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RESUMO

As fungdes cerebrais emergem de processos eletroquimicos complexos gerados,
propagados e integrados por células nervosas em multiplas escalas espaciais e temporais.
Diversas técnicas foram desenvolvidas para medir e caracterizar as propriedades desses
processos eletroquimicos. Uma delas, a espectroscopia de impedancia (EI), consiste em
medir a impedancia do tecido cerebral em resposta a perturbagdes aplicadas de corrente
(ou voltagem) senoidal de pequena amplitude em varias frequéncias. O espectro de
impedancia resultante de tais medigdes pode ser analisado no dominio da frequéncia e
correlacionado com modelos de circuitos elétricos equivalentes, fornecendo assim uma
base quantitativa para avaliar diferentes tipos de mecanismos de propagacdo de sinais no
cérebro. Apds uma descri¢do das bases tedricas da EI, o presente trabalho de revisao
bibliografica analisa a contribui¢do dessa técnica no ambito da neurociéncia. Em especial,
a questdo, ainda aberta, acerca do carater resistivo da propagacdo extracelular das
correntes elétricas no cérebro ¢ discutido. A resolucdo dessa questdo ¢ particularmente
importante em vista de suas amplas implicac¢des para a interpretacao de resultados obtidos
por técnicas de registro eletrofisiolégico baseado em potenciais de massa como a
eletroencefalografia.

Palavras-chave: espectroscopia de impedancia, tecido cerebral, impedancia,
dependéncia da frequéncia, condutividade do meio extracelular.



ABSTRACT

Brain functions emerge from complex electrochemical processes generated, propagated,
and integrated by nerve cells at multiple spatial and temporal scales. Several techniques
have been developed to measure and characterize the properties of these electrochemical
processes. One of them, impedance spectroscopy (EI), consists of evaluating the
impedance of brain tissue in response to applied disturbances of small amplitude
sinusoidal current (or voltage) at various frequencies. The resulting impedance spectrum
of such can be analyzed in the frequency domain and correlated with models of equivalent
electrical circuits, thereby providing a quantitative basis for evaluating different types of
signal propagation mechanisms in the brain. After a general description of the theoretical
bases of IE, the present review analyzes the contribution of this technique in the field of
neuroscience. In particular, the still open question about the resistive character of the
extracellular propagation of electrical currents in the brain is discussed. Resolving this
issue is particularly important in view of its broad causes for the interpretation of results
obtained by electrophysiological recording techniques based on mass potentials such as
electroencephalography.

Keywords: impedance spectroscopy, cortical tissue, impedance, frequency dependency,
extracellular medium conductivity.
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1. INTRODUCAO

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica ou simplesmente Espectroscopia
de Impedancia (EI) ¢ uma excelente técnica amplamente utilizada para a caracterizagao
de propriedades elétricas fundamentais dos mais variados sistemas e processos
eletroquimicos. Esse termo encerra ao mesmo tempo dois significados: determinar o
espectro de impedancia e o estudo sobre determinado sistema eletroquimico por meio de
ferramentas proprias de analise dessa técnica. Os graficos de espectroscopia remetem ao
entendimento de estudos de absor¢do da radiagdo eletromagnética com relacdo a
frequéncia, do mesmo modo, ¢ o caso da EI onde os graficos sdo de impedancia com
relacdo a frequéncia do sinal aplicado ou medido (Szekeres & Lang, 2021).

Ao longo das ultimas décadas, essa técnica tem sido empregada com muito
sucesso nas mais diversas areas do conheccimento como a ciéncia dos materiais, a
biologia e a medicina. Basicamente, a técnica de EI consiste em medir a impedancia de
determinado meio frente a resposta a uma aplicacao de corrente (ou potencial) senoidal
sob vérias frequéncias.

O espectro de impedancia derivado dessas medidas € entdo analisado no dominio
da frequéncia e correlacionado com modelos de circuitos equivalentes constituidos de
resistores, capacitores e/ou indutores, podendo ainda apresentar elementos mais
complexos como a constante de fase e elementos difusionais - Impedancia de Warburg
(Bockris & Gamboa-Aldeco, 2000). Dessa forma, os parametros obtidos que se
assemelham melhor aos modelos propostos podem ser apresentados em formalismos
matematicos, fornecendo assim uma descri¢ao quantitativa e qualitativa dos mecanismos
do fluxo de corrente do sistema sob estudo.

A membrana celular ¢ um dos elementos basicos de todas as células de animais e
de plantas, a sua complexa estrutura e organizacao lipidica em sua maioria produz uma
variedade enorme de tipos e funcdes, definindo a grande multiplicidade de fungdes
bioldgicas em sentido amplo. Como serd visto adiante, essas estruturas apresentam
algumas propriedades elétricas e, em geral, sdo consideradas a terem comportamento
proximos a componentes lineares elétricos. Especialmente por causa disso, a EI pode e
deve ser empregada por ser apropriada em andlises lineares, fornecendo muitas
informagdes sobre as estruturas e fungdes das membranas celulares (Eisenberg &
Mathias, 1980). Nesse contexto, a membrana neuronal tem seu destaque funcional por

produzir a caracteristica de ser excitavel gerando sinais, podendo assim, ser estimulada



eletricamente para ser estudada. Além disso, ela possui as caracteristicas elétricas usuais,
como por exemplo, fendmenos de capacitancia.

Por sua vez, as funcgdes cerebrais, resultantes de inimeras atividades elétricas
neuronais, manifestam-se por meio de complexos processos eletroquimicos gerados,
propagados e integrados por essas células nervosas em suas multiplas escalas espaciais e
temporais. Dessa forma, importantes informacdes acerca das propriedades elétricas do
tecido cerebral sdo obtidas pelas medidas de impedancia, com grande relevancia para o
entendimento da biologia da propagacao dos sinais elétricos pelo cérebro.

Nas multiplas estruturas anatomicas cerebrais, as medidas de impedancia possuem
ampla variedade tanto na fisiologia como em patologias e tém sido alvo de extensivos
estudos, principalmente, porque acredita-se na importancia da impedancia do ponto de
vista de suas bases fisioldgicas para o entendimento dos fendmenos do cérebro (Shalit &
Mahler, 1966).

Uma vez que o meio extracelular possui propriedades ainda ndo totalmente
esclarecidas, a EI ganha a sua importancia na avaliagdo das propriedades na escala
mesoscopicas, tendo em vista que ndo estd completamente evidente se o tecido cortical
cerebral possui caracteristicas totalmente 6hmicas, assim como o de um resistor, ou, se
os sinais sofrem atenuagdes dependentes da frequéncia (Logothetis, 2007).

Embora o uso da EI em sistemas biologicos ja tenha sido utilizado desde o final
do século XIX (McAdams & Jossinet, 1995), ainda hd, em pesquisas no tecido cerebral
muita controvérsia e discussdo tanto com rela¢do a melhor técnica a ser utilizada, quanto
a questdo de qual seria o melhor aparato experimental para se realizar a medida de
impedancia. Uma das grandes discussdes nesse sentido € sobre o comportamento elétrico
equivalente do meio neuronal cerebral, ou seja, na hipdtese do tecido cerebral apresentar
um meio puramente resistivo, ele ndo apresentard as propriedades de filtragem de sinais
sendo a condutancia do meio independente da frequéncia. J4 no caso do meio ser ndo-
o6hmico, devera o sistema exibir propriedades complexas podendo ser estas capacitivas
e/ou indutivas e, consequentemente, apresentaria a filtragem de sinais, o que impacta na
analise dessa propagacao pelo tecido cerebral.

Hé pouco mais de 10 anos, Logothetis e colaboradores (2007) relataram um
comportamento relativamente linear e espacialmente isotrépico do espectro de
impedancia do cortex de primatas. Por conseguinte, confirmou-se a suposi¢do atual de

que a propagacao dos sinais elétricos dentro de redes corticais pode ser modelada como
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um processo resistivo. Gomes e colaboradores (2016) concluiram que o comportamento
ndo-0hmico esta presente no tecido neural.

Posteriormente, Barbour (2017) questionou a interpretagdo dos modelos propostos
por Gomes, por ter representado incorretamente a impedancia das membranas de
dendritos, as quais apresentam uma configuragdo extremamente complexa, dificultando,
portanto, a medi¢do do sinal de impedancia extracelular.

Assim, aresolucao dessa questdo ainda estd em aberta na literatura e possui grande
importancia tendo em vista suas implicagdes para a interpretacdo de quaisquer resultados

obtidos por estimulagdo elétrica ou por registro no cortex.

2. OBJETIVOS

Este trabalho visa apresentar alguns conceitos basicos e fundamentais da técnica
chamada de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica aplicada na determinagdo de
propriedades elétricas do cérebro e, mais especificamente, na medi¢do da impedancia do
cortex cerebral, bem como o intuito de se obter outros parametros importantes para a
andlise de propagacao de sinais no cérebro. Também, destina-se este trabalho a mostrar
os aparatos experimentais comumente utilizados por esse método em cortex de animais
in vivo e in vitro, onde serdo discutidos artigos relevantes nessa area, considerando
abordagens experimentais utilizadas, as suas limitagdes técnicas e as demais
problematicas concernentes ao assunto.

Abordaremos primeiramente aspectos fundamentais tedricos e experimentais da
EI, para formar um arcabou¢o minimo para a compreensdo da importancia e utilidade do
emprego dessa ferramenta de estudo, com o proposito de se compreender mais
profundamente a questdo da propagacdo dos sinais elétricos gerados pelo cérebro, bem

como suas propriedades de filtragem de sinais.

3. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

A EI ¢ uma técnica capaz de mostrar importantes informacdes sobre o fluxo de

corrente idnica em tecidos bioldgicos, por meio de propriedades elétricas lineares em
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fun¢do da frequéncia, e se constitui em um método eficaz na determinagao dessa corrente
(Macdonald & Johnson, 2018).

As medidas de impedancia obtidas em sistemas bioldgicos, seja em tecidos ou em
uma suspensdo de células, quando sdo provenientes de correntes injetadas fora das
células, serdo relativas aquele espaco extracelular que se estd estudando. O resultado ¢é
uma corrente idnica que também pode fluir através da membrana celular, tanto pela
propriedade capacitiva desta, quanto devido aos seus canais i6nicos inscrustrados na
bicamada lipidica (Eisenberg & Rae, 1977; Falk & Fatt, 1964).

Nos topicos que se seguem, serdo mostrados alguns dos aspectos histéricos da
determinag¢do da impedancia em sistemas bioldgicos e, seguindo mais adiante, sera
apresentada uma breve parte tedrica basica para melhor compreensdo do emprego da EI

no contexto do cortex cerebral.

3.1 Fundamentos Tedéricos da Espectroscopia de Impedancia em Tecidos Bioldgicos

A técnica da EI ¢ uma ferramenta muito utilizada para a caracterizacdo de
propriedades elétricas de materiais e suas interfaces com os eletrodos, empregada para o
estudo da dindmica de ligacdo ou de movimentagdo de cargas em um meio ou na regiao
de interface de um so6lido ou liquido (Macdonald & Barsoukov, 2005).

Originalmente, o termo impedancia foi denominado para descrever a resisténcia a
corrente alteranada (CA) ou potencial alternado em sistemas elétricos (Sluyters-Rehbach,
1994). Em sistemas eletroquimicos o termo impedancia Z(w) foi escolhido para
representar os sinais de CA de ondas senoidais (Yuan & Zhang, 2009). Existem outros
tipos de forma de sinais como quadraticas e tridngular, usualmente ndo sdo muito
utilizadas nos experimentos de EI em cérebros.

A designacao espectroscopia de impedancia em correntes alternadas ¢ empregada
para descrever a técnica de mensuracdo de impedancia de CA em circuitos elétricos e,
quando ela ¢ aplicada em sistemas eletroquimicos, usa-se normalmente o termo
espectroscopia de impedancia eletroquimica (Yuan & Zhang, 2009). Porém, usualmente,
muitos trabalhos denominam apenas como EI.

Com relacdo aos comportamentos elétricos, os sistemas bioldgicos podem ser

vistos como sistemas eletroquimicos extremamente complexos, os quais podem ser
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analisados e estudados sob o ponto de vista elétrico com base em modelos de
representacdes de componentes basicos de circuitos elétricos. Assim, para entender o
papel da impedancia em sistemas eletroquimicos de uma forma geral, primeiramente
deve-se buscar o entendimento do comportamento desses sistemas elétricos elementares
que correspondem aos componentes elétricos lineares passivos, sdo eles: o resistor, o
capacitor e o indutor (Yuan & Zhang, 2009).

Entdo, neste primeiro momento, deve-se conceber esses elementos sob a acdo de
uma corrente continua (CC) e, em seguida, no sistema de corrente alternada (AC), cujo
objeto de interesse € o exposto por este trabalho, ja que esse € o tipo de corrente utilizada
na EIL. Os sistemas elétricos em CC sdo aqueles em que os valores da corrente e da
diferenga de potencial permanecem constantes com o passar do tempo (Callegaro, 2012),
como exemplo, temos as pilhas e as baterias (Luiz, 2009).

A resisténcia, que pode ser entendida como a dificuldade com que as cargas
elétricas possuem quando passam através de determinado meio, ¢ quantificada pela
representacdo R que, conceitualmente, ¢ dada pela razdo v/i ou conforme pode ser visto
pela Eq. 1 (Adiutori, 2002), onde a diferenca de potencial v (dada em volts, V) e a corrente
i (dada em amperes, A) apresentam uma linearidade, em outras palavras, sdo
proporcionais. O elemento fisico elétrico que representa a resisténcia em circuitos ou
quando algum sistema apresenta comportamento igual ¢ o resistor (Yuan & Zhang, 2009).
A unidade de medida da resisténcia utilizada pelo Sistema Internacional (SI) de medidas

¢ o ohm (simbolo Q).

~ 3

(1

Na pratica, ao aplicar uma diferenca de potencial entre dois pontos em um sistema
condutor e realizar a medida da corrente resultante desse potencial, obtém-se a resisténcia
daquele meio.

Outro modo de expressar quantitativamente a oposi¢ao ao fluxo de cargas elétricas
num meio ¢ por meio da chamada condutancia G (unidade em siemens, S), que ¢ o inverso
da resisténcia (Yuan & Zhang, 2009). Assim, quando maior a condutincia menor sera a
resisténcia que o meio apresenta em oposicao ao fluxo de corrente e vice-versa.

O resistor ¢ um elemento dissipativo dito passivo, pois quando percorrido por um

fluxo de cargas elétricas dissipam boa parte de sua energia na forma de calor (Orazem &
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Tribollet, 2019). Na pratica, todo fluxo de cargas dissipam energia de alguma de suas
formas (calor, ondas eletromagnéticas, etc.) e em algum grau de intensidade.

Outro conceito derivado da resisténcia ¢ a resistividade p. Conceitualmente, ¢
importante diferenciar os termos resisténcia (R) de resistividade (p): o primeiro,
relaciona-se com a propriedade de um objeto e, o segundo, refere-se a uma propriedade
do meio ou do material pelo qual hé4 a passagem de corrente de cargas por ele (Halliday
& Walker, 2013). Assim, podemos dizer que os termos resisténcia e impedancia possuem
o mesmo significado fisico, porém, este tltimo além da componente resisténcia apresenta
a o componente reatancia que sera vista adiante.

A resistividade p de um material ¢ definida pela Eq. 2, na qual, matematicamente,
ndo se relaciona com a resisténcia R do meio € nem com a corrente de cargas, mas, tao
somente, com campo elétrico E e a densidade de corrente J em modulo. Possui a unidade

de 6hm-metro (2.m) no SI (Halliday & Walker, 2013).

_E 2)
=7

O ohmetro-metro (2.m) ¢ a unidade de medida da resistividade p no SI. Utiliza-
se na pratica também a condutividade ¢ de um meio que é definida pelo inverso da
resistividade (¢ = I / p) e possui unidades de Siemens por metro (S.m)! no SI. Em
sistemas eletroquimicos a resisténcia idnica €, por vezes, expressada como condutividade
i0nica, sendo que, normalmente, a resisténcia elétrica ¢ usada mais para meios condutores
como os metais (Yuan & Zhang, 2009). Alguns trabalhos de impedancia utilizam o termo
resisténcia elétrica para se referir a resistividade (Logothetis, 2007).

Por ultimo, a Eq. 3 relaciona a resisténcia com a condutividade e as caracteristicas
fisicas dimensionais do meio, sendo elas o comprimento (L) e a area seccional (4) por

onde a corrente elétrica (ou ionica) flui (Halliday & Walker, 2013; Yuan & Zhang, 2009).

L 3)
A

R=p
Conceitualmente, a Eq. 3 ¢ valida somente para meios homogéneos isotropicos,
onde a secdo transversal seja uniforme, conforme exemplificado pela Fig. 3. Por meio da

Eq. 3 ¢ possivel calcular a resistividade de um material. Por exemplo, no trabalho de
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Logothetis e colaboradores (2007), foi utilizada essa equacdo em seus calculos para se

obter a condutividade do meio extracelular em cérebros de macacos primatas.

m
¥

(a) (b)

Figura 1 — Exemplo de representacdo de correntes de cargas elétricas
(linhas pretas) que atravessam uma secdo cilindrica sob a a¢do de uma
aplicacdo de diferenga de potencial. A resisténcia em (a) por ter conetores
menores em relacdo ao (b), apresenta maior resisténcia. Adaptado de

Halliday & Walker, 2013.

Em sistemas eletroquimicos, existe um tipo de resisténcia que foi denominada de
resisténcia de transferéncia de cargas sendo aquela em que representa a dificuldade de
trocas de cargas no processo interfacial, devido a transferéncia de elétrons na interface
eletrodo-eletrdlito, o que pode ser decorente da dependéncia da reacdo, da superficie do
eletrodo e do potencial de eletrodo (Yuan & Zhang, 2009).

Geralmente, o simbolo utilizado para se designar a impedancia ¢ o Z,
diferenciando-se do R, sendo X o termo resisténcia da parte complexa da impedancia.

Outro importante elemento elétrico cujo comportamento igual ¢ encontrado nas
membranas celulares € o capacitor que, basicamente, apresenta a propriedade de acimulo
de cargas elétricas (¢) em seu interior, capaz de atuar como um armazenador de energia
na forma elétrica. O seu comportamento segue a relacao dada pela Eq. 4 (Yuan & Zhang,
2009). Estruturalmente, um capacitor consiste em duas placas condutoras de eletricidade

que sdo separadas por um material dielétrico (ndo conduz corrente elétrica).

“

< IR

A unidade de capacitancia ¢ dada em Faraday (F) no SI, sendo v a diferenca de
potencial (Orazem & Tribollet, 2019).

O funcionamento basico de um capacitor ¢ dado quando se aplica uma diferenca
de potencial entre suas placas, ocorrendo o acimulo de cargas nessas placas formando

assim um circuito aberto (ndo ha passagem de corrente). Retirando-se o potencial, as
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placas mantém as cargas devido ao campo elétrico resultante do acamulo de cargas
opostas e, ao se conectar novamente no sistema, pode haver o descarregamento elétrico
dessas cargas no circuito gerando o fluxo de corrente de cargas (Halliday & Walker, 2013;
Orazem & Tribollet, 2019; Yuan & Zhang, 2009).

Por outro lado, um indutor, assim como um capacitor, ¢ também um elemento que
armazena energia, porém, diferentemente do capacitor, ele o faz na forma de energia
magnética. E constituido basicamente por uma espiral de metal que o fluxo de cargas
elétricas percorre. O fluxo magnético em um indutor ¢ dado por meio da Eq. 5 e a unidade

da indutancia L ¢ o Henry (H) no SI (Orazem & Tribollet, 2019).

& =Li (5)

Os elementos elétricos basicos de circuitos elétricos apresentados acima sao
geralmente representados de acordo como mostrado na Fig. 4. Como serd visto, esses
mesmos elementos sdo utilizados para representar um circuito elétrico equivalente que
representa o comportamento elétrico do tecido bioldgico que se estuda.

Um sistema elétrico por onde percorre a corrente alternada (CA) ¢ aquele onde ha
o uso de corrente ou diferenga de potencial alternado com valor variando de forma
periodica com o passar do tempo (Yuan & Zhang, 2009). Um bom exemplo € a corrente
senoidal que apresenta seu comportamento descrito por uma sendide.

Para que um sistema eletroquimico seja dito como linear no qual uma corrente ou
potencial senoidal de baixa amplitude o perturba ¢ dito linear se apenas os termos de
primeira ordem da equacdo da expansdo de Taylor sdo considerados, visto que essa
expansao em outras ordens descreve correntes e potenciais nao lineares, ndo sendo objeto
de interesse deste estudo (Sluyters-Rehbach, 1994). Além disso, uma grande diversidade
de processos eletroquimicos pode contribuir para a relagdo corrente-potencial e, dessa
forma, para a impedancia total do sistema (Sluyters-Rehbach, 1994).

Na experimenta¢do da EI, a aplicacdo de CA ¢ vista como um sinal de entrada,
onde mede-se a resposta (saida) apds a aplicagdo do sinal. Ha diferentes tipos de sinais,
porém, para as medidas em tecidos neurais usualmente ¢ comum utilizar uma corrente do
tipo senoidal /(?) = In,cos(wt + 6), no qual /() ¢ a corrente instantanea no tempo ¢, o 1, €
a amplitude méaxima do sinal, 6 o dngulo de fase € 0 w ¢ a frequéncia angular (rad.s™!)
com valor igual a 2zf (Macdonald & Barsoukov, 2005; Yuan & Zhang, 2009). E

importante ressaltar a diferenca entre a frequéncia (f) e frequéncia angular (w), sendo a
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primeira dada em hertz (Hz) correspondendo ao numero de ciclos de onda por segundo e

a segunda, dada geralmente em radianos por segundo.

Figura 2 — Representagdo dos elementos basicos de um circuito elétrico.

Na sequéncia da direita pra esquerda: um resistor (R), um capacitor (C) e

um indutor (L).

Um aspecto importante nos calculos que envolvem a corrente alternada na EI ¢ a
utilizagdo de nimeros complexos, devido a facilidade que estes apresentam na analise e
manipula¢do numérica dos dados provenientes da EI.

Os resistores em CA se comportam segundo a Eq. 6, sendo Ve I o potencial e a
corrente, respectivamente, onde sdo variaveis segundo a fun¢ao temporal senoidal; 8 € o
angulo de fase. Destaca-se que ambas a diferenga de potencial e a corrente possuem a

mesma frequéncia e angulo de fase (Yuan & Zhang, 2009).
| S A
I(t) = ER = %sin Quft + 0) (6)

Para um capacitor submetido a uma corrente senoidal ocorre um angulo de fase
de 90° entre a corrente /. e o potencial V. no capacitor, cuja relagdo pode ser escrita na
forma da Eq. 7, onde C ¢ a capacitancia e a parte diferencial ¢ a variacdo do potencial ao
longo do tempo (Yuan & Zhang, 2009).

Uma das solugdes da equacdo diferencial acima, conduz-nos a equagdo que

calcula a impedancia capacitiva num sistema de corrente alternada, Eq. 8.

dv,(t) (7)

I.(t)=C
c(®) i
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7, =1 (8)

Devido ao angulo de fase no capacitor ser 90° entre a corrente e a diferenca de
potencial, diz-se que a corrente esta adiantada do potencial em 90°, como mostrado pela
Fig. 5b.

J& no indutor sob a aplicagdo de CA ocorre o comportamento de modo inverso,
isto ¢, ele apresentard também um angulo de fase de 90°, contudo, o potencial atrasa a
corrente por 90° Fig. 5c (em inglés, “the voltage lags the current”). A relagdo que
expressa o comportamento de um indutor em um circuito ¢ dada pela Eq. (9), onde w ¢ a
frequéncia angular e L ¢ a indutancia dada em Henry (H) no SI e, assim como na
capacitancia, uma das solucdes da eq. 9 pode ser expressada por meio da Eq. 10 (Yuan &
Zhang, 2009).

Essas duas relagdes tem grande importdncia na analise dos comportamentos
elétricos dos sistemas bioldgicos, pois permite verificar qual a predominancia de

componentes se apresenta, que no caso pode ser capacitiva ou indutiva.

V,(6) = Ldlét(rt) 9)
Z; = jwL (10)

Como explicado acima, quando uma corrente ou potencial alternado é aplicado
sobre um capacitor ou um indutor, diferentes comportamentos da onda senoidal ocorrem
sendo esse fendmeno denominado de deslocamento ou mudanga de fase. Como pode ser
visto pela Fig. 5, em elementos resistivos (a) o potencial e a corrente estdo em fase,
enquanto que para os sistemas capacitivos e indutivos ocorre o deslocamento de fase.
Nestes dois tltimos dispositivos, naturalmente ocorre também a dificuldade a passagem
de cargas elétricas, porém, diz-se que eles possuem impedancia e ndo uma resisténcia.
Assim, em um circuito elétrico ou em um modelo representado por ele, ndo se deve somar

diretamente a resisténcia e a impedancia (Dunn, 2013).
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Figura 3 — Deslocamento de fase entre a corrente e a tensdo em circuitos

elétricos: (a) resistor, (b) capacitor e (¢) indutor. Adaptado de Dunn (2013).

Nos estudos de propriedades elétricas de tecidos bioldgicos, em geral, o modelo
de circuito elétrico equivalente ¢ bem utilizado para as analises de dados de impedancia.
Esse modelo descreve um sistema eletroquimico no sentido de como se combinam 0s
elementos basicos elétricos como o resistor, capacitor e/ou indutor, de maneira que esse
circuito elétrico equivalente seja montado, sempre a partir dos dados. E possivel, também,
descrever, por meio de circuitos elétricos, outros fendmenos que ndo ocorrem num
circuito usual elétrico como por exemplo, a difusdo de Warburg. Esse modelo significa
que, para determinado sistema eletroquimico, o circuito equivalente representa a mesma
resposta ou, a0 menos, bem aproximada quando tal sistema ¢ submetido ao mesmo tipo
de sinal elétrico (Yuan & Zhang, 2009).

Cada elemento do circuito equivalente possui determinado comportamento de
impedancia e o modelo resultante que pode ser parcialmente ou totalmente empirico,
levando em consideracdo as interconexdes entre eles, ou seja, sua combinacdo em série
ou em paralelo (Yuan & Zhang, 2009). Além disso, essa representagcdo tem o objetivo de
atribuir um significado fisico aquelas medidas de impedancia.

De modo geral, o comportamento de grande parte dos sistemas biologicos possui
predominancia ndo-linear e ndo se pode utilizar todas as diversidades da técnica da EI,
por esta ser essencialmente linear. No entanto, especial caso se faz com relagdo a
bioeletricidade de células e tecidos, a membrana celular e sua intrinseca capacitancia se
apresentam ambas com caracteristicas lineares. Entdo, nesse sentido, a EI ganha grande
espaco na determinacdo de propriedades da capacitancia de membrana para determinacgao
das caracteristicas elétrica da estruturas bioldgicas ja mencionadas (Eisenberg & Mathias,

1980).
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Figura 4 — Exemplo de circuito equivalente para uma célula biologica. Em
(a) representacdo de todos os elementos elétricos e, em (b), o modelo
equivalente elétrico simplificado. Ambos circuitos apresentados em (a) e (b)
possuem comportamentos elétricos iguais. Adaptado de (Batra & Kapoor,

2015).

A partir disso, entdo, por meio de processos fisicos e de engenhosos calculos
matematicos ou, ainda, utilizando-se de softwares, o modelo de circuito elétrico
equivalente ¢ alcangado e podera representar o comportamento elétrico de determinado
tecido bioldgico nas circunstancias experimentais estudadas (Batra & Kapoor, 2015).7

Como pode ser visto pela Fig. 6, o modelo de circuito elétrico equivalente pode
representar o comportamento elétrico de uma célula do mesmo modo como ¢ utilizado
nos cirtuitos elétricos em engenharia elétrica. Baseado nisso, constroem-se circuitos
elétricos para tecidos biologicos (constituidos de varias células) reduzindo-os a circuitos
equivalentes que representem o comportamento elétrico total daquele sistema em
particular. Nesse modelo da Fig. 6, podemos ver que se uma corrente for aplicada neste
meio meio extracelular, as cargas poderdo fluir por trés caminhos: ao redor da célula ou
através de canais i6nicos (Batra & Kapoor, 2015).

Para representar um sistema eletroquimico ou um sistema biologico, o circuito
equivalente deve ser o mais simples possivel e demonstrar grande equivaléncia dos dados
com o modelo de impedancia (Yuan & Zhang, 2009).

O resistor representa a resisténcia do material analisado e, nesse caso, portanto, a

resisténcia do meio biologico, o qual significa que € a parte condutiva de cargas que no
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caso de tecidos neurais sdo ions. Em tais circuitos, os capacitores e indutores podem estar
associados as regides de polarizacdo ou adsor¢do. Esses circuitos equivalentes sdo
essenciais para a interpretagao fisica da distribuicao dos elementos e para o entendimento
da maioria dos espectros de impedancia (Macdonald & Barsoukov, 2005).

De modo geral, os sistemas eletroquimicos ndo exibem comportamentos
simplesmentes resistivos, eles possuem complexidades muito maiores como, por
exemplo, a capacitancia gerada devido a dupla camada ou mesmo os processos difusos,
ambos fendmenos dependentes da frequéncia.

Uma das abordagens mais comuns do uso da EI, incluindo em sistemas bioloégicos,
¢ a andlise da amplitude e do angulo de fase em funcdo da frequéncia, o que resulta na
medida da impedancia propriamente dita. Por meio da EI, podemos estudar toda
propriedade intrinseca do eletrodo/material que interfere na condutividade total do
sistema. Tais propriedades podem ser divididas em duas partes: as que pertencem ao
material em si, como a constante dielétrica, condutividade, mobilidade de cargas; e,
aquelas devido a interface eletrodo-material como fendmeno de adsorcdo, capacitancia
da dupla-camada e coeficientes de difusdo (Macdonald & Barsoukov, 2005).

Dentre a diversidade de técnicas eletroquimicas, a EI possui grande destaque, pois,
enquanto os demais métodos apresentam as medidas de corrente ou cargas elétricas como
funcdo do tempo, a EI exibe o sinal como fun¢do da frequéncia de a tensdo (ou corrente)
alternada e, por conseguinte, esses estudos sdo realizados no dominio da frequéncia
(Srinivasan, 2006).

Na EI um sinal v(z) na forma senoidal ¢ aplicado no sistema em estudo, resultando
na injecao de corrente estavel /() = Incos(wt + 6), que também ¢€ senoidal. Para sistemas
puramente resistivos, o 6 ¢ igual a zero e, portanto, o potencial e a corrente estdo em fase.

A impedancia Z(®w) que varia com a frequéncia ® ¢ uma variavel complexa.
Importante notar que o valor encontrado corresponde a impedancia do circuito elétrico
para cada frequéncia do sinal aplicado (Macdonald & Barsoukov, 2005). O chamado
espectro de impedancia, entdo, ¢ o resultado final das medidas de impedancia do sistema
estudado em questdo em funcdo da frequéncia. Na literatura, existem diversos outros
modos de se empregar as técnicas de impedancia eletroquimica, alguns desses sdo:
Voltametria de Corrente Alternada (usa-se o inverso da impedancia chamado de
admitancia), Impedancia Operacional e Polarografia de Corrente Alternada (Sluyters-

Rehbach, 1994).



21

A defini¢do formal de impedancia envolve o conceito utilizado pela lei de Ohm,
que ¢ a relagcdo do potencial pela corrente de um determinado sistema e também mostra o
grau de dificuldade que o fluxo de cargas apresenta em resposta a determinado potencial
(Yuan & Zhang, 2009). Porém, como ja visto, nos calculos de impedancia sao utilizados
os numeros complexos na resolu¢do de circuitos sob AC, pois basicamente ¢ uma
ferramenta facilitadora quando da manipulagdo dos dados para analises. A representacdo
de um niimero complexo ¢ geralmente descrita como na Eq. 11, em que Z ¢ a impedancia
total do sistema, Z, ¢ a parte real representando o componente resistivo e Zi, ¢ a parte

imaginaria, também chamada de reatancia (Yuan & Zhang, 2009).

Z=Z7Z,%jliy (11)

E comum o emprego das letras Z e Y nas literaturas de eletroquimica, referindo-
se, respectivamente, a impedancia e admitancia do sistema analisado por unidade de area
da interface, ou seja, as unidades de Z e Y, neste caso, sdo dadas respectivamentes por
Q.m?2 e S.m? (Sluyters-Rehbach, 1994).

O componente Z muitas vezes ¢ expressado por Z = |Z|(cos o + jsen o) que € a
sua forma polar, onde |Z| ¢ a magnitude da impedancia (Yuan & Zhang, 2009). O angulo

de Z ¢ dado por arctg Zin/Zr = 0. Convém mencionar que a [IUPAC convencionou que o

.

simbolo “i” (v/—1), que ¢ utilizado nos calculos de niimeros complexos, deve ser
substituido pelo simbolo “j”, uma vez que o “i” € usado para representar a densidade de
corrente na engenharia elétrica.

Para os métodos de representacdo grafica da impedancia, dois modos foram
desenvolvidos por A. E. Kennelly e, principalmente, por C. P. Steinmetz, que s3o os
diagramas de vetores e a representagdo no plano complexo (Macdonald & Barsoukov,
2005).

Os modos como sdo apresentados os dados de impedancia em seus diferentes
formatos enfatizam determinado comportamento do sistema em estudo. Nesse sentido,
por exemplo, a forma admitancia descreve melhor o comportamento capacitivo para altas
frequéncias em sistemas no estado so6lido, ja a capacitancia complexa ¢ usada para estudos
de sistemas dielétricos. De forma semelhante, o tipo de representagdo de dados de
impedancia tem seu uso direcionado para determinados métodos graficos, com a

finalidade de melhor visualizar e interpretar os dados para certo sistema em estudo.

Fundamentalmente, dois tipos de graficos sdo os mais usados dentro dos estudos de
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impedancia em cérebro, sdo eles: o diagrama de Nyquist (ou plano de impedancia
complexa) e o diagrama de Bode (Orazem & Tribollet, 2019).

As representagdes graficas por Nyquist e diagrama de Bode sdo normalmente as
mais empregadas em sistemas eletroquimicos e ambos representam a impedancia do
sistema em fun¢do da frequéncia (Yuan & Zhang, 2009). Como essas duas formas de
visualizacdo dos dados sdo as mais utilizadas em andlises das medidas de impedancia no

tecido neural, serd dado enfoque apenas nesses dois tipos de gréaficos.

3.2 Sistemas de medidas

Um grafico no plano complexo em sua forma polar ¢ um diagrama de Nyquist e
representa a resposta de frequéncia de um sistema (Atkins & Escudier, 2013). O diagrama
de Nyquist (Fig. 7a) ¢ uma das formas mais comuns e utilizadas de representacao grafica
de dados de impedancia, que compreende tragar o Z;, contra Z, na frequéncia angular
utilizada (Sluyters-Rehbach, 1994). Foi introduzido em 1932 por Nyquist, o qual em sua
abordagem classica refere-se a aplicagcdo em determinado sistema de um sinal de entrada
senoidal sob diferentes frequéncias, mede-se entdo o sinal de saida (Bavafa-Toosi, 2017;
Choudhury, 2005). No caso de sistemas -eletroquimicos que podem apontar
intrinsicamente comportamentos capacitivos, o Z, possui sinal negativo e, para evitar
confusdes na analise dos dados, emprega-se o uso de -Z;, (sinal negativo) no eixo das
ordenadas (Sluyters-Rehbach, 1994).

No diagrama de Nyquist, cada ponto no grafico representa as partes reais e
imagindrias da impedancia a diferentes frequéncias @ (Yuan & Zhang, 2009). Os graficos
de diagrama de Bode sdo apresentados de duas formas: log |Z| versus log w (ou |Z| versus
log w) e 6 contra o log w (Fig. 7b), ou seja, descreve a dependéncia do modulo e da fase
em relacdo a frequéncia, respectivamente. Um diagrama de impedancia no plano
complexo pode revelar a natureza daqueles elementos elétricos envolvidos, isto €, se ¢
andlogo a um capacitor, um resistor, etc (Sluyters-Rehbach, 1994).

Pela forma como os pontos se apresentam no plano complexo se apresentam
facilita-se o reconhecimento de mecanismos ou determinado fendmeno que governa o
sistema investigado. Por exemplo, a Fig.7a mostra um semicirculo correspondendo ao

comportamento do circuito mostrado (Orazem & Tribollet, 2019).
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Figura 5 — Representacgao grafica de dados de impedancia: em (a) o diagrama
do Nyquist e (b) o diagrama de Bode.

Neste tipo de visualizacdo gréafica dos dados, cada ponto corresponde a uma
medida diferente da impedancia em uma determinada frequéncia, mas essa dependéncia
ndo fica evidente neste tipo de grafico, o que pode ser parcialmente resolvido
classificando no proprio grafico algumas frequéncias importantes para melhor
compreensdo do fendmeno. Outra particularidade negativa desse grafico ¢ a de ofuscar a
dependéncia da frequéncia para valores baixos de impedancia, ocasionando a ocultagdo
de grandes diferencas na analise da frequéncia e a consequente concordancia entre
modelos e dados experimentais (Orazem & Tribollet, 2019).

Um gréfico de Bode (do inglés “Bode Plot”) ¢ um método de anélise de resposta
em frequéncia muito bem empregado para grandes faixas de frequéncias (Fig. 7b) que
corresponde basicamente a dois tipos de graficos: o grafico de magnitude |H(w)| versus
a frequéncia angular w, o qual ¢ denominado de diagrama de magnitude ou modulo (no
inglés, “magnitude plot™); e, o grafico de dngulo de fase o versus w, denomidado de
diagrama de dangulo de fase (no inglés, “phase angle plot”). Encontra-se também as
nomemclaturas diagrama de ganho (no inglés, “gain plot”) e o diagrama de fase (no
inglés, “phase plot”). Nesses graficos a frequéncia pode variar de um valor acima de zero
até o infinito. Para poder dispor valores elevados de frequéncia e magnitude, a |H(w)| é
expressada pelo valor em decibel (db) como 20./og |H(®w)| dB e a frequéncia como log w,
pois devido as grandes variacdes na magnitude e frequéncia a disposi¢ao dos dados ficaria
prejudicada em uma escala linear.

Alguns autores utilizam, no mesmo grafico, ambos os eixos de magnitude e angulo
de fase, podendo ambos os termos estarem no eixo-y das ordenadas ou, frequentemente

encontrado, em um outro eixo paralelo a este, porém, do lado direito do grafico, assim
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como o apresentado pela Fig. 7b. No eixo-x das abscissas, a frequéncia deve estar em
escala logaritmica (log ®), enquanto o eixo-y em escala linear (Godse & Bakshi, 2009).

O diagrama de Bode foi delineado pelo cientista H-W. Bode e consiste um dos
fundamentos de qualquer andlise de resposta em frequéncia de um sistema (Godse &
Bakshi, 2009). Duas vantagens desse tipo de graficos sdo substituicdo da multiplicagdo
e divisdo por adicdo e subtracdo quando se usa logaritmo, respectivamente, e, a
capacidade de mostrar as caracteristicas do sistema tanto para baixas como para altas
frequéncias em um mesmo diagrama (Bakshi, U. A., & Bakshi, A. V. (2008). Electrical
Networks. Technical Publications).

Uma das vantagens de se utilizar o diagrama de Bode ¢ o fato dele poder indicar
a quantidade de elementos elétricos separadamente na aplicagdo de um circuito
equivalente, formando a impedancia total (Sluyters-Rehbach, 1994). No diagrama de
Bode, como sdo usadas as escalas logaritmicas, estas viabilizam uma facilidade na
visualizacdo da dependéncia da frequéncia de outras informag¢des advindas de medidas
de impedancia, como por exemplo, diferentemente do plano complexo, comportamentos
importantes podem ser vistos a baixa frequéncia.

Em alguns trabalhos, encontra-se o termo medida da impeddncia especifica
diferenciando-se da medida de impeddncia, pois aquela ¢ considerada como
absolutamente calibrada onde os dados sdo relacionados com a natureza do tecido, sdo
considerados, por exemplo, aspectos como a configuragdo e a polarizacdo dos eletrodos,
as formas de onda aplicadas e a instrumentagdo (Robillard & Poussart, 1977). Na pratica,
isso significa que o sistema de medidas, isto ¢, todo o conjunto experimental como
eletrodos, cabos, solugdo, aparelhos de medidas, etc., devem ser muito bem controlados
e mensurados antes de se realizar as medidas nos sitemas biologicos.

Com relagdo a frequéncia aplicada, cada sistema bioldgico pode requerer uma
técnica especifica e ajustes de parametros experimentais mais adequados para aplicagdo
no meio bioldgico, a frequéncia ¢ um dos principais parametros que devem ser
considerado (Schwan, 2013). Assim, por exemplo, dependendo da frequéncia de injecao
da corrente o fluxo de cargas pode direcionar-se ou mesmo atravessar diferentes partes
do tecido biologico (Gersing, 1998).

Em se tratando de estudos da determinagdo das caracteristicas elétricas do meio
biologico, ¢ importante também destacar dois fenonemos bem relevantes: a dispersdo e o
efeito de relaxamento. Ambos sdo aspectos dependentes da frequéncia de injecdo de

corrente. Quando a frequéncia varia, existem regides de frequéncia em que o valor da
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constante dielétrica e da condutividade do meio apresenta linearidade, a isso denomina-
se de dispersao.

Segundo Mclntyre e Grill (2001), as correntes geradas pelos eletrodos seguem a
lei de Ohm e, dessa forma, pode-se negligenciar os fendomenos indutivos, magnéticos e
os efeitos resultantes da propagacao dos sinais bioelétricos no meio extracelular, para uma
faixa de frequéncias entre 0 até cerca de 5 kHz (Robinson, 1968). Isso resulta em uma

simplificagdo dos célculos de densidade de corrente e potenciais gerados pelos eletrodos.

3.3 Breve Historico da Impedéancia em Tecidos Biolégicos

Nesta sec¢do, serdo expostas algumas nog¢des historicas do uso da EI em sistemas
bioldgicos, principalmente em tecidos, com a finalidade de evidenciar de forma sucinta a
construcdo desse conhecimento ao longo dos anos desde o seu surgimento. Contudo, esta
abordagem ndo intenciona apresentar de forma estritamente rigorosa a cronologia da
totalidade dos fatos. Ressalta-se que o enfoque nos estudos em tecidos biologicos se
devem porque o tema EI ¢ muito vasto e abrange muitas areas do conhecimento. Ademais,
os conceitos ora apresentados tais como a dupla camada e o efeito de capacitncia
decorrente desta serdo explicitados posteriormente com maior clareza.

Embora sejam consideradas medidas relativas, as primeiras mensuragdes de
impedancia ndo complexa podem ser atribuidas a Georg Simon Ohm (1788-1854), as
quais foram realizadas em sistemas de corrente continua (CC). Nessa €poca, nem sequer
havia ainda a defini¢do de unidade de resisténcia (ou impedancia) em Ohms (Hall, 1992).
As medidas de propriedades elétricas de eletrdlitos comegaram sem sucesso, no periodo
logo apds a Lei de Ohm (1827), porque a questdo da polarizacdo do eletrodo foi um
relevante obstaculo para o desenvolvimento da técnica de mensuracdo de correntes
iOnicas.

O primeiro cientista a propor a existéncia e um modelo de uma dupla camada de
cargas (i0nicas) existente na interface eletrodo-eletrolito foi realizado por Helmholtz em
1879. Posteriormente, com o uso de correntes alternadas por Kohlrausch em 1869, uma
parte dos problemas de polarizagdo foram superadas, permitindo assim medidas de
condutancia eletrolitica muito mais precisas (Hall, 1992).

A chamada Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica teve seu verdadeiro
inicio por meio dos extraordindrios trabalhos do engenheiro elétrico Oliver Heaviside,

por volta dos anos 1880, cujos estudos iniciais foram sobre a Teoria de Sistemas Lineares.
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Ele foi considerado por alguns como o mais brilhante matematico de seu tempo. Foi esse
brilhante engenheiro o responsdvel também por introduzir os termos “impedancia”,
“capacitancia” e “indutancia”, além da notacdo da impedancia complexa (Hall, 1992).

Outro aspecto importante com relacdo a polarizagao dos eletrodos foi mostrado
por Wien em 1896, o qual representou o sistema eletrodo-eletrolito como uma
combinagdo de resisténcia e capacitancia (, mostrando que ambos possuem a dependéncia
da frequéncia com seus valores diminuidos quando aumenta-se a frequéncia do sinal
(McAdams & Jossinet, 1995).

Em 1899, o fisico alemdao Emil Warburg publicou trabalhos de extenso valor
relacionando o conceito de impedancia de sistemas eletroquimicos, descrevendo entdo a
impedancia difusional. Nessa época, a técnicas de impedancia era muito pouco utilizadas
e foi somente no século 20 que elas se popularizou nos mais variados sistemas. O motivo
principal para isso foi devido a inveng¢ao do potenciostato eletronico, por volta de 1940.

Warburg, pautado nos efeitos da difusdo na interface eletrélito-eletrodo,
encontrou a relagdo Cpo proporcional a f~%7 (frequéncia do sinal aplicado), onde Cpo € a
capacitancia devido a polariza¢do no eletrodo. Contudo, essa teoria funcionava apenas
para eletrodos de platina, um metal inerte. A confirmacdo da teoria de Warburg foi dada
por Wolf (1926), onde a capacitancia de polarizacdo para frequéncias maiores que 20 kHz
foi proporcional a />, Ndo obstante, ele encontrou também a proporcionalidade de /%3
na faixa de 10 kHz a 200 kHz, sugerindo a equagdo Cpor = Cy /™ (Cy € m sdo constantes)
para a capacitancia de polarizagao.

Na 4rea da bioimpedancia, Hoeber foi o primeiro cientista a empregar a técnica
de EI comparando a condutividade elétrica de eritrocitos em baixas e altas frenquéncias
(Schwan, 1999). Todavia, o inicio de trabalhos de impedancia especificamente sobre
células em suspensdo e em tecidos bioldgicos deu um salto somente apds a invengao da
Ponte de Wheatstone (Hall, 1992).

Outro importante cientista foi Fricke (1932), que discutiu a similaridade desta
polarizagdo em tecidos de seres vivos quando uma corrente elétrica passa através de
substratos bioldgicos, estabelecendo uma dependéncia da frequéncia muito semelhante
aos examinados nos eletrodos de metal.

Onaral e Schwan (1982) observaram que a impedancia em uma solu¢ao de NaCl
(0,9%) em eletrodos de platina, formava um arco semicircular para frequéncias abaixo de

10 mHz, quando a representacdo grafica do comportamento do sistema. Além disto, eles
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preconizaram a representacdo da impedancia pelo circuito Zcps (CPA - dngulo de fase
constante) em paralelo com a resisténcia (Figura 1).

Em 1940, Cole propdés um modelo matematico empirico capaz de descrever a
impedancia complexa em alguns tecidos bioldgicos, utilizando para isso os modelos de
circuitos elétricos equivalentes. Esse feito foi de enorme contribui¢do para se realizar uma
descricdo analitica quantitativa de impedancia em meios bioldgicos.

Mais recentemente, McAdams (1987) estabeleceu que a impedancia no Zcpa (Fig.
1) seria decorrente da rugosidade dos eletrodos e a existéncia de efeitos especificos de
adsorcdo. Esse cientista estabeleceu que o fendmeno da resisténcia em paralelo devia-se
ao processo de transferéncia de carga Faradaica (fluxo de corrente resultante de reacdes

quimicas na superficie do eletrodo, onde ha transferéncia de cargas).
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Figura 6 - Dois modelos de impedancia complexa equivalentes em
correntes alternadas descrevendo determinado tecido bioldgico. Adaptado

de McAdams & Jossinet (1995).

O médico alemao Rudolf Hober (1910, 1912, 1913) realizou uma série de medidas
de impedancia sob um amplo espectro de frequéncias em células vermelhas do sangue
(hemacias), encontrando valores acima de 1000 Qcm para baixas frequéncias (em torno
de 10 Hz) e 200 Qcm para altas (1 kHz). Esses resultados sdo semelhantes ao medido em
uma solucdo de NaCl a 0,4%

Hober, entdo, hemolisou essas células e realizou novamente as medidas de
impedancia. Contudo, os valores da resistividade ndo eram mais dependentes da
frequéncia, pois apresentavam o mesmo valor baixo daqueles medidos em altas

frequéncias. Assim, concluiu que a resistividade medida em altas frequéncias era uma



28

medida no interior da célula, enquanto que a baixas frequéncias, em cé¢lulas intactas, a
alta resisténcia era devido a presenca da membrana celular.

Fricke e Morse (1925) realizaram medidas em ampla faixa de frequéncia de
suspensao de células vermelhas do sangue e encontraram dados que poderiam sugerir
circuitos semelhantes ao da Fig. 2. Concluiram que a transicdo entre baixas e altas
frequéncias era resultado do comportamento capacitivo das membranas. Em medidas de
baixas frequéncias, as correntes passariam por entre os corpusculos, cujas membranas
celulares apresentam alta reatancia, mas a impedancia total apresenta-se relativamente
alta. Ja em altas frequéncias a reatincia seria baixa, como resultado correntes fluiriam

através da membrana e a resisténcia limite seria devido aos fluidos intracelulares.

Figura 7 - Circuito equivalente proposto por Fricke e Morse em 1925, para
representar o comportamento elétrico sob vérias frequéncias de corrente em

células vermelhas do sangue. Adaptado de McAdams & Jossinet (1995).

Embora o resultado encontrado por Fricke, bem como seu modelo de frequéncia
puramente capacitivo em células vermelhas do sangue tenha sido de grande relevancia,
ainda ndo explicava o comportamento de outros tecidos.

Cole (1928) prosseguiu com o trabalho de Fricke sobre as células em suspensao
abrangendo os sistemas onde a impedancia da membrana variasse com a frequéncia.
Desse modo, Fricke foi capaz de estabelecer uma relacdo entre o angulo de fase e o quanto
a frequéncia ¢ dependente da impedancia da membrana e, assim, foi a primeira vez que
as propriedades elétricas de tecidos biologicos eram apresentados em um plano complexo.

Fricke (1931) percebendo o fendmeno da dependéncia da frequéncia em tecidos
bioldgicos, estudou esse comportamento em musculos de coelhos o qual encontrou um

valor constante do procuto //RC independente da frequéncia, cujo modelo da impedancia
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da membrana poderia ser representado pelo modelo de capacitor e resistor dependente da
frequéncia. Nessa ocasido, teria percebido que a polarizacdo da interface eletrodo-
eletrolito variava exponencialmente segundo a relagdo Cpo proporcional a w™”, lei esta
encontrada na polarizagdo de superficie das células.

No ano seguinte, Fricke (1932), baseando-se nas integrais de Fourier publicou sua
teoria da polarizacdo relacionando o a (onde a = I — m) e a polariza¢ao do angulo de fase
da impedancia. Embora talvez esse ndo tenha sido exatamente o primeiro trabalho que
relacionou o comportamento constante do angulo de fase da impedancia da membrana
com a polarizacao, ele foi importante para divulgar o conceito em si.

Em 1940, Cole introduziu os conceitos de distribuicdo dos tempos de relaxamento
no qual aplicou os conceitos de propriedades dielétricas as membranas biologicas. Se for
considerado que a impedancia ‘dielétrica’ estd em paralelo com a resisténcia a
permeabilidade, isso resultard em um arco semicirculo no grafico da impedancia
complexa resultado da impedancia total da membrana.

No ano de 1963, tendo em vista os problemas decorrentes das polarizagdes dos
eletrodos, Schwan desenvolveu a técnica do sistema de 4-eletrodos em corrente alternada,
o qual basicamente separa os eletrodos de inje¢ao de corrente com os eletrodos de registro
(Schwan, 1999). Desde entdo, essa técnica vem sendo utilizada por muitos autores para
diversos tipos de medidas nos mais variados tipos de tecidos bioldgicos.

Convém também relatar um breve histérico na éarea de eletrodos para
biopotenciais, uma vez que a técnica de mensuracdo da impedancia estd totalmente
relacionada com os tipos de eletrodos utilizados nos experimentos, principalmente por
causa da questdo da polarizacao dos eletrodos.

O primeiro trabalho que se refere a polarizagdo dos eletrodos foi proposto por
Gaston Planté em 1826, que abordou o assunto de forma ndo muito clara. Gaston,
trabalhou com o comportamento de correntes alternadas de maquinas magnetoelétricas
para investigar esse assunto (Feder, 1968).

Henrici Schoenbein em 1839, investigou os efeitos da polarizacdo empregando
um galvanOmetro para mediar a corrente transiente em um eletrolito. Todavia,
Schoéenbein ndo acreditava em uma polarizagdo elétrica conferindo o fendmeno a agdes
puramente quimicas (Ostwald, 1980).

No comego do século XX, outros cientistas renomeados discutiram o assunto tais
como Ohm, Faraday, Arrhenius, Maxwell, Helmholtz, Nerst e Kohlrausch. Mas, foi

somente em 1869 que os problemas de efeitos de polarizagao dos eletrodos causados pela
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corrente continua foram superados e isso se deu com o advento da tecnologia de corrente
alteranada, desenvolvida por Kohlrausch (Stock, 1989).

Na eletrofisiologia de células nervosas, o conceito de polarizagdo de eletrodos foi
introduzido por Cremer em 1901 e por Hermann em 1905 (Cole ,1972). O grande salto
para superar os problemas de polarizacao foi apresentado por Edgar Newberry em 1918,
em seu artigo intitulado 4 new method for determination of conductivity (do inglés “um
novo método de determinacdo de condutividade”). Ele utilizou uma corrente alternada
usando o aparato de 4-eletrodos que reduz os efeitos de polaziragdo. Desde entdo, essa
técnica tem sido aplicada em medidas eletrofisiologicas (Schmukler, 1992).

Apos a invencdo da ponte de Wheatstone, os estudiosos da drea comecaram a
realizar as medidas de impedancia com corrente alternada (CA) no sangue e outros
sistemas biologicos. A primeira relagdo entre a frequéncia e a polarizagdo veio pelo
trabalho de Wolff em 1926 (Schwan, 1966). Fricke em 1932, publicou sua teoria da
polarizagdo eletrolitica e, em 1940, um aperfeicoamento da técnica dos 4-eletrodos foi
introduzida por Gordon (Stock, 1989).

As medidas de impedancia elétrica em tecidos e células bioldgicas foram
aperfeicoadas por Schwan (1963), como resutado foi possivel adaptar a técnica dos 4-
eletrodos nas mensuragdes fisioldgicas, cuja estrutura experimental resolvia o problema
da polarizagdo capacitiva nos eletrodos. Historicamente, Theremin (1926) foi um dos
primeiros cientistas a propor o uso da espectroscopia de impedancia em aplicagdes

bioldgicas.

3.4. O problema da Interface eletrodo-eletrolito

Em qualquer sistema eletroquimico existe uma interface presente que ¢ a interagao
eletrodo-eletrolito, cuja descrigdo elétrica pode ser dada por meio das representagdes de
circuitos elétricos como ja mencionado anteriormente (Yuan & Zhang, 2009). Para o
proposito desta parte, considera-se o meio celular e suas estruturas como um sistema ou
célula eletroquimica onde se estuda, por meio das técnicas de EI, as suas propriedades
elétricas resultantes da aplicacdo de corrente ou potencial.

Para um sistema eletroquimico onde uma rea¢do quimica ocorra, observa-se que
a corrente elétrica ¢ uma fungdo ndo-linear do potencial do eletrodo. A resisténcia 6hmica

da célula como um todo e o potencial para rea¢des de transferéncia de carga sao dois
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fatores influenciadores do fluxo de corrente na célula eletroquimica. Se ndo ha a
passagem de corrente elétrica nesse sistema, entdo nao ocorrerd reagdes eletroquimicas,
considerando certa faixa de potencial (Orazem & Tribollet, 2019). Isso significa que na
andlises dos dados de impedancia deve-se considerar qual amplitude potencial sera
utilizado, pois ndo ¢ desejavel que ocorram reagdes quimicas entre o meio celular e o
eletrodo, o que comprometeria ou impediria a analise das propriedades do sistema que se
quer estudar.

Nesse caso, a unica reagdo que ocorre ¢ a do potencial padrao (potencial padrdao
de célula ou potencial de eletrodo), cujo fendmeno ocorre por causa da doacdo/recepgdo
de elétrons da solugdo eletrolitica, seja elétrons do soluto e/ou do eletrolito dissolvido,
para o eletrodo que geralmente ¢ constituido de um metal interte (Orazem & Tribollet,
2019). No equilibrio dinamico, haverd uma diferenca de potencial em consequéncia a
separagdo de cargas entre o metal e a solucdo, ficando estabelecido o potencial de
eletrodo. Tal fendmeno ocorre mesmo se for colocado somente um eletrodo (metal) na
solugdo sem aplicagdo de qualquer potencial ou corrente e isso constitui o potencial aberto
de uma célula eletroquimica (Compton & Sanders, 1996).

A distribui¢do de corrente e potencial pelo eletrodo interfere na resposta da
impedancia. Por isso, assume-se que a concentracao dos ions do eletrdlito sdo uniformes,
cuja distribui¢do primaria de corrente do sistema ¢ dominada apenas pelo comportamento
resistivo (puramente 6hmico). Nessas condi¢des, a resisténcia associada a cinética de
reacdes pode ser desconsiderada (a distribuicdo secundaria de corrente considera os
efeitos cinéticos). Assim, o eletrodo comprende uma superficie equipotencial, ou seja,
aquela em que todo pontos possuem o mesmo potencial escalar constante. Distribuicdo
secunddria de corrente ¢ aquela onde ha a passgem de corrente elétrica pelo material
analisado (Orazem & Tribollet, 2019).

Um releventa topico a ser discutido a respeito da interface eletrodo-eletrolito e
que pode afetar muito as medidas de impedancia ¢ a questdo da rugosidade da superficie
de eletrodo. Um eletrodo traz em sua area de superficie uma geometria rugosa ou uma
superficie lisa, mas, mesmo nesse ultimo caso, as propriedades como a dupla camada de
capacitancia, ndo estardo uniformemente distribuidas. Assim, por maior que seja o
tratamento de purificagdo e polimento dado a um metal de um eletrodo, ele sempre terd a
sua superficie irregular sob o ponto de vista microscopico ou em escala atomica. A
consequéncia dessa rugosidade ¢ a distribui¢ao ndo uniforme da corrente na superficie do

eletrodo e, como resultado, a queda de potencial adjacente a solucdo eletrolitica desigual.
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Portanto, considera-se muitas vezes sua descri¢ao a partir de um ponto onde a distribui¢ao
de corrente seja homogénea (Sluyters-Rehbach, 1994).

Estudos mostram que a dependéncia da impedancia do eletrodo muda em relagao
a frequéncia muda sistematicamente pelo fato do eletrodo ser rugoso e ndo homogéneo
(Sluyters-Rehbach, 1994). Algumas investigacdes cientificas sobre isso tém sido
conduzidas com base na teoria dos fractais, onde assume-se generalizagdes das
irregularidades do eletrodo (Mandelbrot, 1983). Weinman & Mahler (1964), analisando
as propriedades de eletrodos de metais, concluiram que a influéncia da superficie
eletrddica sobre a polarizacao ¢ fun¢do da densidade de corrente.

Helmholtz (1853) demostrou que a interface eletrodo-eletrélito, quando nao
apresenta reagdes quimicas, possui comportamentos capacitivos o qual denominou de
dupla camada elétrica. Nessa situagdo, as cargas das espécies idnicas sdo atraidas pelas
cargas de sinais opostos na interface eletrodo/eletrolito, essa conformagdo resulta num
comportamento capacitivo, resultado de cargas que ndo participaram de algum tipo de
reagdo ou difusdo. De maneira geral, tdo logo um eletrodo ¢ submergido em uma solugado
eletrolitica a dupla camada se forma (Lvovich, 2012).

Posteriormente, os cientistas Louis G. Gouy (1910) e David L. Chapman (1913)
desenvolveram outro modelo para descrever os fendmenos na interface eletrodo-
eletrolito, o qual ficou conhecido como a camada de Gouy-Chapman (Stupin & Dubina,
2020). Em 1924, Otto Stern construiu um modelo no qual os ions se comportariam de
acordo com ambos modelos de Helmholtz e de Gouy-Chapman, descrevendo a camada
difusiva.

O modelo teodrico de Gouy-Chapman-Stern da camada elétrica dupla pode ser
descrito a partir das camadas de Helmholtz e Gouy-Chapman por um circuito equivalente
em série. Apesar desse modelo tedrico apresentar consisténcia, ele ndo ¢ muito observado
devido ao fenomeno de dispersdo capacitiva o qual também ¢ chamado de elemento de
fase constante (CPE — constant Phase element, sigla no inglés). A origem exata desse
fendmeno ainda nao estd totalmente elucidada (Stupin & Dubina, 2020).

Entretanto, dois modelos descrevem satisfatoriamente o fendmeno da dispersao
capacitiva. O primeiro ¢ o modelo da impedancia de Warburg (1899), o qual considera
que a concentracao de ions do ndo-equilibrio na superficie eletrodica seria proveniente de
reagdes eletroquimicas entre os ions da solugdo eletrolitica com os atomos do eletrodo,

ocorrendo entdo um fluxo difusivo de ions. O segundo modelo foi proposto por R. Levie
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(1965), o qual tratou sobre a porosidade dos eletrodos de metais, assumindo que estes sdo
cilindricos e que a solug@o nos poros ¢ homogénea.

Se os ions da solugdo eletrolitica ndo tem tempo o suficiente para se acumularem
préximos ao eletrodo durante meio ciclo da onda, ou seja, da injecdo de corrente senoidal,
a polarizagdo ndo sera consideravel e passa a ndo ter mais efeitos (Shalit & Mahler, 1966)
e os efeitos de polariza¢do sdo limitados a camadas adjacentes aos eletrodos (Chang e
Jaffe,1952).

Kohlrausch e Nippoldt (1869) demostraram que com o aumento da superficie do
eletrodo, poderia ocorrer uma diminui¢do dos efeitos de polarizacdo, mostrando a
possibilidade da influéncia da area eletrddica na obten¢@o dos dados. Contudo, mostraram
também que ha um aumento dos efeitos de polarizagdo quando a superficie do eletrodo ¢
menos exposta na solugdo eletrolitica. Um pequeno aumento na exposicao eletrodica
causa significativas mudangas na resisténcia e na capacitancia da polariza¢do, o que
complica na padronizagdo da fabricacdo dos eletrodos e, como consequéncia disso,
diferengas na comparacdo de resultados, utilizando-se diferentes pares de eletrodos. Na
pratica, geralmente, considera-se o eletrodo como perfeitamente liso (Macdonald &
Barsoukov, 2005).

Observando-se alguns trabalhos sobre efeitos de polariza¢ao nos eletrodos, nota-
se que ha certa discrepancia de resultados encontrados por diferentes autores. Assim, por
exemplo, Kohlraysch (1893), Schwan e Kay (1957), que encontraram o valor de 1 kHz
para o qual o fendmeno da polarizagdo desaparecia. Jaffé e Rider (1952) encontraram a
valores entre 100 Hz e 1 kHz, e, a partir de 10 kHz (Aladjalova, 1964) . A resposta para
essa diversidade de valores, pode ser devido ao tipo de material utilizado por cada um dos
autores, incluindo a diferenga da superficie eletroédica. A frequéncia na partir d

o qual o efeito desaparece sera cada vez maior quanto menor for a area do eletrodo,
e essa frequéncia deveria ser determinada individualmente para cada par de eletrodos,
devido as dificuldades de se produzir eletrodos idénticos (Shalit & Mahler, 1966).

A questdo do quanto essa capacitancia ¢ relevante, deve-se primordialmente ser
analisada considerando as dimensdes moleculares e atdmicas do sistema. Apesar disso,
essa polarizagdo ndo se comporta de forma constante como em um capacitor simples
(Logothetis, 2007), pois R e C variam ambos inversamente com o quadrado da frequéncia
da corrente que se utiliza (Warburg, 1899; Geddes et al., 1971; Geddes, 1997)

Desde os primeiros experimentos de impedancia percebeu-se que o efeito da dupla

camada de ions era dependente da frequéncia e esse fenomeno ficou conhecido como
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Elemento de Fase Constante ou, simplesmente, angulo de fase, referindo-se ao fato do
plano complexo Z. ser uma linha reta formando um angulo com o eixo Z~ (Sluyters-
Rehbach, 1994).

Nas proximidades da interface eletrodo-eletrdlito, pode ocorrer também o
fendmeno de queda de potencial dhmica, também conhecida como /R Drop, que ¢ a
tensdo resultante do fluxo de corrente elétrica em eletrdlitos e, a principio, ndo ¢
considerada ou ndo visualizada em medidas de impedancia no cortex cerebral. O Ohmic
Overpotential ocorre predominantemente durante a passagem de uma corrente elétrica e
¢ devido a resisténcia elétrica do transporte de ions de um eletrodo para outro em um
sistema eletroquimico (Srinivasan, 2006).

A impedancia faradaica Zrocorre nas proximidades da interface eletrodo-eletrdlito
e estd associada as taxas de reagdes de transferéncia de cargas nesse local. Por ndo ser
puramente resistivo, a Zr ¢ distinta dos elementos elétricos, pois atua em paralelo com a
capacitancia da dupla-camada em combinacdo em série com a resisténcia eletrolitica e,
por ter um elemento capacitivo, varia com a frequéncia do sinal aplicado no sistema
(Yuan & Zhang, 2009).

Os efeitos de capacitancia podem ocorrer em um sistema eletroquimico em razao
dos efeitos dielétricos do meio ou da redistribui¢do de cargas nas interfaces do eletrodo-
eletrélito (Orazem & Tribollet, 2019). A dupla camada elétrica ¢ resultado deste ultimo
fendmeno bastante comum nos experimentos de medida de impedancia em tecidos
biologicos. Outro desafio experimental em algumas medidas de impedéancia provém
resisténcia da solugdo (R;), que € proporcional ao valor da resistividade p e, para cada

geometria do eletrodo e da célula eletroquimica, existe uma relagao diferente para Ry:

a+ry

Rs = pa Rs =p Rs = PTo In

a+ 1y To

(a) (b) (©)

Sendo (a) planar, (b) esférico e (c) cilindrico; a € a distancia entre a superficie do eletrodo
e queda do potencial 6hmico e 7y € o raio de curvatura do eletrodo. A unidade de R, é
dada em Q.m? (Sluyters-Rehbach, 1994).

A resisténcia do metal R,, corresponde a corrente que percorre o metal até os fios

de conexdo e deve ser adicionada a R, (resiténcia da solu¢do), levando ao conceito de
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resisténcia Ohmica Rq. Esta, deve aparecer nos modelos de circuitos equivalentes
eletroquimicos em série com a impedancia do eletrodo Z. como parte de representagdo de
determinado sistema onde a R, pode estar presente (Sluyters-Rehbach, 1994).

Para entender a dimensao da complexidade das medidas de impedancia em tecidos
cerebrais e sua influéncia do eletrodo-eletrolito, os seguintes fatores devem ser muito bem
conhecidos e controlados para se ter éxito experimental: material do eletrodo, superficie
do eletrodo, frequéncia da corrente e a concentragdo do eletrolito na solucao (Shalit &
Mahler, 1966). A medida de impedancia no cortex, além da solugdo eletrolitica, possui a
membrana e suas demais propriedades, levando entdo a uma alta complexidade de
fungdes e propriedades elétricas derivadas de suas estruturas intrinsecas.

A configuragdo usual para medidas de EI em cérebros era a de 2-eletrodos. Neste
tipo de configuracdo experimental um mesmo eletrodo ¢ utilizado para injetar corrente e
realizar a medida do potencial a0 mesmo tempo. Deve-se assumir que o potencial entre
os eletrodos ¢ proximo do potencial do meio que se mede (Logothetis, 2007), e para
frequéncias muito baixas essa aproxima¢do nao pode ser considerada (Schaw, 1966,
1968).

O principal problema que essa configuracdo eletrodica apresenta ¢ a questdo
eletroquimica da interface eletrodo-eletrolito, onde se desenvolve os problemas de
polarizagdo, formando um capacitor (Geddes, 1997), como ja foi discutido anteriormente.
A principio, separando os eletrodos, o que mede o potencial e o que injeta a corrente pode
se ter uma solucao (Logothetis, 2007).

Desde ha muito tempo o sistema de 2-eletrodos foi reconhecido por apresentar
essa barreira experimental da polariza¢dao dos eletrodos, embora tenha sido utilizado na
literatura mais antiga em muitas medidas in vivo. Esse fendmeno foi muito bem
investigado por varios autores ao longo dos anos e a maioria desses estudos foram
realizados por eletrodos de metais em solugdes eletroliticas (Shalit & Mahler, 1966).

Numa configuracdo mais avancada para medicdo da impedancia, o sistema
denominado de 4-eletrodos ou sistema de eletrodo tetrapolares pode ser utilizado no lugar
do sistema de 2-eletrodos, muito utilizado dentro das pesquisas em bioimpedancia porque
sua configuracdo experimental é capaz de tornar negligivel os efeitos de polarizagcdo nos
eletrodos (Schwan & Ferris, 1968).

Devido aos efeitos de polarizagao nos eletrodos bipolares tornou-se insatisfatorio
realizar as medidas de propriedades capacitivas no tecido neural, pois afeta muito os

resultados experimentais. Entdo, para superar esse obstaculo experimental Schwan
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propos a técnica de medidas de impedancia utilizando quatro eletrodos, conhecido como
o método de eletrodo tetrapolar ou, simplesmente, 4-eletrodo. Desde seu surgimento, o
eletrodo tretrapolar foi mais empregado nas medidas de impedancia no cortex cerebral
(Shalit & Mabhler, 1966)

Nesse tipo de sistema, quatro eletrodos alinhados sdo utilizados, sendo que os dois
eletrodos internos sao dedicados a medir o potencial e os outros dois externos para injetar
a corrente no meio. A depender do tipo do tecido, os eletrodos de corrente induzem uma
queda de potencial. Esse método ainda apresenta a vantagem de se utilizar diversas
configuragdes geométricas de condugdo geradas pelo eletrodo de injecdo de corrente
dentro do espago extracelular tridimesional (Logothetis, 2007).

Por esse sistema, a principio, consegue-se medidas sem o problema da polarizacao
dos eletrodos (Schwan, 1963; 1966). Neste tipo de aparato, dois eletrodos de injecao de
corrente ficam igualmente espacados ao longo de uma linha, onde os outros dois eletrodos
que medem o pontencial, ficam internos (Robillard & Poussart, 1977).

A técnica dos 4-eletrodos parece ter sido bem sucedida nas medidas de resisténcia
cortical (Freygang & Landau, 1955). Utilizando esse método, Ranck (1963, 1963, 1964)
realizou medidas no cérebro de coelhos sob varias frequéncias. Analisando o cortex
cerebral sob condi¢des fisioldgicas, Aladjalova (1964) determinou ambos componentes
resistivos e capacitivos daquele sistema; em cérebros de macados, Robinson, Rosvold e
Bryan (1965) mediram os mesmos parametros; Shalit e Shebshinsky (1965) realizaram
medidas em condigdes patologicas do cérebro de humanos e gatos; Porter, Adey e Kado
(1964), e Adey, Kado e Walter (1965), usando eletrodos implantados em cérebro de
humanos, mediram ambos ospardmetros em varias estruturas e condi¢des fisioldgicas.

Uma excelente referéncia sobre o método com 4-eletrodos foi realizado por
Robillard & Poussart (1977), principalmente, quanto ao cuidado da verificagdo das
condi¢cdes e propriedades dos eletrodos. Estes autores relatam a importancia dos 4
eletrodos serem desenvolvidos com as mesmas dimensdes (comprimento, ponta do
eletrodo, estarem em paralelos e muito bem presos), a fim de se medir a impedancia
especifica, isso significa, em outros termos, que o aparato dos eletrodos deve-se estar
muito bem calibrado. Esses autores empregaram uma densidade de corrente com base no
comportamento linear do tecido investigado, testando o comportamento dos eletrodos em
uma solucgdo salina de impedancia conhecida. Além disso, realizaram uma curva de
calibragdo calculando o fator da geometria dos seus eletrodos, utilizando uma regressao

linear de medidas de nove solugdes de resistividade conhecidas. Para finalizar, os autores
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testaram se a insercdo do eletrodo no tecido cerebral poderia causar danos
(microscépicos) em seus eletrodos, realizando para isso medidas em gel com consisténcia

aproximada do tecido (solugdo salina, 1% agar).

4. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES ELETRICAS DO TECIDO
CEREBRAL POR EI

4.1 Origem dos fendmenos elétricos no cérebro

Em um determinado ponto do meio extracelular, um potencial elétrico ¢ resultado
de diversos potenciais gerados por correntes iOnicas de processos celulares do cérebro.
Assim, o meio extracelular apresenta varias fontes de sinais elétricos os quais foram bem

descritos no trabalho de Buzsaki & Koch (2012) e serdo brevemente descritos abaixo:

- Atividade sindptica: geralmente a mais importante fonte de correntes extracelulares;
- Potenciais de agdo rapidos: gerado pelo movimentos de Na' através da membana,
sendo o sinal mais forte associado a esse evento, cujo registro se da por “spikes”;

- Picos de cdlcio: normalmente gerados por Ca?* spikes. Pouco ainda se sabe sobre
esses registros in vivo,

- Correntes e ressondncias intrinsecas: sio dependente de tensao;

- Pico apos hiperpolarizagées e estados de baixa: influxo de ions ativados por canais
controlados por ligantes devido ao aumento da concentragdo intracelular de
determinados ions;

- Jungdes comunicantes e interag¢oes neurdonio-glia: interagdes neurdnio e glia
(sincicio glial) podem gerar potenciais de amplitudes baixas e infra baixas;

- Efeitos efidticos: causado pela sincronizac¢ao de disparos de pontenciais de acao de

neuronios.

4.2 Fatores envolvidos no modo de propagacio do sinal neural

O sistema nervoso central tem sido estudado sob o ponto de vista de sua atividade

elétrica desde um neurdnio até potenciais agregados, também chamados potenciais de
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massa. Para o estudo das medidas de impedancia do tecido com relagdo a propagacao dos
sinais elétricos, o nivel estudado ¢ o mesoscOpio, ou seja, as correntes extracelulares.
Posto isso, deduz-se que a distribui¢do das correntes e potenciais ao longo da arquitetura
do tecido deve ser levada em consideragdo, principalmente no quesito quantitativo
(Robillard & Poussart, 1977).

O meio extracelular ¢ considerado como um volume condutor onde os neurdnios
estdo imergidos. Em diferentes regides de uma membrana de um mesmo neurdnio, ocorre
o fluxo de corrente extracelular em regides ativas exercendo o papel sorvedouro de outras
regides inativas, chamadas de fonte de corrente, ambas derivadas da diferenca de
potencial que separam essas duas partes. Esses potenciais extracelulares sobrepdem-se
por meio do volume condutor (Logothetis, 2007).

As células neurais ndo sdo simplesmente esféricas ou cilindricas, elas possuem
uma diversidade de formatos e estruturas complexas formadas por proteinas
especializadas, chamadas de canais i0nicos sdo localizadas nessa membrana por onde flue
corrente ionica.

Na biologia, todas as membranas apresentam propriedades resistivas lineares
(Hodgkin, 1992; Huxley, 2002), mas essa linearidade ¢ dependente do formato das
membranas € como as resisténcias estdo distribuidas ao longo delas (Eisenberg &
Mathias, 1980). Por isso, conhecer quantitativamente a morfologia das células pode ser
interessante, pois negligenciar essa caracteristica tem sido feito em muitas medidas de
impedancia em sistemas bioldgicos. Deveria se ter uma teoria associando as medidas

dessa estrutura as medidas elétricas realizada pela EI (Macdonald & Johnson, 2018).

4.3 Medidas de impedancia em cérebros

O tecido cerebral pode ser considerado sob a dtica elétrica como um circuito de
resistores e capacitores arquitetados de forma complexa e topologia (Shalit & Mahler,
1966). Uma vez que sob determinadas circunstancias o tecido cerebral muda sua
resistividade, devido a alteragdes anatomicas e caracteristicas elétricas das células neurais
e glias, bem como o espago interstiscial, as medidas de impedancia sdo significativas
nesse contexto (Ranck, 1963b).

A andlise do espectro de impedancia do cortex cerebral tem seu papel fundamental

na interpretagdo de sinais do meio, cujos resultados sdo de extrema relevancia para a
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neurofisiologia como na investigagdo dos potenciais de campo local. Como exemplo,
recursos de estimulo de orientagcdo de uma grade ou a dire¢do de movimentos planejados
tem correlacdo com a amplitude de bandas de frequéncias especificas naqueles potenciais
locais (Logothetis, 2007).

Em cérebros humanos, a determinagao da natureza e da condugdo volumétrica da
atividade neural depende dos pardmetros de impedancia, onde duas abordagens principais
sdo realizadas nessa mensurag¢do: a medida de impedancia cerebral ex vivo utilizando
correntes realizada em amostras de tecido durante cirurgias e a medida utilizando a
tomografia de impedancia elétrica no cranio in vivo ou inje¢do de corrente elétrica
intracerebral, embora a primeira opcao seja a mais utilizada (Koessler & Maillard, 2017).

O espago extracelular de um tecido forma um complexo mosaico tridimensional
ocupado pelo fluido extracelular, o qual corresponde ao espaco entre as células e por onde
as correntes se espalham sem atravessar as membranas dos neurdnios (Robinson, 1968).
Sendo assim, a resisténcia que o meio apresenta provém da conformag¢do dos neuronios e
da glia, por onde, teoricamente, os sinais elétricos podem se propagar a grandes
distancias. Devido a essa complexidade ¢ que ainda € obscuro se as propriedades do meio
extracelular do tecido cortical se comportam como um resistor ou apresentam reatancia
também (Logothetis, 2007).

Em medidas de registros de atividades neurais, os eletrodos devem ter uma alta
impedancia (> 100 kQ a 1 kHz), obtida por uma pequena exposi¢ao da ponta do eletrodo,
e capacidade de medir em amplas faixas de frequéncia em relagdo a impedancia do tecido
(Logothetis, 2007).

Sendo a impedancia a medida da habilidade de um circuito de resistir a passagem
de corrente elétrica ou idnica, tanto continua quanto alternada, a analise de um espectro
de impedancia ¢ a melhor maneirar de se avaliar as propriedades de filtragem de sinais
no tecido cerebral. Dentro desse contexto, a medida a ser realizada em um cérebro deve
responder a duas questdes primordiais: o tecido apresenta propriedades resistivas (ou ndo)
e se ha isotropismo na propagacdo do sinal.

Essa dependéncia da orientagdo da impedancia para a substancia branca ja foi
relatada em cérebros de gatos (Li, et.al., 1968, Nicholson, 1965). A dependéncia da
frequéncia da substancia branca deve ser devido a dire¢do das fibras, sendo a menor
resisténcia na dire¢do das fibras e a mais alta ortogonal as fibras (Logothetis, 2007).

Assim, por exemplo, as atividades de ondas de baixa amplitude no EEG sao

independentes dos potenciais de agdo dos neurdnios respostas neuronais spiking. Mesmo
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assim, os potenciais de baixa amplitude podem ser vistos pela superficie do couro
cabeludo, enquanto os potenciais de atividade spiking ndo podem ser visualidados
(Creutzfeldt et al., 1966; Morocutti et al., 1966; Watanabe et al., 1966). Conclui-se a partir
disso que o tecido cortical possui propriedades de filtragem de sinais e essa dependéncia
da frequéncia foi sugerida também por meio da realizacdo de registros extracelulares
como, por exemplo, por meio do trabalho de Gold et at. (2006) onde verificou-se a
sensibilidade com relagdo a posi¢do do eletrodo na amplitude dos spikes extracelulares
registrados.

Um espectro de impedancia dependente da frequéncia poderia atenuar os sinais
elétricos de uma frequéncia mais do que outras. Foi observado que potenciais de acdo ndo
sdo visiveis pela superficie do cranio, o que foi relacionado as propriedades de filtragem
do tecido cortical (Bedard & Destexhe, 2006).

Com relagdo a trabalhos no cortex, recentemente, Logothetis (2007), empregou a
técnica dos 4-eletrodos realizando experimentos em cérebros de macacos, discutindo a
sua relevancia com relacdo as propriedades elétricas do tecido neural. Concluiu que, para
os tecidos analisados in vivo e in vitro, 0 meio apresentaria um comportamento puramente
resistivo e o meio exibiria propriedades isotropicas com relacdo a propagacdo de sinais
elétricos. Bédard e Dextexhe (2009) tentaram demostrar que o uso de correntes na
amplitude utilizada por Logothetis poderia dissimular a dependéncia da frequéncia na
condutividade no meio extracelular.

Gomes e colaboradores (2016) abordaram o problema utilizando a técnica whole
pacht-clamp, em suas medidas de cérebros de ratos, mostrando que essa técnica deixaria
a interface do meio extracelular e intracelular intacta. Esses autores encontraram que o
tecido neural apresentava comportamento ndo-6hmico com propriedades de dependéncia
da frequéncia, de forma que tal achado impactaria no estudo da génese dos potenciais de
campo locais (sigla em inglés, LFPs), segundo seus modelos.

Por ultimo, Miceli e colaboradores (2017) realizaram um estudo utilizando
pequenas amplitudes de correntes via patch-pipettes em cérebros de ratos, o qual
demostrou ter efeitos de dependéncia da frequéncia muito sutis pelo menos para as
frequéncias de LFPs, sendo que para a maioria dos estudos, modelos matematicos
mostraram que essa dependéncia ndo seria relevante para as andlises dos sinais
extracelulares de cérebros de LFPs.

O ponto central do trabalho de Miceli et al (2017) foi verificar o quanto as

frequéncias dos sinais eletrofisiologicos neurais extracelulares podem afetar a
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condutividade no tecido cerebral, sugerindo que o tecido cortical apresenta meio hmico.
Compararam a dependéncia da frequéncia realizando medidas no cortex e em uma
solugdo que imita o fluido cerebro espinhal; e também, compararam se haviam diferenca
no angulo de fase entre o tecido e uma solucdo salina, ndo encontrando diferencas
estatisticas significativas. Estudaram a condutividade elétrica do tecido neural de cortex
de barril de rato juvenil, utilizando correntes de frequéncias entre 5 ¢ 500 Hz, onde
concluiram que o meio neural analisado comportou-se como um condutor linear para
correntes sub-nanoamperes e a dependéncia da frequéncia ¢ no maximo moderada. Além
disso, observaram que, no meio extracelular a injecdo de corrente pode ser muito bem
modelada como uma fonte pontual.

Muitos autores concluiram que o cértex cerebral possui pouca dependéncia da
frequéncia para as faixa de frequéncia analisada. Todavia, Gabriel et al. (1996)
encontraram forte dependéncia da frequéncia em valores menores que 100 Hz. Embora
Wagner et al. (2014) tenham utilizado um aparato experimental parecido, Gabriel et al.
mencionaram que a baixas frequéncias seus valores poderiam estar incorretos pela falta
da correcdo da polarizagdo eletrodica em seu equipamento experimental ou pode ser
resultado de uma ma preservagdo celular, talvez inchago ou degradagdo, o que por si s6
alteraria a composicao do fluido extracelular.

Logothetis et al. (2007) realizando medidas em cérebros de macacos in vivo na
faixa de 10 a 5000 Hz, encontraram cerca de 25% de dependéncia na condutividade.
Elbohouty (2013), trabalhando com fatias de cortex cerebral de ratos na faixa de 20 Hz a
2 MHz, e Wagner et al. (2014), medindo em gatos no intervalo entre 10-1000 Hz,
depararam com valores proximos de dependéncia. Realizaram medidas variando as
distancias entre os 4 eletrodos e a profundidade no cortex, variando esta entre 250 a 325
um. Importante ressaltar que, durante a realizagdo de suas medidas, Logothetis et al.
(2007) encontraram uma grande variagdo na impedancia quando os eletrodos atingiram a
substancia branca que possui grande dependéncia da frequéncia na direcdo em que se
realiza a medida no tecido.

Os trabalhos de Ranck (1963b), Havstad (1976), Mitzdorf (1985) e Logothetis
(2007), os quais analisaram a resistividade do tecido cortical em diferentes animais,
corroboram que o espaco extracelular apresentou comportamento 6hmico de cerca de
quatro vezes os valores de resistividade encontrada na solucdo salina fisioldgica de 0,664
Qm (Logothetis, 2007). Pfurscheller e Cooper (1975) utilizaram correntes de dipolos no

cortex e no cranio sendo ambos independentes da frequéncia.
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O trabalho mais recente sobre espectroscopia de impedancia em cérebros ¢ o de
Bedard & Destexhe (2021), cujos experimentos foram realizados em ratos e utilizaram
método de 3 eletrodos (intracelular, extracelular e terra) por Patch-clamp. Mostraram que
seus resultados foram dependentes da técnica utilizada para a medi¢ao da impedancia, ou
seja, quando os eletrodos sdo posicionados unicamente no meio extracelular, tem-se uma
medida puramente resistiva, ja uma medida com posicionamento de eletrodo intracelular
existe a ocorréncia de um comportamento proprio de impedancia. Essa diferenca foi
explicada devido a presencga de corrente transmembrana que ocorre no cérebro, pois a
difusdo idnica parece ser predominante enquanto a membrana esta presente.

Da andlise dos artigos presentes, pode-se verificar que uma das razdes para as
quais concorrem para a diversidade dos resultados encontrados para as medidas de

impedancia ¢ a falta de procedimentos experimentais padronizados e bem estabelecidos.

5. DISCUSSAO E PERSPECTIVA

Longe do intutio de esgotar o assunto com relagdo a experimentacdo da
espectroscopia de impedancia em tecidos corticais, citamos alguns questionamentos e
propostas de estudos experimentais que julgamos importantes:

- Poderia o somatorio dos potenciais elétricos gerados por certos neurdnios ou
conjuntos deles num determinado ponto ou regido do tecido cerebral (por exemplo, a
regido entre os dois eletrodos de medi¢dao), apresentar um comportamento nao
estacionario e, portanto, ndo linear? A verificacdo da ndo estacionaridade para analise da
dependéncia do tempo por meio das relagdes de Kramers-Kronig (Szekeres& Lang;
2021), pode ser fundamental para a aplica¢do da espectroscopia de impedancia, tendo em
vista que cada cérebro possui suas particularidades e, provavelmente, suas propriedades
elétricas especificas para cada ser biologico;

- Considerando essa diversidade e os inumeros potenciais que por ali passam
através de varias dire¢des, intensidades e frequéncia, poderia o tecido nervoso apresentar
um sistema variavel com relag@o a sua dependéncia de frequéncia? Assim, por exemplo,
um mesmo ponto dentro do meio extracelular neural se apresentaria frente a algumas
situagdes como puramente resistivo e, em outras circunstancias, se comportaria com
propriedades de filtragem de sinais. O método dos 8 eletrodos, denominado como

Medi¢ao de Impedancia Focada, do inglés “Focused Impedance Measurement”(Rabbani
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& Akter, 1999; Rabbani & Karal, 2008; Rabbani & Kadir, 2011), método parecido com
o tetrapolar estudado, porém, sdo utilizados mais quatro eletrodos perpendiculares aos
outros restantes ja vistos, sendo esses igualmente posicionados em sua configuragdo, ou
seja, dois eletrodos externos de inje¢do de corrente e dois internos para medicdo. A
vantagem aqui seria se estudar a interagdo entre os sinais elétricos num certo ponto ou
regido do tecido neural. H4 ainda a possibilidade de se pensar num sistema 3D para
tecidos in vitro;

- A aplicacdo de circuitos equivalentes parece ser valida para muitos casos, porém,
esse modelo de comparagdo ¢ baseado em metais e ndo para meios bioldgicos com sua
diversidade totalmente diferente. Seriam os modelos de circuitos equivalentes elétricos a
melhor aplicacdo de modelos quando estamos trabalhando com sistemas biologicos? Se
sim, qual o sentido ou explicacdo de um tecido nervoso apresentar comportamento
semelhante a um indutor? O que isso realmente significaria em termos moleculares ou
bioldgicos? Embora essa seja uma discussao quase que filoséfica e de dificil imaginagao,
nem tampouco por isso deve ser desconsiderada. A suposicdo da existéncia de um
elemento elétrico ‘ficticio’, até entdo, ou seja, existente somente para meios bioldgicos (e
talvez somente para cérebros) deve ser explorada, geralmente ¢ assim que surgem novas
teorias ou modelos que explicam comportamentos ainda ndo muito bem detalhados.

Como seria essse componente elétrico biologico hipotético e como ele se
comportaria, ainda permanece latente e o intuito aqui ¢ apenas despertar a atengdo para
essa possibilidade. Vejamos, por exemplo, o modelo do soliton de Andersen & Heimburg
(2009) para explicar como os potenciais de acdo sdo iniciados. Esse modelo se baseia na
teoria termodindmica da propagacdo do pulso nervoso, cuja proposi¢do ¢ a transmissao
do sinal pela membrana da célula por meio de solitons de ondas mecanicas (ondas de
somente um pulso). Os solitons durante o pulso nervoso tém sido estudado por
Engelbrecht & Vendelin (2018), embora esses autores ndo atribuam os potenciais de a¢ao
iniciados pelos s6litons. Outros trabalhos também consideram em seus modelos, além da
parte termodindmica do potencial de a¢do, aspectos magnéticos (Wang, T. 2017).

A perspectiva desse trabalho ¢ a realizacdo da espectroscopia de impedancia
utilizando-se a configuracdo de eletrodos tetrapolar no cérebro de corujas buraqueiras. O
hiperpalio (wulst) ¢ uma regido cerebral do telencéfalo de aves relacionada especialmente
com a visdo, a qual possui origem embriondria igual a por¢do medial e temporal do

néocortex dos mamiferos e, por isso, considera-se o wulst homologo ao cortex visual
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primario de mamiferos apesar daquele apresentar organizacdo nuclear e em
pseudocamadas (Karten et al., 1973; Pettigrew &amp; Konishi, 1976; Pettigrew, 1979).

Dentre os diferentes graus de laminacdo entre as espécies, o wulst da coruja
buraqueira se destaca por apresentar maior estrutura¢ao que ndo ocorre em por outra ave
(Bravo e Pettigrew, 1981).

Bechers et. al. (2014) mostraram que ha a propagacao tridimensional de ondas
lentas através da estrutura nuclear e pseudolaminar do hiperpalio apical (wulst visual) de
mandarins (Zebra Hinch), diferindo-se da propagacdo de ondas lentas em mamiferos,
onde transcorre bidimensionalmente e paralelamente as camadas do cortex (Chauvette et
al. 2010).

Assim, propriedades anisotropicas ou isotropicas com filtragem de sinais (ou ndo)
podem estar presentes no cérebro de corujas buraqueiras e o estudo da impedancia nesses
animais poderd contribuir para o entendimento de como diferentes estruturas cerebrais
(laminar, pseudolaminar, nuclear), apresentam comportamentos distintos com relagio ao
comportamento elétrico em mamiferos, por exemplo. Além disso, ainda ndo ha na

literatura estudos de EI em aves se constituindo um campo a ser explorado.

6. CONCLUSAO

Verifica-se que varios sdo os métodos para a medi¢do da impedancia em cérebros.
Contudo, ha a falta de consenso na literatura sobre a metodologia experimental mais
adequada a ser utilizada em termos de resultados mais fidedignos e que se aproximariam,
em tese, dos valores de impedancia que o cérebro apresenta. Algumas controvérsias t€ém
origens em aspectos como: a medi¢do da impedancia em cérebro de animais da mesma
espécie, a falta de um aparato experimental que seria o mais adequado para a analise e
medi¢do da impedancia nos tecidos cerebrais, tudo isso contribui para que a questdo ainda

permaneca relativamente aberta.
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