacbes de
eletroencefalograma de humanos, intervalos entre passos sucessivos de humanos,
séries econOmicas e outros. A aplicagdo do DFA numa série temporal permite a
determinacdo de um expoente de escalonamento a, que pode contribuir para a
compreensao das propriedades dos sistemas dindmicos nao lineares. Este expoente
a revela se a série temporal apresenta correlagdo de longo alcance ou ndo. Neste
trabalho os expoentes a foram calculados nas fases de controle, estimulo,
avalanche, DA e apds a DA para o ECoG, em dois grupos experimentais, ratos
nutridos e ratos desnutridos. Em ambos os grupos experimentais, os valores obtidos
para o expoente de escalonamento a denotam que a série temporal do ECoG
apresenta correlagao persistente (comportamento da série no presente se mantém
no futuro) em todas as fases do processo com excecado da avalanche, periodo no
qual ocorre perda de correlagdo. A presencga de correlagdo de longo alcance numa
série temporal biolégica € uma resposta sempre observada em organismos
saudaveis cuja complexidade do sinal registrado garante a adaptabilidade do
organismo a situagdes de estresse e/ou disturbios. Enquanto a auséncia de
correlacdo, observada na avalanche, indica a perda de propriedades fractais nos
sistemas fisioldgicos. O uso do método ndo-paramétrico de Wilcoxon, para comparar
os valores médios dos expoentes a obtidos para o grupo de animais nutrido, durante

as fases de controle, estimulagao, DA, apos DA, revelou que essas diferentes fases



diferem significativamente. Os valores médios dos expoentes a obtidos para o grupo
de animais desnutrido, durante as fases de controle, estimulagcdo, DA, apds DA,
também n&o foram significativamente diferentes, quando comparados pelo método
de Wilcoxon. Na comparagado dos valores médios de o nas fases de controle,
estimulacdo, DA, apdés DA entre os dois grupos de animais (nutrido e desnutrido) o
teste de Wilcoxon revelou que as médias dos expoentes o em cada fase para os
animais nutridos diferem significativamente daquelas obtidas para os animais
desnutridos. Na avalanche a hipdtese de que o expoente a € igual a 0,5, ndo foi
rejeitada pelo teste de Wilcoxon, ou seja, o teste confirmou a perda de correlagao
nessa fase. Na comparagao entre as médias dos expoentes o nos diferentes
intervalos (controle, estimulagcdo, DA, apés DA) com o valor do expoente a na
avalanche, o teste de Wilcoxon acusou diferenga significativa tanto no grupo dos

nutridos como no grupo dos desnutridos.

Palavras-chave: Correlacdo de longo alcance, (Detrended Fluctuation Analysis -

DFA), depressao alastrante.
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Abstract

In the present work we analyze the dynamics of electrical cortical activity during the
phenomenon of spreading depression (DA) and during the periods before and after this
phenomenon. The characteristic of DA is reduced amplitude of spontaneous electrical
activity that occurs in neural tissue after the application of stimulus that can be electrical,
chemical, mechanical, luminous etc. In order to study properties of time series of electrical
cortical activity recorded by ECoG (electrocortiogram) before, during and after DA, we apply
Detrended Fluctuation Analysis (DFA). This method is designed to quantify long term
correlations (memory) in temporal series such ECoG register. The method was successfully
applied in studies of DNA sequences and non-stationary time series as heart rate variability,
stride intervals, financial time series etc. The application of DFA results in scaling
exponenta that quantifies correlation properties of nonlinear dynamical systems. This
experiment indicates if temporal series posses long term correlations. In this work we
calculate exponent « for different intervals: control (before the stimulus), after the stimulus,
during the avalanche, during DA and after DA for two experimental groups of rats, nourished
and malnourished. For both experimental groups the values of exponent « indicates
persistent behavior for all intervals except during the avalanche in which correlations
degrade. The presence of long term correlations in physiological time series observed in
healthy organisms represents complexity that guaranties the organism’s adaptability to
stress and disease. The absence of correlations during the avalanche indicates the loss of
this complexity. Non-parametric Wilcoxon test was used to compare mean values of
exponents « for all intervals of analyzed time series. In cases of nourished rats, the mean
values ofa are significantly different for control, stimulus, avalanche, DA and after-DA
intervals. Wilcoxon test was also used to compare mean values of « for corresponding
intervals for the two experimental groups. The result is significant difference in mean values
of « for control, stimulus avalanche, DA and after DA intervals between two experimental
groups. The hypothesis that « =0.5 for avalanche intervals was not rejected by test,
confirming the loss of correlations in this phase. Comparison of mean values of « for
different intervals (control, stimulus, DA and after DA) with avalanche using the Wilcoxon

test results in significant difference between two groups.

Keywords: Long term correlation, spreading depression, (Detrended Fluctuation
Analysis - DFA).
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1. INTRODUGAO

Os sistemas biologicos s&o, em sua maioria, dindmicos, ndo lineares e
instaveis. Compreender estes sistemas tem sido um desafio para muitas areas das
ciéncias naturais, uma vez que as caracteristicas dos parametros biolégicos sempre
mudam com o “tempo”. Por tratar-se de sistemas tipicamente muito irregulares, a

analise nao estacionaria de tais sistemas € uma tarefa altamente complexa.

Para descrever e quantificar a dinamica do comportamento dos sistemas
biolégicos, a utilizagdo de novas técnicas derivadas da teoria da complexidade,
incluindo a dindmica fractal e analise nao linear, mostra-se perfeitamente adequada.
A dinamica fractal de sistemas biolégicos tem sido estudada por varios autores,
(NOGUEIRA, VARANDA e LIEBOVITCH, 1995; VARANDA et. al., 2000, CAMPOS
DE OLIVEIRA et al.,, 2006, BARBOSA, CAMPOS DE OLIVEIRA e NOGUEIRA,
2007) no estudo da cinética de canais ibnicos e (PENG et al., 1993 e 1995;
GOLDBERGER,1996 e 1997) no estudo da dindmica cardiaca e nos intervalos entre
dois passos de humanos. Estes estudos mostram que a quantificacdo de correlagao
em sinais biologicos, através do uso de um expoente de escalonamento, pode
contribuir para a compreensao das propriedades dos sistemas biolégicos dindmicos

e nao lineares.

O expoente utilizado nesse trabalho sera obtido por meio da analise de
flutuagbes sem tendéncias (Detrended Fluctuation Analysis - DFA), que é um
método desenvolvido para quantificacdo de correlagbes em séries temporais nao
estacionarias. Este método foi introduzido por Peng para analise de sequéncias
génicas de DNA (PENG et al., 1994a) e foi aplicado em varios fenédmenos
dindmicos, incluindo a dindmica da variabilidade cardiaca (PENG et al., 1995;
IVANOV, 1996); flutuacbes de eletroencefalograma de humanos (ROBINSON,



16

2003); intervalos entre passos sucessivos de humanos (HAUSDOREFF et al., 1996);
séries temporais econémicas (LIU et al., 1997; COSTA e VASCONCELOQOS, 2003) e
fendmenos climaticos (PATTANTYUS-ABRAHAM, KILALY e JANOSI, 2004,
IVANOVA, 1999).

A vantagem do DFA em relacdo a métodos convencionais (por exemplo,
analise de Hurst) é que o mesmo permite a detecgdo da auto-similaridade intrinseca
de séries temporais ndo estacionarias e também evita detec¢des auto-similaridade
aparente mais que sdo na verdade artefatos de tendéncia incorporada no sinal
(CHIANCA, TICONA e PENNA, 2005; HU et al., 2001).

Dentre os sistemas dindmicos mais conhecidos pela sua complexidade esta o
sistema cerebral, que a partir de uma rede de neurénios interligados desempenha
suas fungdes. O conjunto destas interligagdbes chama-se sinapse, que permite a
transmissao de informacdo de um neurbnio a outro. De acordo com os sinais que
recebe, o neurbnio pode propagar (sinapse excitatoria) ou ndo (sinapse inibitoria),
através de seu axobnio, sinais elétricos. A atividade cerebral € formada pela
superposicao de todos os sinais, que reflete e comanda concomitantemente a

interagcdo com o0 meio ambiente, nele incluido o resto do organismo.

Entre os varios fatores externos que provocam alteragdes no sistema nervoso
central, pode-se citar a desnutricdo, ocorrida em fases precoces da vida, pode
promover alteracdes de varios parametros no cérebro, periodo em que ele € mais
vulneravel as agressdes (DOBBING, 1968). Pesquisas tém sido realizadas em ratos
submetidos a desnutricdo no inicio da vida e os resultados mostram uma diminuigao
dos pesos corporal e encefalico nesses animais, que se mantém mesmo apos a
recuperacdo nutricional (ROCHA DE MELO e GUEDES, 1997). Foram também
observadas alteragdes na excitabilidade do sistema nervoso central (BRONZINO, et
al., 1986) e periférico (ROCHA DE MELO e GUEDES, 1997). A desnutrigao contribui
para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade infanti em paises

subdesenvolvidos e em desenvolvimento.
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O estudo da correlagao do registro da atividade elétrica cerebral pode fornecer
informacdes significativas sobre o comportamento da dindmica cortical. A fim de
analisar o comportamento eletrofisiologico da atividade cerebral, o presente estudo
se propde a observar a dindmica fractal em varias etapas do sinal presente no
fendbmeno da depressdo alastrante (DA). Este fendmeno € caracterizado pela
reducdo acentuada na amplitude da atividade elétrica espontanea observada no
eletrocorticograma (ECoG) e ocorre no tecido neural apdés a aplicagdo de um
estimulo elétrico, quimico, mecénico, luminoso e outros. A DA foi descrita pela
primeira vez em 1944 pelo professor Aristides A. P. Ledo e a partir dai tem sido
extensamente estudada, porém diversos aspectos ainda ndo foram completamente

compreendidos.

Uma analise da dinamica da série temporal do sinal do ECoG pode revelar
algum tipo de variabilidade complexa associada a correlagdo de longo alcance
(fractal) e classes distintas de interagdes nao-lineares. Este tipo de analise pode
produzir informagdes que podem ser Uuteis na avaliacdo de diagnosticos e
prognoésticos (GOLDBERGER, 2002).

O objetivo desta pesquisa foi o de investigar a correlagado de longo alcance na
atividade elétrica cortical, observada no registro do ECoG, em ratos nutridos e
desnutridos durante a DA e nos periodos anterior e posterior ao fenbmeno, usando o

método do DFA na analise da série temporal do ECoG.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Nervoso Central

O Sistema Nervoso é responsavel por todas as fungdes de controle do corpo
humano. Esse sistema é formado pelo sistema nervoso central, constituido pelo
enceéfalo e a medula espinhal e pelo sistema nervoso periférico. O sistema nervoso
central tem em sua composigao sete regides anatdémicas. As principais sao: medula

espinhal, bulbo, ponte, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo e os hemisférios cerebrais.

Estas partes principais sdo mostradas na figura 1 e sdo definidas por Kandel,
Schwartz e Jessell (2000) da seguinte forma: A medula espinhal é a parte mais caudal
do sistema nervoso central, recebe e processa a informacdo sensorial oriunda da
pele, das articulacbes e dos musculos dos membros e do tronco. O bulbo fica acima
da medula espinhal contém diversos centros responsaveis por fungdes autonémicas
vitais, tais como digestao, respiragdo e controle de frequéncia cardiaca. A ponte esta
situada acima do bulbo e transmite informagao sobre o movimento do cérebro para o
cerebelo. O cerebelo esta posicionado por tras da ponte e é ligado ao tronco cerebral
por diversos tratos de fibras, chamados de pedunculos, o cerebelo modula a forca e o

alcance do movimento e participa do aprendizado de habilidades motoras.

O mesencéfalo, situado rostralmente a ponte, controla muitas funcdes
sensoriais e motoras, incluindo os movimentos oculares e a coordenagao dos
reflexos visuais e auditivos. O diencéfalo fica rostral ao mesencéfalo e contém duas
estruturas. Uma o talamo, processa a maior parte da informagdo que chega ao
cortex cerebral, vinda do resto do sistema nervoso central. A outra, o hipotalamo,

regula as fungdes autondmicas, enddcrinas e viscerais.
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Os hemisférios cerebrais consistem no cértex cerebral e trés estruturas
situadas em sua profundidade: os ganglios da base, o hipocampo e o0 nucleo
amigdaldide. Os glanglios da base participam na regulagédo do desempenho motor; o
hipocampo participa em diversos aspectos do armazenamento das memdrias; e 0
nucleo amigdaldide coordena as respostas autonémicas e enddcrinas, em conjunto

com os estados emocionais.

Diencéfalo

Hemisfério

Mesencéfalo direito

Cerebelo

Medula espinhal

Figura 1. Vista medial da metade direita do encéfalo destacando as principais partes
do Sistema Nervoso Central

As células basicas encontradas no tecido nervoso sao os neurdnios e as
células de suporte e isolamento, chamadas de neuroglias ou simplesmente de glias,
no sistema nervoso central e no periférico sdo denominadas células de schawm
(figura 2). Os neurdnios enviam os sinais pelo sistema nervoso, sendo 0 seu numero
em torno de 100 bilhdes em todo o sistema. As principais partes do neurénio do
sistema nervoso central sdo o corpo celular, os dendritos, os axbénios e suas

terminacgdes pré-sinapticas.
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. Bainha de Mielina
Dendrito r

Celula de Schwann fNr’ululo de Ranvier

\--.w -
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4
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e ————— J
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Figura 2. Estrutura de um axoénio e suas partes constituintes (adaptada de URL1)

O corpo celular (soma) é o centro metabdlico da célula de onde tém origem
todas as outras partes do neurbénio. Os dendritos se ramificam e servem como a
principal estrutura para a recepgao de sinais de outras células neuronais. Do corpo
celular pode sair varios dendritos, porém dele se origina um unico axénio, que é a
principal unidade condutora do neurdnio. Ao longo do axénio sdo propagados sinais
elétricos chamados de potenciais de acdo, que sao impulsos elétricos rapidos e
transientes do tipo tudo-ou-nada, com amplitude de 100 milivolts (mV) e duragéo de
cerca de 1 ms (KANDEL, SCHWARTZ e JESSELL, 2000).

Num neurdnio varios ramos muitos finos podem fazer contato com outros
neurénios, chamado de sinapse (figura 3). A célula responsavel pela transmissao de
um sinal é designada pré-sinaptica e a célula que recebe o sinal é a pds-sinaptica.
Estas células sdo separadas na sinapse por um espago chamado de fenda
sinaptica.

Figura 3. Anatomia fisioldgica da sinapse
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No sistema nervoso central de humanos ocorrem sinapses quimicas e
elétricas. Na sinapse quimica o primeiro neurdnio secreta um composto quimico,
conhecido como neurotransmissor, que age sobre as proteinas receptoras
existentes na membrana do neurbnio seguinte, com o objetivo de alterar de alguma
forma sua sensibilidade. As substéncias transmissoras mais conhecidas sao a
acetilcolina, a norepinefina, a histamina, o acido gama-aminobutirico (GABA) e o

glutamato.

A sinapse elétrica caracteriza-se pela presenca de canais idnicos formado
pelos conexons, que sao estruturas protéicas que conectam os neurbnios e que
podem conduzir corrente elétrica entre as células acopladas. Os neurbnios nesse

tipo de sinapse se conectam entre si através de jun¢des abertas (gap junctions).

As células nervosas sao variadas, com capacidade unica de se comunicarem
precisa e rapidamente e a longas distancias umas com as outras e com células-alvo tais
como os musculos e as células glandulares. O neurdnio contém dendritos receptivos a
informacgdes elétricas e quimicas, um corpo celular, no qual se realizam os processos
metabdlicos, os axbnios e as terminagbes sinapticas, que propagam informacdes
elétricas e quimicas a outros neurénios. A excitabilidade do neurbnio deve-se a sua
membrana que tem proteinas especializadas, como os canais ibnicos e receptores

especificos e que podem transportar ions para dentro e para fora da célula.

2.1.1 O coértex cerebral

A delgada casca de substancia cinzenta que recobre toda a superficie do
cérebro é o cortex cerebral, o qual contem cerca de 50 a 80 bilhdes de corpos
celulares neuronais. A parte funcional do cortex cerebral € composta principalmente
de uma fina camada de neurbénios com 2 a 5 mm de espessura. O cértex cerebral
apresenta na sua estrutura camadas de diferentes tipos de células, a maior parte

delas pertence a um dos trés tipos: granulares, fusiforme e piramidais.

Quanto a sua classificagao anatdmica, a divisdo do cortex cerebral baseia-se

em sulcos, giros e lobos. Observam-se no cortex os lobos frontal, temporal, parietal
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e occipital; os lobos estao envolvidos na maior parte das nossas fungées mentais
mais complexas como o raciocinio, a linguagem e a consciéncia (KANDEL,
SCHWARTZ e JESSELL, 2000).

O lobo frontal é responsavel pelo controle de nossos movimentos voluntarios e
por alguns aspectos de nosso comportamento e emogdes. O parietal responde por
nossa percepgao do toque (sensacédo) e pelo controle de alguns movimentos
involuntarios e também esta envolvido nas aptiddes, tais como ler, escrever e se
vestir. O lobo temporal controla a nossa fala, a linguagem e a audi¢gdo, nossas
sensacgdes de medo e raiva, € nossas fungdes intestinais e da bexiga e também faz
parte do comportamento. O occipital € responsavel pela visdo e pela interpretacao

daquilo que vemos. A figura 4 mostra a disposi¢cao dos lobos no cortex cerebral.

Sulco central

Lobo
pariet?l\

Lobo
frontal
Lobo .
occipitar——}
Lobo
Cereb temporal

Medula

Figura 4. Anatomia do cdrtex cerebral mostrando os quatro lobos

2.1.2 Nutricado e desnutricao

A nutricdo tem papel relevante na estrutura funcional do cérebro, apresentando
importantes implicagbes no sistema nervoso, garantindo a eficiéncia do
funcionamento do cérebro na vida adulta. Existem inUmeros agentes externos que
provocam alteragdes no sistema nervoso central, dentre eles, pode-se citar a

desnutricdo, quando ocorrida em fase precoce da vida, pode promover alteracoes
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cerebrais. Neste periodo o animal € mais vulneravel as agressdes (DOBBING,
1968), e é por esta razdo, que a desnutricdo contribui para aumentar as taxas de
morbidade e mortalidade infanti em paises subdesenvolvidos e em

desenvolvimento.

Varias pesquisas tém sido realizadas em ratos submetidos a desnutricdo no
inicio da vida e os resultados mostram uma diminuicdo dos pesos corporal e
encefalico nesses animais, que se mantém mesmo apds a recuperagao nutricional
(ROCHA DE MELO e GUEDES, 1997). Além disso, sao observadas também
alteragdes na excitabilidade do sistema nervoso central (BRONZINO, et al., 1986) e
periférico (ROCHA DE MELO e GUEDES, 1997).

Estudos tém sido desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia da Nutrigdo Naide
Teoddsio (LAFINNT) do Departamento de Nutricio da UFPE. As evidéncias
experimentais indicam que animais desnutridos sdo susceptiveis a excitabilidade neural
do tipo reatividade aumentada a estimulos aversivos e tém propensao a crises
convulsivas obtidas experimentalmente (GUEDES, MELO e TEODOSIO, 2004). O
estudo da excitabilidade cerebral é realizado através de registros elétricos, obtidos a
partir do eletrocorticograma (ECoG), e da analise dessa atividade elétrica produzida
pelo cérebro. Nesses estudos tem sido observado que a desnutricdo torna o animal
mais susceptivel a propagacdo da depressdo alastrante, a qual sera utilizada no

presente projeto e suas caracteristicas serao descritas posteriormente.

2.1.3 Eletroencefalograma (EEG) e Eletrocorticograma (ECoG)

O EEG é uma manifestagao bioelétrica dos tecidos nervosos contidos na
cavidade craniana. Ele reflete a atividade elétrica dos neurdnios no cérebro. Através
do EEG é possivel se captar as atividades neuronais do cértex cerebral que ecoam

sob forma de onda eletroquimica até a superficie do escalpo.

O registro da atividade elétrica cerebral é obtido por meio do aparelho de
eletrencefalografia. Na pratica o eletroencefalograma € realizado através da

colocacao de eletrodos em forma de discos, dispostos no couro cabeludo do
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paciente, conhecida como captacdo nao-invasiva (figura 5). Os eletrodos sao
conectados a um poderoso amplificador de corrente elétrica, que aumenta a
amplitude do sinal elétrico gerado pelo cérebro milhares de vezes e, através de um
dispositivo chamado galvandmetro, as oscilacbes da corrente elétrica sé&o
desenhadas numa tira de papel sob a forma de ondas ou digitalizadas num
computador. E possivel obter registro simultaneo de até 40 canais (eletrodos) por

meio dos eletroencefalégrafos mais modernos.

Eletrodos

/f Registro em papel

EEG

P, T s S S RTIN SO

Ampliﬁéador

Figura 5. Registro eletroencefalografico com eletrodos posicionados no couro
cabeludo-adaptado de Lent (2001)

O EEG busca localizar com precisao os focos epilépticos ou tumores cerebrais,
detectados a partir da atividade elétrica que se apresenta anormal em determinadas
regides do cérebro, onde estdo os focos epilépticos. Desta forma o EEG pode ser
considerado o melhor exame complementar para clinica, diagndstico definitivo e
terapia da epilepsia (SILVA e COSTA NETO, 1998).

O espectro do sinal EEG pode ser subdividido em diferentes tipos de ondas:
alfa, beta, delta, teta, gama, lambda, mi, ondas Fusiformes de sono e complexos K.
No entanto, um tipo de onda tera maior ou menor predominancia em funcido da
regidao do escalpo que esta sendo analisado, bem como do estado do individuo —
vigilia, sono, coma, relaxamento, ou ainda, estados patoldégicos como epilepsia,

comportamentos psicoticos, deméncia entre outros.

Quando a medida da atividade elétrica do cérebro é feita dentro do tecido
neural, € chamada de registro profundo, se € na superficie do cortex, € chamada de

eletrocorticograma (ECoG). Através de eletrodos posicionados no cértex de animal
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ou de humanos capta-se o sinal elétrico da atividade do cérebro, registrando-se a
voltagem ao longo do tempo. Esta técnica € utilizada quando se pretende estudar a
atividade elétrica diretamente no cértex, com a colocacédo de eletrodos através da
dura-mater, na superficie do cortex. O ECoG registra os impulsos elétricos da

atividade neuronal em um determinado intervalo de tempo.

O EEG e ECoG apresentam o registro da voltagem em fungcdo do tempo,
denominado de série temporal, caracterizando um sistema nao-linear muito
estudado pelos pesquisadores de sistemas dinamicos, a fim de obter respostas a
respeito desse sistema complexo, através do uso de ferramentas computacionais e

estatisticas adequadas.

O EEG tem sido usado na determinacado de focos epilépticos ou tumores
cerebrais, cuja atividade elétrica se apresenta anormal nas regides do cérebro, onde

se encontram esses focos epilépticos.

2.1.4 Epilepsia

A epilepsia é caracterizada por atividade elétrica excessiva ndo controlada de
parte ou de todo o sistema nervoso, que pode ter origem hereditaria ou decorrer de
efeitos secundarios de lesbes do cortex, tais como as traumaticas, infecciosas ou
téxicas (CUKIERT, 2006). A ocorréncia de sinais ou sintomas transitorios
decorrentes da atividade neuronal excessiva ou sincrona no cérebro caracteriza
crises epilépticas. Epilepsia € um disturbio cerebral decorrente da predisposigao

persistente do cérebro em gerar crises epilépticas (YACUBIAN, 2006).

O quadro de status epileptcus é caracterizado como uma crise duradoura
denominada de crise continua, que nao apresenta curso autolimitado, ou seja, com
inicio e término definidos nos neurdnios cerebrais. As crises epilépticas sao
classificadas em duas categorias: as parciais ou focais e as generalizadas. As crises
parciais ou focais sdo aquelas em que ha envolvimento inicial de apenas uma parte
de um hemisfério cerebral, podendo ser dividida em dois tipos chamados simples e

complexo. Nas crises focais simples, o nivel de consciéncia da pessoa ou seu
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estado de alerta ndo é afetado durante a crise, o que envolve uma mudanca de
sensacao como um cheiro ou gosto estranhos, ou um medo inexplicavel. Nas crises
focais complexas, a consciéncia ou estado de alerta estdo afetados; no momento da

crise a pessoa pode parecer confusa ou aturdida, com comportamento estranho.

As crises generalizadas s&o aquelas em que ha envolvimento, desde o inicio
de amplas areas de ambos os hemisférios cerebrais, sao divididas em convulsivas
(crises tonicas, crises clonicas, mioclénicas, crises tdnico-clénicas generalizadas) e

nao convulsivas (crises de auséncia e crises atonicas) (YACUBIAN, 2006).

As crises tonico-clénicas, também chamadas de grande mal, sdo as crises
generalizadas mais comuns, constituidas de um estagio ténico seguido de um
estagio clénico. No primeiro, a fase tonica consiste numa breve flexao do tronco e
pescocgo e sucessivamente dos membros e costuma durar entre 10 e 20 segundos.
A fase clénica é caracterizada por um tremor generalizado seguido por violentos
espasmos reflexos flexores ritmicos com duracéo de até 30 segundos. As crises
mioclénicas consistem de breves, bruscos e arritmicos abalos musculares que se
assemelham a choques, com duragcdo menor que 1 segundo. Elas sao descritas
pelos pacientes como “susto” ou “choque” e na maioria das vezes ocorrem pela
manha, ao acordar (DALBEM e COSTA, 2006).

As crises de auséncia apresentam breves episddios de perda de consciéncia,
sem aura ou confusado poés-ictal, em geral duram menos de 20 segundos. Nas crises
atbnicas observa-se perda ou diminuicdo subita do tono muscular, envolvendo
cabeca, tronco ou membros. Tais crises sao decorrentes de perda do tonus postural,
podendo causar queda suave, se o individuo estiver em pé e seu tempo de duragao

€ de poucos segundos.

O diagndstico da epilepsia é a principio um diagndstico clinico, que se baseia
nas informacdes fornecidas pelo paciente, ou seja, com descricdo do que aconteceu
com o paciente antes, durante e depois de uma crise. Aléem dos exames
neurologicos de rotina, o eletroencefalograma (EEG) pode refor¢ar o diagndstico
ajudando na classificagao especificamente sobre o tipo de epilepsia ou de sindrome

epiléptica. Os Registros feitos com o EEG demonstram que ocorrem descargas
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sincrénicas de voltagem elevada em todo o cortex. Essas descargas envolvem os
hemisférios cerebrais, demonstrando o envolvimento das crises com muita
intensidade nas regides basais do encéfalo que atuam sobre o cértex (GUYTON,
1993). Alguns dos fatores que podem aumentar a excitabilidade do circuito
“epileptogénico” anormal de forma suficiente para precipitar as crises sdo: fortes
estimulos emocionais, alcalose causada por hiperventilagdo, substancias quimicas,
febre e sons intensos ou luz piscante. Além disso, lesbes traumaticas em quase
todas as partes do cérebro podem causar excitabilidade excessiva de areas
cerebrais (GUYTON, 1993).

A epilepsia é uma das neuropatologias que afetam 1% da populagdo mundial,
sendo o tipo lobo temporal (ELT) a forma mais frequente da manifestagcdo desta
doenga em individuos, correspondendo a 40% . Em individuos portadores da ELT
muitos estudos tém sido feito devido a alta incidéncia de refratariedade as drogas

antiepilépticas.

Os modelos animais para crises e epilepsias tém ajudado a entender as
mudangas comportamentais e psicoldégicas associadas a epilepsia humana. Entre os
varios modelos experimentais que tém sido criados destaca-se aquele que faz uso
da pilocarpina com intuito de reproduzir em animais as alteracbes clinicas,
eletrograficas e histologicas encontradas na ELT de humanos. Esta substancia
causa em animais manifestacbes epilépticas semelhantes as encontradas na
epilepsia do lobo temporal do homem (DOS SANTOS et al., 2000).

O pesquisador Aristides Azevedo Pacheco Ledo em 1944, estudando a
epilepsia experimental na Escola de Medicina de Harvard nos Estados Unidos
(LEAO, 1944a), observou a ocorréncia de uma redugéo transitoria da amplitude da
atividade elétrica cortical, um fendbmeno que ele denominou de Depressao

Alastrante.

A depressao alastrante tem sido utilizada como modelo experimental para
avaliar o comportamento eletrofisiologico do cérebro em situagbes experimentais
(XIMENES-DA-SILVA e GUEDES, 1991; GUEDES, CABRAL-FILHO, TEODOSIO,
1992; ROCHA-DE-MELO, CAVALHEIRO, 1997). A depressao alastrante sera
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abordada neste estudo e a seguir serao apresentadas as suas caracteristicas mais

importantes.

2.2. Depressao Alastrante

A Depressao Alastrante (DA) é um fendmeno que apresenta caracteristicas
como ser transiente e recorrente, associado com a supressao da atividade elétrica
espontanea do tecido neuronal por poucos minutos. A deflagragdo da DA acontece
por estimulos de diferentes naturezas: quimica, elétrica ou mecanica e outros,
aplicados no cortex cerebral. A DA aparece primeiro na regido estimulada e se
propaga de forma concéntrica com velocidade entre 2 e 10 mm/min, atingindo
gradualmente as regides corticais cada vez mais distantes, enquanto a area
inicialmente deprimida comecga a se recuperar. Em geral a recuperacédo completa &
obtida apds 5 a 10 minutos. Este mecanismo de propagacgao de forma geral se baseia
em hipoteses relacionadas com a liberagcdo maci¢ca de substancias do interior dos
neurbnios para o meio extracelular. As mais aceitas sio: liberacdo de potassio por
Grafstein (1956), de glutamato por Van Harreveld e Fifkova (1970), hipétese das gap-

junctions por Somjen et al.(1992).

Os primeiros relatos sobre o fenbmeno foram feitos pelo doutor Aristides
Azevedo Pacheco Ledo em 1944, enquanto estudava a epilepsia experimental na
Escola de Medicina de Harvard nos Estados Unidos (LEAO 1944a). Na realizagéo
do experimento eletrodos foram colocados em fila na superficie do cértex de um
coelho, utilizando um eletrodo referéncia para provocar um estimulo elétrico na
regido e os demais para registrar as altera¢des da atividade elétrica na superficie do
cortex. Ledo (1944a) observou que, apos o estimulo, ocorria uma acentuada
diminuigao na atividade elétrica espontanea do cértex que se propagava a partir do
ponto estimulado para as regides adjacentes e aproximadamente 15 minutos depois,
a atividade elétrica retornava ao normal. A partir destas observacbes Leao

denominou o fendbmeno de Depressao Alastrante.

Outras atividades também se desenvolvem durante a propagagcdo da DA

cortical. As mais frequentes sdo as do tipo ondas lentas, de grande amplitude com
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componentes predominantemente negativos. Outro tipo de atividade compreende
potenciais rapidos e agudos, normalmente positivos, que se seguem as ondas lentas
e que ocorrem em breves descargas ou em sucessdes continuadas. Concomitante a
depressdo da atividade espontanea e as variagdes de potenciais observadas,
registra-se no cortex uma variagao lenta de voltagem (VLV) acompanhando a DA. A
VLV também se propaga de forma concéntrica a partir do ponto estimulado e se
apresenta com ondas de formas bem definidas, com facil caracterizagdo do inicio e
fim, que indica a existéncia da DA, o que motiva o uso da VLV para calcular a
velocidade com que o fendmeno se propaga pelo tecido nervoso, velocidade essa
que varia de 2 a 5 mm/min, apresentando grande amplitude (10 a 20 mV) e evolugao
lenta, entre 1 a 2 minutos de duragéo (LEAO, 1947).

Alteracbes nos vasos pial € outra caracteristica que ocorre conjuntamente com
a depressao da atividade elétrica, causando aumento do fluxo sanguineo cerebral e
dilatagdo em artérias de todos os tamanhos. Os aumentos em diametro sdo da
ordem de 50 a 100 por cento (LEAO, 1944b). O tecido cortical tem sua resisténcia
aumentada por cerca de um minuto e meio, coincidindo o inicio desta elevagao com
a fase negativa da VLV, voltando aos valores normais na fase inicial do potencial
positivo (LEAO e MARTINS FERREIRA, 1953).

O fenbmeno da DA tem grande relevancia clinica, pois existem indicios de que
ele possa esta associado com varias patologias como, por exemplo, a isquemia, a
epilepsia e com a origem da enxaqueca com aura. Durante as observagdes iniciais
sobre a DA, Ledo ja havia notado que enquanto a atividade espontanea estava
deprimida, ondas epileptiformes, semelhantes as que se encontram no EEG de
pacientes epiléticos, eventualmente apareciam e também se propagavam,
acompanhando o fendmeno (LEAO, 1944a), o que gerou a hipétese de que talvez os
mecanismos da DA e da epilepsia tivessem caracteristicas comuns. Trabalhos que
utilizaram o modelo experimental de epilepsia provocada pela pilocarpina (GUEDES
e CARVALHEIRO, 1997), e da desnutricdo (GUEDES, MONTEIRO e TEODOSIO,
1996), constataram que a indugédo de epilepsia provoca alteragdes no fendbmeno da

DA no que diz respeito a sua incidéncia e velocidade de propagagéo da DA.
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A motivagdo para o uso do modelo da DA deve-se a facilidade que ele
apresenta para o estudo de aspectos eletrofisioldgicos cerebrais relacionados ao
desenvolvimento e a nutricdo. Além disso, o conhecimento dos mecanismos da DA

pode facilitar a compressao e tratamento de neuropatologias humanas.

2.3. Dinamica Fractal na Fisiologia

Os sistemas fisioldgicos sao extremamente complexos. Essa complexidade € o
resultado de interagbes entre unidades estruturais e processos regulatorios que
operam nas varias escalas espaciais e temporais, possibilitando a resposta do
organismo aos estresses e disturbios. Quantificagdo e modelagem desses
mecanismos sdo um dos maiores desafios da ciéncia moderna. A combinagao de
nao linearidade e ndo estacionaridade nos sistemas fisioldégicos ndo séo explicadas
usando modelos classicos de controle fisioldgico. Sistemas saudaveis séo auto
regulatérios com tendéncia a diminuir a variabilidade e manter a constancia
(GOLDBERGER et al., 2002).

Para descrever e quantificar os mecanismos desse comportamento, cientistas
comegaram usar novas técnicas derivadas da teoria da complexidade incluindo
dindmica fractal e analise nao linear. O termo “ndo linear” se aplica aos sistemas
cujos componentes interagem de maneira ndo aditiva. Isso resulta em grande
variedade de dinamicas incluindo bifurcagdes, oscilagbes néo lineares (GLASS,
1988), fractais, caos (GOLDBERGER, RYNEY e WEST, 1990;
BASSINGTHWAIGHT, LIEBOVITCH e BRUCE, 1994) e ressonancias estocasticas
(WIENSENFELD e MOSS, 1995).

2.3.1 Fractais

O termo fractal aplica se a objetos complexos gerados por processos
estocasticos ou mecanismos nao lineares deterministicos. Fractais apresentam auto-
similaridade (os pedagos de objeto assemelham se ao objeto todo) e tem a
dimensao nao inteira (fracionaria) menor do que a dimensao do espacgo euclidiano

no qual o fractal se encontra contido. Exemplos dos fractais s&do: arvores, nuvens,
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linhas costeiras, redes arteriais, arvore traqueobronquial, ramificagdes de musculos
cardiacos, neurbnios etc. (FEDER, 1988; VICSEK, 1993; BASSINGTHWAIGHT,
LIEBOVITCH e BRUCE, 1994). Esses exemplos pertencem a classe dos fractais
estocasticos, figura (6A), que possuem a propriedade de auto-similaridade em
sentido estatistico, dentro dos limites da escala, onde o limite inferior representa a
dimensao de particulas do sistema e o limite superior a dimensao linear do sistema.

Os objetos geométricos (fractais deterministicos) podem ser construidos e
possuem propriedade de auto-similaridade em todas as escalas ver figura (6B). O
procedimento € um processo iterativo que consiste em substituir as unidades da
estrutura (ex. tridngulos, quadrados) pela estrutura basica caracteristica para cada
tipo de fractal (VICSEK, 1993).

Figura 6. (A) Fractal estocastico (abacaxi) (B) Fractal deterministico (tabuleiro de
xadrez-checkerboard)

Em fractais estocasticos a dimensao fractal é definida pela expressao:

V(R) « R" (1)

onde V(R) é o volume da regido de dimenséo linear R e d, a dimensao fractal, um

numero nao inteiro e menor do que a dimensao euclidiana D do espagco em que o

fractal esta situado (d, < D). Existem varios métodos para calcular a dimensé&o

fractal, entre eles podemos citar: contagem de caixas (box counting), raio de giragéo

(radius of gyration), fungéo de correlagao (correlation function) (VICSEK, 1993).
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Nos fractais deterministicos a dimensao fractal pode ser determinada usando o

procedimento seguinte: se N(lI) é o numero de unidades da estrutura (ex. tridngulos,

quadrados) em escala |, a diminuicdo da escala b vezes gera um novo numero de

unidades estruturais,

N(I—] =N()p" (2)
e a dimenséo fractal d; pode ser calculada usando a expresséo:

KA

_ N
"= ogh 3)

onde essa expressao € valida para todas as escalas. No caso do tabuleiro de xadrez

(figura .4B) a diminuicdo de escala trés vezes resulta com aumento de unidades

estruturais (quadrados) cinco vezes e a dimensao fractal calculada pela equagéao (3)
log5

tem valor df = ——=1.465.
log3

2.3.2 Processos fractais

O conceito fractal pode ser estendido para processos complexos que nao
possuem uma unica escala do tempo. Os processos fractais geram as flutuagoes
irregulares em multiplas escalas do tempo. Essas flutuagbes temporais possuem a
auto-similaridade estatistica da mesma maneira que os objetos fractais possuem a
estrutura semelhante nas varias escalas espaciais. Alguns exemplos s&o: os
intervalos entre batimentos cardiacos em humanos (KOBAYASHI e MUSHA, 1982;
PENG et al., 1993), intervalo entre dois passos de humanos (HAUSDORFF et al.,
1995), flutuagdes na respiragao (SZETO et al., 1992), variagado da pressao arterial
(MARCH, OSBORN e CONLEY, 1990), contagem das células brancas em sangue
(GOLDBERGER, KOLBATER e BHARGAVA, 1984) e cinética de canais i6nicos
(BASSINGTHWAIGHT, LIEBOVITCH e BRUCE, 1994; NOGUEIRA, VARANDA e
LIEBOVITCH, 1995).
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A figura 7 representa um processo fractal da freqiéncia cardiaca de individuo
saudavel, numero de batimentos por minuto, mostrando a auto-similaridade

estatistica das flutuagdes nas escalas diferentes.
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Figura 7. Processo fractal na dindmica cardiaca
GOLDBERGER et al., (2002)

A deteccgao e quantificagao da auto-similaridade em séries temporais tornam-se
mais complexa do que no caso dos fractais geométricos. A série temporal, apesar de
representacdo grafica em uma superficie bidimensional, envolve dois tipos de
variaveis: eixo horizontal representa o tempo e eixo vertical representa a variavel
que depende do tempo, (exemplo, intervalos entre batimentos cardiacos). No caso
de fractal geométrico, incorporado em espaco bidimensional (exemplo, linhas

costeiras), os eixos representam variaveis do mesmo tipo.
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Para determinar se essa curva bidimensional possui a propriedade de auto-
similaridade, extrai-se um pedaco dela, aumenta até o tamanho do objeto original
usando o mesmo fator de magnificagdo para comprimento e largura, e comparam-se
as propriedades estatisticas do pedago aumentado como objeto todo. No caso das
séries temporais, precisam-se dois fatores de magnificagdo (um para cada tipo de
variavel) para poder comparar o subconjunto da série com a série toda.

Uma série temporal y(t) possui propriedade de auto-similaridade com o

parametro « se:

o=t @

onde significa a igualdade de propriedades estatisticas. Essa igualdade

surge apos mudancgas de escalas para t e y(t) usando os fatores diferentes: a para t

(t - lj e a“para y(t) (y(t) - a“y(t)). O expoente a chama-se parametro de auto-
a

similaridade.

Numa série temporal que possui auto-similaridade com um parametro « >0, as
flutuagbes dentro de um intervalo (subconjunto da série) aumentam com o tamanho
do intervalo pela lei da poténcia. As flutuagées em intervalos grandes s&o maiores
do que as flutuagbes em intervalos pequenos, significando uma série temporal nédo
limitada (unbounded). Por outro lado a maioria das séries temporais fisioldgicas de
interesse (exemplo, séries temporais de batimentos cardiacos e de intervalos entre
dois passos) sao limitadas (bounded), significando que as amplitudes ndo aumentam
arbitrariamente com aumento do comprimento da série. Isso torna a aplicacdo da
definicdo (4) dificil, porque pode resultar no mesmo valor do parametro de auto-
similaridade (¢ =0) para uma série que possui auto-similaridade e uma série que

nao possui auto-similaridade.

Com intuito de superar essa dificuldade e detectar propriedade de auto-
similaridade, a série original se transforma em uma série integrada (semelhante ao
procedimento adotado para transformar deslocamentos de um movimento

Browniano para uma trajetéria), e que possui as propriedades fractais que podem
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ser quantificadas usando o parametro de auto-similaridade. Quando se aplica a
analise fractal em uma série integrada, o pardmetro a« sempre é diferente para uma

série auto-similar e uma série sem correlagao.

2.3.3 Alteragoes das propriedades fractais em casos patolégicos

Na ultima década um grande numero de artigos foi publicado sobre a dindmica
fractal de processos fisioldgicos. Os resultados dessas pesquisas foram resumidos
em um modelo geral de patofisiologia (GOLDBERGER et al., 2002), que inclui os
seguintes postulados:

1. As saidas de processos fisiolégicos em sistemas saudaveis possuem a
variabilidade complexa caracterizada pelas correlagbes de longo alcance
(propriedades fractais);

2. Essas correlagbes degradam-se por causa de envelhecimento e doengas

reduzindo a adaptabilidade do sistema.

Essa perda de propriedades fractais resulta em trés tipos de estados dinamicos:

1. Comportamento periddico, como observados em pacientes com tremor de
Parkinson (GOLDBERGER, 1997);

2. Ruido Browniano, no caso de flutuagcbes da pressao exercidas pelos pés de
individuos com disturbio de equilibrio sobre uma plataforma munida com
sensores de presséao (standing on force table) (COLLINS et al., 1995);

3. Ruido Branco, no caso de intervalos entre dois passos em pacientes com a
doencga Huntington (HAUSDOREFF et al., 1997).

Esses resultados tém importancia para um monitoramento de processos
fisiolégicos. A anadlise fractal pode ser usada como um método complementar para
acessar a estabilidade desses sistemas e alteragbes que acontecem por causa de
envelhecimento e doengas (GOLDBERGER,1996). Ela pode ajudar em desenvolver
e avaliar novos tratamentos que podem preservar e restaurar a complexidade,

caracteristica da adaptabilidade fisiolégica dos sistemas saudaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta dissertacdo, serdo utilizados dados provenientes de experimentos do
projeto de iniciacdo cientifica PIBIC/CNPq do aluno Renato B. Moraes sob a
orientagcdo do Prof. Catdo Temistocles de Freitas Barbosa, que é colaborador do
Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio (LAFINNT) do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco e que foram cedidos ao Grupo
de Biofisica Tedrica e Computacional (GBTEC) da UFRPE, sob a lideranga do Prof.
Romildo de Albuquerque Nogueira. Os experimentos que forneceram os registros de

ECoG usados estao presentes no protocolo do projeto.

4.1. Experimento

Ratos albinos, adultos, da linhagem Wistar, provenientes da colénia do
Departamento de Nutricdo da UFPE, com idade entre 90-120 dias de vida, foram
submetidos aos registros eletrofisiolégicos da depressao alastrante cortical (DA) e
divididos em dois grupos: nutridos e desnutridos. Os ratos do grupo desnutrido foram
submetidos ao processo de desnutrigdo no inicio da vida, segundo o modelo de
Morgane et al. (1978), no qual se faz o aumento do numero de filhotes por mae, no
periodo de aleitamento. As amostras dos registros digitalizados foram obtidas com a

descrigao a seguir.

Os ratos foram submetidos ao tratamento cirurgico para realizar o registro do
ECoG. Apos anestesia com mistura de uretana+cloralose (1.000:40 mg / kg, ip),.
com a cabeca fixada a base de um aparelho estereotaxico, foi aberta a pele e
removido o peridésteo para exposi¢cao do cranio. Foi, entdo, trepanado um orificio
sobre os hemisférios cerebrais, sendo um orificio sobre a regido do bregma ou
sensorio motora (8 mm de didmetro). O orificio foi utilizado para estimulacédo com

KCI a 2% no mesmo hemisfério cerebral do microeletrodo de registro (figura 8).
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Durante o registro, a temperatura retal foi medida continuamente e mantida em
torno de (37,5 + 1)° C, por meio de aquecedores elétricos, colocados sob o animal.
Todos os animais foram submetidos continuamente a um potencial evocado, para
que esse servisse como uma referéncia para a passagem da DA, através do seu
desaparecimento, e recuperagao da DA, através do seu reaparecimento. Os
registros extracelulares foram realizados com microeletrodos de vidro (Boro-silicato,
Wold Precison Instruments). Um eletrodo foi colocado na regido parietal no coértex
sensorio-motor (1,5 a 2,5 mm anterior e 1 e 2 mm lateral no bregma) que registra o
eletrocorticograma (ECoG) do animal. O ECoG é um registro da atividade elétrica
cortical (em mV) ao longo do tempo de observagdao. Um segundo eletrodo foi
colocado sobre os ossos nasais e serviu de referéncia comum. O ECoG foi
digitalizado em uma placa conversora analdgico-digital (DIGIDATA 1322, Axon
Instruments Corp.) em um computador IBM compativel. A DA foi provocada uma
unica vez por estimulagdo quimica usando-se uma pelota de algodao de 1 a 2 mm
de diametro embebida em solugdo de KCI (cloreto de sodio) a 2%, mantida
aproximadamente 1 minuto sobre um ponto da superficie cortical. Uma vez
deflagrada a DA, a sua propagacao foi acompanhada na regido parietal, registrando-
se a depressao da atividade elétrica cortical.

O n

Be— L &

Figura 8. Esquema de registro do eletrocorticograma (EcoG). 1. Amplificador. 2.
Sistema de registro e aquisiciao do ECoG. 3. Microeletrodo extracelular. 4.
hemisfério cerebral direito e 5. esquerdo. 6. eletrodo de referéncia. 7. eletrodo de
estimulacgao. 8. sistema de estimulagao

4.2. Obtencao de dados

Foram selecionadas séries temporais do ECoG do cortex de nove (9) ratos, sendo
destes seis (6) nutridos e trés (3) desnutridos. As séries variaram em torno de um milhdo de

pontos, que foram pré-processados no programa QUB (www.QuB.Bufalo.edu), que

possibilitou a obtencado de arquivos menores, caracterizados neste trabalho por amostras
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que serao posteriormente analisadas para retirar as tendéncias do sinal e, fornecer

informacgdes sobre a sua memoria, avaliadas por software disponivel na PhysioNet.

O processo para obten¢do dos dados seguiu um determinado critério. Os nove (9)
registros experimentais digitalizados (ECoG) foram divididos em intervalos apresentados
nas figuras (9A-D), caracterizando os diferentes tracados do registro que séo: a) a atividade
elétrica espontanea (inicio do registro, definido aqui por controle); b) a fase apds a
aplicagéo do estimulo (KCI); c) a avalanche ( etapa que o sinal apresenta um aumento da
amplitude que ocorre em forma de “burst”); d) durante o fendmeno da depressao alastrante
DA, fase em que ha uma redugao acentuada do sinal; e€) apds a DA, intervalo no qual o
sinal retorna a atividade espontanea. Foram utilizados potenciais evocados com o objetivo
de monitorar a DA, uma vez que a DA suprime a resposta evocada. Apos a DA, observa-se

que a resposta do potencial evocado retorna com maior intensidade que no controle.

A duragao da avalanche varia de 3 a 5 segundos e nos outros intervalos tém duragéo
de 3 a 15 minutos. Para verificar a existéncia de correlagcao de longo alcance nos diferentes
intervalos do ECoG aplicou-se o método do DFA. Para comparar os valores dos expoentes
o nos diferentes intervalos citados acima, o registro do ECoG foi dividido em subintervalos,
com tamanho de 5 segundos (que corresponde a duragdo maxima da avalanche). Este
processo foi realizado tanto para o grupo dos ratos nutridos como o dos desnutridos. A
quantidade de expoentes obtidos para os nutridos foi: no controle (571), no estimulo (152),
durante a DA (362) e apos a DA foi de 627 expoentes. Para os desnutridos obteve-se: no
controle (239), no estimulo (131), na DA (308) e apds a DA (241) expoentes.

As figuras 9A-D apresentam uma série temporal de um ECoG em animais nutridos,

nas quais pode-se observar a variagao da voltagem no cortex em fungéo do tempo.
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Figura (9 A). Atividade padrao do ECoG com presenc¢a de um potencial evocado na
ultima linha
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Figura (9 B). Registro do momento da avalanche, com um potencial evocado no inicio
da segunda linha
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Figura (9 C). Fenédmeno da depressao alastrante com um potencial evocado no inicio
da segunda linha
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Figura (9 D). Registro do pés-DA, com potencial evocado no final da primeira linha
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4.3. Correlagao de longo alcance em séries temporais

Varios métodos que tém sido utilizados para estimar parametros que possam
avaliar a presenga de correlagdo de longo alcance em uma série temporal. Entre
eles pode-se citar: a andlise de Hurst (MANDELBROT, 1983); a variancia agregada
(TAQQU, TEVEROVSKY e WILLINGER, 1996); a analise dispersional
(BASSINGTHWAIGHT e RAYMOND, 1995); o periodograma (BASSINGTHWAIGHT
e RAYMOND, 1995; FLANDRIN, 1998); a funcdo de autocorrelagdo (GUERRERO e
SMITH, 2005) e o método da anadlise das flutuagbes sem tendéncias (Detrended
Fluctuation Analysis — DFA) (PENG et al., 1994a). Nesta pesquisa o0 método do DFA
foi escolhido para realizar a analise de correlacdo de longo alcance no registro da

atividade elétrica cortical.

4.4. Método de Analises de Flutuagées sem Tendéncias - Detrended
Fluctuation Analysis (DFA)

O método de anadlises de flutuagdes sem tendéncias (Detrended Fluctuation
Analysis — DFA) € um método desenvolvido para quantificagcdo de correlagbes em
séries temporais nao estacionarias. Este método foi introduzido por Peng para
analise de sequéncias génicas de DNA (PENG et al., 1994a) e foi aplicado em varios
fendbmenos dinamicos, incluindo a dinamica da variabilidade cardiaca (PENG et al.,
1995, IVANOQV, 1996); flutuagdes de eletroencefalograma de humanos (ROBINSON,
2003); intervalos entre passos sucessivos (HAUSDORFF et al., 1996); séries
temporais econO6micas (LIU et al.,, 1997; COSTA e VASCONCELOS, 2003);
fendmenos climaticos (PATTANTYUS-ABRAHAM, 2004, IVANOVA e AUSLOOS,
1999), e estudo de flutuagbes em canais idnicos (SIWY, AUSLOOS e IVANOVA,
2002). A vantagem do DFA em relagdo a métodos convencionais (por exemplo,
analise de Hurst) € que ele permite a deteccdo da auto-similaridade em séries
temporais ndo estacionarias, e também evita falsas deteccdes de correlagdes de
longo alcance, que sao na verdade artefatos de tendéncia incorporada no sinal
(CHIANCA, TICONA e PENNA, 2005; Hu et al., 2001).

O método do DFA representa uma modificacdo da Analise da Raiz do

Quadrado Médio (root mean square analysis) da caminhada aleatdria, e baseia-se
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em analise de flutuacbes dos dados apds a retirada das tendéncias da série
temporal integrada. O procedimento é o seguinte: sendo x(i) com i =1, 2,..., N, a

série temporal original, a série integrada é obtida usando a expressao,

V(0 =3 (x()-M) ®)

onde M é a média dos valores de x(i) com i =1, 2,..., N e k € um numero inteiro.

Como ja foi discutido, a integracéo (5) transforma a série original em um processo
auto-similar. Em seguida, a série y(k) € dividida em intervalos de comprimento igual
a n. Para cada intervalo sdo feitos ajustes usando-se fungdes polinomiais que s&o
classificadas como: linear (DFA-1), quadratica (DFA-2), cubica (DFA-3) e de ordem
m (DFA-m), que representa a tendéncia em cada intervalo (GOLDBERGER et al.,
2002). A ordenada do segmento linear (DFA-1), que representa a tendéncia no

intervalo de tamanho n, é denotada vy, (k). Essa tendéncia é retirada subtraindo-se o
valor do ajuste linear y, (k) do valor correspondente da série integrada y(k). A funcdo

que caracteriza o tamanho das flutuagdes para o tamanho n dos intervalos usados

para remover a tendéncia € dada pela expresséo:

Fm) =53 [yk) - v, (OF 6)
N &

Esse calculo é repetido para varios tamanhos do intervalo n para poder
determinar a relagao entre as flutuagdes (F(n)) e o tamanho do intervalo n. Para

processos fractais (auto-similares) F(n) aumenta com n pela lei de poténcia,
F(n) ~n“ (7)

O expoente de auto-similaridade « pode ser calculado usando o coeficiente
angular da reta obtida por regressao linear de grafico log F(n) versus log n. O
parametro de auto-similaridade « da série integrada é relacionado com a func¢éo de

correlacao da série original da seguinte forma:
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a) Para ruido branco os valores em determinado instante ndo sao
correlacionados com valores de instantes anteriores, os valores integrados
representam caminhadas aleatérias com « =0.5;

b) O valor 0.5<a <1 indica as correlagbes de longo alcance persistentes,
significando que os valores grandes/pequenos, tém maior probabilidade para
ser seguidas por valores grandes/ pequenos;

c) O caso «a =1 representa ruido do tipo 1/f;

d) Para 0<a<0.5 as correlagbes sao anti-persistentes, significando que os
valores grandes/pequenos tém maior probabilidade para ser seguidos por
valores pequenos /grandes;

e) Para a>1 correlagdes ainda existem, mas ndo se comportam pela lei de
poténcia. O caso especial «=1.5 indica ruido browniano que representa

integracéo do ruido branco.

O expoente a pode ser interpretado como o parametro que indica a suavidade
da série temporal original; um valor maior de « corresponde a uma série mais
suave. A figura (10 A-C) é uma ilustracdo do algoritmo do DFA-1 para a série
temporal dos intervalos entre batimentos cardiacos (GOLDBERGER et al., 2002).
Em A é mostrado a série dos intervalos entre batimentos cardiacos de um jovem
adulto. Em B observa-se na curva sélida preta a série integrada e as retas sédo as
tendéncias lineares correspondentes aos segmentos n=100 (vermelho) e n=200
(azul). Neste grafico pode ser observado que as diferencas entre a série integrada e
as tendéncias lineares sdo menores para o intervalo n=100 do que para n=200. O
grafico C representa o log F(n) versus log n para varios tamanhos de intervalos n. O

ponto vermelho representa F(100) e o ponto azul representa F(200). A dependéncia

linear indica a lei de potencia F(n)~n“. O expoente a pode ser calculado usando o

coeficiente linear da reta obtida por regresséo linear do grafico log F(n) versus log n.
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Figura (10 A-C). Fases do método DFA GOLDBERGER et al. (2002)

Na analise do método do DFA utilizou-se um software disponivel na
PhysioNet (http://www.physionet.org/), um férum on-line que reune uma grande
colecado de registros de sinais biomédicos e softwares para analisar tais sinais. O
recurso PhysioNet tem como objetivo estimular pesquisas correntes e novas
investigacbes no estudo de sinais complexos na biomedicina e na fisiologia
(GOLDBERGER et al., 2000). Foram utilizados também para os calculos das
médias dos expoentes « , desvios padrao e os calculos da analise estatistica (teste
de Wilcoxon e Shapiro-Wilk), a plataforma R (R Development Core Team, 2006). R:
A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL (http://www.R-project.org).
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5.1. Analise de Correlagao do Sinal do ECoG
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A tabela 1 mostra os valores médios dos expoentes o obtidos através da

analise de flutuagdo (DFA) do ECoG e seus desvios padrao para os diferentes

intervalos da série temporal, obtidos para cada um dos ratos nutridos.

A correlagao de longo alcance (memoria) € observada em todos os intervalos,

com excecgao da avalanche. Nestes intervalos os valores de o s&o maiores que 0,5,

significando que a série é persistente. Durante a avalanche as correlagdes

desaparecem com «=0,5, caracterizando uma série ndo correlata do tipo ruido

branco.
Tabela 1. Médias dos expoentes a para ratos nutridos
Animais  Controle Estimulo  Avalanche DA Pés DA
N1 0,79(0,04) 0,69(0,11) 0,26 0,67 (0,07) 0,74(0,05)
N2 1,08 (0,09) 1,03(0,1) 0,71 0,92 (0,08) 1,04(0,1)
N3 0,99 (0,08) 0,98 (0,04) 0,51 0,92(0,11) 1,04 (0,04)
N4 09(0,06) 0,87(0,07) 0,49 0,93(0,08) 0,87 (0,07)
N5 0,94 (0,03) 0,97 (0,04) 0,74 0,95(0,06) 0,89(0,04)
N6 1,16 (0,1) 1,1(0,09) 0,49 0,61(0,11) 1,06(0,2)

*Desvios padrao entre parénteses

O valor médio do expoente o na condi¢do controle nos seis animais foi de 0,97

com um desvio padrao igual 0,122, durante a estimulagcdo com KCI o valor médio

para animais nutridos foi igual a 0,879 com desvio padréo de 0,181. Na avalanche
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obtem-se um valor médio para a de 0,534 com desvio padrao de 0,174, o que revela
a nao existéncia de correlagcdo de longo alcance. Na DA e apdés a DA séo
observados valores médios para os expoentes o maiores do que 0,8, indicando a
presenga de correlagdo de longo alcance persistente. Na DA o valor de ¢=0,834 com

desvio padrao de 0,165 e apds a DA foi de 0,948 com desvio padrao de 0,136.

Os valores dos expoentes a foram obtidos em ratos jovens adultos, com
excegao de um unico experimento, no qual foi usado um rato com idade de nove (9)
meses, nomeado na tabela 1 como N1. Percebe-se que neste animal ha uma
reducdo da correlagédo de longo alcance em todas as fases do processo. Este
comportamento € esperado devido a perda de complexidade, que ocorre
naturalmente com o avangar da idade do animal, fenbmeno ja observado na

frequéncia cardiaca em humanos por Goldberger et al., (2002).

Quando o rato N1 foi descartado o valor médio do expoente o, aumentou nos
cinco animais e em todas as fases do processo anteriores e posteriores a DA. No
controle a foi igual 0,98 £ 0,12, na fase do estimulo o alcangou valor igual a 1,00
10,09 e na avalanche persistiu a perda de correlagdo em que a teve valor igual a
0,59 +0,13. Esta correlacdo aumentada pode também ser observada durante a DA
em que o elevou-se para 0,86 + 0,16 e também apds DA com a=0,96 e seu desvio

padrao igual a 0,13.

Os dados da tabela 2 correspondem a analise de flutuagdo DFA dos ratos
desnutridos. Foram obtidas as médias dos expoentes o € 0s respectivos desvios
padrdo nos diferentes intervalos para cada um dos ratos desnutridos. Este grupo
também apresentou correlagado de longo alcance em todos os intervalos, exceto na
avalanche. Em todos os intervalos os valores o foram maiores que 0,5, indicando
que os sinais sao correlacionados de forma persistente. Na avalanche o em torno de
0,5, indicando que nesta fase do processo a correlagao no sinal do ECoG é perdida.
No entanto, os valores dos expoentes a obtidos neste grupo foram sempre menores,
em todos os intervalos, do que os valores desse parametro para o grupo dos
animais nutridos, indicando perda de complexidade no sinal do ECoG com o estado

de desnutrigéo.
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Tabela 2. Médias dos expoentes a para ratos desnutridos

Animais Controle Estimulo Avalanche DA Poés DA
D1 0,83(0,03) 0,8(0,05) 0,64 0,79 (0,05) 0,81(0,05)
D2 0,68 (0,03) 0,76 (0,11) 0,59 0,74 (0,05) 0,69(0,03)
D3 0,54 (0,04) 0,51(0,03) 0,49 0,57 (0,08) 0,61(0,02)

*Desvios padrao entre parénteses

Nestes animais desnutridos, os valores médios observados, nos trés animais,
para o expoente o forma os seguintes: no controle a=0,75 com desvio padrao 0,11;
na estimulacdo com KCI o= 0,76 + 0,11; na avalanche n&o houve correlagdo e o
valor de o diminuiu para 0,58 £ 0,08, na DA « foi igual a 0,74 com desvio de 0,10 e

apos DA a=0,75 com desvio padrao igual a 0,09.

5.2. Analise Estatistica

Em uma analise inicial dos dados do registro do ECoG, foi testada a hipdtese
de normalidade dos dados experimentais. Utilizou-se como ferramenta o teste de
Shapiro-Wilk (SHAPIRO e WILK, 1965) aplicado as amostras dos expoentes a nos

quatro intervalos: controle, estimulo (KCI), durante a DA e apés DA.

Os resultados do teste de normalidade mostram que os expoentes a nao
seguem distribuicdo normal em nenhum dos quatro intervalos analisados. Diferengas
significativas para condicdo de normalidade podem ser observadas tanto no grupo

dos nutridos como nos de desnutridos (tabela 3).

Tabela 3. Teste de Shapiro-Wilk para normalidade

Animais Controle Estimulo DA Pé6s DA

Nutridos 0,97(0)  0,96(0,005) 0,91(0)  0,98(0)
Desnutridos  0,90(0) 0,95(0) 0,88(0)  0,97(0)

* Entre paréntese p-valor

A analise feita acima constatou diferenca significativa entre a distribuicdo dos

valores experimentais e a distribuicdo tedrica normal. Diante disto, o teste de
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Wilcoxon (WILCOXON, 1945) foi utilizado para comparar as médias dos expoentes a
obtidos dentro de cada grupo estudado, para as diferentes fases do processo
(controle, estimulagéo, DA, apds DA). O teste de Wilcoxon foi também usado para
comparar os valores médios de cada fase do processo entre os dois grupos de
animais, nutrido e desnutrido. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. A
avalanche sera tratada isoladamente devido ao fato de um unico valor de a ser
obtido para cada animal nesta fase do ECoG. Observe que a duragcdo dos
subintervalos usados para o calculo de a em cada fase do registro tem a duracédo de
uma avalanche (5 segundos). Isto nos impede de realizar uma analise de

comparacgao entre as médias de duas amostras, como é feito no teste de Wilcoxon.

O teste de Wilcoxon quando usado para comparar as médias dos expoentes a
obtidos dentro de cada grupo estudado (nutrido e desnutrido), nos diversos
intervalos (controle, estimulagcdo, DA, apds DA) revelou que os valores médios de a
diferem significativamente em todas essas fases no grupo dos nutridos, ja nos
desnutridos ndo ha diferenga significativa. Tais resultados, também podem ser
observados nos valores das diferencas médias dos expoentes o dentro de cada

grupo, conforme tabela 4, abaixo.

Tabela 4. Diferengas entre médias dos expoentes por fases e o P-valor do teste de

Wilcoxon
Animais Controle - Controle— Controle-— Estimulo - Estimulo — DA -
Estimulo DA Po6s DA DA Pés DA Po6s DA
Nutridos 0,02 (0,02) 0,13(0) 0,02(0,03) 0,15 (0) 0,04 (0) -0,11 (0)

Desnutridos  0(0,25)  0,01(0) 0(0,14) 0,02(0,53) 0(0,66) -0,01(0,28)

Entre parénteses, o p-valor

Na comparacgéo dos valores médios de a em cada fase do processo entre os
dois grupos de animais (nutrido e desnutrido) o teste de Wilcoxon revelou que as
médias dos expoentes o em cada intervalo para os animais nutridos diferem
significativamente daquelas obtidas para os animais desnutridos. Os valores obtidos
para as diferencas entre médias dos expoentes a e o0 p-valor do teste de Wilcoxon

nos diversos intervalos estio na tabela abaixo.
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Tabela 5. Diferengas entre as médias dos expoentes a nas fases entre os grupos e
o teste de Wilcoxon

Controle Estimulo DA Po6s-DA
Nutridos Nutridos Nutridos Nutridos

Desnutridos Desnutridos Desnutridos Desnutridos

Valor Médio 0,23 0,25 0,12 0,21

P-Valor 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Na avalanche o teste de Wilcoxon n&o rejeita a hipotese de que o expoente a &

igual a 0,5, ou seja, o teste comprova a perda de correlagao.

Na comparacao entre as médias dos expoentes a nos diferentes intervalos
(controle, estimulagao, DA, apés DA) com o expoente o na avalanche, o teste de
Wilcoxon acusou diferenga significativa tanto no grupo dos nutridos como no grupo
dos desnutridos Este resultado foi observado também nos valores das diferengas
entre as médias nos diversos intervalos, com o expoente a na avalanche. O grupo

dos animais nutridos apresentou valores maiores (tabela 6).

Tabela 6. Diferenga entre as médias dos expoentes a e o valor de o na avalanche
e o P-valor do teste de Wilcoxon

Controle- Estimulo- Po6s DA-
Aval Aval DA-Aval Aval

Nutridos ~ 0,39(0) 041(0) 027(0) 0,38(0)
Desnutridos 0,17 (0) 0,18(0) 0,16(0) 0,17(0)

* P-valor entre paréntese

Animais
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisadas correlagdes de longo alcance na atividade
elétrica cortical observada no registro do ECoG, em ratos nutridos e desnutridos, em
diferentes fases do registro, denominadas de controle, estimulo, avalanche, DA e
pos DA. O método utilizado para parametrizar a correlagao existente na série
temporal do ECoG foi o DFA que forneceu um parametro de auto-similaridade para

cada um dos intervalos analisados.

Os expoentes a para os intervalos controle, estimulo, DA e pés DA mostraram
valores que denotam a propriedade de persisténcia, caracteristica de organismos
saudaveis cuja complexidade do sinal registrado garante a adaptabilidade do
organismo a situagdes de estresse e/ou disturbios. Observou-se que mesmo com a
diminuicdo significativa da amplitude dos sinais durante a DA, as correlagdes

temporais se mantém.

Para o grupo dos nutridos, na avalanche, o valor do expoente a diminuiu para
0,5, caracteristico de sinais ndo correlatos do tipo ruido branco, que indica a perda
de propriedades fractais observadas em sistemas fisioldgicos saudaveis
(GOLDBERGER et al., 2002). Um comportamento semelhante foi observado no
intervalo entre dois passos de pacientes com doenga de Huntington (HAUSDORFF
et al,, 1997) e na dinamica cardiaca durante a fibrilacdo arterial (PENG et al.,
1994b).

No grupo dos desnutridos, o expoente a teve tendéncia igual ao grupo dos
nutridos; de igual modo, em todos os intervalos, com exceg¢do da avalanche, o sinal
€ persistente. No entanto, os valores dos expoentes foram menores, significando

também uma diminuicdo da complexidade caracteristica de organismos saudaveis,
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isto €, aqueles com maior capacidade de adaptagdo ao estresse e aos disturbios
(GOLDBERGER et al., 2002). Estes resultados estdo de acordo com a teoria da
patofisiologias (GOLDBERGER et al., 2002).

As correlagbes de longo alcance existem em todos os intervalos, exceto na
avalanche, tanto para os grupos dos animais nutridos como para os desnutridos,
sendo os valores dos expoentes a menores para este segundo grupo, isto &, se

degradam levemente.

Em ambos os grupos, a correlagao de longo alcance se perde completamente
na avalanche, o que se pode comparar com um estado patologico, resultado
compativel com o estudo de Santos (2007) sobre a analise de correlagdo no

fendbmeno da DA.

Ledo (1944a) em seus estudos experimentais verificou que o estagio
atualmente denominado avalanche teria possiveis conexdes com a epilepsia do tipo
tébnico-clénica, em que também se observa um aumento da amplitude dos sinais de
forma assincrona. Portanto, um estudo da correlagdo de longo alcance, usando-se o
método do DFA, no sinal elétrico registrado no cortex durante a crise epiléptica,

pode ser de grande utilidade na elucidacéo dessa doenca.

Outra constatacdo na analise desta pesquisa esta relacionada a perda das
propriedades de correlagdo de curto e longo alcance (complexidade) com a idade,
fator que reduz a adaptabilidade do organismo (GOLDBERGER, PENG e LIPSITZ,
2002). Conforme pode ser observado na tabela 1, a média do expoente a foi
drasticamente menor para todos os intervalos estudados no animal N1, cuja idade

era de nove (9) meses, superior a dos demais animais pesquisados.



52

7. CONCLUSOES

1. A atividade elétrica cortical, registrada no ECoG, apresenta correlagdo de longo
alcance (memdria) persistente no controle, na estimulagdo, na DA e apds a DA,
tanto nos animais nutridos como nos desnutridos. Na avalanche (periodo que

precede a DA) o sinal torna-se sem memodria.

2. O uso do método nao-paramétrico de Wilcoxon, para comparar os valores médios
dos expoentes a obtidos para o grupo de animais nutrido, durante as fases de
controle, estimulacdo, DA, apds DA, revelou que essas diferentes fases diferem

significativamente.

3. Os valores médios dos expoentes a obtidos para o grupo de animais desnutrido,
durante as fases de controle, estimulacdo, DA, apés DA, nao foram

significativamente diferentes, quando comparados pelo método de Wilcoxon.

4. Na comparacao dos valores médios de a nas fases de controle, estimulagao, DA,
apos DA entre os dois grupos de animais (nutrido e desnutrido) o teste de Wilcoxon
revelou que as médias dos expoentes o em cada fase para os animais nutridos

diferem significativamente daquelas obtidas para os animais desnutridos.

5. Na avalanche, a hipdtese de que o expoente a é igual a 0,5, n&o foi rejeitada pelo
teste de Wilcoxon, revelando uma perda de correlagcdo nessa fase. Na comparacgao
entre as médias dos expoentes o nos diferentes intervalos (controle, estimulacéo,
DA, apo6s DA) com o valor do expoente o na avalanche, o teste de Wilcoxon acusou

diferenca significativa tanto no grupo dos nutridos como no grupo dos desnutridos.

6. As correlacbes temporais se mantém mesmo com a diminuigao significativa da

amplitude dos sinais durante a DA.
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