Luis Eduardo Davoglio Estradioto

Gerador de estimulos elétricos para pesquisas

em neurofisiologia

Porto Alegre
2020



Luis Eduardo Davoglio Estradioto

Gerador de estimulos elétricos para pesquisas em

neurofisiologia

Projeto de diplomacao apresentado ao Depar-
tamento de Engenharia Elétrica da Escola
de Engenharia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como parte dos requisitos
para graduacao em Engenharia Elétrica

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS
Departamento de Engenharia Elétrica

Graduacao

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Brunnet

Coorientador: Prof. Dr. Ivan Muller

Porto Alegre
2020



Agradecimentos

Agradeco aos professores Dr. Leonardo Brunnet, Dr. Ivan Muller, Dra. Maria Elisa

Calcagnotto e Dr. Rafael Pezzi pelo suporte, apoio material e direcionamento do projeto.

Sou grato também ao Mauro Fin, do Setor de Eletronica da UFRGS, pelo apoio no
desenvolvimento do hardware e empréstimo de alguns dos equipamentos e componentes

necessarios para desenvolver esse trabalho.

Agradego também ao Centro de Tecnologia Académica da UFRGS pela oportuni-
dade de iniciar esse projeto assim como por toda infraestrutura e acolhimento ao longo

dos anos do curso de graduacao.

Por fim, agradeco a minha familia pelo carinho, compreensao e apoio incondicionais

que permitiram meu desenvolvimento pessoal, profissional e académico.



“Querem nos fazer crer que o pilar moral de compartilhar tem mais a ver com saquear um
navio do que acender uma vela com outra.”
(Alexandre Oliva)



Resumo

A neurofisiologia ¢ uma area de estudo que cresceu muito nas iltimas décadas. Alguns
estudos nessa area buscam entender como os tecidos neuronais estabelecem seu processo de
aprendizagem. Um método para esse tipo de estudo cientifico é a microestimulagao, na qual
pulsos controlados de corrente elétrica sao aplicados aos tecidos neuronais e sao observadas
as respostas fisiolégicas geradas por esse processo. Para realizar a microestimulagao, é
necessario um equipamento que gere estimulos elétricos controlados especificos para essa
aplicacao. No entanto, esse tipo de equipamento tem alto custo e dificil acesso, inviabili-
zando esses estudos em universidades brasileiras. Assim, o projeto buscou desenvolver um
equipamento adequado para microestimulacao com hardware e softwares abertos e livres.
O sistema é composto de software de interface grafica, microcontrolador e um circuito
eletronico para controle dos estimulos. As especificagoes de projeto foram definidas a
partir de revisao bibliografica e consulta com pesquisadores da area. Foi possivel obter
um equipamento capaz de gerar diversos protocolos de estimulos com resolugao temporal
minima de 0,5us, corrente de saida ajustavel entre 1uA e 110mA e complidncia de +12,5V,
atendendo os requisitos de projeto e garantindo uma solu¢cdo com bom custo beneficio

para pesquisas da area.

Palavras-chaves: Microestimulagao. Estimulos elétricos. Neurofisiologia. Tecnologia

aberta.



Abstract

Neurophysiology is an area of study growing substantially in recent decades. Considerable
effort concentrates on understanding how neuronal tissues establish the learning process. A
method for these studies is microstimulation, which consists of applying electrical current
controlled pulses to tissues and observe the physiological responses generated by them.
To perform microstimulation, we need equipment that generates electrical stimuli specific
to this application. However, this type of equipment has a high cost and difficult access,
making it unfeasible to do these studies in Brazilian universities. Thus, this project sought
to develop appropriate microstimulation equipment based on a system with graphical
interface software, microcontroller, and an electronic circuit for stimulus control. The
project specifications were defined based on the bibliographic review and consultation with
researchers in the area. It was possible to obtain equipment capable of generating several
stimulus protocols with a minimum temporal resolution of 0.5us, adjustable output current
between 1uA and 110mA, and compliance of +12.5V | meeting the project requirements

and ensuring a cost-effective solution for researches in the area.

Keywords: Microstimulation. Electrical Stimulation. Neurophysiology. Open-source tech-

nology.
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1 Introducao

Sistemas neuronais sao estudados em diferentes escalas para melhor compreensao
de fungbes mentais como emocoes, linguagem e raciocinio. Interagoes entre a escala
nanométrica da bioquimica com escalas meso e macroscopicas de redes neuronais sao
bastante complexas e muitas questoes sobre a estruturacao dessas redes permancem em

aberto.

A partir disso, atualmente existem estudos sobre potenciais evocados por estimulos
em redes corticais. Esses estudos fazem uso da microestimulagao elétrica, que consiste em
microeletrodos em contato com culturas neuronais aplicando corrente elétrica na mesma e

observando seu crescimento e seus potenciais de resposta.

Ja é sabido que a estrutura temporal de resposta dessas redes reflete os intervalos
temporais utilizados durante o treinamento por estimulos (JOHNSON; GOEL; BUONO-
MANO, 2010). Assim, muitos estudos buscam compreender o que ocorre com as redes
neuronais se forem estimuladas de forma controlada durante sua formacao, buscando
entender os mecanismos por tras da aprendizagem humana e por tras de doengas que
afetam o sistema nervoso. Alguns exemplos desses estudos sao apresentados por Tehovnik
(1996), Hales, Rolston e Potter (2010) e Kumar (2011).

Contudo, esse tipo de estudo exige equipamentos de dificil acesso e de alto custo,
com manuten¢ao complexa e pouco versateis a ponto de servirem para diferentes linhas
de pesquisa dentro de uma universidade, como aponta Land et al. (2004). Alguns desses
equipamentos de estimulagao elétrica de tecidos podem ser encontrados na UFRGS, embora
nao tenham todas as func¢oes necessarias para realizacao de uma ampla faixa de pesquisas.
Além disso, muitos desses equipamentos estao danificados e sem condigdes de uso e reparo.
Diante dessa limitacao de recursos para laboratorios, esse tipo de estudo torna-se inviavel.
Vale lembrar que sao dispositivos que devem garantir a seguranca do usuario e s6 sao

utilizados em estudos com tecidos neuronais #n vitro.

A partir do didlogo com pesquisadores envolvidos nesse tipo de trabalho dentro
da universidade (Prof® Leonardo Brunnet, do Instituto de Fisica, e prof®* Maria Elisa
Calcagnotto, do Departamento de Bioquimica), foi possivel compreender os requisitos
necessarios para que o equipamento atenda suas demandas. Primeiramente, é necessario
que esse dispositivo gerador de estimulos elétricos possua interface amigavel e seja de custo
acessivel para aquisicao dos laboratorios. Ademais, é necessario que o mesmo permita a
variagao de diferentes parametros dos estimulos elétricos aplicados nos tecidos neuronais,

garantindo sua versatilidade.

Deve ser garantida uma capacidade de estimulacao através de pelo menos quatro
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canais simultdneos e com ajuste fino desses estimulos, permitindo que as respostas fisiologi-
cas dos trabalhos desenvolvidos sejam evocadas de forma mensuravel. Além disso, é preciso
assegurar que a estimulacao possa ser feita com corrente bipolar, ou seja, o sentido da
corrente pode ser variado sem que seja necessario alterar a polaridade dos microeletrodos
de forma mecénica. Essas especificagoes viabilizam o dispositivo para ser utilizado em
uma grande faixa de estudos cientificos que fazem uso de neuroblastomas em processo de
crescimento. Os efeitos desses estimulos devem poder ser observados pelas respostas de
grupos neuronais nesses tecidos através de registros intracelulares utilizando a técnica de

patch clamp.

Dessa forma, para sustentar uma variedade maior de trabalhos dentro da area de
neurofisiologia nas universidades brasileiras, esse projeto busca desenvolver um equipamento
que atenda as necessidades apresentadas pelos pesquisadores. O estimulador neuronal
deve possuir 4 canais regulaveis e com capacidade de estimulo bipolar, possuindo corpo
independente e interface grafica de interagdo com o usuario. Deve produzir diferentes tipos
de estimulagao (padrdes e formas temporais) e ter capacidade de variar os pardmetros e

duragoes desses estimulos.

Por fim, seguindo os principios do Centro de Tecnologia Académica da UFRGS
(PEZZI et al., 2017), laboratério que deu origem ao projeto, deve ser um equipamento
com documentacao, software e hardware livres e acessiveis. De forma a garantir que a
tecnologia possa ser acessada de maneira transparente, toda documentagao esta disponivel

em plataforma online GIT do laboratoério.
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2 Fundamentacao Tedrico-Pratica

Nesse capitulo, sao apresentados os conceitos fundamentais para o entendimento
do projeto. Busca-se a compreensao tanto de conceitos tedricos de neurofisiologia e de
microestimulagao quanto de formas praticas de implementacao de sistemas de estimulacgao

neuronal.

2.1 Principios da neurofisiologia

Os tecidos neuronais sao agrupamentos de células trabalhando em conjunto, gerando
assim sistemas dinamicos que recebem e transmitem impulsos elétricos. Muitas das fungoes
e comportamentos desses tecidos ainda sao desconhecidos e sdo considerados desafios
cientificos. Compreender os mecanismos por tras das sensagoes e aprendizagem sao alguns

exemplos de objetivos dessa area.

Primeiramente, é necessario compreender um pouco sobre os sistemas nervosos. O
sistema nervoso é basicamente constituido por duas classes de células: os neurdnios e as
células da glia, também conhecidas como neuroglias ou glias (KANDEL, 2013). A glia é
responsavel por cercar os neuronios e manté-los em seu lugar, além de fornecer nutrientes,

oxigénio e suporte imunologico aos neurdnios.

Os neurdnios, por sua vez, sao células responsaveis pelo transporte de sinal e
compostos por trés partes: pericario/corpo celular/soma, dendritos e axonios, de acordo

com a Figura 1.
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Figura 1 — Neurdnio motor.
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Fonte - Junqueira e Carneiro (2008)

Dependendo de suas fungoes, esses neurénios podem ser classificados como motores,
sensoriais e interneuronios. Os interneuronios sdo aqueles que estabelecem conexoes com
outros neurdnios, formando circuitos complexos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). As
conexoes e transporte de informagcao ocorrem a partir das sinapses, que sdo excita¢oes de
um neurénio até outro a partir de processos quimicos ou elétricos. A Figura 2 ilustra esse

Processo.

Figura 2 — Ilustracao de uma sinapse.
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Fonte - Borges et al. (2015)

Como se pode observar, os neuroénios pré e pés sinapticos se acoplam numa regiao

onde ocorre a sinapse. E possivel reparar no sentido de propagac¢ao do sinal elétrico, que
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vai do terminal axonico do neurdnio pré-sindptico (neurdnio que realiza o estimulo) até o
dendrito do neurdnio pés-sindptico (neurdnio que sofre o estimulo) (BORGES et al., 2015).
O sinal sinaptico é transmitido para populacoes de neurénios, compartilhando informacao
entre as redes neurais. Essas populacoes de neuronios podem acabar tendo respostas
médias potenciadas, ou seja, neuronios de uma populagao podem sofrer mudancas plasticas
durante algum treinamento que fazem com que se aumente o niimero de receptores ou das
areas de sinapse. Isso garante que um tecido tenha capacidade de aprendizagem e suas
células possam agir de maneira conjunta e rapida. Essas melhorias sinapticas permitem
que as células se tornem mais excitaveis pois, apos o aprendizado, mesmo um estimulo
mais fraco é capaz de acionar uma populacao de células durante um longo tempo. Essa é
a chamada Potenciagao de Longa Duragao (Long Therm Potentiation, LTP) e serve como

um registro de que as células efetivamente aprenderam.

Assim, de acordo com Bliss e Collingridge (1993), a LTP é o fortalecimento de
ligacOes sinapticas entre células nervosas que se comunicam quando estimuladas periodica-
mente. A LTP ocorre como uma forma de plasticidade sinaptica, tendo papel fundamental
na formacao de memoria e aprendizado. Através da avaliagdo dessas potenciagoes se pode
concluir quando esta havendo aprendizado em popula¢des neuronais tanto in vivo quanto
in vitro. Uma forma bésica de aprendizado ¢é , por exemplo, perceber a passagem de tempo,

que é uma habilidade inerente dos circuitos corticais e pode ser desenvolvida localmente
(IVRY; SCHLERF, 2008).

2.2 Estimulacao neuronal e protocolos

Fritsch & Hitzig descobriram em 1870 que estimulos elétricos aplicados em superfi-
cies do cortex cerebral resultam em movimentos discretos e reprodutiveis, sendo um marco
na histéria da neurociéncia. A partir disso, foram iniciados os trabalhos em estimulacao
dos tecidos neuronais de forma a compreender seu funcionamento. A microestimulacao
é um tipo particular de estimulacao neuronal em que sao utilizados microeletrodos que
injetam corrente elétrica nos tecidos de maneira controlada. Os tecidos nervosos utilizados
para avaliacao de aprendizagem por meio da microestimulacao sao diversos, sendo comuns
os tecidos extraidos de ratos e as culturas de células de neuroblastomas provenientes de
ratos e humanos (KRAUTHKAMER; BEKKEN; HOROWITZ, 1991).

Existem protocolos de microestimulacao que buscam produzir ativacao confiavel
do tecido minimizando danos ao mesmo. Muitas pesquisas buscam, a partir da microesti-
mulacao, induzir o fenémeno de LTP em populagao de neuronios de forma a avaliar seu
aprendizado. Os parametros desse processo de estimulagao, como duracao e polaridade dos
pulsos, frequéncia, intervalos e amplitude de corrente, alteram sua eficacia e dependem do
tipo de cultura celular a ser estudada (TEHOVNIK, 1996).
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Em sistemas mais simples e com correntes unipolares, essa estimulacao se da a
partir de um eletrodo de trabalho e um contra-eletrodo. O eletrodo de trabalho excita o
tecido enquanto que o contra-eletrodo é responsavel por completar o circuito para condugao
das cargas. Contudo, é comum que as cargas acabem se espalhando pelo tecido nesse modo

de estimulacao. Alguns autores salientam a importancia dos estimulos bipolares:

It is a general principle when designing electrical stimulation systems
that one should avoid onset of irreversible Faradaic processes which may
potentially create damaging chemical species, and keep the injected charge
at a low enough level where it may be accommodated strictly by reversible
charge injection processes. (MERRILL; BIKSON; JEFFERYS, 2015,
179).

Assim, deve-se dar preferéncia a estimulacao bifasica, a qual gera menos carga
residual nos tecidos e consequentemente menos danos. A Figura 3 ilustra os principais

tipos de estimulacao e suas caracteristicas em relagao a eficacia e danos ao tecido.

Figura 3 — Principais tipos de estimulacao e seus resultados.
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Fonte - Merrill, Bikson e Jefferys (2015)

Atualmente, é comum fazer uso da tecnologia de estimulacdo em culturas de
neurénios dissociados a partir de conjuntos de microeletrodos. As vantagens de utilizar

esse tipo de tecnologia sdo muitas. Culturas de neurdnios dissociados permitem um modelo
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mais simples de funcionamento da atividade neuronal a partir da estimulacao. Pela rede ser
pequena, o impacto da estimulagao é limitado em areas observaveis. Além disso, esse tipo
de cultura pode sobreviver por cerca de um ano in vitro (HALES; ROLSTON; POTTER,
2010).

Trabalhos cientificos j4 demonstraram a eficacia da microestimulacao no aprendi-
zado celular. Johnson, Goel e Buonomano (2010) fizeram uso de culturas organotipicas e
microestimulacao bipolar para observar a forma de onda dos potenciais pds-sinapticos. O
estudo concluiu que as mudangas na estrutura temporal da atividade neuronal refletem os
intervalos dos trens de pulsos usados durante o treinamento, evidenciando a aprendizagem
do tecido. Em acréscimo, puderam observar que essa plasticidade das dinamicas temporais

depende de mudancas na atividade dentro dos microcircuitos neurais.

Como anteriormente mencionado, os diferentes parametros dos protocolos de esti-
mulacao influenciam nos resultados de potenciacao das células nervosas. Existem alguns
protocolos de estimulo mais consolidados dentro da neurofisiologia. Kumar (2011) cita
trés protocolos basicos de microestimulacao. O primeiro é o protocolo High Frequency
Stimulation (HFS), que consiste em pulsos de alta frequéncia de cerca de 100Hz. Esses
pulsos sao repetidos determinado nimero de vezes e separados por intervalos de tempo

constante, como mostra a Figura 4.

Figura 4 — Protocolo HFS.
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Além do HFS, existe o protocolo Low Frequency Stimulation (LFS), que consiste
na mesma estrutura de pulsos do HFS mas com frequéncia reduzida. E comum, para o
HF'S, utilizar trens de pulsos de frequéncia de 100Hz que duram um segundo (100 pulsos),
cada trem possuindo um periodo na ordem de segundos até o préximo trem. Ja para o

LFS, os trens de pulso possuem frequéncia de 1Hz e duram 100 segundos (100 pulsos).

Outro protocolo comum é o Theta Burst Stimulation (TBS), que consiste em 3 trens
de estimulo distanciados em 20 segundos, cada trem possuindo 10 periodos de estimulos
distanciados de 200 milissegundos entre si, sendo que cada periodo consiste em 4 pulsos

de 100Hz. A Figura 5 exemplifica esse protocolo.
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Figura 5 — Protocolo Theta Burst Stimulation (TBS).

4 pulses (@ A pulses (@ 4 pulses (@
Il-lll.n lHH: Ilollx
Epochl  Epoch2 Epochl  Epochl Epochl  Epochl
Qﬂ'pﬂchdt“b‘(‘rtﬂllﬁ“l’_’) .\hﬂll’pﬁch dtllvrrullii!lr_/,. Il.'ll‘pulu delivered l’lElI.:d_}.
Train Train Train

Fonte - Kumar (2011)

O 1ltimo protocolo apresentado é o Primed Burst Stimulation (PBS), que é muito
semelhante ao TBS porém possui um pulso de preparo distanciado de 170ms a 200ms
dos préximos trens de pulso. A Figura 6 ilustra esse protocolo. A partir desses estimulos,
Kumar pode evidenciar que a LTP é uma melhoria duradoura na transmissao do sinal

entre dois neurénios, a qual é fruto da estimulacao sincrona do tecido.

Figura 6 — Protocolo Primed Burst Stimulation (PBS).
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Alguns outros protocolos comuns sao citados por Manahan-Vaughan (2018). O
protocolo Shock é um protocolo de alta frequéncia que consiste em 10 trens de 20 pulsos
com intervalo entre pulsos de 5 milissegundos e intervalo entre trens de 2 segundos. Ja
o protocolo Basal se trata de uma estimulacao de preparo ao tecido, sendo composto
por estimulos com pulsos duplos e intervalo entre pulsos de cerca de 40 milissegundos
utilizando uma onda quadrada de duracao de 100 microssegundos. Os trens de pulsos
possuem frequéncia de 0,033Hz e a duracao da estimulagao é de cerca de 1 hora. A Figura
7 apresenta a estrutura do protocolo Basal bipolar e seus principais parametros. TP
representa o tempo de pulso positivo, TN o tempo de pulso negativo e ITI o intervalo

entre trens de pulso.
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Figura 7 — Protocolo Basal.
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Assim, esses protocolos apresentados tém diferentes funcoes relacionadas aos estudos
de neurofisiologia. Portanto, é necessario garantir que o equipamento gerador de estimulos
seja versatil a ponto de permitir diversas opgoes de protocolos com diferentes valores
de parametros, garantindo assim que possa ser usado em varios contextos e estudos

comparativos.

2.3 Dispositivos de estimulacdo neuronal

Muitos dos conhecimentos da biologia tém avancos a partir de novas técnicas,
procedimentos e tecnologias, estando diretamente ligadas a infraestrutura dos laboratoérios.
Contudo, diante dos cortes de investimento na ciéncia no Brasil, torna-se dificil realizar
estudos que requerem equipamentos mais caros. Segundo Land et al. (2004) , o custo
de equipamento fisiolégico as vezes inviabiliza integrar trabalhos de neurofisiologia em
laboratoérios. Sabendo disso, torna-se necessario desenvolver um equipamento que possua

custo viavel para laboratérios de universidades ptblicas brasileiras.

Nos equipamentos estimuladores de tecidos neuronais in vitro cujo objetivo é a
inducao da LTP e estudo de potenciais evocados relacionados a aprendizagem, é comum
que os mesmos tenham caracteristicas basicas semelhantes. De acordo com McLean, Scott e
Parker (1996), “Estimuladores de corrente constante (ou de alta impedancia) sao preferiveis
para estudos de potenciais evocados”. Esses estimuladores sdo caracterizados por possuirem
saida de corrente controlada, variando sua tensao de saida de modo a manter a corrente

constante.

Ademais, é comum observar que os protocolos de estimulo sdo gerados a partir de
microcontroladores com saidas PWM ou conversores DAC. Bontorin et al. (2009) utiliza
hardware modular para geragdao dos estimulos que sao controlados via interface grafica no
computador (GUI) desenvolvida em linguagem C++4-. Cheever et al. (1998) desenvolveu
um estimulador baseado em microprocessador Motorola MC68HC811 com comunicacao

com PC via serial, também utilizando GUI desenvolvida em C++4 para definicao dos
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parametros de estimulo, obtendo resolugao temporal de 32 microssegundos e permitindo 3

canais de estimulo simultaneos.

Outro exemplo semelhante é o trabalho de Rolston, Gross e Potter (2010), o qual
utiliza GUI em C++ e um conversor digital-analégico (Digital-to-Analog Converter, DAC)
de 16 bits para gerar os sinais analdgicos. Muller, Bakkum e Hierlemann (2013) uitilizam
uma placa dedicada para conversao do sinal digital em analégico com 2 DACs de 10 bits e
FPGA com gerador de fungoes arbitrarias, podendo gerar pulsos de 200 microssegundos
de duracao e alcancando resolugao temporal abaixo de 50 microssegundos. Holcomb et al.
(2012) utilizou um microcontrolador de 16MHz controlado pelo computador via conexao

USB e 2 conversores DAC de 12 bits para gerar os protocolos.

A utilizagdo de saidas de PWM do microcontrolador garante maior precisao dos
ajustes temporais e custo menor em relacao a utilizacao de DACs. Contudo, os DACs
permitem gerar diferentes formatos de onda, nao sendo restritos aos pulsos quadrados
como no caso do PWM. O DAC ficaria limitado somente pela sua resolucao e tempo de

resposta, além de permitir que o ajuste de amplitude de saida seja feito via software.

Uma caracteristica comum desses sistemas de estimulagao é a presenca de uma
fonte de corrente controlada por tensao ( Voltage-Controlled Current Source, VCCS), de
maneira a converter os sinais de tensao gerados pelos microcontroladores ou DACs em
sinais de corrente controlada, ja que a carga aplicada nas culturas neuronais durante
a estimulacao tem grande importancia. Alguns desenvolvedores desses sistemas optam
por usar uma Unidade Isoladora de Estimulo (Stimulus Isolation Unit, SIU) apés a fase
de geracao de protocolos por sinais de tensao de nivel l6gico. A SIU é responsavel por
aumentar a poténcia do sinal proveniente do DAC, além de garantir corrente constante e
regulavel de saida e isolar eletricamente o objeto de estudo das demais partes do sistema,
diminuindo o nivel de ruidos e os possiveis perigos de falta de isolagdo galvanica associados
a esse tipo de pesquisa (LAND et al., 2004).

A Figura 8 mostra um diagrama de blocos basico de um sistema de estimulacao de

tecidos neuronais com corrente controlada.

Figura 8 — Diagrama de blocos basico de um estimulador.
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Existem diferentes tipos de topologias para a VCCS. Busca-se, normalmente, uma
compliance minima de +£10V. A compliance é a maxima variagao de tensao que a fonte

produz para manter a corrente constante numa carga e esta diretamente relacionada a
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tensao de alimentacao do sistema e a impedancia da carga. Visto que as impedancias
dos eletrodos e objetos de estudo sao altas, é necessario uma compliance alta para poder
garantir correntes de até 10mA na estimulagdo (DIGITIMER, 2016). Além disso, é comum
que o ganho de conversao tensao-corrente seja variavel para que se possa alterar a corrente

utilizada na estimulagao de acordo com o estudo.

Algumas abordagens iniciais, tais como a de Millar e Barnett (1988) buscam solugoes
a partir de estimuladores quasi-isolados ou isolados via transformador. Os estimuladores
quasi-isolados tém um terminal que fornece corrente controlada ao tecido enquanto que o
outro terminal drena a mesma corrente, assim nenhuma corrente deve fluir pelo conector de
aterramento. A Figura 9 mostra um exemplo de VCCS quasi-isolada, que consiste de dois
circuitos de corrente constante em configuracao push-pull. O sinal de tensao de excitagao é
aplicada no ponto "Input’, sendo convertido por corrente através de uma relacdo com os
resistores iguais R1 e R2. O sistema pode possuir acoplamento AC e monitor de corrente,

tendo compliance dependente da fonte de alimentacao do sistema.

Figura 9 — Exemplo de SIU quasi-isolada.
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Fonte - Millar e Barnett (1988)

Outra topologia apresentada é de SIUs isoladas via transformadores, as quais

possuem maior compliance e reducao de ruidos. Um exemplo é apresentado na Figura 10,
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onde o transformador isolador é presente logo antes da carga. Kadziela e Tomaszewski
(1970) propoe um estimulador com isolamento da saida a partir de transformador com

baixa capacitancia e circuito alimentado por baterias, atingindo compliance de 155V.

Figura 10 — Exemplo de SIU isolada por transformador.
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Fonte - Millar e Barnett (1988)

Outros trabalhos trazem solugoes que utilizam fontes chaveadas e acoplamento
6ptico para as SIUs. Conforme Land et al. (2004), a SIU deve possuir caracteristicas de
isolamento maior que 1Gohm e acoplamento capacitivo abaixo de 20pF. Isso evita que a
corrente vaze para os aparelhos de aquisicdo de dados. Além disso, deve possuir poténcia
méaxima de saida de cerca de 1W. O design desenvolvido no trabalho em questao utiliza
conversores CC-CC, tendo capacidade de ligar e desligar em cerca de 50 microssegundos,

o que garante boa resposta em frequéncia.

A Figura 11 mostra o circuito utilizado, em que uma entrada digital é amplificada e
serve para ligar e desligar os conversores. Quando ligados, geram tensao de saida controlada

por um potencidmetro. O custo estimado da SIU foi de 50 ddlares e a compliance é de
100V.
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Figura 11 — Exemplo de SIU utilizando conversores CC-CC.

1

| +von T

i H

: i

: 200 ko 1w wveel L]

i e ck4 |

! 1MNE14 . 40 !

timed : ke I #¥oo _gg jg :

Imput ! - L 1

e A — 2304 L. AA IC 3B b

! | 100k 4o 3ALL | )

i - H

! 1NG14 4068 !

i i H

1 T — 1

L ] 1

voo 2. Isolation o 3. Level and polarity :

S I ~—
s inF i i ———
—{ DCioDC LiANF T 10 ke I iouwsput

— inF H

A kn i

i

1
: L | 1nF| !
; — pcwoe —— |
' _—{1 k|
I lll inF .
: b DOC 0 DC { !
| =— = inF| |
L |
1 - 1
! !

Fonte - Land et al. (2004)

Uma solucao semelhante e mais versatil é a de Brasil e Leal-Cardoso (1999), em
que ha capacidade da SIU atuar em modo de corrente constante a partir do chaveamento
de transistores HEXFET. A Figura 12 mostra a topologia desenvolvida, onde a entrada é
isolada a partir de um optoisolador. O sinal de entrada ¢é responsavel pelo chaveamento
das fontes CC-CC, responsaveis por garantir uma compliance de até 204V. Os modos de
operagao (tensao controlada, corrente controlada ou automético) sao alterados a partir de
uma chave. Essa topologia pode atingir boa performance, tendo resisténcia de aterramento
de 100Gohms, capacitancia de acoplamento de 35pF e tempo de subida e descida de

corrente de 5 microssegundos, além de compliance de 200V.
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Figura 12 — Exemplo de SIU utilizando conversores CC-CC e modo de corrente constante.
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Fonte - Brasil e Leal-Cardoso (1999)

Um trabalho mais recente e com estrutura do sistema muito semelhante a apre-
sentada na Figura 8 é o de Sheinin, Lavi e Michaelevski (2015), em que foi desenvolvido
um gerador de estimulos open-source controlado por Arduino. Os sinais de estimulo sao
gerados pelo computador em conjunto com placa DAC e passam pela SIU que tem sua

corrente de saida controlada pelo Arduino.

A Figura 13 mostra o processo desse sistema. Nele, o Arduino recebe os dados de
uma unidade de calibragdo para ajustar o valor da corrente de saida da SIU a partir de
um motor de passo acoplado a um potenciometro. A topologia da SIU também utiliza

conversores CC-CC e o sistema possui GUI desenvolvida em Matlab.

Figura 13 — Funcionamento do Stimduino.
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Fonte - Sheinin, Lavi e Michaelevski (2015)

Para alguns tipos de estimulacdo neuronal, como no caso de estimulagoes com

multiplos eletrodos, a compliance da fonte de corrente nao precisa ser tao alta quanto
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as solugoes apresentadas anteriormente. Algumas topologias buscam garantir uma boa
precisao de corrente de saida e boa resposta em frequéncia, baseando-se na topologia de

Howland Current Pump.

Nesse tipo de topologia, um amplificador operacional ¢é utilizado para converter
o sinal de entrada de tensdo em um sinal de corrente na carga. Analog Devices (2016)
apresenta uma topologia de Howland Current Pump melhorada, onde um buffer é utilizado
para fechar a malha de realimentacao do sistema, garantindo maior precisao de corrente.

A Figura 14 exemplifica esse topologia.

Figura 14 — Exemplo de Howland Current Pump.

R, / Vi

O aay + R,
- ]
|

Fonte - Analog Devices (2016)

A corrente de saida desse circuito pode ser calculada através da Equagao 2.1,
considerando um amplificador operacional ideal e que toda corrente que passa por Ry

também passa por Ry .

. Ry R Ry Ry Ry Ry Ry
Roll+ 2 4R (1= ) mwpy (24 1) — g (2 25 (21
“0{+Rz+ L( RQ*R?)] “*(Rﬁ) " (Rg+RQ*Rg> (2.1)

Se for garantido que Ry = Ry = R3 = Ry, pode-se chegar a expressao de corrente

de saida 17, de acordo com a Equagao 2.2.

i = u”“FR& (2.2)
0

Como se pode notar, a corrente de saida independe da carga e é controlada somente
pelo valor de resisténcia Ry. Isso permite obter uma corrente de saida dependente dos

valores de tensao de entrada, tendo fator de conversao tensao-corrente dado por Rj.

Analisando as caracteristicas nao ideais do circuito, é possivel notar que escolher um
amplificador operacional de precisao garante bom controle de corrente de saida. Além disso,

para garantir boa capacidade de corrente de saida (cerca de 100mA) e boa performance
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de sinais dindmicos, é necessario utilizar um amplificador operacional com alto slew-rate e

largura de banda (ANALOG DEVICES, 2016).

Outras topologias sao apresentadas em Analog Devices (2016) e Analog Devices
(2009), onde a Howland Current Pump é composta por dois amplifiadores operacionais e
um buffer. Esse tipo de topologia garante maior precisao CC para a fonte, embora aconteca
perda de resposta em frequéncia. Para aplicagoes em microestimulagao, ambos aspectos
sao importantes, mas garantir uma baixa distorcao do sinal de tensao de entrada da fonte
(gerado pelos DACs ou microcontroladores) garante maior confiabilidade para os estudos

neurofisioldgicos do que priorizar a precisao de amplitude de corrente.

Uma proposta mais compativel com a pratica de aplicacao dessa topologia em
microestimula¢ao unipolar é apresentada por Texas Instruments (1980). Nela, a VCCS
alimentada por bateria garante uma faixa de corrente de saida entre 10nA e 10mA com
compliance de 30V até -5V. Um potencidometro de dez voltas permite ajustar a variagao de

corrente com precisao, conforme mostra a Figura 15.

Figura 15 — Proposta de Howland Current Pump unipolar.
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Fonte - Texas Instruments (1980)

Nesse circuito, o amplificador operacional regula a tensao nos resistores de escala

Rg, Ry e Ry4. Essa tensao é determinada pela corrente que passa pelos transistores Q2 e
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Q3, a qual é fornecida na saida. Um LED, D2, é usado para indicar saturacao na saida. Se
o LED for iluminado, ha compliance suficiente para o circuito fornecer a corrente na carga,

servindo como indicador.

Modificagdes na VCCS permitem aumentar a compliance das mesmas mesmo utili-
zando amplificadores operacionais de baixa tensao. Uma dessas é chamada de Bootstrapping
e consiste em criar uma fonte de alimentacao adaptativa em que as tensdes positivas e
negativas que alimentam o amplificador operacional sdo dependentes do valor instantaneo
do sinal de saida. Isso permite a amplificadores convencionais atingirem tensoes de saida
maiores do que as convencionalmente impostas pelo seu limite de tensao de alimentacao
(ANALOG DEVICES, 2018).

Um exemplo de proposta de VCCS com alta compliance e precisao é apresentado

em Texas Instruments (2013), conforme mostra a Figura 16.

Figura 16 — Exemplo de VCCS com alta compliance e precisao.
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Nesse circuito que combina a Howland Current Pump com a técnica de Bootstrap-

ping, se torna possivel fornecer 10mA de corrente bidirecional para cargas de até 10k€) com
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custo relativamente baixo. Conforme anteriormente mencionado, a VCCS tem relagao de
tensao-corrente dada pelo resistor R,,;. Como forma de garantir que a corrente desejada
seja fornecida a cargas de alta impedancia, a tensao aplicada na base dos transistores NPN
e PNP é determinada pela tensao de saida assim como a relagdo dos resistores R1, R2, R3
e R4, fazendo com que a alimentacao dos amplificadores operacionais nunca ultrapasse seu
limite ao mesmo tempo que fornece tensdes de saida maiores (TEXAS INSTRUMENTS,
2013).

Assim, diversas topologias atendem os principais requisitos para uma fonte de
corrente utilizada em microestimulacdes de culturas neuronais. E preciso avaliar o tipo
de microestimulagao para condicionar a compliance, precisao e resposta em frequéncia
necessarias, assim como ¢ importante levar em conta o custo do projeto e disponibilidade

de componentes.

2.4 Estrutura para experimentos de microestimulacao

A maioria dos experimentos em neurofisiologia requer muitos componentes experi-
mentais acontecendo em paralelo, sendo necessario estimular o tecido ao mesmo tempo
que se faz a aquisicdo dos sinais elétricos e dados de resposta do tecido. Além disso, é

preciso diferentes equipamentos para posicionamento dos eletrodos e redugao de ruidos.

Em uma estrutura basica para estimulacao por conjuntos de microeletrodos, neuro-
nios sao colocados em solugdes com microeletrodos. Durante um certo periodo, essas
culturas formam redes de neur6nios completos (HALES; ROLSTON; POTTER, 2010). A
partir disso, a atividade das redes pode ser manipulada através de sequéncias de estimulagao

elétrica geradas pelo equipamento desenvolvido.

Para aquisicao dos sinais elétricos do tecido, ¢ comum a utilizagao de sinais de
trigger, que servem para ativar o recebimento de dados em determinados momentos
especificos da estimulagao. O préprio gerador de sinais de tensao pode gerar os sinais
de trigger, podendo ser utilizado o registro do sinal de estimulo para comparar com as
respostas do tecido. Os dados de resposta podem ser obtidos a partir de osciloscépio ou
um sistema de aquisicao de dados com conversores analdgico-digitais tal como apresentado
por Scientifica Ltd (2016).

Segundo Giovanaz (2018), os materiais necessarios para esse tipo de estimulagao

sao:

o Computador e softwares: responsaveis pelo controle dos parametros de estimulacao e

suporte para aquisicao de dados

o Estimulador: composto por gerador de estimulos e unidade isoladora de estimulo,

responsavel por gerar os estimulos de corrente elétrica a serem aplicados no tecido
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Aparelho estereotaxico: responsavel pelo suporte mecanico e posicionamento preciso

dos microeletrodos

o Gaiola de Faraday: envolve o equipamento do experimento e o objeto de estudo

impedindo a entrada de ruido externo

o Microeletrodos bipolares: necessarios para fixagdo no tecido e transporte das cargas

elétricas

o Placa de aquisicao de dados ou osciloscépio: usados para registro dos dados de sinais

elétricos

Um exemplo de montagem de um sistema para esse tipo de experimento é apre-
sentado na Figura 17, onde o tecido é aterrado e sofre estimulagao via SIU a partir de 2
microeletrodos. Uma sonda ¢ utilizada para adquirir os sinais de tensao na superficie do
tecido. Todos os dispositivos envoltos pela Gaiola de Faraday sao isolados eletricamente
dos demais. Em 17.A, o sinal do estimulador é usado como comparativo para os dados
adquiridos na superficie do tecido. Em 17.B, os dados sao adquiridos paralelamente pelo

osciloscopio e computador.

Figura 17 — Exemplos de montagens de sistema para microestimulagao.

A ) T
cor L;\l‘l‘\l‘lunm".

' wﬂ |

W
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Por fim, os equipamentos de estimulagao de tecidos profissionais devem seguir

normas como a [EC61010-1, da International Electrotechnical Comission (2001), que
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determina padroes de seguranca internacionais para equipamentos elétricos de uso em
laboratorio, e EN 61326-1, EN 61326-2 e EN 61326-3, que ditam padroes de emissao e

imunidade para equipamentos de laboratorio.
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3 Metodologia

Esse capitulo apresenta a metodologia utilizada para desenvolvimento, experimentos

e documentacao do projeto.

3.1 Desenvolvimento do projeto

O projeto teve seu escopo, objetivos e justificativas definidas a partir de discussoes
com pesquisadores da area de neurociéncia da UFRGS relacionados ao Departamento de
Bioquimica e ao Instituto de Fisica. As discussoes serviram também para levantamento
das especificagoes de projeto. O sistema foi desenvolvido considerando esses requisitos
e buscando referenciais tedricos e praticos relacionados a area de neurofisiologia e aos

equipamentos utilizados em laboratoério.

3.2 Experimentos de caracterizacao do sistema

O sistema deve ser caracterizado a partir de suas propriedades elétricas, como forma
de onda da saida, polaridade de saida, faixa de variagdo de corrente de saida, resolucao de
amplitude de corrente, resolucao de corrente de saida, compliance, slew-rate e resolucao

temporal dos pulsos. Para isso, sao necessarios os seguintes equipamentos:
o Osciloscopio: observacao das formas de onda e medigao de grandezas elétricas e ao
longo do tempo
» Placa de aquisicao de dados: registro de dados de sinais elétricos em funcao do tempo

o Computador e software: analise dos dados obtidos a partir de placas de aquisicao de

sinais e osciloscépios e simulacao de circuitos elétricos

o Resistores de precisao 1%: medicao de corrente elétrica de saida do dispositivo e

testes de compliance

o Multimetro: medicao de grandezas elétricas

3.3 Experimentos de testes de aplicacao do sistema

Uma vez que se tenha desenvolvido e caracterizado eletricamente o sistema, o
mesmo deve ser submetido a experimentos aplicados na drea de neurofisiologia a fim de

testar sua funcionalidade. Assim, experimentos tipicos para potenciagao de células de
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tecido neuronal devem ser realizados, coletando dados de resposta do tecido objeto de
estudo. O objetivo é analisar os resultados e concluir se o equipamento consegue induzir
tecidos a LTP, necessaria para que se possa estudar diferentes fenomenos neurofisiolégicos

em laboratorio.

Os equipamentos necessarios para esses experimentos e os protocolos experimentais

sao apresentados por Giovanaz (2018). Os principais equipamentos necessarios sao:

o Computador e software: responsaveis pelo controle dos parametros de estimulagao e

suporte para aquisicao de dados

« Estimulador: composto por gerador de estimulos e VCCS, é responsavel por gerar os

estimulos de corrente elétrica a serem aplicados no tecido

o Aparelho estereotdxico: responsavel pelo suporte mecanico e posicionamento preciso

dos microeletrodos

o Gaiola de Faraday: envolve o equipamento do experimento e o objeto de estudo

impedindo a entrada de ruido externo

o Microeletrodos bipolares: necessarios para fixacao no tecido e transporte das cargas

elétricas

» Placa de aquisicao de dados ou osciloscépio: usados para registro dos dados de sinais

elétricos

3.4 Documentacao e acesso a tecnologia livre

O projeto é elaborado a partir dos principios de tecnologia livre e hiperobjetos
cientificos. Assim, em todo o processo de desenvolvimento do mesmo é buscado utilizar
ferramentas livres e transmitir o conhecimento abertamente. O interesse reside em ter
acesso a informacgoes como modelos tedricos, instrugoes de uso/manutengao, aplicagoes,
codigos e processos de fabricacdo de forma sistematica, transparente e aberta, como

apresenta Pezzi (2015).

Diante disso, todos os codigos de software presentes no projeto sao livremente
divulgados e documentados, assim como as ferramentas utilizadas no desenvolvimento
dos mesmos. Essa metodologia é presente também na elaboragao do hardware, onde se
pode ter acesso aos diagramas esquematicos, placas de circuito impresso e explicagao do
funcionamento do sistema. Assim, toda documentacao de projeto pode ser acessada através
de uma pagina da Web e esta licenciada com a Licenga CC BY-SA: Creative Commons
- Atribuicdo-Compartilhalgual 4.0 Internacional, a qual permite livre distribui¢cao do

material e adaptacao do mesmo, desde que seguindo os termos de atribuicao de crédito
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e distribuicao das alteragoes de forma livre. A pagina GIT para acesso a todo projeto é

<https://git.cta.if.ufrgs.br /luisestradioto /neuroest> .


https://git.cta.if.ufrgs.br/luisestradioto/neuroest
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4 Desenvolvimento do Projeto

Como anteriormente mencionado na metodologia, as especifica¢oes de projeto foram
definidas a partir de obtenc¢ao de informacoes com pesquisadores da area e sdo apresentadas

abaixo:

« Estimulador deve gerar diferentes protocolos, dentre eles: Protocolo Basal, Protocolo
TBS, Protocolo HFS e Protocolo LFS

o Possuir ampla faixa de variacdo de parametros para cada protocolo gerado
o Gerar pulsos de corrente unipolares positivos, unipolares negativos ou bipolares

e Suprir/drenar pulsos de corrente com amplitude entre cerca de 1uA e ImA com

ajuste fino
o Possuir no minimo dois canais de estimulagao

o Possuir interface com capacidade de interromper e avangar protocolos manualmente,

sequenciando até 6 protocolos

o Possuir uma terceira saida em cada canal para registro externo das estimulagoes

A partir disso, as escolhas técnicas foram tomadas e o projeto pode ser dividido em
diferentes partes. A interface grafica (Graphical User Interface, GUI) é programada em
linguagem Python, que possui modelo de desenvolvimento comunitéario e aberto. Ela utiliza
recursos graficos da biblioteca Tkinter e garante a definicdo dos protocolos de estimulo e
parametros desejados. Utiliza comunicacao serial com o microcontrolador para envio de

comandos e informacoes.

Para geracao de protocolos, foi escolhido utilizar um Arduino MEGA, plataforma
de software e hardware abertos com microcontrolador ATMega 2560, permitindo que os
estimulos sejam controlados a partir de saidas de PWM do dispositivo. Esse modelo de
Arduino garante acesso a diversos timers, saidas de PWM e recursos necessarios para

atender os requisitos de projeto, possui custo acessivel e é facilmente encontrado no Brasil.

Por fim, o hardware que converte os pulsos de tensao do Arduino em pulsos de
corrente conta com corrente de saida ajustavel, capacidade de fornecer corrente bipolar e

boa resposta em frequéncia. Assim, a Figura 18 mostra a divisao por partes do projeto.
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Figura 18 — Partes do projeto.
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O projeto consiste em utilizar uma GUI para permitir ao usuario escolher as op¢oes
de estimulacao desejadas. Essa GUI envia informagoes ao Arduino, que interpreta esses
dados e assim gera os estimulos necessarios na forma de sinais de tensao. Como ¢é desejado
que se possa estimular o tecido com corrente controlada e bipolar, uma VCCS ¢ utilizada
para converter os pulsos de tensao das saidas do Arduino em pulsos unipolares ou bipolares
de corrente. Esses estimulos de corrente elétrica sao transmitidos ao tecido através de

microeletrodos.

4.1 Interface grafica

O software para interface grafica permite ao usuario definir os protocolos desejados
para estimulacao assim como seus parametros e fazer com que 0os mesmos sejam repro-
duzidos pelo microcontrolador através da comunicagao serial via USB entre software de

interface grafica e o software do Arduino.

Para tanto, utiliza-se essa GUI para organizacao das variaveis de definicao de
protocolo a serem enviadas ao microcontrolador. A interface permite a selecdo sequencial
de até seis protocolos de estimulagao e seus respectivos parametros assim como a conexao
e envio desses parametros ao Arduino através da comunicacao serial. O envio das variaveis
desejadas é feito através de um protocolo de comunicag¢ao contendo as informagoes das
varidveis e seus valores escolhidos. Além disso, a GUI permite a interrupc¢ao da estimulacao

e 0 avanco de protocolos de estimulo. A Figura 19 mostra o modelo de GUI desenvolvido.
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Figura 19 — Interface grafica desenvolvida.
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Conforme se observa na Figura 19, a interface conta com diversos recursos para

definigao dos protocolos. A Figura 20 mostra os diferentes recursos e finalidades do software

com marcacoes coloridas.

Figura 20 — Interface grafica com marcagoes de recursos e funcionalidades.

§ MNeuroEst - Gerenciador de protocolas de estimulagio

- X

NeuroEst

Gerenciador de

Estabelecer conexdo com Arduino

@ oo

Status:
. 5
Estimulagdo desligada

©  inicier protocolos selecionados

2
3| ©  Parar processo de estimulacio I

1 - Primeiro protacolo

TBS Unipolar

Avangar para préximo protocolo |

TRAN

PRI
LIS e +
TETEHTRTE

t =
TRTRIETR B

PROTOCOLO 1 Iniciar protocelo PROTOCOLO 2 Iniciar protocolo. PROTOCOLO 3 Iniciar protocelo

Selecionar polaridade dos p

C positiva

C negativa

Intervalo T (ms)
Intervalo 1Pl (ms):
N® de epochs por trem:
Intervalo [El (ms):

Intervalo Ml (3):

Duracdo (min):

Limites: 1ms-100ms
Limites: Tms-64ms

Limites: 1-20

Limites: 200ms-1000ms

Limites: 1s-20s

Limites: Tmin - 120min

Selecionar pardmetros

PROTOCOLO 4 Iniciar protocelo PROTOCOLO 5 Iniciar protocolo PROTOCOLO 6 Iniciar protocolo

Fonte - Autor.



Capitulo 4. Desenvolvimento do Projeto 37

As funcionalidades de acordo com a numeragao apresentada na Figura 20 sao

apresentadas abaixo:

10.

Botao para estabelecer conexao com o microcontrolador Arduino. Permite
a detecgao automatica da placa de Arduino MEGA caso a mesma esteja conectada
ao computador e carregada com o devido software. Caso tudo ocorra corretamente,

uma mensagem sera mostrada no log (item 6).

Botao para iniciar protocolos selecionados. Apds selecionar os trés protocolos
desejados para estimulacao, esse botao permitira enviar os dados de protocolos ao

Arduino e iniciar o processo de estimulacao.

Botao para parar processo de estimulagao. Durante o andamento de uma
estimulacdo, é possivel interromper a mesma através desse botao. Sera necessario

iniciar uma nova estimulacao caso desejado.

Botao para avancar para préximo protocolo. Durante o andamento de uma
estimulacgao, esse botao permite pular o protocolo atual, avancando imediatamente
para o inicio do préximo protocolo selecionado. Caso seja avangado o tltimo dos seis

protocolos, a estimulacao ¢ finalizada.

Indicador de status de estimulacao. Indica se uma estimulagao esta ativa ou
nao. Caso estiver, indica o tempo decorrido de estimulagao, o nimero da estimulacao

(de 1 a 6), o tipo de estimulacao e sua duracao total.

Log de acgoes. Registra as acoes do usuario e indica sucesso ou falha nas suas
interacoes. Pode indicar falhas de conexao, inicio da estimulacdo, armazenamento de

parametros, entre outros.

Opcoes de nimero de protocolo. Permite escolher entre qual dos 6 protocolos

sequenciais sera alterado.

Opcoes de tipo de protocolo. Permite escolher o tipo de protocolo a ser utilizado

para o niumero de protocolo selecionado.

Visualizacao do protocolo selecionado. Exibe a estrutura temporal do protocolo
selecionado no item 7. Facilita o entendimento da estrutura e das variaveis do

protocolo que serao selecionadas no item 10.

Entradas para parametros do protocolo. As entradas recebem os valores digita-
dos pelo usuario para os parametros desejados relacionados ao protocolo selecionado.
Aceitam somente valores numéricos. As variaveis de entrada dependem do tipo de
protocolo selecionado. Possui um botao de selecionar parametros, que faz com que os

dados do protocolo em questao sejam armazenados. S6 a partir desse armazenamento
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dos dados de cada um dos seis protocolos é que se pode iniciar a estimulagao através

do item 2.

11. Informacgoes de protocolo selecionadas. Exibem as informacoes definidas para
os 6 protocolos sequenciais, facilitando a visualizacdo da sequéncia de estimulagao
pelo usuario. Também possui um botao que permite iniciar imediatamente o protocolo
em questao, permitindo que o usuario retorne a um protocolo ja terminado ou avance

para qualquer nimero de protocolo por ele definido.

Todo controle de sequéncia e tempo de estimulacao assim como o armazenamento
das variaveis de cada um dos seis protocolos é feito pela GUI. Os comandos sao enviados ao

Arduino serialmente e identificados por 2 bytes que antecedem a informacao a ser enviada.

4.2 Software para Arduino

O software de Arduino serve para conexao serial com o computador (envio de dados
para software de interface grafica) e geracao dos protocolos de estimulo. E compativel com
Arduino MEGA 2560 R3 e utiliza diferentes saidas de PWM para geragao dos protocolos.
Boa parte da programagao se did em nivel de registradores do ATmega2560 em linguagem
C/C++ orientada a objeto. A Figura 21 mostra um fluxograma de funcionamento do

software.
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Figura 21 — Fluxograma de funcionamento do software de Arduino.
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A classe "Com-GUI" é relacionada a comunicagao com o software de GUI. Ela é
responsavel por receber os bytes de informagao via comunicagao serial e enviar confirmagcao
dos recebimentos de informagao para GUI. Ja a classe "StimulationProtocols" é relacionada
a configuracao dos timers e das saidas de PWM do ATmega2560 para geracao dos protocolos
desejados.

A Figura 22 mostra um diagrama de blocos que explica a estrutura de entradas e

saidas (IOs) utilizadas pelo software do Arduino. As saidas utilizadas estao relacionadas

as saidas de PWM A, B e C do Atmega2560 (ATMEL CORPORATION, 2014).
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Figura 22 — Estrutura de entradas e saidas do software.
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Dessa forma, os protocolos e parametros definidos pelo usuario sao enviados ao
Arduino, que interpreta essas defini¢oes e gera os protocolos desejados a partir de saidas
de PWM controladas pelos seus timers. Os protocolos sdo gerados simultaneamente nos

quatro canais definidos pelos respectivos timers.

Cada canal possui 3 saidas de PWM, uma chamada de nao-inversora para gerar os
pulsos positivos de corrente no hardware de fonte de corrente, uma chamada de inversora e
responsavel por gerar os pulsos negativos de corrente e, por fim, uma saida de registro, que
pode ser utilizada por um sistema de registro de estimulos que salva os sinais de tensao
para posterior analise no trabalho cientifico. As saidas de PWM possuem tensao de saida

de 0 ou 5V e corrente méaxima de saida de 40mA, de acordo com as limita¢oes do Arduino
MEGA 2560 R3.

4.3 Hardware gerador de pulsos de corrente

O hardware é um sistema que converte os pulsos de tensao gerados pelo micro-
controlador em pulsos de corrente. Para tanto, sao necessarias duas entradas de pulsos
de tensao invertidas entre si para gerar um sinal bipolar (pulsos positivos e negativos).
Enquanto uma entrada tem seu valor alto, em 5V, a outra tem seu valor baixo, em OV.

Assim, o sistema utiliza um circuito que transforma pulsos positivos de tensao em pulsos
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bipolares de corrente. Dessa forma, ela converte sinais de tensdo em sinais de corrente,
podendo variar a propor¢ao de ganho de transimpedancia (relagdo de tensao de entrada
por corrente de saida). Uma vez que sejam gerados os pulsos de corrente, pode-se realizar a
aplicagdo em tecidos neuronais através de microeletrodos bipolares. O diagrama de blocos

desse sistema ¢é apresentado na Figura 23.

Figura 23 — Diagrama de blocos do hardware gerador de pulsos de corrente.
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Assim, sao necessarios trés blocos principais para descricao do circuito eletrénico
que compoe o sistema. O primeiro é o circuito de ajuste de pulsos, responséavel por receber
os sinais de tensao de +5V do microcontrolador e ajusta-los para tensdo de +5V e -5V. A

Figura 24 mostra o diagrama esquematico do circuito.

Figura 24 — Diagrama esquematico do circuito de ajuste de pulsos.
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O circuito recebe dois sinais de tensao de PWM de +5V do microcontrolador de

acordo com os protocolos de estimulagao desejados pelo usudrio. Um dos sinais (parte
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inferior) passa por inversores do circuito integrado 40106 (inversores CMOS com histerese).

Assim, o sinal resultante é o mesmo da entrada, ja que passa por 4 inversores.

O outro sinal (parte superior) também passa por 4 inversores, mas tem sua tensao
transformada de +5V para -5V no meio do processo, permitindo que a saida do ultimo
inversor seja de -HV. Esse processo ¢ necessario tendo em vista que o microcontrolador nao
pode gerar tensoes negativas. Os inversores sao utilizados pois garantem uma saida com
tempo de transicao de sinal alto/baixo ou baixo/alto de cerca de 100ns e também permitem
uma simetria na saida do sinal para tensao positiva e negativa (TEXAS INSTRUMENTS,
2017). Isso assegura pulsos bipolares de tensao com baixo tempo de transigao entre -5V e
+5V.

Apods esse processo, os dois sinais sao somados, resultando em um sinal bipolar
de tensao. Esse sinal somado é entao passado por um divisor de tensao através de um
potenciometro de 10 voltas de modelo 3590S que permite um ajuste fino da tensao de
salda do circuito entre 100mV e 1V, o que se reflete posteriormente em um ajuste fino da

corrente de saida de acordo com a escala selecionada.

A segunda parte do sistema é o circuito responsavel por converter os sinais de
tensao bipolares em sinais de corrente bipolares, tendo corrente de saida ajustavel pelo
usuario. Requer ajuste fino para aplicacdo em pesquisas cientificas por meio da utilizagao
de microeletrodos. Além disso, requer boa resposta em frequéncia para nao alterar o
formato dos pulsos de entrada. O circuito se baseia na topologia de VCCS para realizar
essa conversao de tensao em corrente. Esse circuito é basicamente uma Howland Current
Pump com buffer e que possui um buffer de corrente bipolar com transistores na saida
para alcancar correntes bipolares de maior amplitude. A Figura 25 ilustra o diagrama

esquematico desse circuito.
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Figura 25 — Diagrama esquematico do circuito de VCCS.
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Conforme se observa na Figura 25, primeiramente o sinal bipolar de tensao passa
por um buffer que consiste em um OP27, que é um amplificador operacional de baixo
ruido, alta velocidade e alta precisao (ANALOG DEVICES, 2015). Esse buffer é necessério
para garantir estabilidade na tensao de entrada da Howland Current Pump. Os resistores

utilizados no buffer sao recomendados para aplicagoes com ganho unitério.

ApO0s esse processo, o sinal de tensao é entao aplicado na Howland Current Pump
composta por dois OPA627 com resistores de precisdo para manter alta rejeicao de modo-
comum do sistema. Note que a saida do OPA627 superior, que é o operacional responsavel
pela saida de corrente do sistema, esta ligada a um buffer de corrente composto por

transistores bipolares.

Esse buffer de corrente deve ser equilibrado para manter simetria dos pulsos de
corrente e é essencial para garantir correntes de saida de até 100mA para o sistema, visto
que o OPA627 tem corrente de saida maxima de cerca de 45mA (TEXAS INSTRUMENTS,
2015). Ap6s o buffer de corrente, o sinal passa por uma chave seletora em que o usuério
pode ajustar a escala de corrente de saida do sistema através da variagao do resistor que
dita o ganho de transimpedancia do sistema. Esses resistores devem ter boa precisao para
melhor precisao da escala e ajuste de corrente. Por fim, o sinal é realimentado utilizando

outro OPA627 que garante a estabilidade da corrente de saida do sistema.

Portanto, é possivel ao usuario ajustar a corrente elétrica de saida através de duas
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interfaces de ajuste: uma chave seletora presente na fonte de corrente altera a escala da
corrente de saida, variando entre as opgoes de 1uA-11uA, 10uA-110uA, 100uA-1,1mA,
ImA-11mA e 10mA-110mA. Além disso, um potenciometro de 10 voltas presente no
circuito de ajuste de pulsos permite um ajuste fino da corrente de saida de acordo com a

escala escolhida.

Por fim, a terceira parte do sistema é o circuito indicador de compliance. Esse
circuito é responsavel por indicar se o limite de compliance da fonte de corrente foi atingido.
A compliance da fonte de corrente é a maxima variacdo de tensao que a fonte produz para
manter a corrente constante na carga. Uma fonte de compliance baixa aplicando corrente
em uma carga com alta impedancia pode ndo conseguir injetar a corrente desejada, ja que
os limites de tensao da fonte sdo atingidos. Assim, como forma de indicar que o limite
foi alcancado, esse circuito aciona um LED. A Figura 26 mostra o diagrama esquematico

desse circuito.

Figura 26 — Diagrama esquematico do circuito indicador de compliance.

uas
LM353
Veamp
1

usb
L4393

s 100F
<] .. GHD
+15v 15V

GHD

Fonte - Autor.

Conforme se observa, o sinal de tensao da fonte de corrente é levemente reduzido
por um divisor de tensao e comparado com referéncias de tensao de +9,5V e -9,5V, que sao
as tensoes para aviso de limite de compliance do sistema (optou-se por uma tensao de aviso
menor que a tensao de alimentacao do sistema visto que os amplificadores operacionais
nao sao rail-to-rail, garantindo que o usudrio nao opere a estimulagao em condigoes de
saturacao). O circuito comparador é um integrado LM393. Se o sinal na entrada do
comparador for maior que 9,5V em modulo (sinal que corresponde a tensao na carga), o
comparador ird gerar uma tensao positiva na saida que ird acionar os transistores BJT,

acionando assim o LED indicador.
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Isso permite que o usuario saiba quando o limite de compliance foi atingido. Quando
esse limite é atingido, a corrente fornecida pela chega a um valor maximo que permanece

inalterado até reducao da carga ou da corrente de saida.

Por fim, como forma de alimentar os circuitos com as tensoes necessarias de
+15V e £5V, foi desenvolvida uma fonte de tensao linear utilizando um transformador e
reguladores de tensao. Por ser uma fonte com uso de transformador, ela possui isolamento
galvanico, permitindo maior seguranca e confiabilidade para o processo de estimulacao. O

diagrama esquematico da fonte pode ser observado na Figura 27.

Figura 27 — Diagrama esquematico da fonte de alimentacao linear.
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Fonte - Autor.

4.4  Protocolos de estimulacao gerados pelo sistema

A partir do sistema descrito anteriormente, é possivel gerar diferentes tipos de
protocolos de estimulagdo com variagao nos seus parametros caracteristicos. Conforme
previamente mencionado, os protocolos possuem diferentes fungoes durante o processo de
estimulacdo de um tecido neuronal. A partir do sequenciamento de até seis protocolos,
torna-se possivel uma grande faixa de estudos cientificos nessa area. As Figuras 28, 29,
30, 31 e 32 que definem os protocolos e as faixas de variagao dos seus parametros sao

mostrados a seguir:

Figura 28 — Protocolo Basal Unipolar.
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Fonte - Autor.
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Largura de pulso T: entre 4us e 10000us
Intervalo entre pulsos IPI: entre 1ms e 100ms
Intervalo entre trens I'TI: entre 1s e 60s

Duracao do protocolo: entre 1min e 120min

Figura 29 — Protocolo Basal Bipolar.
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Fonte - Autor.

Largura de pulso positivo TP: entre 100us e 10000
Largura de pulso positivo TN: entre 100us e 10000us
Intervalo entre trens ITI: entre 1s e 60s

Duracao do protocolo: entre 1min e 120min

Figura 30 — Protocolo TBS Unipolar.
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Fonte - Autor.

Largura de pulso T: entre 10us e 10000us
Intervalo entre pulsos IPI: entre 1ms e 100ms
Intervalo entre epochs IEI: entre 50ms e 500ms

Intervalo entre trens I'TI: entre 100ms e 1000ms
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o Quantidade de pulsos por epoch: entre 1 e 10 pulsos
« Quantidade de epochs por trem: entre 1 e 10 epochs

« Duracao do protocolo: entre Imin e 120min

Figura 31 — Protocolo TBS Bipolar.
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Fonte - Autor.

« Largura de pulso positivo TP: entre 5us e 10000us
» Largura de pulso positivo TN: entre 5us e 10000us
o Intervalo entre epochs IEI: entre 10ms e 300ms

« Intervalo entre trens ITI: entre 100ms e 1000ms

o Quantidade de pulsos por epoch: entre 1 e 10 pulsos
« Quantidade de epochs por trem: entre 1 e 10 epochs

« Duracao do protocolo: entre 1min e 120min

Figura 32 — Protocolos HF'S e LF'S.

Im

Fonte - Autor.

e Duragao do trem de pulsos TD: 1s e 20s



Capitulo 4. Desenvolvimento do Projeto

48

o Frequéncia dos pulsos de estimulo: entre 4Hz e 200Hz
o Intervalo entre trens I'TI: entre 1s e 600s

« Duracao do protocolo: entre Imin e 120min
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5 Estimativas de custo de projeto

Visto que um dos objetivos de projeto é atingir um custo acessivel para fabricacao
do sistema, é demandado detalhar o custo total do hardware desenvolvido. A Tabela
1 mostra o calculo de custo de projeto, feito no més de outubro de 2020. O custo de
equipamentos adicionais nao foi incluido, como microeletrodos e computador para controle

do processo de estimulagao.
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Tabela 1 — Calculo de custo de projeto.

Componente Valor Quantidade
Arduino MEGA 2560 R3 R$120,00 1
CD40106BE R$2,50 8
OPAG6G27TAU R$85,00 8
OP27GSZ R$5,30 4
LM393 R$1,50 4
Capacitor Ceramico 100nF R$0,10 48
Capacitor Eletrolitico 1000uF /35V R$1,00 4
Capacitor Eletrolitico 470ulF/35V R$1,00 4
Capacitor Eletrolitico 10uF/25V R$0,50 8
Resistor 10ohm 1% R$0,10 12
Resistor 47ohm 1% R$0,10 52
Resistor 100ohm 1% R$0,10 20
Resistor 390ohm 1% R$0,10 4
Resistor 1kohm 1% R$0,10 24
Resistor 2k7ohm 1% R$0,10 36
Resistor 3k9%ohm 1% R$0,10 16
Resistor 5k6ohm 1% R$0,10 4
Resistor 6k8ohm 1% R$0,10 8
Resistor 8k2ohm 1% R$0,10 4
Resistor 10kohm 1% R$0,10 12
Resistor 27kohm 1% R$0,10 4
Resistor 100kohm 1% R$0,10 8
Trimpot vertical 3296W 2k R$1,90 4
Potencidémetro 10 voltas 3590S 1k R$20,00 4
Interruptor rotativo 6 posicoes R$12,00 4
Transistor 2N2369 R$1,50 4
Transistor BC327 R$0,20 8
Transistor BC337 R$0,20 8
LED 5mm R$0,20 8
Diodo 1N4148 R$0,05 8
Diodo 1N4001 R$0,05 16
Resistor 270ohm R$0,10 4
Trimpot vertical 3296W 5k R$1,90 4
Transformador 127/220V para 18V+18V 500mA  R$25,00 2
Regulador de tensao LM317 R$2,00 2
Regulador de tensao LM337 R$2,00 2
Regulador de tensao L7805 R$2,00 2
Regulador de tensao L7905 R$2,00 2
Caixa Patola PB900 R$50,00 1
Fabricagao das PCBs R$50,00 1

Total R$1366,00

Fonte: Autor.
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Assim, para um sistema estimulador com 4 canais bifasicos simultaneos e controle
a partir de interface grafica, o custo total é de cerca de R$1400,00. Pesquisando custos de
produtos semelhantes no mercado, é possivel estabelecer comparagoes. A Digitimer, fabri-
cante de estimuladores para pesquisa e uso clinico, possui diversos produtos semelhantes

ao projeto (https://www.digitimer.com/).
A NL800A Current Stimulus Isolator (DIGITIMER, 2007), que é uma SIU que

converte pulsos de entrada em saida de corrente unipolar em 1 canal, custa £442,00. Isso
equivale a R$3.224, 34 para uma conversao feita no dia 18 de outubro de 2020. Como
vantagens, essa unidade ¢ alimentada a bateria, garantindo isolamento do sistema e ajuste
de escala de corrente entre 10uA e 10mA. Contudo, tem limitagdes na largura e frequéncia
dos estimulos e s6 atende estimulos unipolares em canal tinico. Para uma configuragao

semelhante a solugao proposta no projeto, seriam necessarias 8 dessas SIUs.

Ja uma SIU bipolar, como a DS4 (DIGITIMER, 2011), custa £1613,00. Isso
equivale a R$11.766, 65 para uma conversao feita no dia 18 de outubro de 2020. Possui
isolamento de entrada, compliance de £48V , suporta pulsos de corrente com largura maior
que 2us e resposta em frequéncia de cerca de 5kHz, conta com escalas de corrente de
10pA e 10mA e atende somente um canal de estimulacao. Suas caracteristicas sdo muito
semelhantes a do projeto, embora seja superior em isolamento e compliance. Contudo,
seriam necessarias quatro DS4 para uma configuragao igual a desejada, o que traria um

custo muito alto.

Vale lembrar que esses produtos apresentados somente convertem os pulsos de
tensao em pulsos de corrente, mas nao sao geradores de protocolos de estimulacao. Um
produto gerador dos pulsos de estimulo é o NL301 (DIGITIMER, 1996). Ele conta com
ajuste de largura de pulso de 50us, 150us ou 500us com saidas de pulso TTL. Permite
ajuste de frequéncia de estimulo para pulsos constantes, mas nao possui capacidade de
controle de protocolos mais avangados com variacoes de intervalos entre pulsos. Para isso,
é necessario outros médulos vendidos pela empresa. Seu custo é de £394, 00. Isso equivale

a R$2.874,18 para um unico canal.

Dessa forma, é possivel notar que o custo de projeto é muito inferior aos produtos
apresentados. Embora os produtos contem com alimentacao a bateria e maior compliance,
nao conseguem desempenhar a mesma fun¢ao do modelo proposto sem que seja necessaria
a compra de diversos modulos auxiliares para controle dos protocolos de estimulagao.
Ademais, existe também custos para transporte e importagao desses produtos. Isso tornaria
o custo total para esse tipo de trabalho cientifico muito alto, sem contar que esse tipo de
produto possui dificil acesso a manutencao. Assim, para as demandas levantadas pelos

pesquisadores, o projeto proposto possui melhor custo-beneficio.
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6 Simulacoes

Como forma de observar o comportamento esperado dos circuitos propostos, foram
desenvolvidas simulacoes elétricas com modelos de componentes iguais aos utilizados no
projeto. Visto que nao se pode encontrar um software de simulacao elétrica de cédigo
aberto que suprisse as demandas desses ensaios, foi utilizado o software Multisim, da
National Instruments. Os dados foram exportados e os graficos foram gerados utilizando a

biblioteca Pyplot em linguagem Python.

6.1 Simulac3o do circuito de ajuste de pulsos

Como forma de observar o funcionamento do circuito de ajuste de pulsos, foi
realizada uma simulacao transiente do mesmo. Dois sinais de tensao defasados entre si,
simulando as saidas inversora e nao-inversora de PWM do Arduino, foram aplicados na
entrada do sistema. Optou-se por utilizar sinais com periodo de 1005 para simulagao. A

Figura 33 mostra o circuito montado no simulador.

Figura 33 — Diagrama esquematico do circuito de ajuste de pulsos simulado.
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Fonte - Autor.

Utilizando a analise transiente, foi possivel observar os sinais de entrada e saida do

circuito, conforme mostra a Figura 34. O sinal de entrada utilizado nesse caso foi de 25us.
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Figura 34 — Resultado da simulacao do circuito de ajuste de pulsos.
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Fonte - Autor.

E possivel observar que as entradas de tensao inversora (Vj,,) e nao-inversora
(Vsinw) sdo somadas, sendo que a entrada nao-inversora tem sua tensao invertida em sinal.
Assim, é possivel gerar um pulso de tensao bipolar na saida (V) a partir de dois pulsos

de tensao positivos na entrada.

Para um sinal com pulsos de 5us com saida inversora e nao-inversora sem periodo

em 0V, o resultado da simulagao pode ser observado na Figura 35.
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Figura 35 — Simulagao do circuito de ajuste de pulsos com 5Hus.
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Fonte - Autor.

E possivel observar um pequeno atraso de propagacao dos sinais causado pelo
inversor 40106, conforme esperado pelas caracteristicas apresentadas no Datasheet. Esse
atraso nao afeta as caracteristicas da simulagdo. Além disso, ha um curto espaco de tempo
em que o sinal de saida estd em OV devido a histerese do inversor. Visto que esse tempo
é relativamente curto e ha simetria entre sinal positivo e negativo, ele nao deve afetar o

processo de estimulagao dos tecidos.

Como anteriormente mencionado, a magnitude da tensao de saida pode ser ajustada
posteriormente utilizando um divisor de tensdo com um potencidometro de 10 voltas. Isso
garante ajuste fino da tensao que é convertida em corrente pela VCCS. Além disso, ha
baixa distor¢ao do sinal, mesmo para frequéncias altas. Assim, pode-se concluir que o

circuito tem o comportamento desejado.

6.2 Simulacao da VCCS

Foram realizadas analises transientes dos sinais de Tensao de Entrada V;,, e Corrente
de Saida I, variando os parametros de Frequéncia do Sinal de Entrada f;,, Resisténcia
de Conversao Tensao-Corrente Rq; e Resisténcia de Carga R;. A Figura 36 mostra o

diagrama esquematico do circuito simulado no Multisim.
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Figura 36 — Diagrama esquematico do circuito de VCCS simulado.
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Visto que a maior parte dos sinais de estimulacao estdo na faixa de frequéncia de
1kHz até 50kHz, optou-se por utilizar f;, de 10kHz ou 50kHz. Os valores de R;; utilizados
foram 1002, 10kS2 e 100kS2, cobrindo o caso mais extremo de correntes da ordem de
microamperes. Ja Ry teve valores de 100€2 e 100052, podendo observar o comportamento

da fonte em caso de saturacao por limite de compliance.

Primeiramente, optou-se por simular um caso mais comum, utilizando f;,=10kHz,
R;=100Q2, R11=10092 e V;, = £5V. O resultado dessa simulagao transiente pode ser

observado na Figura 37.
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Figura 37 — Simulagao com f;,=10kHz, R;=10012, R;;=1002 e V;,, = £5V.
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Fonte - Autor.

Conforme se pode observar, a corrente de saida I, sofre pouca distorcao em relacao
a tensao de entrada Vj,. Além disso, as distorcoes sdo equivalentes para correntes positivas
e negativas, garantindo que exista equilibrio de carga no objeto de estudo. Nesse caso,
visto que R1;=100¢2, uma tensdo de 5V deve fornecer uma corrente de saida de 50mA. A

simulagao mostra que o circuito se comporta de acordo com o esperado para essa situacgao.

No caso de se aumentar R, para 10k{) e manter os outros parametros fixos, por
exemplo, é esperado que a VCCS se comporte de maneira semelhante a Figura 37, mas com
uma corrente menor de cerca de 500 A. A Figura 38 apresenta essa situacao, provando que

a fonte mantém o comportamento esperado, com pouca variacao na distor¢ao da corrente

de saida.
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Figura 38 — Simulagao com f;,=10kHz, R;=10012, R;=10k2 e V},, = +5V.
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Fonte - Autor.

Também é possivel observar o comportamento da VCCS em casos de frequéncia

extremos, onde os pulsos sao da ordem de poucos microssegundos. Para isso, optou-se por

utilizar f;,=50kHz, R;=10012, R;=100L2 e V;, = £5V. A Figura 39 mostra o resultado
dessa simulacao.

Figura 39 — Simulagao com f;,=50kHz, R;=10012, R;;=1002 e V;, = £5V .
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Fonte - Autor.

Observa-se que, nesse caso, a distor¢ao da corrente de saida é grande. Isso acontece
pois a frequéncia do sinal de entrada é alta (50kHz) e a amplitude da corrente de saida
também ¢ alta (50mA ), fazendo com que o sistema distorga o sinal devido a sua limitagao de
Slew rate. Contudo, essa é uma situacdo que nao ocorre nas praticas de microestimulacao,
ja que frequéncias de estimulacao altas com correntes de estimulacao altas causariam
danos aos tecidos neuronais. Assim, é adequado simular o sistema em condigoes de alta
frequéncia e menor corrente. Para tanto, utilizou-se f;,=50kHz, R;=100k(2, R;;=10012 e

Vin = £1V. O resultado dessa estimulacao pode ser observado na Figura 40.

Figura 40 — Simulagao com f;,=50kHz, R;=10012, R;;=100kQ2 e V;, = £1V.
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Fonte - Autor.

Nota-se que, para mesma f;, e correntes de saida menores, a distor¢ao do sinal é
muito menor, estando de acordo com o desejado para o sistema. Dessa forma, pode-se
concluir que a VCCS permite a estimulacao utilizando protocolos de alta frequéncia sem

grande distor¢ao do sinal.

Também foi desejado observar o comportamento da VCCS quando o limite de
compliance é alcancado. Para isso, utilizou-se f;,=10kHz, R;,=100012, R1;=100Q2 e V},, =
+5V. Nesse caso, é esperado que a corrente de saida alcance um valor limite, relacionado
ao produto Ry e I, que é a tensao de saida do sistema. Se esse produto ultrapassar os
limites de compliance da fonte, a corrente de saida é distorcida. A Figura 41 mostra essa

situacao simulada.

Magnitude (uA)
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Figura 41 — Simulagao com f;,=10kHz, R;,=1000€2, R1;=100L2 e V;,, = £5V .
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A situacao simulada estd de acordo com o esperado, visto que, ao atingir uma [, de
cerca de 11,7mA, a corrente é distorcida e limitada pela compliance do sistema, que, para
uma alimentagdo simétrica de =15V, é cerca de 11,7V (considerando as nao idealidades
dos amplificadores operacionais do sistema). Assim, é necessario ao usudrio observar se a
compliance do sistema esta sendo atingida ao realizar um processo de estimulacao para
evitar distorgoes indesejadas. Isso pode ser feito a partir do circuito indicador proposto

anteriormente.

Também foi desejado calcular o Slew rate de saida do sistema. Para tanto, o circuito
foi simulado para a situagao de transicao direta entre pulso positivo e negativo, f;,=100kHz,
R;=10012, R11=1k e V;, = £1V. O resultado pode ser observado na Figura 42. Estao

marcados na figura os pontos de interesse para calculo do Slew rate.
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Figura 42 — Simulagao com f;,=100kHz, R;,=100Q2, R11=1kQ e V}, = +1V.
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Fonte - Autor.

Conforme se observa, é possivel calcular um Slew rate de corrente de saida de
aproximadamente 19,1mA/us, ou, em termos de tensao de saida, cerca de 1,91V /us, o

que ¢ suficiente para nao distorcer os pulsos de estimulo comumente utilizados.

Por fim, foi desejado compreender os impactos das tolerancias dos componentes
utilizados para desenvolver a VCCS. Assim, considerando resistores de tolerancia de 1% e
as variagoes de parametros dos modelos dos componentes semicondutores, pode-se fazer
uma simulacao Monte Carlo para verificar tal impacto. Foi utilizado um sinal de entrada
de f;,=b0kHz, R;,=10012, R;;=1002 e V;,, = £1V. A Figura 43 mostra o resultado da

simulacao.
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Figura 43 — Simulagao de Monte Carlo para VCCS.
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Fonte - Autor.

Conforme se observa, a variabilidade dos componentes nao afeta significativamente
o desempenho do circuito, sendo que resistores de tolerancia 1% sao suficientes para
garantir boa precisao na corrente de saida dos sistema. A média de amplitude de corrente

do sistema para 4 runs foi de 10,00mA com um desvio padrao de 17,73 A.

Em acréscimo, foi feita uma andalise para observar o impacto da variacao de
temperatura no desempenho do sistema. A simulagao considerou f;,=50kHz, R;,=100¢2,

R1=10012 e V;,, = 1V e variacoes de temperatura entre uma faixa comercial de 0°C até
50°C. A Figura 44 mostra o resultado da simulagao,

Figura 44 — Simulacao considerando variagdo de temperatura na VCCS.
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Fonte - Autor.

Nota-se que a variacao de temperatura dentro de uma faixa de +10°C nao afeta
o desempenho de maneira significativa. Para variagbes maiores, o erro de amplitude de
corrente de saida do sistema comeca a aumentar, chegando a 15% para temperaturas
de 50°C. Assim, é necessario garantir que o sistema opere nas condi¢des proximas a

temperatura ambiente de 27°C.

Dessa forma, pode-se concluir que as simulagoes da VCCS exibem o compor-
tamento esperado da mesma para as diferentes situagoes. Os resultados obtidos pelas
simulagoes asseguram que as especificacoes de projeto podem ser cumpridas com o circuito

desenvolvido.
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[/ Experimentos e Resultados

Como anteriormente descrito na metodologia, os experimentos devem permitir
observar o comportamento do sistema desde a etapa de geracao de protocolos pelo Arduino
até a conversao em pulsos de corrente pela VCCS. Para tanto, foi montado um protétipo
do sistema utilizando placas de circuito impresso de duas camadas, contendo os circuitos
de fonte de alimentacao, conversao de pulsos, VCCS e indicador de compliance. As placas
e prototipo podem ser visualizadas no Apéndice A. As saidas de PWM do Arduino sao

conectadas nas entradas do circuito de conversao de pulsos.

Para observar as formas de onda desejadas, utilizou-se um osciloscépio Minipa
MO-2100. As cargas que controlam a corrente de saida do sistema sao resistores de precisao
1%. A corrente de saida pode ser observada a partir da tensao no resistor de saida. A

montagem do sistema para os testes e caracterizacao pode ser visualizada nas Figuras 45
e 46.

Figura 45 — Montagem do experimento para testes e caracterizagao do sistema.
i
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Fonte - Autor.

Figura 46 — Protétipos e montagem para experimento.

Fonte - Autor.

Primeiramente, foram observados os padroes temporais dos protocolos gerados.
Utilizando um Protocolo Basal Bipolar com tempo de pulso positivo T'P = 1000us, tempo
de pulso negativo T'N = 1000us, intervalo entre trens de pulso I'TI de 1s, resisténcia de
carga de Ry = 100¢2, resisténcia de ganho de transimpedéancia de R;; = 100f2 e tensao de

entrada da VCCS de V;,, = £700mV, pode-se observar a forma de onda da Figura 47.
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Figura 47 — Protocolo Basal Bipolar com TP = 1000us, TN = 1000us, Ry, = 100£2,
Ry = 10002 e V;,, = £700mV
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Fonte - Autor.

Conforme se pode observar, a forma de onda obtida estda de acordo com os parame-
tros definidos anteriormente, tanto em questao dos parametros de tempo, definidos por
software, assim como os parametros de amplitude, definidos pelo ajuste do potenciémetro
que controla a tensao de entrada da VCCS e pelo ajuste da chave seletora que define o

resistor de ganho de transimpedéancia da VCCS.

O intervalo entre os trens de pulso de 1s pode ser observado na Figura 48. O padrao
de dois pulsos positivos e negativos desse tipo de protocolo é repetido a cada 1 segundo,

definido pelo parametro ITI.
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Figura 48 — Protocolo Basal Bipolar com [T = 1s.
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Fonte - Autor.

Nota-se que as configuragoes temporais dos protocolos estao de acordo com o
esperado, assim como ocorre para o protocolo TBS mostrado nas Figuras 49 e 50. Nelas,
o protocolo TBS bipolar é definido por tempo de pulso positivo TP = 5ms, tempo de
pulso negativo T'N = bms, intervalo entre epochs de I EI = 100ms, intervalo entre trens
de epochs ITI de 500ms, 4 pulsos por epoch e 8 epochs por trem. A resisténcia de carga de
R = 1k, resisténcia de ganho de transimpedancia de R;; = 1002 e tensao de entrada
da VCCS de V;,, = £1V.
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Figura 49 — Protocolo TBS bipolar com TP = 5ms, TN = 5ms, IEl = 100ms, ITI] =
500ms, 4 pulsos por epoch, 8 epochs por trem.
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Figura 50 — Protocolo TBS bipolar com TP = 5ms, TN = bms, IEl = 100ms, ITI =
500ms, 4 pulsos por epoch, 8 epochs por trem, visualizacao do intervalo entre
epochs.
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Pode-se notar que a precisao temporal dos protocolos gerados é satisfatoria. Ademais,
¢é desejado definir a compliance do sistema. Para isso, foi utilizado o Protocolo Basal Bipolar
com tempo de pulso positivo T'P = 1000us, tempo de pulso negativo TN = 1000us,
intervalo entre trens de pulso ITI de 1s, resisténcia de carga de R; = 1k(2, resisténcia de
ganho de transimpedancia de R;; = 1002 e tensao de entrada da VCCS de V;,, = +1V.
Isso garante uma saturagao por limite de compliance, visto que a tensao esperada na carga
para essa configuracao seria em torno de £100V. As Figuras 51 e 52 mostram os limites

de compliance da VCCS para correntes positivas e negativas de saida.

Figura 51 — Medida de compliance positiva da VCCS.
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Math OfF

Fonte - Autor.
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Figura 52 — Medida de compliance negativa da VCCS.
atop |
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Fonte - Autor.

Conforme se observa, a compliance positiva é de cerca de 12,2V | enquanto a negativa
é de cerca de 12,8V. Esses limites sao maiores que os limites simulados de 11,7V. Esse
aumento se deve, provavelmente, a incertezas na tensao de alimentacao do sistema, nos

valores obtidos pelo osciloscépio e nos resistores de carga utilizados.

Ademais, foi desejado observar o comportamento da saida com pulsos de largura
minima, na ordem de 10us. Assim, foi utilizado o Protocolo Basal Bipolar com tempo
de pulso positivo T'P = 4us, tempo de pulso negativo TN = 1000us, intervalo entre
trens de pulso ITI de 1s, resisténcia de carga de R; = 1002, resisténcia de ganho de
transimpedancia de R;; = 1k€) e tensao de entrada da VCCS de V;,, = £1V. As Figuras

53, 54 55, 56 e 57 mostram essa analise e a medida do Slew rate.
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Figura 53 — Protocolo Basal Bipolar com T'P = 4us, Ry, = 10092, Ry; = 1kQ e V,, = £1V.
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Fonte - Autor.

Figura 54 — Medida de tempo para Slew rate com transi¢cao negativa-positiva.
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Figura 55 — Medida de amplitude para Slew rate com transi¢ao negativa-positiva.
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Figura 56 — Medida de tempo para Slew rate com transicao positiva-negativa.
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Figura 57 — Medida de amplitude para Slew rate com transi¢cao positiva-negativa.
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Fonte - Autor.

A partir disso, foi possivel determinar o Slew rate do sistema, que nesse caso foi de
1,90V/ps ou 19,0mA/pus (considerando ganho de transimpedéancia de 100§2) para transi¢ao
negativa-positiva e 1,82V/us ou 18,2mA/us para transi¢ao positiva-negativa. O Slew rate
médio do sistema é de aproximadamente 1,85V /us ou 18 5mA/us. Esse resultado esta
de acordo com as simulacoes anteriormente realizadas em que se obteve Slew rate de
1,91V /us, além de suprir as necessidades de projeto visto que larguras de pulso muito

pequenas com altas amplitudes de corrente sao dificilmente utilizadas.

Por fim, foi desejado obter a resolugdo de corrente minima do sistema, para condicao
onde a resisténcia de ganho de transimpedancia é maxima (R, = 100k(2), gerando uma
corrente de saida da ordem de 1p1A. Assim, variou-se a tensao de entrada V;,, da VCCS entre
seus limites de acordo com as voltas do potencidometro que controla o divisor de tensao.
Para essas medidas, foi usado o Protocolo Basal Bipolar com tempo de pulso positivo
TP = 1000us, tempo de pulso negativo T'N = 1000us, intervalo entre trens de pulso ITI
de 1s, resisténcia de carga de R; = 100k(2, resisténcia de ganho de transimpedancia de

Ry; = 100k€2. As Figuras 58 e 59 mostram as tensoes de saida obtidas.
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Figura 58 — Medida de tensao de saida para menor escala de corrente de saida e ajuste
fino de V;,, no minimo.
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Figura 59 — Medida de tensao de saida para menor escala de corrente de saida e ajuste
fino de V;,, no maximo.
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Como se pode observar, a corrente minima nesse caso ¢ de 0,964 A e a corrente
maxima é de 11uA, o que corresponde a uma faixa de variagdo para menor escala de
10,04pA dentro das voltas de um potencidémetro de precisao com resolucao de 0,029%
(BOURNS PRECISION POTENTIOMETERS, 2003). Isso corresponde a uma resolucao
de ajuste minima de 2,94n A, permitindo que o usuario ajuste com precisao a corrente de

saida desejada para o sistema.

Por fim, observando os valores apresentados no datasheet do ATMEGA2560 (AT-
MEL CORPORATION, 2014), é possivel determinar a resolugao temporal de ajuste de
parametros de protocolo. Tendo em vista que o clock do microcontrolador é de 16MHz e
que o software configura timers para utilizar prescaler de 8 ou 64, a resolu¢ao temporal

minima é de 0,5us.

A partir dos dados coletados e das especificagbes dos componentes, pode-se definir

os parametros de interesse do projeto de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros caracteristicos do sistema obtidos pelos experimentos e especifica-

coes.
Parametro Valor
Corrente minima de saida 1nA
Corrente maxima de saida 110mA
compliance +12,5V /s
Slew rate +1,85V /s
Resolucao minima de ajuste de corrente 2,94n A
Resolucgao temporal dos parametros 0,5us

Fonte - Autor.
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8 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o sistema atingiu os requisitos
definidos a partir das demandas dos pesquisadores da area. A interface grafica permite a
configuragao dos protocolos desejados para estimulagao assim como todo o controle do
processo em tempo real, garantindo praticidade e versatilidade ao sistema. O software do
Arduino garante 4 canais de estimulagao bipolares com registro dos estimulos, podendo

ser utilizado em trabalhos cientificos com arranjos de microeletrodos.

O hardware para geracao dos pulsos de corrente atingiu as demandas de ajuste
preciso de corrente de saida (resolu¢ao na menor escala de 2,94nA e 5 escalas de corrente
entre 1uA e 10mA), baixa distor¢ao dos pulsos de estimulo (Slew rate de £1,85V/us) e

compliance suficiente para processos comuns de estimulagao (+12,5V).

Em comparacao a outros sistemas semelhantes, como os apresentados por Cheever
et al. (1998) e por Muller, Bakkum e Hierlemann (2013), nota-se a superioridade do projeto
em termos de versatilidade de protocolos de estimulo gerados, assim como melhor resolucgao
temporal dos parametros e maior nimero de canais de estimulagao. Comparando a SIU
a outros trabalhos como de Brasil e Leal-Cardoso (1999) e Land et al. (2004), pode-se
concluir que, embora a compliance do sistema desenvolvido seja muito menor, sua resposta

em frequéncia é superior, estando de acordo com as especificacoes desejadas.

Além disso, os objetivos de desenvolver um sistema com custo acessivel e tecnologia
aberta foram alcancados, visto que o custo de projeto é menor do que os equipamentos
vendidos no mercado e todo o processo de reproducao do sistema estd documentado e
licenciado sob CC BY-SA. Como vantagem, também nota-se que todos os componentes

podem ser adquiridos no Brasil.

Dessa forma, os resultados dos testes satisfazem as especifica¢oes de projeto definidas
anteriormente. Como se trata de um projeto aberto, futuras modificagoes podem ser feitas
por qualquer pessoa que desejar utilizar o equipamento. Alguns possiveis trabalhos futuros

para melhoria do projeto sao:

o Montagem do corpo do equipamento, com caixa e interface fisica com o usuario

« Experimentos em aplicagoes reais de estudos de microestimulagao (com microeletro-

dos e tecidos neuronais)
o Implementacao de novos protocolos de estimulacao

o Aumento da compliance do sistema para abranger maior nimero de estudos cientificos

de neurologia através de técnica de bootstrap e aumento de tensao de operagao do
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sistema

o Implementacgao de selecao de escala de corrente de saida via software através de relés

ou transistores utilizados como chaves digitais

o Avaliacdo de viabilidade de gerar sinais de estimulo através de DACs controlados
pelo Arduino, permitindo gerar formatos de onda variados na saida do sistema assim

como ajustar a corrente de saida via software

e Desenvolvimento de leitura do sinal de tensao na carga pelo conversor analégico-
digital (ADC) do Arduino para corre¢ao automatizada da corrente de saida de forma
a atender o limite de compliance do sistema, além de ser possivel implementar ajuste

de compliance via software através de uso de DAC secundario

e Desenvolvimento de isolamento entre partes digitais e analdgicas através de optoaco-
plamento do sinal de saida do Arduino, possivelmente reduzindo ruidos do circuito

digital na parte analégica

» Remocao do buffer de tensdao de entrada na VCCS ou troca do amplificador operaci-

onal OP27 para OP37 para melhoria significativa do Slew rate do sistema
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APENDICE A - Imagens

Figura 60 — Placa de circuito impresso para o circuito de conversao dos pulsos de tensao
em pulsos de corrente.
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Figura 61 — Placa de circuito impresso para o circuito de fonte de tensao linear.

Fonte - Autor.
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Figura 62 — Protétipo do circuito de conversao dos pulsos de tensao em pulsos de corrente..

Fonte - Autor.
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Figura 63 — Protétipo da fonte de tensao linear do sistema.

Fonte - Autor.
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