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RESUMO

Esta tese de Doutorado tem como objetivo o estudo e a implementagéo pratica de
um sistema completo capaz de registrar os sinais elétricos provenientes de uma
Matriz de microeletrodo. Essa matriz planar com multiplos microeletrodos
conhecida como MEA (MicroElectrode Array), € construida com a mesma
tecnologia dos circuitos integrados em nanoescala, e permite que seja efetuada
em seu centro uma cultura biol6égica de células neurais. Através dos estudos em
MEAs pode-se entender melhor o padrdo de spikes e bursts gerados pelos
neurbnios em culturas in vitro. Os sinais elétricos capturados e registrados pelos
microeletrodos tem amplitude da ordem de microvolts (UV) e precisam ser
amplificados por circuitos especiais, dotados de filtros capazes de permitir
selecionar a banda de frequéncias de interesse. Entretanto, muitas vezes os niveis
elétricos dos sinais capturados em MEAs sao tdo pequenos que ndo é possivel
amplifica-los através das técnicas convencionais, pois estes sdo da mesma ordem
do nivel de ruido aleatério produzido pelos circuitos amplificadores. Alguns sinais
elétricos sdo impossiveis de serem registrados através dos amplificadores
operacionais convencionalmente usados em eletronica. Neste trabalho, é descrita
a aplicagdo do Fendmeno de Ressonéncia Estocastica (RE), para registrar sinais
de intensidade muito pequena, em comparagdo com os métodos de amplificagao
convencionais para sinais capturados em MEA. Para tanto, o trabalho desta tese
consiste no desenvolvimento do sistema de aquisicdo e gravacdo de sinais de
neur6nios cultivados in vitro em MEA, usando métodos convencionais e RE;
realizacdo de medidas elétricas do sistema desenvolvido em bancada e
comparacdo com o0s valores obtidos na simulagdo, testando amplificadores
convencionais e sistemas RE e a validagédo de todo o sistema em um experimento
real com uma cultura in vitro de neurbnios, que foi efetuada em laboratério de
eletrofisiologia na Universidade Federal de Uberlandia. Os resultados destes
experimentos mostraram que a ressonancia estocastica é util para detectar sinais
de amplitude inferior a 100 pV p-p. Para sinais de maior amplitude, ndo existe
vantagem no uso da RE como elemento de amplificagcdo, devido a distor¢do

produzida nos sinais.

Palavras-chave: matriz de microeletrodos, sinais eletrofisiologicos, culturas de neurbnios in

vitro, Ressonancia Estocastica, amplificadores.



ABSTRACT

This PhD thesis aims at the study and practical implementation of a complete
system capable of recording electrical signals from a Microelectrode Array. This
multi-electrode planar matrix known as MEA (MicroElectrode Array), is built with
the same technology as nanoscale integrated circuits, and allows a biological
culture of neural cells to be performed at its center. Through studies on MEAs, we
can better understand the pattern of spikes and bursts generated by neurons on in
vitro cultures. The electrical signals captured and recorded from microelectrodes
have an amplitude of the order of microvolts (UV) and need to be amplified by
special circuits, with filters capable of selecting the frequency band of interest.
However, often the electrical levels of the signals captured in MEAs are so small
that they cannot be amplified by conventional techniques, as they are of the same
order as the random noise level produced by the amplifier circuits. Some electrical
signals are impossible to record through operational amplifiers conventionally used
in electronics. In this paper, we describe the application of the Stochastic
Resonance Phenomenon (SR) to record signals of very low intensity compared to
conventional amplification methods for signals captured in MEA. Therefore, the
work of this thesis consists in the development of the acquisition and recording
system of signals from in vitro cultured neurons in MEA, using conventional and SR
methods; electrical measurements of the developed bench system and comparison
with the values obtained in the simulation, testing conventional amplifiers and SR
amplification systems and validation of the entire device in a real experiment with
an in vitro culture of neurons, which was performed in an electrophysiology
laboratory at the Federal University of Uberlandia. The results of these
experiments showed stochastic resonance is useful for detecting signals below 100
MV p-p. For higher amplitude signals, there is no advantage in using the RE as an

amplification element due to the distortion produced in the signals.

Keywords: microelectrode array, electrophysiological signals, in vitro  neuron culture,

stochastic resonance, amplifiers.
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Diagrama ilustrativo de um neurdnio. Em (1) sao ilustrados os
dendritos, em (2) o nucleo da célula, no interior do citoplasma, em
(3) a bainha de mielina que recobre o axénio e em (4) a porgcao
final do axénio, que realiza conexdes elétricas com dendritos de

outros neurénios. Fonte: Adaptado de (PURVES, 2010). ........ccuuueeee.

Impulso elétrico proveniente de um neurdnio de hipocampo de rato
Wistar. Quando em repouso o sinal elétrico situa-se entre -70 e -
50mV; quando ocorre um disparo, este sinal aumenta de nivel até
cerva de +10mV, invertendo sua polaridade e a seguir, retorna ao
nivel basal de repouso. Fonte: adaptado de (LEWANDOWSKA,
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Registro do potencial extracelular de neurénios de ganglio dorsal de
ratos Wistar. Em vermelho, a curva teérica e em preto, o sinal
registrado. Nota-se que o sinal em vermelho se assemelha a curva
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AMPLIfICAAOIES. e

Sinais elétricos provenientes de dois cardiomidcitos (fibroblastos). A
curva C mostra um cardiomiocito com nivel basal em torno de -
70mV, que dispara um pulso elétrico atingindo o nivel de +20mV e
a seguir retorna a condicdo de repouso. A curva F mostra outro
cardiomiécito cujo nivel de repouso situa-se em torno de -45mV e

se eleva até cerca de 0 volts antes de retornar ao nivel basal.............

Um mudltiplo inteiro da amplitude de tensao do desvio padrdao da
atividade basal € considerado um spike. Em (A) pode-se observar
um spike aproximadamente igual ao dobro da média do rdido e em
(B) outro spike, de maior amplitude, aproximadamente 4 vezes

maior do que o nivel de ruido médio. Fonte: (RODRIGUEZ, 2012). ....
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Registros elétricos feito em 6 eletrodos em fatia de hipotalamo de
rato. Na Figura central cada ponto marcado com A, B,C,D,Ee F é

um microeletrodo. Fonte:(WHITSON et al, 2006).........ccooeviiiiiieeennnnn.

Diagrama de blocos ilustrando os subsistemas descritos neste
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Diagrama esquematico de um Unico canal pré-amplificador, em
simulacdo. Um circuito integrado do tipo OPA2376 € usado na
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Sinal senoidal é aplicado na entrada (1) e o resultado é visto na
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Figura 3.4: Circuito interno de protecao de entrada do ADC do microcontrolador
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PIC12F683. Este circuito de protecdo com os diodos D1 e D2
existe nas entradas de todos os ADCs, e impede a leitura de sinais

de tensdes negativas. Fonte: (MICROCHIP, 2015).......ccveeeiiiiininnneen.
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divisdo no eixo vertical representa 10 mV. ...,

Resultado da simulagao do circuito mostrado na Figura 3.5, porém
com a chave S1 desligada (com capacitor C2). Observa-se o
deslocamento do nivel de tensdo de off-set. Cada divisdo no eixo

vertical representa 20 MV

Fonte de Terra Virtual, construida a partir de um Cl do tipo

OPAAITB. ...t

Figura 3.9: Vista do /lay-out da placa de circuito impresso que aloja os 59 canais
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Capitulo 1

-.INTRODUCAO

A idéia inovadora apresentada nesta tese de Doutorado é explorar o conceito de
Ressonéancia Estocastica (RE) em circuitos elétricos amplificadores nao-lineares (Schmitt
triggers) para estudar os sinais elétricos produzidos pelos neurénios cultivados in vitro
em Matrizes de Microeletrodos (MEA), comparando-o com 0s sistemas convencionais de
aquisicdo em MEA. Para que ocorra o fenémeno de Ressonéncia Estocastica (o qual
permite amplificar sinais muito fracos em meio a niveis controlados de ruido) é
necessario que exista um ruido Gaussiano aditivo misturado com o sinal fraco, e que
ambos sejam aplicados a algum sistema ndo-linear. Explora-se também o fato de que os
proprios neurbnios sdo dispositivos ndo-lineares naturais, pela prdpria biologia dos
disparos de seus impulsos elétricos. Assim, um ruido Gaussiano aplicado a prépria MEA
produz ressondncia estocastica naturalmente, valendo-se de uma propriedade natural
das células neurais. Inicialmente é feita uma contextualizacdo descrevendo os
fundamentos do dispositivo MEA. Em seguida sdo apresentados os objetivos do projeto
de pesquisa, possiveis contribuicoes, estruturacdo do texto e uma revisdo bibliografica
sobre cultura de neurénios em MEA

1.1 Contextualizacao

MEA é um acrénimo para Micro-Electrode Array e Multielectrode Array em
inglés, ou Matriz de Microeletrodos, em portugués. A sua versdao de interface
fabricada com a finalidade de se fazer uma cultura de neurbnios (ou de outras
células que produzem atividade elétrica, como por exemplo os cardiomiécitos)
possui normalmente uma superficie plana, que possui eletrodos, desenhados por
processo de litografia de Raios X. Essa técnica € a mesma empregada na fabricacao
de circuitos integrados (SEABRA, 1997). Existe atualmente grande interesse no
estudo e no reconhecimento do padrao dos sinais elétricos produzidos pelos
neurdnios e pelos tecidos nervosos, nao apenas visando o entendimento e a relagéao

entre a topologia das redes neurais biolégicas e seus sinais, mas sobretudo visando
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aplicagdes praticas, como por exemplo, a construcdo de Interfaces Cérebro-
Maquinas (BCIl) e implantes bioeletrénicos. Um dos problemas € a amplificacdo
desses sinais, que podem ter amplitude muito pequena. Neste trabalho, o autor
propdée um método inovador e pouco usual para melhorar a relacdo sinal-ruido de
sinais de muito baixa intensidade. Este método (denominado Ressonancia
Estocastica, RE) faz uso colaborativo do ruido, que quando adicionado de modo
controlado a um sinal de muito baixa intensidade, pode torna-lo detectavel. As
caracteristicas importantes do sinal, que sdo os spikes, bursts e os intervalos de
tempo entre eles, ficam preservadas apesar do ruido intencionalmente adicionado
pelo método RE e das distor¢des introduzidas nos sinais devido aos necessarios
circuitos ndo-lineares. Este método é descrito nos Capitulos 4 a 6 desta tese. Além
desse método inovador, é descrito no Capitulo 3 a construcao da parte convencional
do sistema de registro de sinais da interface MEA, incluindo a parte de amplificagéo.
O desenvolvimento deste sistema convencional € importante pois trata-se de uma
contribuicdo tecnoldgica para o desenvolvimento da captacdo de sinais
eletrofisiolégicos no Brasil.

1.2 Objetivos da Pesquisa

O principal objetivo desta tese de Doutorado, € o desenvolvimento de um
método de medigéo de sinais de neurénios cultivados em MEA, com a possibilidade
de capturar sinais de amplitude muito pequena, que se mistura aos ruidos. Esse
método é baseado no uso do préprio ruido como elemento que auxilia na obtencao
do sinal, um fenémeno conhecido como Ressonancia Estocastica.

Como objetivos especificos podemos citar:

a) Construgcdo de um sistema convencional de registro de sinais de neurénios
cultivados em MEA;

b) Construcdo de um circuito de ressonancia estocastica que aumenta a
sensibilidade do sistema convencional de amplificacdo de sinais, mas nao substitui
este ultimo na anélise de sinais em MEA;

c) Comparacao dos dois sistemas construidos.



Capitulo 1 - Introducéao 15

1.3 Possiveis contribuicoes

Como contribuicoes deste projeto de pesquisa cita-se:

- Implementacédo de um sistema de captura de sinais eletrofisiol6gicos em niveis de
muito baixa amplitude;

- Construgao de um circuito de captagédo de sinais impossiveis de serem obtidos por
um método convencionalmente empregado, explorando o fenémeno RE.

-Pesquisar sinais de neurbnios provenientes de matrizes de microeletrodos,
relacionando os sinais e a distribuicao espacial dos neurbnios sobre a MEA;

- Determinar uma relagédo entre a intensidade dos sinais de interesse e do ruido
gaussiano que, quando adicionado a tais sinais, melhora a relacao sinal-ruido.

- Obtencdao de um sistema de controle computadorizado capaz de controlar
automaticamente niveis de sinais e ruido, obtendo o ponto de ressonéancia
estocastica;

- Contribuir para a pesquisa de processamento de sinais, obtendo um tratamento

matematico pormenorizado para o fenémeno de ressonancia estocastica.

1.4 Estruturacao do Texto

O presente texto esta subdividido em 8 Capitulos. O Capitulo 1
apresenta uma revisao bibliografica sobre as pesquisas em MEA durante os
ultimos 50 anos e o Capitulo 2 apresenta uma breve revisdo sobre neurénios,
sistema nervoso, spikes, bursts e também traz as caracteristicas elétricas
importantes dos sinais que devem ser medidos e registrados neste trabalho.
A descricdo de uma plataforma convencional para registro, aquisicdo e
processamento de sinais em matrizes de microeletrodos é apresentada no
Capitulo 3. O Capitulo 4 apresenta os fundamentos sobre ressonancia
estocastica e cita algumas de suas aplicagdes praticas. O Capitulo 5
apresenta os resultados de diversas simulagbes matematicas e
computacionais dos circuitos eletrénicos implementados. O Capitulo 6
apresenta a utilizacdo da RE como ferramenta de amplificacdo dos sinais em
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MEA e o desenvolvimento de um protétipo denominado REAC (Ressonador
Estocastico Assistido por Computador). O Capitulo 7 descreve os resultados
experimentais dos ensaios efetuados tanto com a plataforma convencional de
registro de dados em MEA quanto com o subsistema de ressonancia
estocastica REAC. As conclusées do estudo comparativo entre os dois
métodos sdo apresentadas no Capitulo 8, com notadas vantagens para o

método que faz uso da RE.

1.5 Revisao bibliografica sobre a cultura de neurénios em MEA

Diversas culturas em MEA tém sido estudadas, tais como as culturas
de tecidos de cérebros de animais como os ratos da espécie Wistar
(POTTER, 2001, MAROM e SHAHAF, 2002; MORIN, TAKAMURA e TAMIYA,
2005; STEGENGA LE FEBER, et al., 2008), de neurdnios da retina (JONES,
IAN, et al., 2015), culturas destinadas ao estudo de efeitos de drogas (BOIDO,
FARISELLO, et al., 2010) e andlise de reagdes farmacoldégicas (EGERT E
HAMMERLE,2002; STETT, EGERT, et al., 2003). Pioneiramente, em 1972,
Thomas e colaboradores desenvolveram o primeiro sistema de matriz de
microeletrodos (THOMAS, 1972) que consistia em uma matriz de duas linhas
de 15 eletrodos em ouro, separados por uma distancia de 100 um entre si,
desenhadas sobre um substrato de vidro. No centro deste substrato, Thomas
et al. cultivaram células de neurbnios de ganglio de raiz dorsal de ratos.
Entretanto, somente em 1980, Jerome Pine e colaboradores reportaram os
resultados da primeira pesquisa utilizando neurénios dissociados sobre MEA
(PINE, 1980), utilizando MEA com 16 eletrodos medindo 10 um de largura,
em linhas paralelas que guardavam entre si uma distancia de 250 pm.
Neurbdnio dissociado & aquele separado da fatia (slice) de tecido cerebral
extraida de algum animal (BARRETO, 2015). Neste experimento, Pine e
colaboradores registraram atividade neural de neurbnios provenientes de
ganglios cervicais de ratos em cultura de 3 semanas, capturando sinais com
amplitude em torno de 50 mV (ap6s amplificagdo), com relagcédo sinal ruido

variando entre 5:1 a 15:1 (PINE, 1980). Pine também verificou que os
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mesmos microeletrodos poderiam ser usados para aplicar estimulos elétricos
e fez experiéncias aplicando pulsos de 0,5V de amplitude com duragéo de 1
ms. Em 1986, Wheeler e Novak desenvolveram outro modelo de MEA passiva
(isto é, sem transistores ou circuitos integrados amplificadores) de 32
eletrodos, numa matriz de 8x4 e levaram adiante véarios importantes
experimentos adicionando picrotoxina na cultura e relatando os efeitos
inibitérios da substancia (WHEELER E NOVAK, 1986). Picrotoxina € um forte
estimulante usado para reverter os efeitos de uma intoxicacdo por
tranquilizantes como, por exemplo, barbituricos. Pela primeira vez, foi relatado
o uso da MEA para testes em farmacologia. Em 1991, Fromherz e
colaboradores investigaram o uso de transistores FET (Field Effect
Transistors) para registrar potenciais de acado de células de aplysia Retzius,
de aproximadamente 50 um de diametro (FROMHERZ, 1991). A porta
isolada de um transistor FET, de 6 por 10 um, foi completamente coberta pela
célula. Uma grande quantidade de sinais foi registrada, supostamente
resultante de variagbes no contato entre a célula e a porta. Isso deu inicio a
uma série de pesquisas buscando a interface neurbnio-FET. Ainda em 1991,
Gross e colaboradores (GROSS, 1991) investigaram as relacbes entre os
sinais produzidos pelos neurénios em MEA, a duragdo e a intensidade dos
estimulos aplicados e produzidos pelas culturas. Outros trabalhos
continuaram na mesma linha (CHIAPPALONE et al., 2003, JIMBO, 2000)
estudando a dinamica de culturas corticais de alta densidade e concluiram
que um unico estimulo pode produzir uma sequéncia de pulsos com pequeno
intervalo de tempo, denominado burst. Em 1995, Welsh et al. (WELSH, 1995)
publicaram experimentos em MEA desenvolvidos no laboratério de Jerome
Pine, demonstrando a possibilidade do seu uso para registrar sinais de redes
neurais por longo periodo de tempo. Os neurbnios supraquiasmaticos, que
geram o ritmo circadiano diurno em mamiferos, foram dissociados, cultivados
e suas atividades espontaneas monitoradas durante varios dias com a MEA.
Um resultado surpreendente é que a rede cultivada ndo sincroniza, mas cada
neurénio exibiu oscilagdo independente com um periodo aproximado de 24
horas. Isso significa que cada neurbénio pode ter o seu proprio gerador de
ritmo circadiano. Em 2003, um trabalho descrito por Schnitzer concluiu que

grupos de até 7 células de géanglios neurais disparam sincronamente e tais
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grupos representam mais da metade de todos os registros de pulsos (spikes)
de células de retina cultivadas in vitro em MEA (SCHNITZER, 2003). Em
todos estes experimentos foi efetuado o registro simultaneo da atividade
extracelular de um grande numero de neurdnios, sendo que o sinal gerado
por um unico neurénio pode ser detectado por muitos eletrodos, assim como
um unico microeletrodo pode captar sinais elétricos provenientes de varios
neurdnios distintos. Um trabalho de Desai et al. (DESAI, 2014) relata uma
comparacao do uso de macroeletrodos para estimulacao profunda in vivo e
multiplos microeletrodos em hipocampo de ratos. Numa estimulacao de 1 volt
com frequéncia de 25 Hz, com microeletrodos de 33 pum de didmetro, foi
verificado um raio de ativagcdo de 100 um, que é 50% do que foi identificado
com estimulagdo de macroeletrodo de 150 um de didmetro. Macroeletrodos
ativaram aproximadamente 5,8 vezes mais neur6nios que microeletrodos
individuais, mas deslocaram 20 vezes mais tecidos neurais. A esfera de
influéncia de microeletrodos de estimulagdo pode ser significantemente
melhorada reduzindo a impedancia da MEA. Os raios de ativacao
aumentaram 50 pum e mais que duplicaram o numero de neurdnios ativados.
Recentemente, Jimbo et al. (JIMBO, 2015) estudaram a separacao cega de
fontes em neurdnios corticais cultivados de acordo com o principio de energia
livre (Free-Energy Principle), (FRISTON, 2010). Apesar dos estudos
anteriores de técnicas de separacado cega de fontes terem revelado que o
cérebro pode usar esse procedimento como uma estratégia para o
processamento de sinais em percepcao sensorial, € numerosos modelos
matematicos terem sido propostos, permanece a questdo de como as redes
neurais extraem fontes particulares de uma mistura complexa de entradas. Os
autores sugerem que o0s neurdnios em culturas de células corticais
dissociadas podem aprender a representar fontes particulares enquanto
filtram outros sinais. Especificamente, as classes distintas de neurdnios na
cultura aprenderam a responder a fontes distintas apds repetir estimulacoes
de treinamento. Além disso, as estruturas de redes neurais mudaram para
reduzir a energia livre, conforme o principio de energia livre, um candidato
para a teoria unificada de aprendizado e memoria, e pelo principio de Jaynes
de maxima entropia (JAYNES, 1957). Esses resultados sdo as primeiras
demonstracdées in vitro de redes neurais desempenhando separacao cega
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de fontes, e a primeira demonstracao formal de auto-organizagcéo neural sob o

principio de energia livre. A Tabela 1.1 resume as principais pesquisas em

MEA, desde 1972 até 1998. A Tabela 1.2 lista as pesquisas mais recentes

sobre o0 assunto, a partir de 2001 até o ano de 2018.

Tabela 1.1: Principais pesquisas em MEA, de 1972 a 1998.

Autores Ano Tema Tecnologia Tipo de células
Thomas et al. 1972 Desenvolvimento da primeira MEA Duas linhas de 15 microeletrodos | Ganglionares
Gross et al. 1977 Segundo desenvolvimento de MEA 36 microeletrodos de ouro Ganglionares
Jerome Pine 1980 Registro em células dissociadas Duas linhas de 16 microeletrodos | Ganglionares
Gross et al. 1982 Registro de células dissociadas 36 microeletrodos de ouro Medula espinhal
Jobling et al. 1981 Desenvolvimento de arranjo comFET | Transistores FET Hipocampo
Wheeler et al. 1986 MEA exclusiva para hipocampo MEA de 32 microeletrodos Hipocampo
Meister et al. 1989 Retina de salamandra MEA do Laboratério de Pine Retina
Fromherz et al. 1991 MEA de FET Transistores FET Aplysia Retzius
Welsh et al. 1995 Registro de ritmo circadiano MEA do Laboratério de Pine Supraquiasma
Taketani e 1990s | Desenvolvimento de MEA no Japao MEA de 64 microeletrodos Corticais
Kawana
Jimbo et al. 1999 Estimulagdo tetanica MEA de 64 microeletrodos Corticais
Granados 2004 Ciclos circadianos MEAG60 da MultiChannel Systems | Supraquiasma
Fuentes et al.
Maeda et al. 1995 Neurdnios corticais MEA de 64 microeletrodos Corticais
Lewicki et al. 1998 Detecgdo de spikes Multiplos eletrodos
Tabela 1.2: Pesquisas mais recentes em MEA, de 2001 até 2018.
Autores Ano Tema Tecnologia Tipo de células
Berdondini et al. 2001 | Construgdo de MEA MEA alta densidade
Litke et al. 2004 | Processamento da retina 512 microeletrodos
Segev et al. 2004 | Células ganglionares de Ndmero limitado de
retina microeletrodos
Einevoll et al. 2012 | Nova geragdo de MEA Centenas de microeletrodos
Brown et al. 2001 | Aplicagdo de ICA MEAs, EEG, fMRI
Hyvarinen 1999 | FastICA Diversas
Hermle et al. 2004 | Detecgdo de spikes e ICA e Tetrodo
SOM
Snellings et al. 2006 | Melhoria dos dados para Diversas
FastICA
Takahashi et al. 2003 | k-means e ICA Tetrodo
Takahashi et al. 2005 | Sistema automatico Dodecaeletrodo
Bakkum et al. 2013 | Propagagdo do potencial de 11.011 microeletrodos
acdo
Cogollo et al. 2011 | Microscopia de forga atbmica | MEA Cardiomidcitos
Downes et al. 2012 | Funcional —redes complexas MEA
Jackel et al. 2012 | Aplicabilidade da ICA MEA de alta densidade
Frankeet al. 2012 | Registro e detecgdo em MEA de alta densidade
tempo real
Bareket-Keren etal. | 2013 | Nanotubos de carbono Diversas
Desai et al. 2014 | Comparagdo de eletrodos Macroeletrodos e
microeletrodos
Jimbo et al. 2015 | Principio de energia livre Separagdo cega em Corticais
neurdnios
Sardi et al. 2017 | Principio dos multiplos Patch-clamp Corticais
limiares para o neurdnio
Pastore et al. 2018 | Identificagdo da inibigdo MEAG0 padrdo Corticais
excitatéria dos neurdnios
Spanu et al. 2018 | Monitoramento do Matriz OCMFET Hipocampo
metabolismo neural através
de ferramenta organica
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1.6 Sistemas de registros comerciais

Existem atualmente diversos sistemas de registro que séo
comercializados na forma de kits completos para cultivar os tecidos e células
dissociadas em MEA e realizar as suas medidas eletrofisiolégicas. Um dos
principais fabricantes € a empresa MultiChannel Systems com sede na cidade
de Reutlingen na Alemanha (SYSTEMS, 2015). Um dos sistemas
comercializados por MCS é chamado de MEA60 Padrdo, contendo 60
microeletrodos, sendo que 59 deles sao utilizados para registrar os sinais
elétricos e um deles é a referéncia (GND ou terra). A MEA60 Padrao é
constituida de um substrato de vidro, semelhante a uma placa de Petri,
contendo em seu centro uma regido circular delimitada pelo proprio vidro
capaz de conter a cultura, o meio de cultivo (liquido) e os microeletrodos que
sdo impressos sobre o vidro, através do processo de litografia de raios X. O
sistema MEA60 Padrao permite também a estimulacao elétrica da cultura,
evocando 0s sinais das células cultivadas. O estudo dos sinais evocados é
muito interessante, pois permite estudar a funcao de transferéncia no dominio
temporal e no dominio da frequéncia complexa, caracteristicas de cada rede
neural (POTTER, 2001, MORIN, TAKAMURA E TAMIYA, 2005, MARTINOIA,
2015). O kit basico para experimentacao em MEA inclui os seguintes itens:

a) Interface MEA onde se realiza a cultura e as conexdes;

Dispositivos de manutencéo das células cultivadas;

Pré-amplificador com 59 canais;

Multiplexadores capazes de restringir o nimero de amplificadores;

Filtros passa-banda, para limitar a banda passante e o0 nivel de

ruido;

f) Amplificadores capazes de ampliar ainda mais os sinais, além dos
pré-amplificadores;

g) Placa de aquisicao de sinais, que contém o conversor A/D;

h) Sistema gerador de sinais, para estimular eletricamente a cultura;

i) Computador com software para registro e processamentos dos

sinais.
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j) Adicionalmente, pode-se acrescentar um microscépio confocal ou microscédpio
optico invertido acoplado a cameras CCD ou fotomultiplicadores, com
finalidade de se obter imagens prévias das culturas e da configuracdo das

redes neurais formadas e suas conexdes com 0s microeletrodos.

Um trabalho importante na pesquisa em MEA é estabelecer uma relacédo
entre a topologia da rede neural e os sinais elétricos produzidos por esta
mesma rede, e tem sido alvo de investigacdes através de diversos estudos,
como por exemplo o trabalho de Rodriguez (RODRIGUEZ E SAITO, 2015).

Na Figura 1.1 é mostrada uma configuracdo minima necessaria para efetuar

registros a partir da MEA60 padréo.

_® e 4

b) Amplificador MEA d) Aquisigdo de sinais e) PC & Software

(a) Interface MEA

-

{t) Controlador de temperatura

Figura 1.1: Componentes minimos para um sistema de registro MEA em 60 canais.

A Figura 1.1 mostra os seguintes componentes: (a) Interface MEA, onde ¢é inserida a
cultura de tecidos neurais ou neurdnios dissociados que exibem atividade elétrica;
(b)Sistema de amplificacdo, frequentemente sendo montado dentro do proprio
soquete elétrico; (c) Controlador de temperatura, utilizado para manter a cultura
aquecida no soquete, na temperatura adequada para a vida das células, de 37°C; (d)
Placa de Conversao de Sinais, que incorpora o conversor A/D e um chip de
comunicacao com algum protocolo, preferencialmente USB (mas pode-se também
utilizar o barramento PCI dos computadores ou a porta Ethernet); e (e) Computador
com o software que faz o registro e o processamento dos dados captados.

Na Figura 1.2 é mostrada uma MEA com seus 60 eletrodos em (a) (a esquerda) e

em (b) (a direita) € mostrada uma ampliacao referente a regido central, com os
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detalhes referentes aos microeletrodos no centro da MEA. Esta MEA, conhecida
como MEA Padrao, tem uma area de registro que varia entre 700x700 pm? a 5x5
mm?, sendo escolhida no momento da compra pelo usuario. A distancia entre os
microeletrodos pode variar dentre os seguintes valores: 100, 200 e 500 um e o
didmetro dos microeletrodos varia entre 10, 20 e 30 um (BARRETO, 2015).

Quando cultivados sobre a regido central da MEA, os neurbnios se
interconectam entre si pela sua extremidade chamada axdénio, em contato com a
superficie de outros neurbnios numa regido onde se localizam os dendritos das
demais células. A regiao de contato entre o axénio de um neur6nio e os dendritos de
outros é chamada sinapse. O impulso elétrico é gerado no interior do corpo celular e
se propaga no ao longo do axdnio até atingir a sua extremidade onde se encontra
uma sinapse. Sinapses sao regides que permitem a transmissao de sinais entre a
extremidade do axénio do neurdnio pré-sinaptico com o dendrito do neurbnio pds-
singptico. Quando alguns neurdnios, como 0s provenientes da regido do cortex
cerebral sdo cultivados in vitro sobre a MEA, formam sinapses espontaneamente, e
também estabelecem conexdes elétricas com os microeletrodos. A medicdo dos
sinais eletrofisiolégicos na MEA permite estudar o comportamento de uma rede de
neurdnios interconectados (MOLINA-LUNA, 2009).

I17////4

e

B

Figurai.2: (a) MEAGO, regiao central; (b) detalhe ampliado dos microeletrodos, ao
centro da MEAGO.

Um experimento muito interessante foi proposto por Potter e Wagenaar: uma cultura
em MEA realiza o controle de um animal simulado na tela do computador PC
(chamado pelos autores do trabalho de Animat) (POTTER, WAGENAAR e
DEMARSE, 2006). O Animat, em ambiente virtual, passa a ser controlado pelos
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impulsos elétricos provenientes da MEA e pode também enviar impulsos para esta,
através de um eletroestimulador. Um esquema para o experimento proposto €

mostrado na Figura 1.3.

Eletrofisiologia =~ Modelamento Simulagdo

Sistema de Registro
MEA

O J:| Computador

4

Robd

estimulador

Figura 1.3: Experimento proposto por Potter et al. Fonte: Adaptado de (POTTER,
WAGENAAR e DEMARSE, 2006).

Este experimento exemplifica 0 uso da MEA num sistema de controle em
malha fechada (closed loop). Aparentemente, trata-se apenas de uma proposta
tedrica até o momento. Nao existem relatos na literatura de que a equipe de Potter e
Wagenaar tenham de fato implementado este experimento na pratica,
provavelmente devido as dificuldades de se obter uma cultura em MEA que seja
capaz de formar redes neurais capazes de exibir respostas de aprendizado. A
obtencdo de um biochip em MEA, com cultura de tecidos provenientes de cérebro,
que seja capaz de estabelecer sinapses e reproduzir comportamentos aprendidos é
alvo de intensa pesquisa experimental (WAGENAAR, POTTER et al., 2005).
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1.7 Consideracoes finais

Neste Capitulo foi apresentada uma introducdo geral sobre esta tese,
incluindo uma breve revisdo bibliografica sobre os estudos de eletrofisiologia
utiizando MEA. O Capitulo 2, seguinte, refere-se aos fundamentos de neurdnios, e

formas de medicao do seu comportamento, em termos de spikes e bursts.



Capitulo 2

..FUNDAMENTOS SOBRE NEURONIOS,
SISTEMA NERVOSO, SPIKES E BURSTS

Este Capitulo esta dividido em 5 secbes. A primeira Se¢cdo aborda a morfologia e fisiologia
dos neurbnios e células gliais de modo resumido; A Segédo 2 faz uma revisdo bibliografica sobre as
caracteristicas dos sinais elétricos em medidas intracelular e extracelular; a Secao 3 faz uma
apresentacdo sobre spikes e bursts. A Secdo 4 apresenta uma aplicacdo pratica de MEA como
biosensor utilizado na industria farmacéutica e finalmente a Secdo 5 apresenta as consideracdes

finais sobre este Capitulo.

2.1 Neuronios

O neurbnio é a célula responsavel pela producdo e condugcdo do impulso
nervoso, que & um impulso elétrico, cuja tensao e corrente elétrica sdo alvos das
medidas em Neurofisiologia. Os neurbnios sdo as unidades basicas anatomo-
funcionais do cérebro e do sistema nervoso sendo que o ser humano possui cerca
de 100 bilhdes dessas células (GUYTON, 2006). E constituido pelas seguintes
partes: corpo celular ou nucleo, axénio e dendritos. Na Figura 2.1 é representado
esquematicamente um neurbnio, com destaque para as suas partes: (1) dendritos,
(2) corpo celular, (3) bainha de mielina, que recobre o axénio e (4) terminagdes dos

axoénios, que efetuam as conexdes sinapticas.
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PO,

Figura 2.1: Diagrama ilustrativo de um neurénio. Em (1) sdo ilustrados os dendritos,
em (2) o nucleo da célula, no interior do citoplasma, em (3) a bainha de mielina que
recobre o axénio e em (4) a porc¢ao final do axénio, que realiza conexodes elétricas
com dendritos de outros neuronios. Fonte: Adaptado de (PURVES, 2010).

O axdnio € um prolongamentodo corpo celular e transmite o impulso nervoso
vindo do corpo celular (ou nucleo) e os dentritos sdo prolongamentos numerosos e
curtos do corpo celular, que recebem as mensagens vindas dos axénios de outros
neurdnios. Sinapses sao pontos de encontro entre as extremidades (axénios e
dendritos) de neurdnios vizinhos. A sinapse € constituida pela membrana pré-
sinaptica, fenda sinaptica e membrana pés-sinaptica (GUYTON, 2006). Os sinais
sao transportados através das sinapses com a participacao de substancias quimicas
chamadas neurotransmissores, dentre os quais destacam-sea serotonina, a
dopamina, a acetilcolina, o glutamato, o aspartato, a noradrenalina e as endorfinas.
A falta ou 0 excesso da concentracdao dos neurotransmissores nas fendas sinapticas
€ causa de inuUmeras patologias que sao tratadas pela Psiquiatria, como por exemplo
a depressdo. Depressado é frequentemente causada pela falta de serotonina nas
fendas sinapticas e as drogas que agem contra a depressdao aumentam a
recaptacao de serotonina e dopamina dos neurotransmissores (GUYTON, 2006).

Um neurdnio em repouso apresenta uma diferenca de potencial entre o seu
citoplasma e o liquido extracelular, criada devido ao acimulo de ions potassio (K¥) e
sodio (Na*), que ocorre pela acdo de mecanismos celulares denominados "bombas"
0s quais criam uma diferenca de concentracdo. Esta diferenca de concentragao é
controlada por canais de K" e de Na*, gerando uma tensao negativa (em torno -

58mV no interior de neurbnios humanos), que pode variar entre espécies. Esse
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estado de polarizacdo do neurdnio permanece até que um potencial de acéo abra os
canais de K" e de Na’, alterando a concentragdo idnica. Esta mudanga gera uma
ddp (diferenca de potencial) positiva no interior do neurénio, em torno de +40mV
(dependendo da espécie). Este desequilibrio gera um efeito cascata, que é o
potencial de acdo. Usualmente o potencial de acao inicia na extremidade préxima do
axoénio, durando cerca de 1ms e se propaga até as fendas sinapticas, gerando a
descarga de neurotransmissores (GUYTON, 2006). Esses neurotransmissores
atuam sobre as fendas sinapticas de modo a possibilitar a abertura ou fechamento
dos canais ibnicos. Ap6s ocorrer 0 potencial de acao, imediatamente os canais de
K" e de Na* comecam a restabelecer o equilibrio anterior, com uma tensao elétrica
negativa no interior do neurbnio e positiva no exterior da célula. O neurdnio
necessita de um intervalo de tempo em torno de 1ms para reconstituir seu estado de
pré-descarga, e durante este tempo nao consegue efetuar outro potencial de acao.
Este periodo de laténcia chama-se periodo refratario. Logo em seguida, o neurénio
restabelece sua capacidade para efetuar outro potencial de agao, reiniciando um
novo ciclo (PURVES, 2010).

O tecido nervoso é composto também por outras células. Um outro tipo
celular muito presente € a glia, também chamada de neuroglia, célula neuroglial ou
gliécitos. Os glidcitos sdo células ndo-neurais que fornecem suporte mecanico,
defesa e nutricado aos neurdnios. Antigamente acreditava-se que, apesar das células
da glia aparecerem em quantidade 9 vezes maior do que os neurbnios, sua funcao
era apenas alimentar os neur6nios e fixa-los mecanicamente em suas posigoes.
Entretanto, sabe-se atualmente que as células da glia sdo capazes de modificar os
sinais nas fendas sinapticas entre os neurbnios, fornecem oxigénio e nutrientes,
isolam um neurbnio do outro, destroem germes invasores e removem células
mortas. As células neurogliais mantém também a homeostase do tecido nervoso,
formam mielina e participam na transmissao de sinais no sistema nervoso, podendo
influenciar o local da formacdo das sinapses. Podem ser essenciais para o
aprendizado e para a construgdo de lembrancas, além de importantes na
recuperacao de lesdes neuroldgicas (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

Ao contrario das demais células,os neur6nios sob condicdes normais ndo tem
a capacidade de se reproduzir, apos a fase de formacdo e crescimento (em
laboratério esta reproducéao é possivel). Um carcinoma no cérebro é frequentemente
um tumor de células da glia, pois estas se reproduzem. As células da glia sao
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classificadas em microglias e macréglias (MAHER, 1999). As micrdglias sao
macréfagos especializados, capazes de fagocitose, protegendo os neurbnios. Sao
as menores de todas as células gliais e correspondem a 15% de todas as células do
tecido nervoso. As células ependimarias e as células de Schwann constituem as
microglias. As macréglias podem ser: astrécitos, oligodendrdcitos e os glioblastos,
cada uma com funcbes especificas (GUYTON e HALL, 2006). O neurbnio cuja
terminacdo do axdénio se conecta ao corpo ou ao dendrito de outro neurbnio é
chamado neurdnio pré-sinaptico, e é responsavel por enviar o impulso elétrico
nervoso. Um udnico neurbnio pode fazer algumas unidades de conexdes, até
centenas de milhares de conexdes. Neurbnio pos-singptico € o nome dado ao
neurbnio que recebe a conexao de outro neurbnio, o neurbnio pré-sinaptico
(KANDEL, SCHWARTZ et al., 2000).

2.2 Caracteristicas dos sinais elétricos dos neuronios

Para o projeto do sistema de registro devem ser consideradas primeiramente as
caracteristicas dos sinais elétricos a serem amplificados. Duas informacdes
importantes sobre estes sinais sdo: (1) amplitude pico-a-pico e (2) periodo de tempo
dos sinais. A amplitude serve para se determinar o ganho necessario dos
amplificadores e o periodo de tempo destina-se ao calculo correto da taxa de
amostragem do Conversor A/D (Analdgico-para-Digital) e da velocidade de resposta
(slew rate) dos Amplificadores Operacionais (AO).

Neurdnios de hipocampo, por exemplo, apresentam menores amplitudes de
sinais elétricos em comparagcdo com outros tipos de células. Um tipico sinal elétrico
gerado pelo disparo de um neur6nio de hipocampo de rato da espécie Wistar é
mostrado na Figura 2.2.

O potencial de repouso é da ordem de -70mV. Quando o neurbnio dispara,
apos ultrapassar o limiar (threshold) de -50mV, o potencial elétrico pode atingir o
valor de +10mV, retornando logo a seguir ao valor de repouso (-70mV). A Figura 2.2
corresponde ao registro do potencial elétrico intracelular do neurbnio em funcao do
tempo. Os niveis de tensdo tem amplitude da ordem de 80mV p-p e ocorrem dentro

das jungOes axdnio/dendritos (sinapses).
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Figura 2.2: Impulso elétrico proveniente de um neurénio de hipocampo de rato
Wistar. Quando em repouso o sinal elétrico situa-se entre -70 e -50mV; quando
ocorre um disparo, este sinal aumenta de nivel até cerva de +10mV, invertendo sua
polaridade e a seguir, retorna ao nivel basal de repouso. Fonte: adaptado de
(LEWANDOWSKA, 2015).

O potencial extracelular, captado pelos eletrodos da MEA costuma ser de
muito menor amplitude para neurbnios de hipocampo e de ganglios dorsais
(MARTINOIA, 2015). Uma tipica variagdo de potencial extracelular, captada por um
microeletrodo da MEA, para uma cultura de neurbnios de ganglios dorsais de ratos
da espécie Wistar é mostrada na Figura 2.3. Observa-se no eixo das ordenadas do
grafico, a amplitude extremamente pequena dos sinais extracelulares captados
através da MEA: os sinais registrados variam de -30uV até +30pV
aproximadamente. Na Figura 2.3, mostra-se em vermelho a curva simulada e, na
cor preta, os dados medidos pelo equipamento de registro. A conclusdo € que os
potenciais extracelulares possuem amplitudes muito menores, exigindo elevados
ganhos nos circuitos amplificadores. Um ganho minimo de amplificagdo da ordem
de 1000 vezes é necessario para registrar sinais como os mostrados na Figura 2.3,
gue mostra na cor preta a curva real registrada e na curva vermelha, a curva prevista
pelo modelo tedrico (KLISCH et al., 2009, SAITO et al., 2013). Nota-se também que
a curva em vermelho se assemelha a derivada segunda da funcdo degrau. Isto se

deve a maneira pela qual os equipamentos efetuam os registros destes sinais, pois
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se realacionam com as curvas de carga dos capacitores utilizados nos circuitos

eletrénicos de acoplamento dos amplificadores.
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Figura 2.3: Registro do potencial extracelular de neurénios de ganglio dorsal de ratos
Wistar. Em vermelho, a curva tedérica e em preto, o sinal registrado. Nota-se que o
sinal em vermelho se assemelha a curva obtida a partir da derivada segunda da

funcao degrau. Isso ocorre em funcao da maneira com que os equipamentos efetuam

os registros dos sinais, pois tais registros dependem da carga elétrica dos
capacitores usados no acoplamento dos circuitos amplificadores.
Fonte: Adaptado de (MARTINOIA, 2015).

Um outro tipo de célula de interesse para se cultivar em MEA é o

cardiomiécito, que é também chamado fibroblasto do tecido cardiaco. Estas sdo as

células que formam o tecido do coracdo, e podem também ser extraidas de

embrides de ratos. Na Figura 2.4 percebe-se que o potencial de repouso é

praticamente igual ao potencial intracelular dos neurdnios (-70mV) mas excursiona

do repouso até +20mV e a seguir se estabiliza (durante o chamado "periodo

refratario") em cerca de -80mV, retornando depois ao nivel basal de -70mV. Este

fato pode ser observado pela curva marcada com a letra C, transmitida para uma

outra célula distante do primeiro fibroblasto, provocando também o seu disparo. O

disparo deste segundo fibroblasto é mostrado pela curva F, cuja tensdo excursiona

entre -45mV e zero volts (CAMELLITI, 2005; ISRAEL et al., 1984).
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Figura 2.4: Sinais elétricos provenientes de dois cardiomidcitos (fibroblastos). A
curva C mostra um cardiomiécito com nivel basal em torno de -70mV, que dispara
um pulso elétrico atingindo o nivel de +20mV e a seguir retorna a condicao de
repouso. A curva F mostra outro cardiomiocito cujo nivel de repouso situa-se em
torno de -45mV e se eleva até cerca de 0 volts antes de retornar ao nivel basal.

Fonte: Adaptado de (CAMELLITI, 2005).

Na Figura 2.4 pode-se perceber que o fenbmeno completo ocorre em tempo da
ordem de um segundo. Isso leva a pensar que uma frequéncia de amostragem da
ordem de 1ksps (1000 amostras por segundo) € suficiente para um bom registro de
sinais de cardiomiécitos, como os mostrados na Figura 2.4. Entretanto, existem
spikes (como os mostrados na Figura 2.3) que ocorrem em intervalos de tempo
menores (MARTINOIA, 2004; MASSOBRIO, 2004), portanto, os equipamentos
comerciais fabricados e vendidos por (SYSTEMS, 2015) tem frequéncia de
amostragem tipica de 5 ksps por canal, com a finalidade de registrar de maneira
precisa essas transicoes (DEMOTT, 1960).

Como o equipamento a ser desenvolvido devera registrar sinais provenientes
de 60 canais, entdo, a menor frequéncia de amostragem do ADC desejada neste
projeto seria igual a 5x60=300 ksps. Entretanto, este valor ainda nao é elevado o
suficiente. O Conversor A/D precisa amostrar com frequéncias maiores porque €
preciso levar em conta também o tempo de mudanca entre um canal e outro (tempo
de chaveamento do multiplexador), tempo este que deve ser multiplicado por 60
para uma varredura completa de todos os canais da MEA.
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2.3 Spikes e bursts

Os sinais resultantes de potenciais de agdo de neurbnios e grupos de
neurdnios sdo chamados spikes. Os sinais elétricos registrados em MEA possuem
picos e outras partes sem atividade elétrica, denominadas ruido bioldgico.
Atualmente, acredita-se que o ruido biolégico seja importante e contribua também
para amplificar o sinal, pois o ruido biolégico gerado se mistura com os potenciais de
acao de neurdnios de regides mais distantes, amplificando-os através do fenémeno
de ressonancia estocéstica (RE).

Um dos objetivos dos softwares que fazem anélise de sinais neurofisioldgicos
€ a deteccdo automatica de spikes. Os softwares calculam o desvio padrao do ruido
bioldgico da atividade basal da cultura, e para se detectar um spike é necessario
definir um limiar (threshold) que é um mdultiplo desse desvio padrao, conforme
mostrado esquematicamente na Figura 2.5. Esta Figura mostra em (a) uma variagao
de amplitude pequena, que nao é considerada um spike, pois nao ultrapassa o valor
médio da amplitude mais algumas vezes o desvio padrdo deste valor médio. Na
mesma Figura 2.5, em (b) é mostrada uma variagdo de amplitude que corresponde
a um spike, pois ultrapassa o valor médio do sinal somado a algumas vezes seu
desvio padrao. O numero de desvios padrées que correspondem a uma deteccao de
spike € da ordem de 5 a 10, conforme a literatura. Uma sequéncia de 5 a 10 spikes
cuja duracao é calculada como sendo a soma de todos os intervalos de tempo entre
spikes contidos neste conjunto & denominada burst. Os programas de computador
permitem definir a quantidade minima de spikes que caracterizam um burst. Spikes
temporalmente muito préximos entre si pertencem a um mesmo burst. Os softwares
permitem também definir qual o espagamento temporal minimo para considerar se o
spike é pertencente a um determinado burst ou refutar esta hipétese. Intervalos entre
bursts tem duracao minima de 100ms tipicamente, podendo variar segundo o tipo de
cultura de neur6nios (RODRIGUEZ, 2012). Sao parametros importantes para o
estudo dos sinais, com relacao aos spikes (MARTINOIA, 2004):

a) numero total de spikes;

b) quantidade de spikes que formam bursts;

c) porcentagem de spikes aleatérios;
)

d) ISI, frequéncia média de spikes em um burst (spikes/segundo).
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Figura 2.5: Um multiplo inteiro da amplitude de tensao do desvio padrao da atividade
basal é considerado um spike. Em (A) pode-se observar um spike aproximadamente
igual ao dobro da média do riido e em (B) outro spike, de maior amplitude,
aproximadamente 4 vezes maior do que o nivel de ruido médio. Fonte: (RODRIGUEZ,
2012).

Com relacdo aos bursts, os parametros relevantes sao:
a) taxa média de bursts (bursts/minuto);
b) numero total de bursts;

)
)
c) média de spikes por bursts;
d) duracéo dos bursts (ms);

)

e) IBI, intervalo entre bursts (segundos).

Uma janela mostrando um uUnico canal do sinal registrado em MEA padrao é
ilustrada na Figura 2.6 (NEURORIGHTER, 2005). Nesta Figura 2.6, os spikes estao
marcados com um sinal "+".

Os softwares devem reproduzir trechos da janela ampliados com a finalidade
de melhorar o estudo das amplitudes dos spikes e dos intervalos entre eles,

conforme mostrado na parte destacada a direita na Figura 2.6.
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Figura 2.6: O registro de um Unico canal é mostrado no lado esquerdo, com
ampliacao do trecho apontado pela seta, a direita. Fonte: (WAGENAAR, 2005).

Os softwares que fazem o processamento de sinais adquiridos a partir da
interface MEA precisam identificar automaticamente os spikes e medir os intervalos
de tempo ISI (Intervalo entre spikes) e IBI (Intervalo entre bursts) nos sinais
registrados. A janela ilustrada na Figura 2.6 pertence ao software Neurorighter
(NEURORIGHTER, 2005). Outros exemplos de softwares para processamento de
sinais em MEA sao o MeaBench (MEABENCH, 2013) e o McRack (MCRACK, 2013),
estes dois ultimos sendo open-source e gratuitamente disponibilizados na Internet,
porém adaptados aos hardwares desenvolvidos por seus autores. A informacéao
transmitida pelos neurbnios esta justamente no numero de spikes e nos intervalos
ISI e IBI (WAGENAAR, 2004). Neste sentido, os neurbnios se assemelham a
moduladores do tipo PWM (Pulse Width Modulator) utilizados em circuitos
eletronicos (FAMBRINI, 2014). Na Figura 2.7 é mostrado um esquema que ilustra
este conceito. Esta mesma Figura 2.7 mostra esquematicamente spikes, bursts e 0s
intervalos ISI e IBI (WAGENAAR, 2002).
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Figura 2.7: Esquema ilustrando IBI (intervalo entre bursts) e ISl (intervalo entre
spikes). O primeiro burst, a esquerda, contém 6 spikes e apresenta um intervalo ISI
entre os spikes. O segundo burst apresenta 4 spikes, com mesmo intervalo ISI entre
os spikes. O intervalo de tempo entre o primeiro burst e o segundo é chamado IBI,
como mostrado na figura.

O estudo dos padrées de emissdo de spikes e bursts é muito importante
também para o projeto e construcdo das Interfaces Cérebro-Maquina (BCl, Brain-
Computer Interfaces, em inglés).

2.4 Exemplo de aplicacao pratica

Uma das importantes aplicagbes da MEA é na industria farmacéutica.
Experimentos ligados a testes de seguranca de medicamentos sao feitos em
culturas de células nervosas usando-se MEA. Em neuroendocrinologia, a MEA pode
ser utilizada para fazer estudos sobre a obesidade. Um estudo deste tipo € descrito
resumidamente a seguir. Sabe-se que o hipotalamo € um dos principais centros do
cérebro que regulam a fome (GUYTON E HALL, 2006). Na Figura 2.8 € mostrada
uma fatia de hipotalamo de rato cultivada em uma MEA de 64 eletrodos em matriz
8x8. Varios registros de sinais elétricos foram feitos simultaneamente a partir de
locais diferentes na fatia (isso explica a necessidade de se usar varios eletrodos ao
invés de um unico). Depois de gravar uma taxa estavel de disparos para cada
eletrodo, 0,1 micro-Mol de Ghrelin (um horménio produzido pela parede do
estbmago e pelo hipotdlamo, que estimula o apetite) foi adicionado a MEA. No
intervalo entre 24 e 40 segundos alguns eletrodos registraram um aumento na taxa
de disparo e outros diminuiram sua taxa de disparo em funcado da aplicacao do
horménio. Apds a fatia ser lavada (para remover o horménio) a taxa de disparo
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novamente se estabilizou. Na Figura 2.8 pode-se observar que os eletrodos que
registraram aumento no numero de spikes no intervalo de tempo compreendido
entre 24 e 40 segundos sao dos eletrodos que se encontram nas regides B, C, E e

F, regido na qual foi aplicado o horménio em teste.

Spikes / sec
[=R S
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Figura 2.8: Registros elétricos feito em 6 eletrodos em fatia de hipotalamo de rato. Na
Figura central cada ponto marcado com A, B, C, D, E e F é um microeletrodo.
Fonte:(WHITSON et al, 2006).

Os eletrodos localizados nas regibes A e D, mais distantes do ponto de
aplicacdo do hormonio, tiveram significativa redugdo da taxa de spikes/segundo.
Exemplifica-se assim o funcionamento da MEA como um biosensor para testes in

vitro de drogas com agao sobre o sistema nervoso.
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2.5 Consideracoes Finais

Neste Capitulo foi apresentada uma breve revisdo sobre sistema nervoso,
neurdnios, spikes, bursts e os parametros importantes que devem ser medidos nos
sinais registrados a partir da MEA. Uma aplicagdo da MEA como biosensor na
industria farmacéutica foi também descrita. No Capitulo seguinte serd descrito o
hardware desenvolvido pelo autor para registro dos sinais em MEA, apresentando

detalhes a respeito de seu projeto eletrénico.



Capitulo 3

CONVENCIONAL USADO EM MEA

Neste Capitulo é apresentada uma proposta de projeto e construcdo de um equipamento
para registro de sinais eletrofisioldgicos em MEA desenvolvido pelo autor, sem a parte de ressonancia

estocatica. A descricdo refere-se aos modulos de pré-amplificacdo, amplificador, multiplexadores,
conversores AD e Software de aquisicdo de dados.

3.1 Diagrama de blocos

O diagrama de blocos referente aos subsistemas abordados neste Capitulo é
mostrado na Figura 3.1.

MEA padréo
—

I./‘l |
NS
— ran
[/3) ( 4\.
|/E\' =
Y <)
Soquete e Sisterna de pré- Bloco computador
MEA amplificacdo de ™ Digitalizador [™
padréo > 59 canais
59 canais

de microeletrodos

Figura 3.1: Diagrama de blocos ilustrando os subsistemas descritos neste Capitulo.

O bloco (1) ilustra a MEA e o bloco (2) o Soquete elétrico; O bloco (3) ilustra o
Médulo amplificador, que faz o condicionamento dos sinais. O bloco (4) mostra o
Médulo Digitalizador com 60 canais. Estes dois ultimos blocos sdao montados
externamente ao Soquete elétrico.
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3.2 Médulo Pré-Amplificador

O Mbdulo Pré-Amplificador, contendo 59 canais de Pré-amplificadores foi
simulado, desenvolvido e testado. Este médulo é montado no interior do soquete
que recebe a MEA, minimizando a captagdo de ruidos. O diagrama esquematico,
obtido com o uso do simulador do tipo Spice MultiSim, referente a um canal do

amplificador € mostrado na Figura 3.2.

C1 ‘m’ F’_l }—AL

4 | X Terra Virual
| I \\ = —
. —ANNA—S— Terra Virtual —
— NPO SMD . "
era |nua£:;/\/_'_{ || opa 2378 T —

= R3

ENTRADA 1

A4

i

Terra Vitlual ——

Figura 3.2: Diagrama esquematico de um Unico canal pré-amplificador, em
simulacao. Um circuito integrado do tipo OPA2376 é usado na configuragdao nao
inversor.

O circuito da Figura 3.2 foi reproduzido 59 vezes numa mesma placa de
circuito impresso, montada no interior do soquete que recebe a MEA. O ganho DC é
dado pelos resistores na malha de realimentacédo e calculado pela equagéo (3.1):

G—1+R1—1+300K—92 3.1
N R2 3,3K G

Além disso, o ganho AC deste modulo pré-amplificador é dado, no dominio da

Transformada de Laplace, pela equagéao (3.2):
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2 1+5{C,R; + C,R, + C,R,) + 5 (R,R,C,C,)

Tore-amp (S i (32)
(1+sR,C,)(1+ sR,C,)

onde: Cy = 4,7uF, Co=100pF, R{=R2=3,3K e R3=300K e s é a frequéncia
complexa. Um resultado de saida do circuito, quando um sinal senoidal é aplicado
na entrada é mostrado na Figura 3.3. A sendide de amplitude de 70 mV é
amplificada cerca de 90 vezes sem distorgao.
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Figura 3.3: Sinal senoidal é aplicado na entrada (1) e o resultado é visto na saida (2).

Este ganho foi escolhido experimentalmente (a partir dos testes no protétipo
fisico) em funcdo da melhor estabilidade possivel para os modulos pré-
amplificadores. Em principio, deseja-se que o estagio pré-amplificador tenha o maior
ganho possivel, porém na pratica isso acarreta problemas com realimentagéo e
oscilagdes parasitas. O maior valor de ganho que possibilita um funcionamento
estavel para este amplificador é da ordem de 90 vezes (ou 19,5 decibéis). Para
ganhos maiores, o protétipo mostra tendéncias de auto-oscilagdo, comprometendo o
funcionamento do pré-amplificador. Tais fenbmenos de auto-oscilacdo nao sao
percebidos nos simuladores (LTSpice e MultiSim) pois decorrem de imperfeicbes na
prépria placa de circuito impresso onde o protétipo fisico € montado. A capacitancia
parasitaria das trilhas de circuito impresso, responsaveis pelas auto-oscilacbes em
amplificadores de elevado ganho, nao sao faceis de simular. Como circuito integrado
pré-amplificador foi escolhido o modelo OPA2376, fabricado pela Texas Instruments

(TEXAS, 2000). Trata-se de um amplificador operacional duplo (cada invélucro
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contém internamente 2 amplificadores) de baixissimo nivel de ruido, baixo valor de
off-set, entradas e saidas do tipo rail-to-rail e capaz de funcionar com tensdes de
alimentacao tdo baixas quanto 2,5V. Outro detalhe importante ao se projetar um
amplificador para sinais AC de baixa intensidade é o uso de capacitores para
compensacao de altas frequéncias. Quando um sinal de alta frequéncia
indesejado é captado na entrada do amplificador, pelo "efeito antena" proporcionado
pelas trilhas de circuito impresso, ele sera amplificado. Evidentemente, este sinal é
indesejavel, porque nao provém da MEA e nem dos neur6nios. Entdo, um capacitor
C3 é acrescentado, para reduzir o ganho do amplificador todas as vezes que um
sinal de frequéncias maiores do que as esperadas surgir na entrada do amplificador.

Pode-se observar, também, que o capacitor de compensacgao de altas
frequéncias C3 se encontra ligado em paralelo com o resistor R1, de 300k, e o

ganho do estagio amplificador passa a ser dado pela equacgéao (3.3):

R1// Xc3
R2

G=1+ (3.3)

onde R1//Xc; representa o valor da associagdo em paralelo entre o resistor
R1 e a reatancia do capacitor C3. Como a reatancia do capacitor, Xc, € dada pela
equacéo (3.4), o ganho do amplificador diminui a medida que a frequéncia do sinal
de entrada aumenta, pois a reatdncia € inversamente proporcional a frequéncia,

conforme demonstrado na equagéo (3.4):

Xc=— (3.4)

- 2nfC

onde: f representa a frequéncia (em hertz) do sinal aplicado e C é o valor da
capacitancia, em farads. Experimentalmente, um valor de C3 igual a 100pF
possibilita uma 6tima estabilidade para o amplificador, reduzindo a zero o risco de
oscilacdes em altas frequéncias, sem prejudicar o ganho de amplificacao do sinal na
faixa de frequéncia dos sinais eletrofisiolégicos. Este capacitor também ajuda a filtrar
os sinais de frequéncias mais altas, formando um filtro passa-baixas de um pdlo
adicional (HOROWITZ, 1989), ajudando a evitar os efeitos de aliasing no conversor
A/D, devido a sub-amostragem. Em cada uma das 59 entradas do estagio pré-
amplificador foi acrescentada uma chave do tipo "dip-switch" cuja fung¢édo é, quando
acionada, conectar a entrada do canal ao terra e anular o canal propositalmente.
Essas chaves sao Uteis porque nem sempre se deseja trabalhar com todos os 59
canais disponiveis, e conectando os canais que nao sao utilizados ao terra, minimiza

ruidos.
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3.3 TensoOes negativas em relacao ao Terra virtual

Ainda existe um outro problema a ser resolvido. Quando as tensdes de
entrada sao negativas, como mostrado na Figura 3.3, as tensdes na saida do
amplificador sao também negativas. Na simulacdo, quando se aplica -70mV na
entrada do amplificador, pode-se medir na saida o valor -6,44 V. Isso é um problema
para o préximo estagio, o conversor analdgico-digital (AD), pois os ADs geralmente
nao funcionam com tensdes negativas em suas entradas. Os valores analdgicos
aplicados nas entradas do AD (a serem convertidos em numeros binarios) precisam
ser necessariamente positivos. Valores negativos de tensao, quando aplicados as
entradas dos conversores ADs, sdo automaticamente cancelados pelos diodos
internos de protecao que existem nessas portas, como mostrado na Figura 3.4.

PIC12F683
Vdd

kD1 Vref

ADC {o]8[7[6[54[3[21]0]
£ ™ .
Ve

- o 2 Vanz
Vss 8-bit conversion result = X 255
Viref

Figura 3.4: Circuito interno de protecao de entrada do ADC do microcontrolador
PIC12F683. Este circuito de protecdao com os diodos D1 e D2 existe nas entradas de
todos os ADCs, e impede a leitura de sinais de tensdes negativas. Fonte:
(MICROCHIP, 2015).

Estes diodos, como mostrados na Figura 3.4, geralmente fazem parte de
entradas de todos os ADCs (MICROCHIP, 2017; TIVA, 2012) e tem por funcéo
protegé-los de tensdes erroneamente aplicadas em suas entradas. Para resolver
esse problema, uma solucédo bastante simples foi estudada e implementada em cada
estagio pré-amplificador (FAMBRINI, BARRETO e SAITO, 2015). O deslocamento
da tensao de off-set do amplificador operacional da regido negativa para regiao de
valores somente positivos na saida foi implementado através da adicao do capacitor
C2 de 4,7uF como ilustrado na Figura 3.5. De fato, a colocacao deste capacitor na
malha de realimentacdo eleva a tensdo de off-set para valores positivos e torna os
pré-amplificadores compativeis (em nivel de tensdo) com as entradas dos
conversores AD, eliminando os valores negativos do sinal, sem acrescentar

distorcdo significativa aos sinais provenientes da MEA.
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Figura 3.5: Simulacao do circuito de um canal do pré-amplificador. Em paralelo com
o capacitor C2 foi acrescentada uma chave, que quando acionada provoca um curto-
circuito neste capacitor.

Na Figura 3.5 é mostrado novamente o circuito de um dos 59 canais do pré-
amplificador, mas uma chave (S1) foi acrescentada em paralelo com o capacitor C2.
Esta chave S1 foi acrescentada somente na simulacédo, ndo existindo no protétipo
implementado. O capacitor C2 é eliminado quando a chave S1 é ligada e recolocado
quando a chave S1 é desligada. Na Figura 3.6 é mostrada a forma de onda da Saida
1, com a chave S1 ligada (sem o capacitor C2), quando é aplicada na Entrada 1 uma
senoide simétrica a terra, com amplitude igual a 100uV e frequéncia igual a 50Hz.
Observa-se que o nivel de tensdo de off-set da saida do amplificador € 0 mesmo

nivel do terra, que corresponde a zero volts (linha central do grafico).
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Figura 3.6: Forma de onda na saida do circuito pré-amplificador mostrado na Figura
3.5, com a chave S1 ligada (sem o capacitor C2). Observa-se a simetria da onda
senoidal em relacao a linha de terra, central. O sinal de saida apresenta semi-ciclos
positivos e negativos. Cada divisao no eixo vertical representa 10 mV.
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Quando a chave S1 é desligada, o capacitor C2 passa a compor a malha de
realimentacdo do amplificador operacional, deslocando o nivel de tensdo de off-set
da saida do amplificador operacional para aproximadamente +20mV. O resultado da
mesma simulacdo, mas com o capacitor C2 no circuito (chave S1 desligada) é
mostrado na Figura 3.7. Pode-se observar nessa Figura o efeito do capacitor C2 no
circuito mostrado na Figura 3.5, com todo o sinal amplificado na regido positiva,
como se uma constante de +20mV tivesse sido somada aos pontos do grafico da
Figura 3.6. Este deslocamento de valores é fundamental para que o sinal
proveniente da saida de todos os 59 estagios possa ser corretamente quantizado e
digitalizado pelo ADC, que pertence a um estagio mais a frente do mesmo
equipamento. A solugdo implementada é simples e eficiente, com o custo de apenas
um capacitor por canal no médulo pré-amplificador. A Figura 3.7 esta na escala de
20 mV por divisdo no eixo vertical e a Figura 3.6 apresenta escala de 10 mV por
divisdo no mesmo eixo.
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Figura 3.7: Resultado da simulacao do circuito mostrado na Figura 3.5, porém com a
chave S1 desligada (com capacitor C2). Observa-se o deslocamento do nivel de
tensao de off-set. Cada divisao no eixo vertical representa 20 mV.

3.4 Fonte de Alimentacao Simétrica a partir de uma fonte simples

A tensdo de alimentacado dos pré-amplificadores é efetuada através de uma
fonte de alimentacdo simétrica de saidas +2,5V / zero / -2,5V. Entretanto, tal fonte

nao é facil de se obter através de uma unica bateria. A solugédo foi criar mais um
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circuito adicional, capaz de prover um "Terra Virtual", em relagdo ao qual é possivel
obter +2,5V e a tensdo negativa de -2,5V. O circuito que produz o "Terra Virtual"
para alimentacao dos 59 canais de pré-amplificadores também foi implementado na
mesma placa de circuito impresso no qual o médulo pré-Amplificador ficou alojado.
Na Figura 3.8 € mostrado o circuito que produz o “Terra Virtual” para alimentar os 59
médulos. As simulacdes foram efetuadas com o software TINA (TINA, 2013) e
também através do software Multisim (MULTISIM, 2015). A vantagem do uso deste
circuito é permitir obter tensdes simétricas de +2,5V e -2,5V a partir de uma Unica
fonte de 5V. A tensdo (Unica) de 5V que pode ser obtida a partir de uma bateria de
12V e de um circuito integrado regulador de tensao do tipo 7805. O uso de bateria,
ao invés de rede elétrica, para minimizar o ruido neste tipo de equipamento é
impositivo. Fontes de alimentacao a partir da rede elétrica nunca sao perfeitamente
filtradas, existindo sempre ruido residual de 60Hz.
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Figura 3.8: Fonte de Terra Virtual, construida a partir de um Cl do tipo OPA4376.

A Figura 3.9 mostra uma das visdes do lay-out da placa de circuito impresso
que foi desenvolvida em tecnologia multi-layer, para alojar os circuitos dos 59 pré-
amplificadores e da fonte de Terra Virtual (FAMBRINI BARRETO e SAITO, 2015). O
lay-out mostra algumas faces da placa de circuito impresso do modulo pré-
amplificador. Ao centro do /lay-out, pode-se observar o espaco onde se soldam os
terminais do tipo "agulha" que fazem o contato elétrico com os PADs da MEA, bem
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como o quadrado escuro onde a MEA é encaixada. Embora o autor tenha tentado
evitar o uso de placas multi-layer (com muitas faces) com a finalidade de reduzir o
custo do equipamento, tal uso foi inevitavel: em funcdo da grande quantidade de
conexdes elétricas entre os componentes (esta placa reproduz 59 vezes o circuito
da Figura 3.5), o uso de uma placa de circuito impresso do tipo multi-camadas
tornou-se imprescindivel no pequeno espaco disponivel no interior do soquete
elétrico. Na Figura 3.10 é mostrada mais uma visao do /ay-out desta mesma placa,
mostrando outras camadas com suas conexdes em circuito impresso. Em verde, ao
centro, na parte superior, destaca-se o espaco destinado as chaves do tipo dip-
switch que, conforme ja explicado, tem por finalidade desativar canais nao utilizados,
individualmente. Apesar desse destaque apenas na parte superior, essas chaves
estdo presentes nos quatro lados do quadrado.
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Figura 3.9: Vista do /lay-out da placa de circuito impresso que aloja os 59 canais de
pré-amplificadores.

A Figura 3.11 mostra uma fotografia da placa de circuito impresso do médulo
pré-amplificador, vista através da face dos componentes, ou face inferior, apds a
soldagem dos componentes com encapsulamento SMD. A Figura 3.12 mostra a
placa alojada dentro do gabinete que foi desenvolvido como soquete. A finalidade do
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soquete mecanico é de propiciar o suporte mecanico da MEA e também funcionar
como blindagem contra campos eletromagnéticos provindos do meio-ambiente. Por
questdes de espaco, todos os componentes utilizados sdo de tecnologia SMD. E
importante observar que as dimensbées mecanicas desta placa foram
cuidadosamente planejadas para encaixar no soquete, conforme mostrado na Figura
3.12. A confeccdo do conjunto foi resultado de um minucioso trabalho, que exigiu

precisédo e exatidao no encaixe de todos os componentes.
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Figura 3.10: Outra visao do /ay-out da placa de circuito impresso multi-layer do
Médulo Pré-Amplificador.
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Figura 3.11: Placa de circuito impresso multi-camadas do modulo Pré-amplificador,
vista pelo lado dos componentes, ou lado inferior.

Figura 3.12: Placa do Pré-Amplificador alojada no interior do soquete mecanico.
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3.5 Descricao dos blocos que integram o Digitalizador

O Conversor AD foi baseado nos Cls MCP3028.

Os 8 circuitos integrados modelo MCP3208 sao dispostos na entrada do
sistema Digitalizador, como mostrado na Figura 3.13 e no diagrama de blocos da
Figura 3.14(A), e sao precedidos por amplificadores PGA (Programable Gain
Amplifier) que no caso deste projeto foram ajustados para ganho de tensdo DC de
11 vezes, 0 que equivale a 10,4 decibéis. Cada um destes 8 Cls conversores AD séo
configurados de acordo com a Tabela 3.1 e tem seus sinais lidos por meio de um
circuito integrado FPGA do fabricante ALTERA, modelo EP2C5 Cyclone |, ilustrado
na Figura 3.14(B) no diagrama de blocos do subsistema Digitalizador. Um co6digo
em linguagem VHDL (mostrado no Apéndice ) foi também desenvolvido e gravado
na meméria de configuracdo deste FPGA. A seguir, o sinal lido pelo FPGA é
aplicado também através de uma porta SPI para um mini-computador embarcado do
tipo Orange PI, mostrado na Figura 3.14(C) através de um bloco. Os oito circuitos
integrados do tipo MCP 3208 foram montados em uma placa de circuito impresso de
dupla-face, especialmente confeccionada para esta finalidade, através de um
processo manual. Na Figura 3.13 é mostrada a placa do Conversor AD, contendo os
8 Cls modelo MCP3208.

Figura 3.13: Placa do Conversor Analogico/Digital, com 64 entradas, construidos a
partir de 8 circuitos integrados MCP3208. Cada Cl apresenta 8 entradas
multiplexadas e controlados através de entradas do tipo SPI, conforme descrito no
texto.
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Figura 3.14: Diagrama de blocos do Conversor AD e condicionador de sinais,
descritos neste Capitulo. Em conjunto, estes blocos formam o Digitalizador.

3.6 Circuito integrado Conversor AD

O circuito integrado escolhido para exercer a funcao de Conversor AD neste
projeto é fabricado por Microchip e seu codigo é MCP3208, cujo aspecto € mostrado
na Figura 3.15. Trata-se de um conversor analégico-digital de 12 bits do tipo
aproximacoes sucessivas (SAR) com interface SPIl. Possui 8 entradas que podem
ser configuradas como 8 canais single-ended ou 4 canais pseudo-diferenciais (0
potencial da entrada IN- ndo deve ser maior do que aproximadamente 100mV em
relacdo ao potencial de GND). A referéncia de tensédo deve ser externa. Este chip
funciona com tensao de alimentacao de 3 ou 5V e sua velocidade de conversao é de
cerca de 100ksps com tensao de alimentacédo de 5V (a cada 12 pulsos de clock o Cl
efetua uma conversao analdgica para digital).

Sendo um conversor de 12 bits, sua equacgao de operacao € dada por (3.5) :

p =212t (3.5)
Vref



Capitulo 3 - Projeto do Sistema de Registro Convencional usado em MEA

onde V; é a tenséo presente na entrada do canal CHn, V,.., € a tensao de referéncia
aplicada ao pino 15 do Cl e D é o valor ja quantizado e digitalizado na saida do
conversor A/D. Define-se como tensdo de entrada o valor da diferenga de potencial
no pino CHn no modo single-end ou a diferenga (IN+ e IN-) no modo diferencial.

A Figura 3.16 mostra o diagrama interno de cada um dos 8 circuitos integrados

MCP3208 utilizado neste projeto.

cHo Ot~ 18V,

CH1 02 150 Vaee
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CH5 O § 11Dy
CHs O7 100 CS/SHDN
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Figura 3.15: Disposicao dos pinos do circuito integrado MCP3208. No

desenvolvimento deste conversor A/D foram utilizadas 8 unidades deste chip. Fonte:

(MICROCHIP, 2010).
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Figura 3.16: Diagrama de blocos funcionais mostrando os blocos internos do circuito
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integrado conversor AD modelo MCP3208 do fabricante Microchip. Fonte:
(MICROCHIP, 2010).

Observando-se o diagrama da Figura 3.16, pode-se notar a presenca do
multiplexador de 8 canais na entrada de cada chip, de um moédulo DAC (que é o
conversor AD propriamente), com uma entrada externa para aplicagdo da tensdo de
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referéncia, uma entrada de controle l6gico (que é a interface digital SPI, através do
qual o controle e a leitura de cada chip é feita), um modulo de retencédo da udltima
leitura efetuada (“Sample and Hold”) e um médulo de 12 bits do tipo SAR

(Aproximacgdes Sucessivas), o qual garante a resolucao de 12 bits deste sistema.

3.7 Barramento SPI

O barramento de interface periférica serial (SPI) criado pela Motorola (atualmente o
nome desta empresa é Freescale) nos anos 80 é usado principalmente para
comunicacao serial sincrona entre um processador hospedeiro (host, em inglés) e
outros circuitos integrados periféricos, isto €, montados ao lado do Cl principal.
Quatro linhas de sinais sao utilizadas: Selecao de Chip (CS), Entrada de Dados
Seriais (SDI), Saida de Dados Seriais (SDO) e linha de Clock Serial (SCLK). Em
alguns textos da Motorola podem ser usados nomes diferentes para os sinais SPI
em relacdo aos nomes citados neste trabalho. Por exemplo: CS pode aparecer como
SS, SDI pode aparecer nos textos como MOSI e SDO como MISO. Nos produtos do
fabricante National Semiconductor, a porta SPI também é conhecida como
Microwire. As linhas CS e SCLK sao saidas fornecidas pelo dispositivo mestre. Os
dispositivos escravos recebem suas entradas de clock e sele¢do de chip a partir do
mestre. Se um dispositivo SPI nao for selecionado, sua linha de saida SDO entrara
em um estado de alta impedancia (tri-state). O numero de bits seriais transferidos
para o dispositivo escravo varia de dispositivo para dispositivo. Cada dispositivo
escravo contém um registrador de deslocamento interno que é usado para transferir
dados. Dois tipos de conexdes entre dispositivos mestre e escravo sao possiveis,
como visto na Figura 3.17. Em uma conexdo em cascata, todos os escravos na
cadeia compartilham de uma unica linha de sele¢do de chip conduzida pelo mestre.
O dispositivo mestre envia dados pela linha SDO e se conecta como uma entrada a
entrada da linha SDI de um dispositivo escravo. A saida SDO de um escravo se
conecta a entrada SDI de outro escravo. Os dados seriais passam através de todos
0s escravos e o escravo final da cadeia conecta sua linha SDO a entrada SDI do
mestre para completar a cadeia. Nesta configuragdo, os dispositivos escravos

aparecem como um dispositivo escravo maior, a saida de dados de um dispositivo
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alimenta a entrada de outro dispositivo, formando assim um grande registrador de
deslocamento. A segunda opc¢ao de configuragdo SPI suporta dispositivos escravos
independentes, sendo que cada dispositivo tem sua propria linha de entrada de
selecdo de chip exclusiva vinda do mestre. A saida SDO do mestre se conecta a
cada entrada SDI de escravos. As saidas tri-state SDO do escravo sdo conectadas
juntas e conectadas também aentrada SDI do mestre. Somente a saida SDO do

escravo selecionado é acionada e as outras sdo levadas em nivel de alta

impedancia.
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Figura 3.17: As duas opc¢oes de configuracao para dispositivos escravo em portas
SPI: Em (A) conexao em cascata, todos os escravos na cadeia compartilham de uma
unica linha de selecéao; (B) cada dispositivo tem sua propria linha de entrada de
selecao de chip exclusiva vinda do mestre.

O modo SPI também pode suportar varios mestres. Varios modos SPI séao
suportados com dados seriais sendo validos na borda de subida ou na borda de
descida do clock. As taxas de clock serial podem variar de 30 kHz a 3 MHz,
dependendo dos dispositivos utilizados. Normalmente, os dispositivos colocam
novos dados no barramento durante a borda de descida do clock e os dados sao
desconectados do barramento na borda de subida depois que o sinal de clock se
estabiliza, mas é necessario verificar os datasheets para dispositivos mestre e
escravo especificos para confirmar isso, pois alguns dispositivos usam as bordas de
clock opostas as que foram descritas.

Dispositivos SPI também estdo disponiveis em diferentes niveis de
alimentacao de tenséo variando de 2,3 a 5 volts. Como o SPI usa um clock comum
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a todos os dispositivos, a interface de hardware é mais simples do que a interface
serial RS-232C. Neste projeto foi escolhida a configuracdo de ligagcdo mostrada na
Figura 3.17-(B). A comunicagado entre mestre e escravo sO ira comegar quando o
nivel logico do pino CS/SHDN for para zero. Neste instante, 0 mestre envia os bits
de configuracao. Os bits de configuracao sdo mostrados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Bits de configuracdo a serem enviados para o chip MCP3208.

Config Bits ChannelSelection | GND
Sgl/Diff | Odd/Sign 0 1
1 0 + - -
Single Ended Mode 1 1 - + -
0 0 IN+ IN-
Pseudo-Differential Mode 0 1 IN- IN+

Os bits de configuracao definem os seguintes parametros: modo de operacao
(modo de entrada em canal isolado=Single-Ended, ou modo de diferencial entre dois
canais= Pseudo-Differential Mode), o canal selecionado e a forma que os dados
serao enviados (bit menos significativo ou o bit mais significativo primeiro). Apds o
envio do bit start e dos trés bits de configuracdo ¢ao, o Cl conversor AD selecionado
envia os 12 bits de leitura para o mestre. Esse processo esta ilustrado na Figura
3.18 através de um diagrama de sinais e tempos.

teve |etCrC
tesh |-—-|

o

SO [ N o s A
0 o ) 0 G ) ) s
|

tcony |
[

t t, e
SAMPLE DATA

Figura 3.18: Sinais nos pinos de comunicag¢éao do chip conversor A/D MCP3208.
Fonte: (MICROCHIP, 2010).



Capitulo 3 - Projeto do Sistema de Registro Convencional usado em MEA 55

3.8 Amplificadores para condicionamento de sinais

Verificou-se experimentalmente que seria necessaria a construgdo de um
estagio amplificador de ganho programavel na entrada de cada conversor A/D
(FAMBRINI, BARRETO e SAITO, 2014). A solucédo escolhida foi acrescentar um
méddulo amplificador de ganho programavel (PGA) construido a partir de circuitos
integrados modelo TL0O74, de Texas Inst. (TEXAS, 2000). Cada circuito integrado
contém internamente 4 amplificadores operacionais de baixo ruido. No total, foram
utilizados 15 circuitos integrados, cuja montagem foi disposta em 3 placas de circuito
impresso em separado, para facilitar a construcdo do conjunto. Na Figura 3.19 é
mostrado o diagrama elétrico de um amplificador baseado no Cl TL074 e a Figura
3.20 mostra o desenho de cada uma das trés placas de circuito impresso que
compbe o médulo amplificador PGA conectado na entrada do conversor A/D
(FAMBRINI, SAITO e CURA, 2016). No total, foram construidos 60 amplificadores,
embora apenas 59 sejam utilizados, pois a Matriz de Microeletrodos possui 59
eletrodos de leitura (o eletrodo de numero 15 da MEA ¢é o eletrodo de referéncia, ou

seja, 0 GND ou “terra”, entdo restam 59 eletrodos de leitura).
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Figura 3.19: Diagrama elétrico de um amplificador PGA montado a partir dos
circuitos integrados TL074. No total, foram construidos 60 amplificadores iguais e
divididos em 3 placas de circuito impresso onde cada placa comporta 15 circuitos

amplificadores.
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Figura 3.20: Desenho das placas de circuito impresso mostrando 20 amplificadores
PGA. Cada um dos circuitos integrados TL074 montados nas placas mostradas nesta
Figura contém internamente 4 amplificadores operacionais. Um total de 3 placas
iguais foram construidas e interligadas a entrada do conversor A/D.

O circuito amplificador de entrada mostrado na Figura 3.19 é conhecido na
literatura como “amplificador nao-inversor” e seu funcionamento ja foi explicado
neste Capitulo. O ganho foi fixado em 11 através da escolha dos valores dos
resistores R1 e R2 mostrados nesta Figura 3.19 . A impedancia de entrada também
foi fixada por meio do resistor R3 e o valor escolhido foi de 100kQ. Isto € importante
para reduzir a adicdo de ruidos que ocorreriam caso a impedancia fosse mais
elevada. Cada saida de cada circuito amplificador foi ligado em uma das 59 entradas

(de um total de 64) dos Conversores A/D.
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3.9 Implementacao pratica do Digitalizador

O diagrama de blocos mostrado na Figura 3.14 foi implementado na pratica e
a foto desta implementagao é mostrada na Figura 3.21.
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Figura 3.21: Implementacao pratica dos blocos mostrados no diagrama da Figura
3.14.

Na Figura 3.21(A) é mostrada a placa de circuito impresso contendo os 8
circuitos integrados conversores A/D Microchip MCP 3208; em (B) é mostrada placa
de circuito impresso contendo o FPGA ALTERA Cyclone Il EP2C5, em (C) a placa
de circuito impresso do computador embarcado Orange Pl e em (D) foi construido
um modulo oscilador de onda quadrada de frequéncia igual a 4 MHz, cuja finalidade
€ produzir os sinais de clock de modo a sincronizar as operacoes do FPGA. Tais
sinais de clock poderiam eventualmente ser construidos internamente aproveitando
a prépria arquitetura do FPGA; entretanto, tal escolha consumiria muitos flip-flops
internos da Cyclone I, reduzindo a quantidade de recursos internos disponiveis no
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FPGA. Por este motivo, optou-se pela construcao de um circuito externo e discreto
de clock, mostrado em (D) na Figura 3.21. A placa de circuito impresso contendo o
FPGA foi adquirida pronta no comércio brasileiro, e é produzida na China. A Figura
3.22 mostra uma foto desta placa, a qual pode ser comprada através dos correios,
utilizando o site “MercadoLivre”.
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Figura 3.22: Foto da placa de circuito impresso contendo o FPGA modelo EP2C5
ALTERA Cyclone I, que foi adquirida pronta no comércio e é de procedéncia
chinesa.

Esta placa tem as seguintes caracteristicas: possui um circuito integrado do
tipo FPGA modelo EP2C5T144, contém uma interface JTAG de 10 pinos para
gravacao do FPGA, cristal de quartzo de frequéncia igual 50 MHz interno na placa,
trés LEDs programaveis, uma memoria EEPROM modelo EPCS4 com capacidade
de 4 Mbit para configurar o FPGA e tensao de alimentacao de 5 volts DC, contendo
na propria placa um circuito integrado um circuito integrado regulador de tens&o. As
dimensdes fisicas da placa sdo de 60mm x 80mm. Tal placa se mostrou
extremamente pratica e Util para este projeto, porque permitiu implementar de modo
rapido um circuito de leitura com 8 interfaces SPIl e uma saida também no formato
SPI para realizar a comunicagcdo com o modulo seguinte, que é o computador
embarcado Orange PI. Este FPGA possui também um maodulo PLL (Phase Locked
Loop) que poderia ter sido utilizado em conjunto com o cristal de 50MHz e
possibilitaria um divisor eficiente para a frequencia de clock.

Com a finalidade de realizar a leitura dos sinais dos 8 circuitos integrados
MCP3208 atraveés de suas respectivas interfaces SPI, um cddigo em linguagem
VHDL foi escrito no ambiente Quartusll© (ALTERA), simulado, testado e
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implementado nesta placa da Figura 3.22. Este codigo € mostrado na integra no
Apéndice |, como ja mencionado.

3.10 Cédigo em linguagem VHDL

A primeira parte do cdodigo implementado descreve as portas e pinos do
FPGA, como entradas e saidas para controle das interfaces SPI, e este trecho de

cédigo é mostrado na Figura 3.23.

library ieee;
use ieee.std_logic_1164.all;

use ieee.std_logic_arith.all;

entity spi is

port(
cristalE: in std_logic;
clockMCP: inout std_logic;
datainMCP: out std_logic;
csMCP: inout std_logic;
dataoutMCP1: in std_logic;

dataoutMCP2: in std_logic;

dataoutMCP3: in std logic;

Figura 3.23: Descricao das entradas e saidas em linguagem VHDL. Parte do codigo
implementado na placa mostrada na Figura 3.22.

A seguir € mostrado o codigo que descreve a arquitetura comportamental de
cada uma das 9 interfaces SPI implementadas no FPGA. A Figura 3.24 detalha parte
do cédigo contendo a descricdo comportamental das entidades SPI.

O clock do processo chamado “cristalE” € gerado externamente e produzido
por um cristal oscilador a quartzo de frequéncia igual 4MHz montado na placa
externa mostrada na Figura 3.21(D). O vetor mais importante utilizado neste codigo
€ chamado de SAMPLE e é um vetor do tipo “std_logic_vector” contendo 99
posicdes. E este vetor que armazena os 12 bits provenientes de cada um dos 8
canais de cada CI MCP3208 que integram a placa do conversor A/D.
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architecture comportamento of spiis
type SAMPLE is array({0 to 3) of std_logic_vector(0 to 99);
shared variable DOUT: std_logic_vector(1to 400);
shared variable amostra: SAMPLE;
begin
process(cristalE)
wariable pulse: integer = 0;
wariable achannel: std_logic_vector(0 to 2);
variable channel: integer = 0;
wariable snum: integer = 0;
wvariable clock: integer = 0;
variable ad0: std_logic_vector{0to 11);
wariable adl: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad2: std_logic_wector(0 to 11);
variable ad3: std_logic_wector(0 to 11);
variable add: std_lagic_vector(0 to 11);
variable ad5: std_legic_vector(0 to 11);
variable adt: std_legic_vector(0 to 11);
variable ady: std_legic_vector(0 to 11);
begin
if rising_edge|cristalE] then
clock = clock + 1;

if clock= 2 then
clockMCP <= not clockMCP;
clock =0;
end if;
pulse = pulse + 1;
achannel = conv_std_logic_vector(channel, 3);
if pulse =4 then
csMCP <='0';
datainMCP <= "'1'; --start bit
glsif pulse =8 then
datainMCP <='1';— single/diff
elsif pulse =12 then
datainMCP <= achannel(0); --address D2
elsif pulse = 16 then
datainMCP <= achannel{1); --address D1
elsif pulse = 20 then
datainMCP <= achannel(2); --address DD

elsif pulse =24 then

datainMCP <= '0¥; --dont care start

Figura 3.24: Descricdo comportamental em cédigo VHDL mostrando parte do cédigo
que descreve as interfaces SPI.

Cada resultado da conversdo de cada um dos canais do conversor A/D &
armazenado em uma posicao do vetor SAMPLE da seguinte maneira:

Bit 1 do vetor SAMPLE: start bit para iniciar o conversor A/D;

Bit 2 do vetor SAMPLE: envia a informacao do modo de aquisi¢ao (single/diff)
e configura o conversor A/D para o modo SINGLE conforme a Tabela 3.1;

Bit 3, 4 e 5 do vetor SAMPLE: configuram qual € o canal do conversor AD que
sera lido, da seguinte maneira: bit 3 corresponde a DO, bit 4 corresponde a D1 e bit 5
corresponde a D2; este conjunto de 3 bits DO, D1 e D2 fazem o enderecamento que
seleciona qual é o canal do chip MCP3208 que sera lido. Por exemplo, ao selecionar
D0.D1.D2 = 110 seleciona-se o canal 6 de todos os chips MCP3208
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simultaneamente. Neste caso, todos os circuitos integrados conversores A/D irao ler
seus canais numero 6, e enviar a informacao digitalizada referente ao canal 6 do
chip 1, canal 6 do chip 2, canal 6 do chip 3.... até o canal 6 do chip 8 para compor o
vetor de 99 posicoes SAMPLE. Isso tudo ocorre sempre na borda de subida de cada
pulso de clock. Assim, o vetor SAMPLE traz sempre uma informacdao que
corresponde a 12 x 8 = 96 bits (uma conversdao AD vem de cada chip) e os 3 bits
iniciais configuram qual é o canal que vai ser lido naquele instante. Isso totaliza os
99 bits deste vetor. A Figura 3.25 mostra mais um trecho do cédigo VHDL,
responsavel por montar o vetor de saida de dados, que serdo enviados, ja
digitalizados, para a placa Orange PI.

Na Figura 3.25 pode-se observar parte do codigo que carrega o vetor de
saida de dados (chamado “amostra”). A cada 3 pulsos de clock, o sistema realiza a
multiplexagdo dos canais lidos em sua entrada, mudando o canal solicitado aos
conversores A/D; entdo, a cada 3 pulsos de clock, ad0O(n), adi(n), ad2(n),
ad3(n),ad4(n) ... ad7(n) recebem um novo valor digital de 12 bits, sendo cada sinal
proveniente de um dos oito chips conversores A/D. Observar que ad0 sempre
provém do chip MCP1 (ou seja, do primeiro chip da placa), ad1 sempre provém do
chip MCP2 e assim por diante, até o oitavo chip.

Finalmente, apds coletar os dados dos 8 canais de cada um dos 8 chips
conversores A/D, o codigo em VHDL precisa concatenar os diversos valores de
ad0(n), ad1(n), ad2(n), ad3(n),ad4(n) ... ad7(n) num Unico vetor de saida de dados.
Esta implementagcédo é mostrada no cédigo da Figura 3.26.
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elsif pulse = 32 then
ad0(11) ;= dataoutMCP1;
ad1(11) := dataoutMCP2;
ad2(11) := dataoutMCP3;
ad3(11) := dataoutMCP4;
ad4({11) := dataoutMCP5;
ad5(11) ;= dataoutMCP6;
adb(11) := dataoutMCP7;
ad7(11) := dataoutMCP8;

elsif pulse = 36 then
ad0(10) := dataoutMCP1;
ad1({10) := dataoutMCP2;
ad2(10) ;= dataoutMCP3;
ad3(10) := dataoutMCP4;
ad#(10) := dataoutMCP5;
ad5(10) := dataoutMCP6;
adb(10) := dataoutMCP7;
ad7(10) ;= dataoutMCP8;

elsif pulse = 76 then
ad0(0) := dataoutMCP1;
ad1({0) := dataoutMCP2;
ad2(0) := dataoutMCP3;
ad3(0) := dataoutMCP4;
ad#4(0) := dataoutMCP5;
ad5(0) := dataoutMCP6;
ad6(0) := dataoutMCP7;
ad7(0) := dataoutMCPS8;

Figura 3.25: Trecho do cédigo VHDL que carrega o vetor de saida, que sera enviado
para a placa Orange PI.

amostra(snum) = ad0 & ad1 & ad2 & ad3 & ad4 & ad5 & ad6 & ad7 &'0' &
conv_std_logic_vector(channel, 3);
elsif pulse =80 then
pulse :=0;
channel :=channel + 1;
snum :=snum + 1;

if channel = 8 then
channel :=0;
end if;

if snum =4 then
snum :=0;
DOUT := amostra(0) & amostra(1) & amostra(2) & amostra(3);
dataoutSPI <= not dataoutSPI;
end if;

csMCP <="1";
end if;
end if;
end process;

Figura 3.26: Trecho do cédigo VHDL que concatena os dados de todas as entradas
de todos os conversores A/D e monta o vetor de saida de dados, chamado de
“amostra”.
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O vetor “amostra” possui entdo as informacdes de todos os canais, da
seguinte maneira: amostra(0) tem todas as informacbes de todos os canais 1 de
todos os chips conversores A/D; amostra(1) possui todas as informacgdes de todos
0s canais 2 de todos os chips e assim sucessivamente. Finalmente, o vetor de saida
de dados é montado através da seguinte instrucao:

DOUT := amostra(0) & amostra(1) & amostra(2) & amostra(3).

O vetor DOUT ¢é enviado para a interface SPI de saida de dados (para a placa
Orange Pi). DOUT é na verdade um buffer que contém 4 amostras de todos os
canais, ou seja, DOUT é um vetor de 12 x 8 x 4 = 384 bits. O FPGA envia “pacotes”
contendo 4 amostras de todos os canais de cada vez, para garantir uma velocidade
de comunicacao serial SPI compativel com as necessidades deste hardware. Uma
das principais dificuldades desta implementacao foi atingir a velocidade necessaria
de transferéncia de dados entre o conversor A/D e o computador PC. O pacote de
dados é bastante grande: sdo 59 canais que enviam 10000 amostras de 12 bits por
segundo (frequéncia de amostragem de 10 ksps em cada chip). O problema sé foi
resolvido com o uso de um FPGA, que permite processamento paralelo e
implementagao por meio de hardware das fungdes de leitura dos conversores A/D. O
cédigo VHDL completo que foi implementado neste FPGA é mostrado no Apéndice |,

conforme ja mencionado.

3.11 Médulo Orange PI

Orange Pi é um computador embarcado de procedéncia chinesa construido
em uma unica pequena placa de circuito impresso. Esta placa pode executar
diversos sistemas operacionais baseados no sistema Linux, tais como Android 4.4,
Ubuntu, Debian, ou até mesmo a Imagem Raspbian (que foi originalmente
desenvolvida para a placa Raspberry Pl. O modulo Orange Pl utiliza o
microprocessador fabricado pela empresa chinesa AllWinner, modelo H3 SoC, e
possui memoria interna na placa do tipo SDRAM DDR3 com capacidade de 1GB. A
Figura 3.27 mostra o aspecto do médulo Orange PI utilizado neste projeto.
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Figura 3.27: Aspecto da placa Orange PI, mostrando os detalhes do barramento para
acesso da interface SPl. Fonte: (ORANGE, 2018).

O microprocessador utilizado na placa mostrada na Figura 3.27 € um Quad-
Core de arquitetura ARM-Cortex A7 com frequéncia de clock interna de 1,8GHz.
Esta placa foi escolhida em virtude de seu custo mais baixo e maior velocidade
quando comparada com suas concorrentes diretas: a Raspberry Pl (do fabricante
Raspberry Pi Foundation situado em Cambridge-UK) e a BeagleBone Black, do
fabricante Texas Instruments. De fato, Orange Pl possui melhor performance dentre
as trés testadas neste projeto.

O sinal digital proveniente da placa FPGA mostrada na Figura 3.22 é aplicado
na entrada SPI da placa Orange PI, através do conector de acesso ao barramento,
mostrado na Figura 3.27 (A). Na mesma Figura 3.27 (B) € mostrado o conector RJ15
que serve para conectar a porta Ethernet do computador PC. A velocidade da
comunicacao entre a placa Orange Pl e o computador PC pode atingir taxas da
ordem de 100 Mbits/segundo. Este foi um dos fatores que levou o autor a escolher a
porta Ethernet como meio de conexdao entre o Sistema de Registro MEA
desenvolvido aqui e o computador PC: a alta taxa de transferéncia de dados.

Uma outra possibilidade seria utilizar a conexdao USB 3.0. Entretanto, tal
implementagdo poderia trazer uma elevada dificuldade adicional em termos de
software (é muito mais simples escrever uma conexao do tipo SSH entre a Orange
Pi e o computador PC do que escrever um driver capaz de implementar
comunicacao USB 3.0 em altas velocidades).

A placa Orange Pl teve seu cartao de meméria (SDCard) carregado com o
Sistema Operacional ARMBIAN (ARMBIAN, 2019) e um cédigo em linguagem C foi
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escrito especificamente para receber o vetor DOUT enviado pela FPGA e transmitir
este vetor para o computador PC através da porta (B) do tipo Ethernet.

3.12 Codigo-fonte em linguagem C

O cddigo-fonte a seguir foi escrito em C, compilado e executado na placa
Orange PI, com a finalidade de receber o vetor de dados pela porta SPI e enviar
este mesmo vetor, em pacotes formados por arquivos de tamanho 21.287 Kb (cerca
de 22 Megabytes) para o computador PC, através de uma conexao do tipo SSH
(Secure SHell) pela porta Ethernet. A Figura 3.28 mostra o primeiro trecho deste
codigo.

intmain(int argc, char®* argv) {
wiringPiSetup () ;
pinMode (BUFFER_READY, INPUT) ;
pinMode (TEST, OUTPUT) ;
fd = open(device, 0_RDWR); //read write
if (fd<0){
printf("can't open device");
return-1;
i
ret = ioctl(fd, SP1_IOC_WR_MAX_SPEED_HZ, &speed);
if (ret==-1){
printf("can't open device");
return-1;
I
FILE *f=fopen("record/rec(0).txt", "w");
if (f==NULL)
{
printf("Error opening filel\n");
return-1;
I
printf("spimode: %d\n", mode);
printf("bits per word: %d\n", bits);
printf("max speed: %d Hz (%d MHz)\n", speed, speed / 1000000);

if (ioctl(fd, SPI_IOC_WR_MODE, &mode) ==-1) pabort("Can't set SPl mode");

Figura 3.28: Trecho inicial do codigo em C que inicializa a interface SPI da placa
Orange PI.
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Este primeiro trecho mostrado na Figura 3.28 mostra a abertura e
configuragdo da porta SPI. Existe também uma rotina que imprime a velocidade de
operacao desta porta, que neste caso situa-se em torno de 32MHz. O segundo
trecho deste codigo é mostrado na Figura 3.29. Pode-se ver neste trecho um lago de
repeticao infinito do tipo for(;;) que envia o vetor recebido pela porta SPI diretamente
para o computador PC, utilizando-se para isso da fungao “printf’ da linguagem C. O
envio é feito na forma de conjunto de 8 bits (byte a byte). Posteriormente, existe
outro software, no computador PC, que transforma os valores de 8 bits enviados em
valores de 12 bits, pois os resultados das leituras dos conversores A/D sao feitos em
12 bits (e ndo em 8 bits). O envio de dados diretamente no formato de 12 bits torna-
se complicado: a linguagem C nao possui nenhum tipo de dado de 12 bits e a funcao
que envia dados pela porta Ethernet (funcao “fprintf’) nao funcionaria com um tipo de
dado definido pelo usuério. E fato que existem outras técnicas que poderiam
resolver este problema (por exemplo: utilizar um ponteiro para ler os bits em
conjunto de 12 bits e usar o mesmo ponteiro para enviar os dados pela porta serial
Ethernet, ao invés de usar a funcéo fprintf). Todas estas possiveis solucdes foram
testadas pelo autor, ao longo de varios meses. A solugdo que trouxe a melhor
velocidade e a melhor performance é esta que foi adotada e explicada.

for(;; 1
Iv = digitalRead|(BUFFER_READY);
digitalWrite(TEST,Iv);
ifilv 1= brif
br=1lv;
if [read(fd, buf, ARRAY_SIZE(buf)) 1= ARRAY_SIZE(buf)}{
perror|"SPI read Error");
close(fd);
H
fprintfif,"2602X 202X 202X 202X 202X 02X 02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X
602X 9502X 202X 202X 202X 202X 902X 202X %602X %602X %602X 602X 202X 202X %02X 202X 202X
602X 302K 902X 02X 02X 302X 202X 02X %02X %602 502X 302X %02X %02X 302X 302X 502X
602X
\ryn" buf[0],buf[1],buf[2],buf[3],buf[4] buf[5],buf[6],buf[7],buf[8],buf[9],buf[10],buf[11],buf[12],buf[13],bu
f[14],buf[15],buf[16],buf[17],buf[18],buf[19],buf[20],buf[21],buf[22] buf[23],bufl24],buf[25] buf[26], buf[27
1.buf[28],buf[29],buf[30],buf[31],buf[32],buf[33] buf[34],buf[35] buf[36],buf[37],buf[38],buf[39],buf[40],bu
f[41],buf[42],buf[43],buf[44],buf[45], buf[46],buf[47],buf[48],buf[49]);
i++;
if(i == 144000){
i=0;
fclosel(f);
breakfile++;
sprintfifilename,"record/rec(%d) tct" breakfile);
FILE *f = fopenifilename, "w"); } 1}
closelfd);
return ret;

1

Figura 3.29: Laco de execucdo infinita que envia o vetor de dados para o computador
PC.

O cddigo-fonte completo em linguagem C utilizado na placa Orange Pl é

mostrado no Apéndice J ao final deste texto .
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3.13 Execucao final do protétipo do Digitalizador

A Figura 3.30 mostra o modulo digitalizador em constru¢cdo, no momento da

interligac@o de todos os subsistemas descritos neste Capitulo.

B e

SPEEEEE

.................

....
.....................

Figura 3.30: Modulo Digitalizador em fase de montagem; Em (A), (B) e (C) sdao
mostradas as placas dos amplificadores ilustrados na Figura 3.20; Em (D) é vista a
placa do conversor AD; em (E) mostra-se a placa Orange Pl, em (F) a placa do FPGA
e em (G) finalmente, o modulo gerador de clock de 4MHz. Este médulo de 4MHz
poderia ter sido suprimido caso se utilizasse o PLL interno presente no FPGA.
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Finalmente, a Figura 3.31 mostra o aspecto do modulo Digitalizador do
Sistema de Aquisicio de Dados em Matriz de Microeletrodos proposto e
implementado neste trabalho. Na Figura 3.31 os fios ja foram soldados, interligando
todos os subsistemas para compor o protétipo. Neste ponto, o protétipo ja se
encontra funcional para os testes descritos no Capitulo 7. A Figura 3.31(A) mostra o
Sistema preparado para os testes, e a Figura 3.31(B) mostra o Digitalizador

interligado ao Soquete para MEA com o pré-amplificador.

oENEY frrovoenemy

Figura 3.31: Aspecto final do protétipo do Digitalizador para Matriz de
Microeletrodos: em (A) € mostrado o Digitalizador, com os fios interligando todos os
modulos e em (B) o Digitalizador é ligado ao soquete que faz a conexdao com a MEA.

A seguir €& descrito o procedimento, passo-a-passo, para utilizar o
equipamento, da maneira como este foi desenvolvido.
1. Conectar o Cabo de Rede no computador e na OrangePi.
2. Configurar o IP do adaptador de rede cabeada para:
 1P:192.168.66.1
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PC:

 Mascara de Rede: 255.255.255.0
e Gateway: 192.168.66.99

. Instalar um software de controle SSH, como por exemplo o Putty ou Bitvise

(PUTTY, 2019).

. Iniciar o Putty ou outro software SSH e usar as seguintes credenciais:

e |P:192.168.66.99
« Porta: 22
* User: meas

« Password: meas2019

Uma tela similar a mostrada na Figura 3.32 devera aparecer no computador

: apt upgrade ]

yian-config ]

Figura 3.32: Tela resultado da conexao SSH entre a Orange Pl e o computador PC.

5. Configurar uma pasta compartilhada no computador com o nome “meas” com

visibilidade para todos e com permissdo de escrita. Esta pasta devera ser
acessivel no menu Iniciar-> Executar (Win + R) através do seguinte cédigo IP:
\192.168.66.1\meas\

. Anotar as Credenciais de Login do Windows, usuario e senha, do computador

para acesso a pasta compartilhada. Por exemplo, Usuario: fabio e Senha:
capacete.

. Através da conexdo SSH configurar as credenciais da rede que foram

anotadas, conforme mostrado na Figura 3.33:
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sudo nano /home/meas/.smbcredentials

senha: meas2019

o
= meas@meas: ~

GNU nano 2.5.3 /home/meas/ . smbcredentials Modified

Figura 3.33: Tela de apresentacao do Login e da Senha do usuario.

Fechar o editor usando as teclas Ctrl+X e em seguida tecla Y e depois ENTER,;
Testar as alteracdes com o comando:
sudomount -a

Se tudo estiver correto nenhuma mensagem aparecera, assim, testar a

montagem da pasta de rede com o comando:
df -H

Uma tela aparecera com o espaco disponivel do disco do computador na

OrangePi, como mostrado na Figura 3.34:

Figura 3.34: Tela que mostra o espaco disponivel no computador.
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Caso haja falhas no processo descrito acima, revisar as credenciais e
certificar-se de que o computador estd com o ip 192.168.0.1 e que ele esta
compartilhando a pasta “meas". Observagdes importantes:

1. Neste ponto a OrangePl ja consegue enviar 0s arquivos para o computador
via pasta de rede compartilhada.

2. Os passos anteriores ndo precisam ser repetidos novamente; Isto s6 sera

necessario se o computador for reconfigurado com novo usudrio e ou senha.

Apagar os arquivos existentes na pasta “meas” do computador.
Para iniciar a gravacdo, encontrar o diretério: /home/meas/meas, para isso,
utilizar o comando:

cd /home/meas/meas

Confirmar com o comando “Is” e a tela ira apresentar a imagem mostrada na
Figura 3.35:

Figura 3.35: Tela inicial para gravacado dos dados.

Iniciar a gravacao com o comando:

sudo ./meas

A tela devera ficar como mostrada na Figura 3.36:

Figura 3.36: Tela confirmando que a gravacao esta ocorrendo e que a interface SPI da
Orange Pl esta conectada com taxa maxima igual a 32MHz.
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Ao terminar a gravacao pressionar Ctrl+C e aguardar alguns segundos, até

que o computador apresente a tela mostrada na Figura 3.37.

=
' meas@meas ~/meas

Figura 3.37: Tela confirmando que a gravacao cessou pela acao do usuario, através
das teclas Control + C.

5. Verificar os arquivos de gravagdo no computador na pasta meas como
mostrado na Figura 3.38:

PAGUIGE Inicio  Compartihar  Exibir 0
. - m
N/ 1 Novo item = 5 i 1 Selecionar tudo
A s M e
— [ Copiar cam | Fadil aeesso v Limpar selecdo
Fiarng (o alar Copiat  Excuir Renomear  Nove Propriedades . ;
Acessa rapido | Colar atalha 3t . pasta . taric \_-“-‘Inverterse\etaa
Area de Transferéneia Organizar Navo Abrir Selecionar
&« v A Lo Rede » GUILHERME » meas vl Pesquisarmess P
Nome Date de modificag.,  Tipo Tamanho
3t Acesso rapido
rec(0).bt Documento de Te. 0KB
[ dvea de Trabalho i
| rec(2)bt KB
Download: F
'%' RIS = et i
| Documentzs = et 8
= Imagens = el 0f8

44 Google Drive
converted
fotos kasco

L mess

record

Figura 3.38: Arquivos gravados na pasta “C:meas” do computador PC.

6. Abrir o software “RAW to .CSV” (Project1.exe) na pasta DELPHI.

7. Selecionar a pasta “meas” como entrada pelo botao “Abrir Pasta” e conferir
0s arquivos gravados na lista conforme a Figura 3.39:
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(T, MEAS - Raw to CSV

Abrir Pasta Converter
rec(2).tut
rec(3).txt
rec(4).txt
rec(5).txt

Arguivo:
Total:

Total de Arguivos:

Figura 3.39: Programa “RAW to CSV”, que abre os arquivos .txt gravados na pasta
meas e os transforma em niumeros de 12 bits, no formato .CSV, adequado a leitura do
software que foi desenvolvido por outro pesquisador para este mesmo projeto.

8. Pressionar o botao “Converter” e definir uma pasta de saida para os arquivos
CSV, como mostrado na Figura 3.40.

(7. MEAS - Raw to CSV

Abrir Pasta

rec(2). txt
rec(3).txt
rec(4). txt
rec(5). txt

arquivo: [
Total: [ -

Total de Arquivos: 5

Figura 3.40: Interface grafica do Software “RAW to CSV” mostrando a conversao dos
arquivos do formato .txt para o formato .CSV.

9. Aguardar o término da conversdo e abrir a pasta de destino. Os dados
gravados com a extensao .CSV estardo nesta pasta e podem ser visualizados
com o software Excel (pois o formato agora € de extensdo .CSV, Comma

Separated Values). Na primeira linha de cada coluna esta escrito de qual chip
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10.

e de qual canal aqueles dados de determinada coluna sédo provenientes. A

Figura 3.41 mostra os arquivos abertos pelo programa Excel.

Figura 3.41: Dados ja convertidos, enviados para o computador e abertos no
programa Excel.

Para desligar o sistema, enviar um comando “sudo halt’ para a OrangePi;

Se o sistema operacional pedir a senha, colocar “meas2019”. Aguardar de 30 a
60 segundos e desligar a fonte de alimentacdo. Alternativamente, pode-se usar o
comando “sudo poweroff’ para desconectar o médulo Orange PI.

Atencdo: Nao desligar o equipamento sem antes fazer este procedimento de
desconexao, caso contrario o cartdo de memoéria da Orange Pl pode ser

corrompido, obrigando a recarga do Sistema Operacional.

3.14 Consideracoes Finais

Neste Capitulo foram descritos os detalhes do projeto eletrénico do hardware

proposto pelo autor. Foi descrito também o desenvolvimento e implementacdo do

méddulo Digitalizador, com todos os seus subsistemas e o procedimento de utilizagao

deste mddulo, com seus softwares e sua aplicacdao no computador PC, na forma de

um breve manual de utilizacao.

No Capitulo 4 serd feita uma revisdo sobre a importdncia do ruido na

deteccdo de sinais de baixa amplitude e o conceito de Ressonancia Estocastica

(abreviada por RE) sera introduzido. Diversas aplicagdes do fenbmeno RE sao

também descritas, com énfase no seu uso pratico na deteccao e ampliacao de sinais

de pequena amplitude, sob ambiente ruidoso.
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Capitulo 4

.. RUIDO E RESSONANCIA
ESTOCASTICA

A caracteristica de melhoria na relagdo sinal-ruido para certos amplificadores eletrénicos
quando ocorre a adicdo controlada de ruido e em particular o fenémeno de ressondncia estocastica
(RE) é o objeto de estudo deste Capitulo. Sdo discutidas as condi¢des necessarias e suficientes para

a obtengdo deste interessante fenémeno, bem como algumas aplicagcées praticas.

4.1 Introducao

O ruido interfere de diferentes formas na vida cotidiana e nos experimentos
de laboratério. Alguns exemplos de diferentes tipos de ruidos sao: acustico, térmico
e elétrico. O trafego urbano é considerado uma causa de ruido, porque 0 mesmo
produz sinais acusticos que interferem com a qualidade de vida. Um sinal de radio
interferente é ruido (eletromagnético) quando o0 mesmo encobre noticias de alguma
emissora de radio. Os transistores sao afetados por um ruido que limita a
capacidade de amplificacdo destes dispositivos com relacao aos sinais elétricos. O
ruido € em geral desapropriado para os sistemas, porque ele limita o desempenho, e
grandes esforcos sdo empreendidos pelos fisicos e engenheiros com a finalidade de
reduzir ruidos, como por exemplo filtragem, compensacao de feedback, blindagens
eletromagnéticas, entradas em oposicao de fase, etc., mesmo diante do aumento de
custo e complexidade dos equipamentos (ANDO, 1999; OTT, 1988).

Por outro lado, nas ultimas trés décadas, diversos estudos cientificos tem
mostrado, de maneira surpreendente, os efeitos benéficos do ruido. Diversos
fenbmenos naturais podem ser explicados levando-se em conta a presenca do ruido
(por exemplo: a periodicidade nas eras glaciais). Além disso, diversos sistemas
fisicos e bioldgicos funcionam melhor em presenca de ruido, como por exemplo

neurdnios biol6gicos e sistemas eletrdnicos. Alguns trabalhos demonstraram a
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melhoria da capacidade cognitiva de criancas e adolescentes ao serem submetidos
ao ruido branco durante horas de estudos (SODERLUND et al., 2007, 2010).

4.2 Classificacao dos Ruidos

Uma area onde o ruido exerce um papel importante € na eletronica: até
mesmo 0 mais simples componente elétrico, que é o resistor, produz ruido quando
percorrido por uma corrente elétrica. O ruido que pode ser observado em resistores
€ devido em grande parte as flutuacbes térmicas dos elétrons no corpo do
dispositivo e este é o tipo de ruido mais comum que pode ser observado. Este tipo
de ruido é chamado ruido térmico ou ruido Johnson e é uma forma de ruido branco,
pois consiste em uma distribuicdo de igual energia em todas as frequéncias do
espectro. Outro tipo é o ruido Gaussiano, que possui média zero e desvio padrao
constante. Um grande conjunto de fenbmenos, muito diferentes em sua natureza,
tais como as flutuacbes de resisténcia elétrica nas jungcées dos semicondutores, a
atividade elétrica do coragédo, atividade sismica, o nivel sanguineo de insulina nos
diabéticos, etc, produz um tipo bastante diferente de ruido, chamado flicker, ruido
rosa ou ruido 1/f. A Ultima definicado sugere que o ruido rosa é predominantemente
um fenémeno de baixas frequéncias. Outros tipos de ruidos como o popcorn noise
(ruido de pipoca) e o ruido Schottky afetam circuitos integrados lineares. Geralmente
o ruido é considerado um sinal aleatério, isto é, um sinal que ndo pode ser descrito
por uma funcdo matematica especifica. Nas ultimas décadas, entretanto, diversos
trabalhos tem mostrado que o ruido pode também ser o resultado da acao de um
sistema caético, isto &, pode ser produzido por um sistema deterministico (ANDO,
1999). A Figura 4.1 mostra uma representacdo esquematica do circuito Chua, sua
equacdo caracteristica e o sinal produzido em sua saida. E interessante observar
que a saida do sistema pode ser vista como sendo um sinal do tipo ruido
deterministico (¢ um ruido gerado por um processo caético, pois deriva de um
circuito cujas equacdes sdo deterministicas). E muito dificil estabelecer a classe de
cada tipo de ruido sem fazer algum tipo de analise dos sinais. Um critério mais
rigoroso é analisar sua Funcdo Densidade de Probabilidade (PDF) (MCDONNELL,

2008). O ruido de natureza aleatéria (sem considerar o ruido caético) sugere que a
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analise estatistica é a abordagem apropriada: esta analise permite predizer algumas

caracteristicas estatisticas do ruido.
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Figura 4.1: Uma representacao esquematica do ruido caoético: (a) o circuito Chua; (b)

a Equacao caracteristica do sistema; (c) O sinal de saida do sistema.

Fonte: (ANDO, 2000).

A Tabela 4.1 lista os 4 tipos principais de ruido aleatério (ndo caético) que podem

ser produzidos através de circuitos eletronicos (BARRETO, 2015).

Tabela 4.1: Relacao dos ruidos aleatorios mais comuns que ocorrem em circuitos

eletrénicos.
Nome dos Forma da Densidade Espectral Componentes ruidosos
ruidos de Poténcia
Térmico Constante Resistores, dispositivos de estado solido
Shot noise Constante Dispositivos de estado sélido
Flicker Aproximadamente 1/ f Dispositivos de estado sélido
Popcorn Aproximadamente 1/ f? Dispositivos de estado sélido
(Burst)
Poisson Diodos tunel, lasers e dispositivos

IE_#
P(z,p) =p =

conversores de imagem CCD.
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O ruido Chua n&o esta relacionado nesta Tabela 4.1 pois é um ruido
deterministico, que pode ser representado através de um modelo fractal (GINGL,
2005). O ruido térmico, também conhecido como ruido branco, € causado pelo
movimento aleatério dos elétrons livres num condutor. Mesmo sem o efeito de
campos elétricos, cada elétron dentro de um condutor encontra-se em movimento
por causa da energia térmica. O efeito desse movimento num condutor é a geracao
de uma corrente, com média zero. A equacgao (4.1) define a medida da tensao eficaz
RMS (Root Mean Square) do ruido térmico:

Vius = VAKTRAS (4.1).

onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, R € a
resisténcia e f € a frequéncia do sinal periédico que atravessa o condutor.

O ruido de corrente (shot) € o ruido associado a corrente que flui pela barreira
de potencial de um semicondutor, devido a flutuagcbes estatisticas na emissdo de
elétrons. Este tipo de ruido surge em dispositivos semicondutores, principalmente
em diodos e transistores bipolares. O ruido shot pode ser definido pela equacao

(4.2):
1, =+24l,B 4.2).

onde g é a carga do elétron em coulombs, /4 € a corrente média em ampeéres e B
€ alargura de banda do ruido em hertz.

O ruido de contato (flicker), também chamado ruido rosa (pink noise), ocorre
em razao da diferenca na condutividade elétrica em contatos imperfeitos entre dois
materiais que sdo unidos, como ocorre nas jungdes de diodos e transistores (OTT,
1976). Em baixas frequéncias, este ruido é chamado de ruido 1/f devido a presenca
dessa frequéncia f como fundamental no espectro deste tipo de ruido.
Quantitativamente, o ruido de contato € diretamente proporcional ao valor da
corrente Iy, € @ uma constante que depende da geometria do material representado
por K e também da raiz quadrada da largura de banda B do ruido, e inversamente
proporcional a raiz quadrada de f, conforme equacao 4.3:

— Kldc\/E
Iy = 7 (4.3).

O ruido pipoca (popcorn noise), também conhecido como ruido marrom ou

vermelho, estd presente em diodos e circuitos integrados e possuiu o som de
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estouro de pipoca quando amplificado, em funcdo de defeito de fabricacdo. Este
ruido tem como causa defeitos nas jungdes entre metais impuros ou juncgdes entre
semicondutores. Sua taxa de repeticao nao € constante e a amplitude varia de duas
a cem vezes a amplitude do ruido térmico (BARRETO, 2015).

O ruido de Poisson aparece nos dispositivos que convertem imagens em
sinais elétricos, tais como os dispositivos CCD (charge-coupled device). Trata-se de
um ruido randdémico, devido a natureza discreta da luz e da carga elétrica. Apresenta
uma medida da incerteza causada por erros introduzidos na estimativa do fundo
(background) (BHOSALENARAYAN et al., 2014).

4.2.1 Funcao Densidade de Probabilidade

Fontes de ruido geralmente sdo caracterizadas por sua Funcao Densidade de
Probabilidade (em inglés, Probabilistic Density Function, PDF). A PDF descreve a
distribuicdo da probabilidade em termos de integrais. A equacgédo (4.4) mostra uma
definicdo matematica de PDF para uma variavel aleatoria continua X:

Pla< X <b] = [ f(x)dx (4.4).

A equacgéao (4.4) deve ser interpretada da seguinte forma: A probabilidade de que o
valor da variavel aleatéria continua X se encontre dentro do intervalo [a,b] é dada
pela integral do lado direito de (4.4). A funcéo f(x) no integrando € a densidade da
variavel aleatéria X em cada ponto, ou seja, mede a probabilidade em cada ponto de
ocorréncia do evento X. A equacao (4.4) é valida para variaveis reais continuas.
Pode-se utilizar a PDF para responder a pergunta "Qual € a probabilidade de uma
variavel aleatéria ter um intervalo especifico de valores?". A resposta a essa
pergunta é igual a area (integracéo) sob a curva do grafico da PDF do comeco até o
final do intervalo. A funcdo PDF é nao-negativa em todos os pontos (podendo ser
nula), e sua integral do infinito negativo até o infinito positivo é 1, o que significa que
a probabilidade do evento ocorrer entre esse intervalo € certa. No caso de variaveis
discretas, que € o caso dos circuitos digitais que transformam os sinais anal6gicos
em sinais quantizados e digitalizados em valores discretos, a eq. (4.4) para a funcao
PDF assume a forma mostrada na equacgéao (4.5) que é chamada Funcao Massa de
Probabilidade:
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Pla<Z; <b|=3%, f(Z)Az (4.5).

Nesta equacao (4.5), Z; sdo valores quantizados e digitalizados para a variavel
aleatéria Z que representa o processo. A equacao € analoga a anterior, com a
diferenga de que integral se transforma em somatério e Z; assume valores discretos

e nao continuos.

4.2.2 Ruido branco uniforme e ruido branco Gaussiano

Embora muitas vezes utilizados como sinénimos, o ruido branco uniforme
(simplesmente chamado “ruido branco”) ndo é o mesmo que ruido branco
Gaussiano. Ruido branco uniforme é bastante diferente do ruido branco Gaussiano
quando se analisa a Funcado Densidade de Probabilidade de cada um deles. A
Figura 4.2 mostra em (a) a PDF para o ruido branco uniforme e em (b) € mostrada a
PDF para o ruido branco Gaussiano. Apesar do ruido branco uniforme ter uma
funcédo PDF totalmente diferente do ruido Gaussiano, esse tipo de analise nao traz
nenhuma indicagdo da rapidez de mudancga dos sinais: dois sinais muito diferentes
podem ter a mesma PDF (ANDO, 1999). A rapidez de mudanca nos valores de
variaveis aleatérias pode ser levada em conta introduzindo-se o conceito de Funcao
de Auto-Correlagdo (em inglés, Auto-Correlation Function, ACF) e de Densidade
Espectral de Poténcia (em inglés, Power Spectral Density, PSD).
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Figura 4.2: Histograma para o ruido branco uniforme; (b) Histograma para ruido
branco Gaussiano. O eixo das abscissas representa o nivel de ruido e o eixo das
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ordenadas representa a frequéncia de cada componente do mesmo sinal.
Fonte:(ANDO, 1999).

A ACF para uma variavel aleatéria x(t) é dada pela equacao (4.6):
. 1 T
R(7) = LLmT_,m;fO x(t)x(t +1)dt (4.6)

Por outro lado, PSD da a mesma informagédo que a ACF, porém em outro

dominio: no dominio da frequéncia.

A PSD de uma variavel aleatéria x(z) € dada pela Transformada de Fourier da

sua respectiva ACF e é definida pela equacao (4.7):
S(w) = f_+;o R(t)e /T dr (4.7)

Pode-se demonstrar que a funcéo (4.7) é uma funcao real da frequéncia
complexa w e se x(t) € uma variavel real como sao todos os sinais elétricos

analisados neste trabalho, a PSD é real e pode ser calculada pela equagéo (4.8):

S(w) =2 f0+ooR(T)COS(UTdT (4.8)

4.3 Ressonancia Estocastica

Ressonancia estocastica (RE) € um termo usado para descrever qualquer
fenbmeno em que a presencga de ruido ou o ruido aplicado a entrada externa em um
sistema nédo linear melhora a resposta a um determinado sinal de entrada do que na
auséncia de ruido. Trata-se de um assunto pouco conhecido até mesmo pelos
pesquisadores da area de Processamento de Sinais. O termo chave neste conceito
€ “nao-linear”. A ressonancia estocastica nao pode ocorrer em um sistema
linear (ANDO, 1999; GAMMAITONI et al., 1998).

O conceito de ressonancia estocastica foi usado pela primeira vez no

trabalho de Benzi e colaboradores, estudando o problema da recorréncia das eras
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glaciais (BENZI,1982). Fazendo uma andlise estatistica das variagdes do gelo nos
continentes no ultimo milhdao de anos, Benzi e colaboradores perceberam que a
sequéncia das eras glaciais possuia um periodo médio em torno de cem mil anos.
Esta periodicidade é comparavel a escala temporal de dinAmica do movimento da
Terra, ou seja, do periodo de modulagédo da excentricidade orbital do planeta Terra.
Benzi criou entdo um modelo matematico onde o clima na Terra é representado
como um potencial biestavel, onde um dos minimos representa a temperatura que
identifica a era glacial. A modulacdo da excentricidade da orbita da Terra é
representada por um sinal periddico fraco e as flutuagdes anuais da radiagdo solar
sdo modeladas como um ruido branco Gaussiano. Este estudo de Benzi e
colaboradores inaugurou o conceito de RE. A primeira verificagdo experimental do
fenbmeno RE foi efetuada por Fauve e Heslot (FAUVE, 1983) que estudaram uma
fonte de alimentacao do tipo Schmitt trigger e a dependéncia com o ruido de suas
linhas espectrais. O funcionamento deste circuito envolve a conversdo de um sinal
senoidal em um sinal de onda quadrada. Outros trabalhos demonstraram a
ocorréncia do fenébmeno de RE em fisica optica, como por exemplo a observacao de
RE em um laser de cavidade do tipo anel, que consiste de um interferébmetro
formado por trés ou mais espelhos e a biestabilidade consiste no fato de que a luz
pode propagar-se nos sentidos horario e anti-horario (MACNAMARA, 1988). Em
1998, Gammaitoni, Marchesoni e colaboradores (GAMMAITONI et al., 1998)
descreveram 0 mecanismo que regula as transicdes de um sistema estocastico
forcado por um componente de sinal periédico de intensidade sub-limiar. Mais
especificamente, eles descreveram o efeito de oscilacées de um potencial de quarta
poténcia forcado por um componente periddico. Esse problema é importante em
Mecanica Quantica: um sistema de dois pogcos de potencial pode descrever o nivel
de energia de algumas particulas. A palavra “ressonancia” foi originalmente usada
porque a caracteristica de assinatura da RE é que um gréfico da relagcédo sinal-ruido
de saida (em inglés, Signal-Noise Ratio, SNR) tem um maximo Unico para alguma
intensidade de ruido de entrada diferente de zero, conforme mostra a Figura 4.3.
Semelhante a um sistema ressonante, que tem um valor maximo para uma
determinada frequéncia de ressonancia, neste caso, a ressonancia € induzida pelo
ruido e ndo por uma frequéncia especifica (MCNAMARA, 1989).

A Figura 4.4, extraida de Fabiny (FABINY et al., 1989) mostra o diagrama de
blocos de um sistema biestavel baseado em um circuito Schmitt trigger utilizado para
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verificar o fendmeno de ressonéancia estocastica em circuitos eletrénicos. Na Figura
4.4, o estagio responsavel por acrescentar a nao linearidade é o Schmitt trigger. Os
fenbmenos estocasticos sao descritos por equacdes diferenciais estocasticas, que

sdo equacgdes que possuem termo de ruido.

»
-

¥~ Picode

Ressondancia
Estocastica

Saida da Relagdo Sinal-Ruido

Amplitude do Ruido i

Figura 4.3: Grafico mostrando a relacao Sinal-Ruido em funcao da magnitude do
ruido de entrada em um sistema nao-linear. O ponto de maximo mostra o nivel 6timo
de ruido e ilustra o fenémeno de ressonancia estocastica, conforme descreve a
literatura. Fonte: adaptado de (ANDO, 1999).
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Figura 4.4: Esquema para medi¢cdes de ressonancia estocastica
em um circuito biestavel do tipo Schmitt trigger.
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Estas equacgdes se classificam em equacdes de ruido aditivo ou multiplicativo.
Tais equacbes sdo também conhecidas como equacgdes de Langevin. O calculo
diferencial usado para resolver tais equacdes é diferente do célculo usual (que se
baseia nas Integrais de Riemann) e por isso € denominado Célculo Estocastico
(MCDONNELL et al., 2008). A palavra Dinamica Estocastica se refere a evolucao

temporal de variaveis aleatérias sujeitas a ruido.

4.4 Movimento Browniano e a Equacao de Langevin

O movimento aleatério de uma particula (com diametro em torno de 10~3mm)
imersa em fluido com densidade aproximadamente igual a da particula é chamado
movimento Browniano (MCDONNELL et al.,, 2008). Investigacdes iniciais deste
fenbmeno foram feitas pelo bidlogo Robert Brown em grdos de pdélen e também
particulas de poeira ou outros objetos de tamanho coloidal. Quem primeiro forneceu
uma explicagdo para o movimento Browniano foi Albert Einstein na sua tese de
Doutorado, em 1905 (EINSTEIN, 1905). Ele obteve uma relacao entre a constante
de difusdo macroscopica D e as propriedades atébmicas de matéria. A teoria do
movimento Browniano foi estendida a situacées em que o objeto em flutuacédo nao é
uma particula real, mas sim alguma propriedade coletiva de um sistema
macroscopico, por exemplo, a concentracao instantanea de qualquer componente
de um sistema quimicamente reativo préximo ao equilibrio térmico. Aqui a flutuacao
irregular no tempo dessa concentragdo corresponde ao movimento irregular da
particula de poeira. Os sistemas estocasticos sdo encontrados em diferentes areas
da fisica, desde o nivel microscépico, como verificado na difusdo de particulas num
solvente, até escalas de ordem astronémica, tal como observado em sistemas
estelares (CHANDRASEKHAR, 1943). Um exemplo interessante desse ultimo tipo é
representado por um buraco negro (BN) no centro de um sistema estelar denso.
Teoricamente, quando a massa do buraco negro é muito grande, o BN pode adquirir
um movimento que é semelhante ao de uma particula em suspensao em um liquido

ou num gas (CHANDRASEKHAR, 1943). Em cosmologia, movimentos brownianos
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sao também Uteis para estudar os processos galacticos aglomerados de galaxias e
vazios.

Um sistema biestavel ndo-linear € um dos modelos tipicos de ressonancia

estocastica. Sua esséncia € uma particula Browniana sobrecarregada em um poco
potencial biestavel, acompanhado de forca motriz periddica e ruido (MCDONNELL
et al., 2008). O sistema pode ser modelado usando-se a equacao de Langevin de

movimento na forma:

dx(t)
dt

= ax(t) - bx3(t) + Acos(w.t) + n(t) (4.9)

onde: a e b sdo parametros do sistema, a>0, b> 0, x(z) é a saida do sistema
(no caso da particula, é a posicao da particula- lembrando que x(z) pode ser um vetor
com grau 3 de liberdade e assim indicar a posicdo de uma particula no espaco
tridimensional, porém aqui trataremos apenas do caso unidimensional)
e Acos(w.t) é o sinal de entrada, onde A e w sdo a amplitude e a frequéncia do
sinal de entrada respectivamente. Além disso, ha um ruido aditivo com intensidade
n(t). Para o caso particular e simplificado onde A =0 e n(t) = 0, o sistema bi-estavel

nao linear assume a forma da equacgao resumida (4.10):

dx(t)
dt

= a x(t) - bx3(t) (4.10)

Para este caso mais simples, pode-se obter através de integracao a equacao
da energia potencial U(x) que age sobre a particula cuja posicdo é x(z). Esta
equacao é dada por (4.11), e é a classica equacao do pogo de potencial biestavel
simétrico simples, uma equacao biquadrada de quarta ordem na variavel x:

Ux) = —5x? +§x4 @.11)

O grafico da energia potencial da particula sob movimento Browniano, na
auséncia de ruido aditivo e na auséncia de forcas externas € entdo mostrado na
Figura 4.5.
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Figura 4.5: Grafico que ilustra a energia potencial de uma particula em movimento
Browniano, na auséncia de ruido aditivo e de forcas externas.

Pelo gréfico ilustrado na Figura 4.5, pode-se perceber que existem duas
posicdes x(t) onde a particula se encontra no nivel minimo de energia potencial:
x(t)=-Ja/b e x(t)=+/a/b. Nestas duas posigdes, embora exista energia potencial
e ambas possuem o mesmo nivel de energia, a particula ndo pode, teoricamente,
permutar sua posicdo entre elas. A barreira de potencial que separa esses dois
pontos é AU = a?/4b. Num liquido onde ocorre movimento Browniano, por exemplo,
€ 0 ruido aditivo proveniente da agitacao térmica das moléculas do liquido, o
responsavel por movimentar a particula entre essas duas posi¢cées. Se uma forca
periddica fraca for aplicada a particula, a barreira de duplo potencial é
assimetricamente movimentada para cima e para baixo, periodicamente aumentando
e diminuindo o potencial. Quando ocorre uma sinergia entre o sinal e o ruido, a
energia da particula torna-se maior, acima da barreira de potencial, e entdo ocorre a
ressonancia estocastica e a particula pode se movimentar entre esses pontos de
equilibrio.

Por conta da cooperacdo entre sinal e ruido, existe a intensidade ideal de
ruido que pode maximizar a resposta de saida com a frequéncia f. Ao aumentar a
intensidade do ruido, muitas transigcbes s&o ativadas pelo ruido durante um ciclo da
entrada peridédica, e a cooperacao entre sinal e ruido é perdida novamente. Esse € o
efeito RE: a resposta do sistema € mais regular em um nivel de ruido finito e ndo-
invasivo. Nao existe aqui nenhuma violagao das Leis da Termodindmica: a energia
potencial da particula antes e depois é absolutamente a mesma. Este modelo ilustra
o funcionamento da Ressonéancia Estocastica para uma Unica particula imersa em
um liquido (GAQ Y., 2010).
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4.5 Analise numérica da Equacao de Langevin

A equacao de Langevin é um tipo especial de equacao diferencial, nao
linear. No Capitulo 5 sera utilizado o algoritmo de Runge-Kutta no software MATLAB
para fazer simulagdes numéricas que resolvem graficamente a Equacao de
Langevin. Aqui sera apresentado um resumo sobre o algoritmo Runge-Kutta de
quarta ordem (STERZA e BRANDI, 2016) como se segue. Partindo da Eq. de
Langevin (4.12):

d’;(tt): a x(t) - bx3(6) + u(t) (4.12)
onde: u(t) = s(t) + n(t) = Acos(2nf,.t) + n(t) (4.13)
entdo Xner = Xy + 3 Uert 2ky + 2ks + key) 4.14)

existem ky.k, ks, k, dados por:

k, = h(ax, — bx: + u,) 4.15)
kz = R [0 +3) = bt +3)° + thyaa] (4.16)
ky = h[a(t, +2) = b +2)? + Upsa] (4.17)
ks =hlaCe, +k3) — by +k3)® + upyq] (4.18)

Nas equacébes (4.15) a (4.18), x, e u, Ss&o amostras de x(z) e u(t), hé o
comprimento do passo da iteragdo computacional. Normalmente, os softwares de
computador fazem h=1/f,,. Mostra-se experimentalmente que modificando-se o
parametro “a” pode-se reduzir a altura da barreira de potencial e alcancar mais
facilmente a ressonancia e uma escolha razoavel do parametro i pode otimizar os

resultados da simulagédo. Para simplificar o trabalho de simulagdo computacional,
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inicialmente faz-se a=b=1. Com a finalidade de alcancar a ressonancia estocastica,
ajusta-se a amplitude do sinal A e a intensidade do ruido n(t) mantendo-se a € b
constantes. O fraco sinal periédico de amplitude A=0,4V e frequéncia f,=0,01Hz
foram os parametros simulados. Para a simulagédo utilizando o MATLAB, a
frequéncia de amostragem adotada foi igual a f;=5Hz no momento de se processar
a transformada rapida de Fourier (FFT). A intensidade do ruido foi variada, de modo
a se observar o fenébmeno de RE. As simulagdes encontram-se no Capitulo 5

seguinte.

4.6 Sistema de Ressonancia Estocastica Baseado em Limiar (SL)

Na Figura 4.6, adaptada de (BARRETO, 2015), é mostrado o diagrama de
blocos de um Sistema de Ressonancia Estocéstica baseada em limiar (SL). O sinal
de entrada a ser medido é representado pela funcao s(t), e n(t) é o ruido adicionado
ao sinal de entrada, resultando na variavel x(t). A saida do sistema é representada
por y(t) que é uma funcao T[x(t)] onde T[.] é uma transformacao nao-linear. Uma

possivel forma para T[x(t)] &€ dada pela equacao (4.19):

y()#0 se x(t) =T

y(t)=0 se x(t) <T (4.19)

onde T é um Limiar determinado experimentalmente em cada caso.

x(t) y(t) = Tlx(®)]

/ —| T
> x®] —
N

s(t)

n ()

Figura 4.6: Modelo de um sistema RE baseado em Limiar, SL (BARRETO, 2015).
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O mecanismo através do qual age o fendmeno RE baseado em Limiar pode
ser representado esquematicamente atraves da Figura 4.7. Nesta Figura 4.7(a), um
sinal peridédico senoidal no tempo é aplicado a entrada de um sistema SL, mas sua
amplitude nao ultrapassa o limiar T, resultando numa saida nula. A Figura 4.7(b)
ilustra a aplicacao de um ruido aditivo que em alguns momentos no tempo atinge o
valor limiar; neste caso, a saida do sistema apresenta tensdo ou corrente diferentes
de zero em alguns momentos. Por fim, a Figura 4.8 mostra o caso em que o sinal
periddico mostrado em 4.7(a) é somado ao ruido: a saida apresentara valores
diferentes de zero acompanhando a periodicidade do sinal de entrada, que de outro
modo permaneceria indetectavel (BARRETO, 2015).

4 volts 4 volts

T = threshold
----------------- T = threshold WA A ARG
sinal de entrada ruido
/. periédico _

A tempo A tempo

volts volts
saida saida

- L LR

tempo

Figura 4.7: (a) Sinal de entrada periodico, com nivel de intensidade abaixo do limiar
T, resultando em saida zero; (b) Entrada de ruido, resultando em saida proporcional a
quantidade de vezes que o ruido atinge o limiar T (MCDONNEL, 2009).
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Figura 4.8: Sinal de entrada periédico com ruido, resultando em uma saida
discriminando a frequéncia do sinal de entrada (MCDONNEL, 2009).

O sistema de arranjo de sistemas limiares foi pioneiramente proposto por
Stocks em 2000 (STOCKS, 2000). Esse trabalho inicial considerou um sinal de

entrada aperiédico, mostrando que com o dispositivo assim construido, obtinha um



Capitulo 4 - Ruido e Ressonancia Estocastica 90

desempenho maximizado com a introducéo de ruido. A condicao para o sistema de
arranjos de SL é que o mesmo tenha mais que um dispositivo SL, e o nivel de limiar
T seja igual para todos eles. O fenbmeno RE ocorre independentemente de o nivel
do sinal de entrada estar inteiramente abaixo do limiar (sub-limiar) ou ndo, e de fato,
o pico do desempenho é maximo quando o nivel de limiar é estabelecido e igual a
média do sinal. A denominacdo de ressonancia estocastica supra-limiar é também
utilizada para distinguir o efeito da ocorréncia de ressonancia estocastica em
sistema SL, em que os sinais acima do limiar ndo geram o efeito de ressonancia
estocastica (BARRETO, 2015).

Na Figura 4.8, existem N dispositivos SL idénticos. O sinal de entrada s(t)
consiste de uma sequéncia de amostras nao-correlacionadas em tempo discreto
obtida de uma distribuicao de probabilidade com valores continuos. Cada dispositivo
recebe 0 mesmo sinal de entrada s(t), e € sujeito a um ruido aditivo independente,
ni(t). O ruido é um sinal aleatério, independente do sinal de entrada, s(t). A saida do
n-ésimo dispositivo, yi(t) & unitaria se a soma do sinal e ruido é maior que o limiar T,
e zero caso contrario. A saida geral, y(t), € a soma das saidas individuais, yi(t)
(MCDONNEL, 2009).

y 1(t)

—| T[]

S0 .@H us X @ y ()
TIB('()
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—| T[.] N
T n (1)
N

Figura 4.9: Diagrama de um arranjo de SLs em paralelo (MCDONNEL, 2009).
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4.7 Dithering

O efeito chamado dithering (ou dither, em alguns textos) ocorre quando se
adiciona deliberadamente um ruido aleatério (ou pseudo-aleatério) sobre um sinal
que contém a informacgao desejada, antes da sua digitalizacdo ou quantizacao com
a finalidade de randomizar o erro de quantizagdo (SCHUCHMAN, 1964). Uma
aplicacao pratica importante deste efeito € em gravacdo de musica por métodos
digitais: trata-se de um ruido de banda larga adicionado ao sinal de audio (por
exemplo) perto do bit menos significativo. O bit menos significativo, também
conhecido como LSB (Least Significant Bit), € a menor amplitude de sinal que pode
ser gravada por um sistema digital. Ou seja, o dither cria um ruido de fundo no
menor nivel que pode ser gravado pelo sistema. Pelo fato de o dither ser um tipo de
ruido, ele essencialmente adiciona alguma aleatoriedade em sinais de audio digital
de niveis baixos, 0 que por sua vez ajuda a mascarar os erros de quantizacao digital
do sinal de audio. O resultado é que o sinal baixo é percebido como um ruido de
fundo, conhecido como noise floor, que € bem mais agradavel ao ouvido humano do
que as distorcbes da quantizagdo digital do sinal de audio sem o dither
(MCDONNEL, 2008). Devido ao fato de o dither permitir que sinais baixos possam
ser gravados e ouvidos, ele deve ser usado quando converte-se sinais de uma
resolucdo mais alta para uma mais baixa (por exemplo, de 24 bits para 16 bits). Isso
ira permitir uma maior integridade dos sinais baixos no novo arquivo com a
resolucdo mais baixa. Quando o dither é aplicado, ele cria o ruido de fundo no nivel
mais baixo que a nova profundidade de bits suporta. Uma vez que a conversao é
completada, o novo arquivo de audio tera um ruido de fundo ligeiramente
aumentado, mas as partes mais baixas da gravacao ainda poderao ser ouvidas sem
que os erros de quantizacao sejam perceptiveis. Usa-se o dither em passagens com
um sinal de muito baixa amplitude. Elas terdo uma menor distorcdo causada pela
quantizacao digital. Esta randomizagao, embora aumente a poténcia total do ruido
na saida, reduz os efeitos de distorcao harménica indesejaveis introduzidos pela
quantizacao. Dado que o dithering € uma maneira de melhorar um sistema usando a
presenca de ruido, a questao é como distingui-lo do fendmeno de RE? Isto é, se o
sistema que esta sendo estudado assemelha-se ao dithering, se 0 comportamento
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do sinal melhorado a partir da adicédo do ruido, o fenbmeno em questdao deve ser
chamado de dithering ou de RE ?

Gammaitoni e colaboradores propuseram uma formula para calcular o efeito
dithering (GAMMAITONI, 1998) mostrada na equacao (4.20):

D = JEy@] - x)?dx (4.20)

onde x é o sinal de entrada para um sistema com limiar (threshold system),
y(.) € o sinal de saida e E[.] indica a expectancia. Esta equacao mostra que D é o
valor RMS do erro entre o sinal de entrada e a média do sinal de saida. Apés a
publicacdo do artigo que definiu a equacao (4.20) alguns autores questionaram o
fato de que esta equacao atribui um peso uniforme para cada possivel valor do sinal
de entrada x. Foi proposta entdo outra definicdo, levando-se em conta que o sinal de
entrada é proveniente de uma distribuicdo aleatéria (ou caética) com PDF dada por
fix). Esta definicao é dada pela equacao (4.21), que leva em conta a probabilidade
de variacdo de cada valor de x:

D = /[(Ey@)] —x)*f (x)dx (4.21)

A férmula (4.21) se mostra mais eficiente para sistemas com ruido, devido a
natureza aleatéria da entrada x (MCDONNEL et al., 2008).

Alguns anos apo6s esta definicdo ter sido apresentada, Andd e Graziani
sugeriram que RE e dither sao fenbmenos distintos porque RE € um fendmeno que é
observado no mundo natural e dither é uma técnica artificial (ANDO E GRAZIANI,
2001). Alguns autores que estudaram RE (GAMMAITONI, 1998) preferem classificar
o dithering como uma forma diferente de processamento de sinais aprimorado por
ruido. No entanto, isso requer uma definicdo bastante restritiva de RE, onde o
sistema deve ser dindmico, e a presenca de ruido permite uma correspondéncia de
duas escalas de tempo. Tal definicao foi substituida na literatura atual. A definicao
contemporanea de RE é tal que o dithering pode ser descrito como uma técnica que
explora a RE, e os dois termos ndo sdao mutuamente exclusivos (MCDONNEL et al.,
2008).
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4.8 Medidas de performance para RE

A performance da Ressonancia Estocastica para ampliar o sinal e a
informacao tem sido medida de diversas maneiras diferentes, conforme descreve a
literatura. Como técnicas de medigcédo para a melhoria obtida para o sinal, cita-se:

a) Medidas da relagao sinal-ruido - SNR (BENZI et al. 1982);

b) Amplificacdo de poténcia espectral (MCDONNEL et al., 2008);

c) Coeficiente de correlagédo (COLLINS et al., 1995);

d) Informagédo muatua (LEVIN e MILLER, 1996);

e) Entropia de Kullback (NEIMAN et al. 1996);

f) Capacidade do canal (CHAPEAU-BLONDEAU,1997; GREENWOOQOD et al.
1999);

h) Divergéncias - ¢ (INCHIOSA et al. 2000);

i) Distorcao quadrada média (MCDONNELL et al. 2008).

A ressonancia estocéastica foi analisada também em termos de distribui¢cdes
de tempo (GAMMAITONI et al., 1998) , bem como pelo método denominado
"Receiver Operating Characteristic' (ROC) (ROBINSON et al. 1998, GALDI et al.
1998, ZOZOR e AMBLARD, 2002), que sado baseados em probabilidades de
detectar um sinal para estar presente, ou falsamente detectando um sinal inexistente
(URICK, 1967).

Neste trabalho optou-se por analisar a performance do equipamento de
ressonancia estocastica utilizando-se o método de medi¢cdo da SNR, em virtude de
ser 0 mais adequado levando-se em conta a instrumentagdo de que o autor dispée,
e também por ser um método bastante descrito na literatura e que pode fazer uso da
Transformada Rapida de Fourier (FFT), ferramenta largamente disponivel nos

osciloscopios digitais e nos softwares matematicos, tais como MATLAB.
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4.9 Relacao Sinal/Ruido

A Relacao Sinal/Ruido (do inglés, SNR, Signal Noise Ratio) € a relacao entre
a poténcia do sinal que transmite a informacao e a poténcia do ruido:

SNR = Lsinal (4.22)

Pruido

Na equacao (4.22), P; representa as poténcias médias do sinal e do ruido,
gue precisam ser medidas no mesmo ponto do circuito e sob a mesma largura de
banda. Se o sinal e o ruido forem medidos sobre a mesma impedancia, entdo a
SNR é dada pela relagdo entre a amplitude (valor RMS de tensdo) de cada uma
delas, de acordo com a equacgao (4.23) (LENG et al., 2007)

1¢on 2
§2k=15k

lgn 2
—2Zk=1"k

SNR = (A“'“‘”)Z: (4.23)

Aruido

onde:

A é o valor quadratico médio (RMS) da amplitude;

S € o vetor que representa o sinal original;
r representa o vetor de ruido;

n o comprimento do vetor do sinal.

A SNR também pode ser medida em decibéis através da relagdo dada pela
equacao (4.24):

SNRgp = 10.10g10 (£24) =20..log,, (£22) (4.24).

ruido ruido

Do ponto de vista estatistico, SNR € definida como a relagdo entre a

expectancia do sinal e seu desvio padrao como mostra a equagéo (4.25) :

SNR = % (4.25)
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onde: u é a média, ou o valor esperado, esperanca do sinal ou expectancia;

o € o desvio-padrao do sinal em relacao ao valor pu.

Observa-se também que, para o caso bidimensional, a Variancia (desvio-

padrao elevado ao quadrado) é dada pela equacgao:

02 = E[(x — %] = [*7(x — y)*f (x)dx (4.26)

onde x e y representam variaveis bidimensionais (como os pontos de uma
imagem por exemplo), E é a expectancia do sinal e f{x) é a funcao que respresenta a

intensidade do ruido em cada ponto x de uma imagem.

No caso discreto, onde o sinal é representado por uma variavel aleatéria Z
discretizada, o parametro u na equacao (4.18) pode ser representado pela média

aritmética simples dos valores de Z;. Mas no caso de um sinal representado por
uma variavel continua X, entdo U representa a expectancia e pode ser calculada

através da equagéao (4.27):

u =EX) = ffooo xf (x)dx (4.27).

4.10 Aplicacoes praticas da Ressonancia Estocastica

Um exemplo muito interessante de aplicacdo do fenbmeno RE em um
dispositivo eletrénico foi descrito no artigo de Chiga e colaboradores (CHIGA, 2015).
Neste artigo, que descreve um trabalho desenvolvido na Universidade de Nagoya
(Japao), os autores construiram um receptor para sinais muito fracos de RF (Radio-
Frequéncia) baseado em um circuito Schmitt trigger, exemplificando o uso de
Ressonancia Estocastica em sistemas receptores sem fio. O Schmitt trigger é um
circuito eletrbnico capaz de produzir o fendbmeno RE e € muito simples de
implementar na pratica a partir de um comparador de tensdo. Na Figura 4.9(a) é
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mostrada graficamente a curva de transferéncia entre a tensdo V; de entrada e a
tenséo V,, que caracteriza um circuito Schmitt trigger. Na Figura 4.9(b) é mostrado o
esquema de um amplificador operacional na configuracdo comparador de tenséo.
Nesta configuracdocdo, a tenséo V; aplicada em sua entrada, a tensdo V, presente
na saida e os dois niveis de limiares +nSR e —nNSR expressam a histerese que
caracteriza a relagdo de transferéncia mostrada no gréfico da Figura 4.9(a). O
modelo do sistema de comunicacao digital sem fios aplicando o fendbmeno RE
proposto por (CHIGA et. al., 2015) é representado através do diagrama de blocos
da Figura 4.10. Um receptor de RF convencional é utilizado e nao precisa ser
modificado. Este receptor € representado pelo bloco RX na Figura 4.10.

v

i

+Vm

Ngr Mgg Vi

- Vm

(a)

Figura 4.10: (a) Curva de Transferéncia de um comparador com histerese (Schmitt
trigger); (b) Diagrama elétrico de um amplificador operacional ligado como
comparador, que exibe a curva mostrada em (a). Fonte:(CHIGA et. al., 2015).

O sinal s(z) é transmitido pelo transmissor TX e este sinal se propaga até o
receptor pelo canal de comunicacdo. Através deste canal (que pode ser o ar) o sinal
transmitido € atenuado por um fator a e o canal de ruido n. (t) é adicionado para
atenuar o sinal. Em geral o canal de ruido n. (t) é do tipo Gaussiano de média zero.

Assim, o sinal r(r) é definido pela equacéao (4.28):
r(t) = as(t) + n.(t) (4.28)
Neste receptor proposto por Chiga e colaboradores, o sinal recebido r(z) é a

entrada do dispositivo RE. O circuito RE é composto pelo gerador de ruido
intencional e pelo circuito Schmitt trigger (mostrado na Figura 4.9(b) ) e o ruido
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ngx(t) € somado ao sinal r(t) com a finalidade de otimizar a resposta do Schmitt
trigger. A amplitude do ruido ngg(t)é ajustavel. O circuito ndo-linear formado pelo
Schmitt trigger detecta o sinal s(t) a partir de r(t) + ngg(t) e a saida do sistema
“dispositivo RE” r'(t) € a entrada para o receptor convencional RX. O receptor
convencional RX demodula e obtém os bits de dados do sinal digital que foi
transmitido por TX. Os pesquisadores assumiram que o sinal atenuado as(t) €
inferior a sensibilidade do receptor convencional RX sozinho. Deste modo, se o
receptor ndo contém o bloco de Ressonancia Estocastica representado por
“dispositivo RE adicionado” na Figura 4.11, entao o receptor RX ndo pode detectar o

sinal.

Dispositivo RE
adicionado

s(t)

TX |
i

. i

! . :

Atenuagdo  Ruido I RUI(?'O i

docanal docanal lintencional i

Figura 4.11: Diagrama de blocos mostrando o experimento de Ressonéancia
Estocastica descrito por Chiga: Receptor RX de RF digital sem modificacoes, usando
o dispositivo de Ressonancia Estocastica RE. Fonte: adaptado de (CHIGA et. al,
2015).

A Figura 4.12 mostra em (a) o diagrama elétrico do “dispositivo RE” e em (b) o

aspecto do protétipo construido pelos autores (CHIGA, 2015).

INPUT ‘-"-1&1«%50
%so

Figura 4.12: (a) Esquema elétrico do comparador com histerese; (b) aspecto do

(a) {b)

protétipo construido por (CHIGA et. al, 2015).
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Os resultados obtidos pelos autores sdo mostrados através do grafico
ilustrado na Figura 4.13. O eixo das abscissas mostra o nivel de ruido aplicado e o
eixo das ordenadas mostra a relacao Sinal/Ruido para o sinal presente na saida, em
decibéis. A curva em verde (“Convencional”) mostra os resultados quando se utiliza
um Schmitt trigger implementado a partir de um circuito integrado do tipo LM7171
Texas Instruments, cuja largura de banda é de 140MHz; A curva “Proposta” em
vermelho mostra os resultados dos experimentos utilizando-se o comparador de alta
velocidade modelo ADCMP607 Analog Devices, cuja largura de banda € de
750MHz. Pelos resultados mostrados na Figura 4.13 fica evidente que a largura de
banda do comparador utilizado € fundamental para se obter bons resultados nos
sistemas que funcionam com base no fendmeno RE, pelo menos para a faixa de
frequéncias usada nos testes de Chiga et. al. A escolha correta dos componentes é
decisiva na obtencao do fenédmeno de Ressonancia Estocastica.

Na Figura 4.13, sempre que a relacdo SNR (eixo das ordenadas) se encontra
abaixo de 0 decibéis ndo existe nenhum ganho no sinal devido a RE. Acima de 0
decibéis 0 ganho é mensuravel. A melhor relacdo SNR obtida foi igual a 25 decibéis,
0 que equivale a amplificar o sinal cerca de 316 vezes, que mostra o elevado ganho
que se pode obter usando RE. Note-se que o receptor original ndo podia detectar

este sinal antes que o dispositivo RE fosse adicionado ao sistema.

Outra area onde as aplicagdes praticas do fendbmeno RE sao importantes € na
deteccdo de sinais Opticos de nivel muito baixo. Por exemplo, na espectroscopia
convencional uma fonte de luz que contém diversos comprimentos de onda
atravessa um prisma, onde seu espectro eletromagnético é decomposto. A seguir,
feixes de diversos comprimentos de onda atravessam uma cubeta que pode conter
uma amostra de um liquido ou gas que se deseja analisar. Este esquema é
mostrado na Figura 4.14. A amostra na cubeta pode conter uma mistura de
moléculas em solugdo, mas cada molécula apresenta um padrdao de absorcao
diferente para cada comprimento de onda da luz aplicada. Um sensor eletrénico
(chamado na Figura 4.14 de “Detector”) que pode ser um tipo especial de CCD,
captura a imagem resultante e deve ser capaz de medir as intensidades de cada
comprimento de onda incidente. De acordo com as taxas de absorcdo para cada

comprimento de onda, o Detector, que é ligado a um computador que executa um
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software especial, é capaz de detectar e identificar quais sdo as moléculas presentes

na solucdo em analise que se encontra na cubeta.
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Figura 4.13: Medic¢des utilizando-se o circuito mostrado na Figura 4.11. Dois Cls
Schmitt trigger foram testados. A Curva "Proposed” foi obtida com o uso do
ADCMP607 e a curva “Conventional” foi obtida com o LM7171. Fonte: (CHIGA et. al,
2015).

Por exemplo: é possivel medir a glicemia (taxa de aclUcar no sangue)
conhecendo-se previamente o padrao de absorcao luminosa da molécula de glicose.
O mesmo ocorre para outras moléculas que tem importancia clinica, como por
exemplo, colesterol, triglicerideos, acido urico e outras proteinas. A Espectroscopia
(em todas as suas variantes) € uma técnica muito importante para os laboratérios
quimicos. Ocorre que muitas vezes os sinais luminosos recebidos pelo Detector
podem ser muito fracos. O uso de um disco difusor de luz rotativo (Rotary diffuser)
como o mostrado na Figura 4.14 e mais uma fonte de luz interferente pode melhorar
bastante o desempenho dos equipamentos de espectroscopia, conforme proposto
por Qbing et al. (QIBING, 2015). Na mesma linha, outro trabalho bastante original e
criativo aplicando RE foi publicado por Huiyu e colaboradores (HUIYU et al., 2001).
Neste trabalho, os autores propéem o uso de RE na construcdo de um
Espectroscépio Fotoacustico. O dispositivo é descrito como se segue. Um tubo
contém alguma amostra desconhecida de algum gas que se deseja identificar. Um
feixe de luz do tipo Laser excita a amostra, fazendo com que os atomos do gas
emitam luz e calor em uma taxa que depende do tipo do gas que se encontra

confinado. Um microfone capta as variacoes de pressao sofridas pelo gas ao ser
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excitado pelo Laser. Os sinais produzidos pelo microfone sdao amplificados através
de amplificadores eletrénicos convencionais (PERRIN, 2012).

N > @

CcCD

lentes da imagem

Difusor Rotativo

Figura 4.14: Proposta de um Espectrometro melhorado, muito mais sensivel. O efeito
RE é introduzido a partir de uma segunda fonte luminosa (CW Laser) que apresenta
ruido acrescentado por um disco rotativo difusor (Rotary diffuser). Fonte:Adaptado

de (UFJF, 2016).

O espectro de frequéncias sonoras emitido pelos atomos do gas excitado e
captado pelo microfone permite identifica-lo. Um esquema de Espectroscopio
Fotoacustico convencional é mostrado na Figura 4.15 (HUIYU et. al.,, 2001).
Entretanto, muitas vezes os sinais produzidos sao muito fracos. Para melhorar estes
sinais, uma perturbacao (ruido) é acrescentada ao feixe de Laser que excita a
amostra, através de um disco rotativo que produz perturbacées no feixe de Laser
incidente. O Laser mais o ruido produzem, através do fenbmeno de ressonancia

estocastica, um sinal mais forte que é captado pelo microfone, facilitando a
identificagao da amostra. Esta ideia é ilustrada na Figura 4.16.

}‘ Fluxo da Amostra em andlise

Espectro
Fotoacustico

Célula Fotoaciistica

Figura 4.15: Esquema de um espectroscopio fotoacustico convencional. Adaptado de
(HUIYU et. al., 2001).
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Cavidade da amostra com
amostra gasosa
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Figura 4.16: Esquema de um Espectroscopio fotoacustico melhorado através da

implementacao de RE, conforme proposto por Huiyu. O disco rotativo “Chopper”

acrescenta ruido no feixe de luz incidente, melhorando a relacao SNR através do
fenomeno RE. Adaptado de (HUIYU et. al., 2001).

4.11 Aplicacoes de RE em Biomedicina

Um outro exemplo de aplicacao de RE é na ventilacdo mecanica de suporte a
respiragao: introduzindo-se ruido aleatério no controle de velocidade do ventilador
artificial, foi verificado melhoria no desempenho de respiracdo no paciente
(LEFEVRE, 1996). Um tutorial sobre os efeitos de Ressonancia Estocastica
verificados em processamento de informacdo de sistemas sensoriais pode ser
encontrado no artigo de Frank Moss e colaboradores (MOSS, 2003). Ainda outro
exemplo importante de aplicacdo pratica de ressonancia estocastica em
equipamentos biomédicos foi proposta por Morse e Evans, em implante coclear para
restaurar a audicdo de individuos com surdez profunda. Nesse caso, uma
estimulacao eletrbnica direta do nervo auditivo usando um implante cirdrgico de
arranjo de eletrodos produz um ruido no nivel subliminar (MORSE, 1996),
amplificando os sinais e melhorando a audi¢do do paciente.
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4.12 Consideracoes Finais

Neste Capitulo 4 foi apresentado o conceito de Ressonancia Estocastica, a
ser explorado do ponto de vista experimental nesta tese de Doutorado. Diversas
aplicagbes do fendbmeno RE foram também descritas. O préximo Capitulo, de
numero 5, apresenta os resultados de diversas simulagdes, tanto matematicas
(através do software MATLAB) quanto de circuitos eletrénicos, onde se utilizou o
simulador MULTSIM fornecido por National Instruments.



Capitulo 5 - Simulagdes Computacionais 103

Capitulo 5

..SIMULACOES COMPUTACIONAIS

Neste Capitulo sdo relatadas algumas simulagées computacionais visando obter o efeito
de amplificacdo através do fenémeno de ressondncia estocastica (RE). Parte deste
Capitulo se refere as simulacbes das equacbes matematicas envolvidas no efeito RE e
outra parte se refere as simulagbes dos circuitos eletrénicos que serdo implementados
na pratica, visando construir o equipamento denominado REAC (Ressonador Estocastico
Assistido por Computador), em particular dos circuitos que introduzem a nao-linearidade
necessdria para RE (juntamente com o ruido Gaussiano), ou seja, dos circuitos Schmitt
trigger e amplificadores ndo-lineares baseados em Amplificadores Operacionais.

5.1 Simulacoes matematicas

Algumas simula¢des matematicas foram feitas com o objetivo de se verificar o
fenbmeno RE através das equacgdes que o representam, em particular a equacao de

Langevin, mostrada no Capitulo 4.
5.1.1 Geracao do ruido branco aditivo

Seja n(t) o ruido branco gerado pelo MATLAB através do comando (5.1):

sinal_com_ruido = awgn ( sinal , snr); (5.1)
onde: sinal é o sinal puro sem ruido (neste caso, sdo sendides) ;

snr € a razao por amostra de sinal/ ruido em decibéis .

O resultado desta operacdo € uma vetor “sinal_com_ruido® que aparenta o
sinal trigonométrico original, com a adi¢do do ruido branco.
O software MATLAB também pode gerar apenas o ruido branco, através do

seguinte comando (5.2):
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ruido = awgn (m, n, energia, imp ); (5.2)

onde: m é o numero de elementos da matriz-coluna de ruido branco;
n é o numero de canais do ruido produzido;
energia especifica a poténcia do ruido, em doW
imp especifica a impedancia (em Q) do canal onde o ruido é aplicado.
Isso é interessante para simulacao de circuitos eletrénicos.

Para a primeira simulagcédo, foram produzidos sinais senoidais de amplitude
variando entre 0,1V até 0,4V e frequéncia constante e igual 0,01Hz. Ao lado de cada
sinal de diferentes amplitudes, foi plotado o grafico do espectro de amplitude de
cada sinal na frequéncia dada. Para este segundo grafico, foi usado o recurso de
FFT (Fast Fourier Transform) com frequéncia de amostragem igual a 5Hz. O
resultado destas simulagdes € mostrado na Figura 5.1.
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Figura 5.1: Resultado das simula¢c6es para producao de sinais senoidais de
amplitude (a) A=0,1V, (b) A=0,2V, (c) A=0,3V e (d) A=0,4V feitas com o software
MATLAB. Na coluna da direita pode-se observar o espectro de amplitude para cada
sinal, obtido a partir da Transformada Rapida de Fourier.

Para produzir os graficos mostrados na Figura 5.1, o seguinte codigo
MATLAB mostrado na Figura 5.2 foi usado e repetido 4 vezes, uma vez para cada

sinal.
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freg=0.01; & define a frequencia do sinal em Hz
n = [0: 800 ]:

a = 0.1*% sin( Z*pi*freg*n);

b= 0.2* sin({ 2¥*pi*freg*n):;

c= 0.3*% sin( 2*pi*freqg*n}:

d= 0.4% sin( Z*pi*freq*n };

subplot {4, 2, 1):

plot{n, a}-

axis ([0 900 -0.5 0.5]1);

xlabel('(a) sinal original - A=0.1V - Tempoc (s)'):

ylabel {('Amplitude (V) '"):

Y = £fft{a);
P2 = abs(Y/L};
Pl = P2(1:L/241);
Pl{(Z2:end-1) = 2*P1(Z:end-1);
f = Fs*{0: {(L/2)}/L;
subplot (4,2,2):
plot{f,P1)} :
title('Espectro de Amplitude X({t)"'}
xlabel ('Frequencia {(Hz)')

ylabel (' |P1{(£)|"}

Fs = 5; % Frequencia de amostragem

T = 1/Fs; $ pericdo

L = 100; % comprimento do sinal

t = {(0:T.-1}*T; % wetor de tempo

%Calcula a transformada de Fourier de cada sinal, para mostrar

Figura 5.2: Codigo MATLAB utilizado para simular os sinais puros e os graficos de

FFT.

A seguir, o0s mesmos sinais simulados e mostrados na Figura 5.1 foram

adicionados ao ruido Gaussiano aditivo com relagdes sinais/ruido

(SNR)

respectivamente iguais a 30, 25, 20 e 15. Na Figura 5.3 pode-se observar que 0s

mesmos sinais gerados e simulados na Figura 5.1 aparecem corrompidos pelo ruido

Gaussiano. Nos exemplos simulados na Figura 5.3, o sinal ainda é distinguivel do

ruido, pois os valores de SNR ainda sao relativamente elevados. Entretanto, pode-
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se, para efeito de simulagéo, diminuir ainda mais a relagao sinal/ruido, provocando
forte corrompimento do sinal senoidal original. Uma outra maneira de adicionar
ruido ao sinal, utilizando-se o software MATLAB, é usar a funcado rand( ) do
MATLAB. A Figura 5.4 mostra o codigo-fonte da simulacdo usando-se a funcao
rand( ) para produzir ruido aleatério e adicionar ao sinal. E importante notar que
existe uma diferenca entre a funcdo awgn( ) (add_white gaussian_noise) e a
funcdo rand( ). A primeira produz realmente o ruido branco gaussiano enquanto que
a segunda produz ruido aleatério com distribuicdo uniforme, mas nao

necessariamente gaussiano.
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Figura 5.3: Os mesmos sinais senoidais puros mostrados na Figura 5.1, agora
aparecem corrompidos pela adicado do ruido aleatorio. A direita, o resultado da
aplicacao da FFT unilateral a cada sinal. Pode-se observar pelo grafico no dominio da
frequéncia a presenca do ruido. Nestes casos, o sinal ainda é identificavel, porque o
nivel de ruido nao é muito elevado.
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freq=0.01l; % define a frequencia do sinal em Hz

n= [0: 800 ];

a= 0.4* sin( 2*pi*freqg*n ); % sinal senocidal com amplitude igual a 0,4V
b = 2%(-1.5 + 2.4 * rand(size(a))); % ruido com amplitude igual a 2V
c =a + b; % sinal + ruido

Figura 5.4: Codigo-fonte utilizando MATLAB para simular sinal+ruido gerado através
da funcao rand( ).

O cédigo mostrado na Figura 5.4 produz como resultado um sinal fortemente

corrompido pelo ruido. A Figura 5.5 mostra o resultado da simulacao do codigo

mostrado na Figura 5.4, onde pode-se observar em (A) o sinal senoidal puro de

amplitude igual a 0,4V e frequéncia 0,01Hz; em (B) o ruido que foi gerado através do

uso da funcao rand( ) com amplitude igual a 2,0V; em (C) o resultado da adicao

sinal+ruido e finalmente, em (D), é mostrado o grafico do espectro de amplitude no

dominio da frequéncia, através da aplicacdo do recurso de FFT ao sinal+ruido do
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Figura 5.5: Graficos mostrando em (a) o sinal senoidal de amplitude 0,4V; (b) ruido
produzido através da funcao rand( ) com amplitude igual a 2,0V; (c) resultado da
adicao sinal+ruido e (d) grafico do espectro de amplitude no dominio da frequéncia.
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A desvantagem do uso da funcao rand( ) para se gerar o ruido é que néo é
possivel determinar previamente qual sera o valor de SNR do sinal resultante. O
SNR precisa ser calculado a posteriori. A vantagem é que utilizando-se a funcéo
rand( ) ao invés da fungdo awgn( ) pode-se variar o nivel de ruido de modo a
procurar o nivel que possibilita o maior valor para SNR, o que caracteriza o
fendbmeno de RE pesquisado, embora rand( ) ndo produza ruido branco gaussiano,
conforme ja foi mencionado. Para a simulacdo mostrada na Figura 5.5, foi calculado
o valor de SNR(dB) para diversos niveis de ruido, mostrados na Tabela 5.1. Com a
finalidade de obter o valor da SNR em decibéis para construir a Tabela 5.1, foi
utilizado o comando (5.3) do software MATLAB:

r=snr(x,y) (5.3)

onde: r retorna a relacdo sinal-ruido (SNR) em decibéis de um sinal, X,

calculando a razao entre a soma de sua magnitude quadrada e a do ruido, y.

Tabela 5.1: Valores de SNR variando o nivel do ruido para a simulagao da Figura 5.5.

Nivel ruido SNR
a (dB)
0,25 6
0,5 18
0,75 22,5
1 21
1,5 19
2 16
3 12,7
4 10
SNR(dB)

—— SNR{dB)

Figura 5.6: Grafico mostrando o ponto de RE: o eixo horizontal representa valores do
desvio padrao do ruido (amplitude do ruido) e o eixo vertical mostra os valores de
SNR(db) calculados através do MATLAB para a simulacao mostrada na Figura 5.5.
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Observando-se o grafico mostrado na Figura 5.6 e a Tabela 5.1, verifica-se
que o valor do ruido que maximiza a SNR é de 0,75 volts. O grafico mostrado na
Figura 5.6 mostra o ponto onde ocorre RE, de acordo com a literatura sobre RE

pesquisada.

5.1.2 Equacao de Langevin

Para resolver a equacao de Langevin e simular matematicamente o fenémeno
de RE, foi utilizado o algoritmo de Runge-Kutta, conforme descrito no Capitulo 4. Um
cédigo foi escrito no MATLAB para obter a solucdao da equacao diferencial de
Langevin, (5.4):

x =ax - bx3 + Fe(t) + n(t) (5.4)

onde n(t) é o ruido branco que foi acrescentado utilizando-se a funcdao awgn() do
MATLAB. A equacao de Langevin é mostrada novamente em (5.4) e representa a
coordenada de posicao x(r) de uma particula que executa movimento Browniano em
funcédo do tempo 7. Vamos considerar que tal particula se encontra em um poc¢o de
potencial na presenca de ruido aditivo, com dois minimos, em presenca de uma
fraca forca que varia com o tempo de modo a obedecer a funcdo cosseno, com
frequéncia angular w= 2 nf. A expressao para a forca Fe(t) €, por hipotese, dada

pela equacéo (5.5):

Fe(t)=A cos(2 itft) (5.5)

A energia potencial da particula em cada posicao de abcissa x é descrita pelo

poco duplo de potencial, cuja equacao é dada pela expresséao (5.6):

U(x) =ax*- b (5.6)

O grafico da energia potencial em funcdo da posicdo é mostrado na Figura
5.7, para a=1 e b=3.
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Figura 5.7: Poco de duplo potencial, ilustrando a energia potencial de uma particula
que executa movimento Browniano em processos estocasticos.

Forca é a derivada primeira de um potencial em relagao a posicao x com sinal
negativo (NUSSENSVEIG, 2013); A forca devida ao potencial U(x) (que é também a

forca resultante sobre a particula, por hipotese) é dada pela equacao (5.7)

d?x

__4av_ 3 _ o d’x
F=- o = (- 4ax>+ 2bx) +Fe(t)_mdt2

(5.7)

A ultima igualdade na equacéo (5.7) é garantida pela segunda lei de Newton
do movimento. O modelo parte da suposicado de que a forca derivada do potencial é
a resultante sobre a particula, portanto tal hipétese esta de acordo com este modelo.

Considerando ainda uma forga dissipativa —CZ—’: e uma forga de ruido n(t)+Fe(t )(neste

modelo, o ruido e o sinal estdo acoplados sob o mesmo termo na equacao), a
equagao de movimento fica como a (5.8):

d?x dx

—C.—/—

m— =

_ 3
v ” 4ax®+2bx+ n(t)+Fe(t) (5.8)

No limite, em que o termo de inércia é desprezivel, isto €, o valor da massa m
€ pequeno em relacdo a outras grandezas envolvidas (m= 0) e escolhendo c=1,
4a=1 e 2b=a, obtemos a equacao (5.4), que é a equacao de Langevin. Esta equacéao
pode ser resolvida numericamente usando-se o MATLAB. O cddigo foi baseado no
algoritmo de Runge-Kutta e € mostrado parcialmente na Figura 5.8. A solucédo da
equacao de Langevin depende dos valores escolhidos para as constantes a, b €
também da forma e da amplitude de Fe(z) e da amplitude do ruido. Como a solugao
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realizada pelo MATLAB € numérica, é necessario discretizar a equagao de Langevin
para valores discretos do tempo At.
No caso discreto, a equacgao (5.4) se torna a equacéao (5.9):

AX = (aX — X3)At + BAy(t) (5.9
onde f representa a amplitude do ruido somado com a amplitude

momentanea da forca excitatéria Fe(tr) e At representa intervalos de tempo

discretizados necessarios para simulagdo numérica por computador.

% Besolve = Eq:agé: de Langewvin através do metodo de Runge-Futta
functicn a = runge_kuttal(df)
% pede as condigbes iniciais
#0 = input ('Digite o walor imicial de x : "};
¥0 = input ('Digite o walor iniciel de ¥ : ")»;
#¥]l = inmput{ 'Digite o walor de x para o qual y sera calculado = ");
tol = input{ 'Digite o mniwvel de precisac desejzdo para o resultado fimal : ");
%Escolhe a ordem do metodo Runge-Futta a ser utilizado
r=memu { " Qual ordem de Runge EKutta woce guer usar?’,
"2 ordem " , ' 3 ordem " , ' 4 ordem ");
switch
cage 1
% Calcula os wvalores do parametro h

n =ceil{ (x1-x0)/sgrtitoll);

h={x1 - xd)/n;

for i =1 -t mn

Xi(1,1) = x0; ¥ (1,1) = yO;

k1l = h*feval({ df , X(1,4i), ¥(1,i));

kZ = h*fewal{ df , X{1,i) + h , ¥{1,i) + kl);
E=1/2%* { kl+ k2);

{1, i+1) = X{1,i) + hr

¥({ 1 ,i+l) = ¥(1,i) + ki

end

Figura 5.8: Trecho do codigo MATALAB usado para resolver a equacao de Langevin,
baseado no método de Runge-Kutta.
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Um exemplo de solucdo para a equacao (5.9) utilizando o c6digo mostrado
parcialmente na Figura 5.8 € ilustrado na Figura 5.9. Nesta Figura os parametros
usados foram: t,,s,=100, At=0.01, x0=0, a=2e B=1.

25

2+ 4
“ Pl1=¢1.5

I|.|.. ||L ‘h ||||

25 ) 1 1 . . . 1 ) 1
0

Figura 5.9: Solucdo da equacao (5.8) de trajetoria para uma particula em movimento
Browniano realizando ressonancia estocastica com o ruido aditivo. Nesta simulacao
os valores dos parametros escolhidos foram: a =2, g=1, t,,s,=100, At=0.01 e x0=0.

Observa-se que na Figura 5.9 os pontos de energia minima correspondem as
abscissas P1=-1,5 e P2=+1,5. A particula fica oscilando entre estes dois pontos
de equilibrio e a energia para a oscilagdo provém da soma da forca excitatoria Fe(t)
e do ruido é responsavel pelo processo de ressonancia estocastica.

A Figura 5.10 mostra o Espectro de Amplitude obtido a partir da Transformada
de Fourier para 0 mesmo grafico obtido na Figura 5.9. Pode-se observar um pico na
frequéncia de oscilacao da forca excitatéria Fe(t), ou seja 0.1Hz.

53
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Figura 5.10: Espectro de amplitude para o grafico mostrado na Figura 5.9, mostrando
o valor da frequéncia de excitacao, f=0.1Hz, que corresponde ao sinal fraco que se
deseja detectar.
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Na Figura 5.11 foram plotados varios graficos das solugdes para diferentes
valores de a e f de maneira que, para alguns valores, a particula oscila durante
algum tempo em torno de um dos minimos valores da energia potencial U(x) e
eventualmente transita para o outro minimo. Para outros valores dos parametros, a
particula ndo transita entre os minimos. A ressonancia estocastica ocorre quando o
periodo da transi¢cdo entre os minimos se iguala ao periodo da Forga Fe(t) excitatoria
e por esta razdo, permite detectar mais facilmente esta forca. Para as simulacdes a
seguir foram escolhidos At = 0.01, t,,4,= 100 e a posigao inicial da particula é x(0) =

1 em todos os casos.
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Figura 5.11: Resultado da solucao da equacao (5.9) de Langevin discreta para
diferentes valores dos parametros aep. (a) a =2epf=1; (b) a=0.5e B =2; (c)
a=5epB=0.5; (d) a=0.5ep =5; Adireita sio mostrados os espectros de
frequéncia de cada sinal usando-se FFT.

Da analise da Figura 5.11 pode-se notar que em (A), para a =2ef =1, a
particula oscila entre dois pontos de equilibrio, que correspondem aos pontos de
minima energia do poco de duplo potencial. Estes pontos estdo marcados pelos
segmentos na cor verde; neste caso, pode-se visualizar também, a direita, a
frequéncia da forca excitatéria (que corresponde ao sinal fraco que se deseja
detectar através do fenébmeno de RE) através de um pico no grafico do espectro de
poténcia. Na Figura 5.11(B) para « = 0.5 e § =2 nao é possivel identificar dois
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pontos em torno dos quais a particula oscila e isso pode ser confirmado pela
auséncia de picos significativos do grafico a direita, que mostra o dominio da
frequéncia; Em (C) a particula parece oscilar em torno de um unico ponto de
abscissa x = 2,25 com a frequéncia de 0.1Hz que é a frequéncia da forca excitatoria
(o que pode ser confirmado pelo grafico a direita); finalmente, em (D) para a =
0.5 e B =5 a particula ndo parece oscilar entre dois pontos distintos, o que pode ser
notado pela auséncia de picos muito maiores no grafico a direita. O grafico a direita
em (D) parece mostrar uma distribuicdo muito mais uniforme da amplitude do ruido,
evidenciando diversas frequéncias, o que caracteriza o predominio do ruido branco.
Comportamento similar ocorre com o grafico a direita na Figura 5.11 (B).

Dentre os graficos mostrados na Figura 5.11 somente o grafico em (A)
evidencia a presenca da ressonancia estocastica como fator de deteccdo de um
sinal modulador mais fraco, que neste caso é a forgca excitatdria Fe(t) cuja frequéncia
€ de 0.1Hz. Tal sinal fraco pode ser detectado no dominio da frequéncia (grafico

5.11(A) do lado direito da Figura), cujo ponto foi marcado por uma seta em verde.

5.2 Simulacao de Circuitos nao-lineares

Para implementar o circuito ndo-linear biestavel necesséario para obter o
fendbmeno de RE ao misturar um sinal muito fraco com o ruido, trés circuitos foram
simulados e analisados do ponto de vista da introducado de nao-linearidade no sinal
aplicado em sua entrada. O primeiro circuito € um Schmitt trigger classico descrito
na literatura, baseado em um uUnico amplificador operacional. O segundo circuito é
um amplificador ndo-linear com curva de formato “N” e o terceiro circuito é um
amplificador nao-linear com curva de formato “S”. Os circuitos mostrados em (b) e
(c) sdo descritos por Harmer e colaboradores (HARMER et al., 2002) e Adeel
(ADEEL et al., 2009). Na Figura 5.12 sdo mostradas as configuracdes basicas dos

trés circuitos simulados.
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Figura 5.12: Trés circuitos que foram simulados em computador.

Neste trabalho foi utilizado o simulador de circuitos NI MULTISIM Component

Evaluator 14.0 — MulSIMBLUE, em versdao de avaliacao gratuita, fornecida por

Mouser Electronics Co. Na Figura 5.13 é mostrado um printscreen da tela que

descreve as especificagdes do simulador de circuitos utilizado nesta tese.

| About Multisim Component Evaluator

x
S14M8EB05
. - ™
NI Multisim Component Evaluator 14.0
MESE:: [V utiSiM BLUE
Multisim Companent Evaluator Mouser Blectronics Edition
Apphcation version: 14,0.0 (14.0.658), Database version: 14.0.a
Build date: domingo, 7 de junho de 2015, 21:46:13
W7 NATIONAL
©2007-2015 National Instruments. All rights reserved. All product and company J* INSTRUMENTS
names listed are trademarks or frade names of ther respective companies.

Figura 5.13: Printscreen da tela mostrando as especificagcdoes do simulador de
circuitos em versao gratuita utilizado nas simulacées neste trabalho.
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5.3 Schmitt trigger

Um disparador de Schmitt (em inglés, Schmitt trigger, ST) ou ainda
“Comparador com Histerese ideal” € o sistema de dois estados mais simples
disponivel para a realizacdo da ressonancia estocastica. Uma solugdo exata €
encontrada na literatura para o ST conduzido por ruido Gaussiano
exponencialmente correlacionado adicionado a um sinal periédico fraco. A relacao
sinal-ruido alcanga um ponto maximo em um valor especifico da intensidade do
ruido (HARMER et al., 2002). O disparador de Schmitt € uma aplicagdo do
comparador de tensdo que comuta a saida negativa quando a tensdo de entrada
ultrapassa uma tensdo de referéncia positiva. Seu funcionamento se da pela
seguinte maneira: dado um nivel de tensdo na saida, +Vsat ou —Vsat (os valores
das tensdes de saturacdo maxima positiva e negativa do AO, respectivamente), este
somente se altera quando a entrada assume valores superiores a V2 ou inferiores a
V2', respectivamente, sendo +Vcc e -Vcc as tensdes de limiar superior e inferior na
entrada ndo inversora do amplificador operacional. A equacédo (5.9) ilustra o
comportamento da saida Y(t) do Schmitt trigger em funcao da entrada x(r) =V, :

Y(t) ={ —Vsat se x(t) >V, (5.9).
+Vsat se x(t) < V,

Se o AO utilizado for do tipo rail-to-rail, entdo Vsat =Vcc e -Vsat=-Vcc, ou
seja, a tensdo presente na saida do amplificador operacional é igual a sua tensao de
fonte de alimentagdo. Pelo fato de ser uma caracteristica de transferéncia com
analogos no eletromagnetismo, esta caracteristica € chamada histerese, e pode ser

entendida melhor pela observacao da Figura 5.14.

Yrer

Simbolo para o
Schmitt Trigger

Figura 5.14: Esquema elétrico de um circuito Schmitt trigger genérico, construido a
partir de um amplificador operacional.
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As equagdes (5.10), (5.11) e (5.12) modelam o circuito mostrado na Figura
5.14:

Vref_VZ + Vout—V2 — ﬁ (510)
R, R3 Ry
R R
Vo= 2 Vit + =2 Vee (511

Rz R_3
onde:
R,3 € o resultado da associacdo em paralelo dos resistores R, R, e Rs.
A dependéncia da tensao de saida da ao circuito da Figura 5.14 dois limiares.

O limiar V', inferior é dado pela equagéo (5.12):

V', = R;—f Vo — 22 1, (5.12)

Para o resistor R; foi escolhido um potenciémetro de valor maximo igual a
470KQ. No prototipo foram escolhidos V,.r =V, =5V, R; = 1K,
R, = 1K e Rjvariando entre 1K(min) e 470K (max), que permite calcular o0s
seguintes valores de limiares para o Schmitt trigger.

Para R; = 470K:

V, =250 e V',=249volts,
que resulta em uma janela de histerese em torno de 10mV, quando o potencidmetro
de ajuste da janela de histerese é ajustado para seu valor maximo.

Com o potencibmetro R; no seu valor minimo, tem-se 0s seguintes valores de
limiar:

V,=333 e V,=0 volts,
resultando em uma janela de histerese em torno de 3,33V.

A amplitude do ruido Gaussiano aplicado a esta mesma entrada (que sera
misturado com o sinal a ser lido) pode ser ajustada digitalmente em 32 niveis
distintos, através do uso de um potencidmetro digital controlado por computador,
modelo X9313WP (XICOR, 2019) fornecido pelos fabricantes Xicor e Renesas,
numa faixa que vai de 0 até 1V},,, pois deseja-se que este gerador de ruido possa ser
util também para excitar diretamente a Matriz de Microeletrodos (MEA), onde se
pretende estudar efeitos de ressonancia estocastica baseados no fato de que os

neurdnios sao células que exibem naturalmente a nao-linearidade necessaria para
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RE se manifestar. Na Figura 5.15 é mostrado o diagrama final do Schmitt trigger que
foi implementado no protétipo, juntamente com o potenciémetro digital representado
pelo circuito integrado modelo X9313. Este circuito integrado sera empregado para
permitir o controle do nivel de ruido através do uso de um computador PC, que se
conecta ao médulo REAC através da porta serial. Uma descricdo resumida do

funcionamento deste potenciémetro digital é feita a seguir

Potenciometro de
controle digital
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Figura 5.15: Esquema elétrico adotado no protétipo. Observar o uso de um
potenciémetro digital modelo X9313 do fabricante Xicor, o qual permite atenuar ou
ampliar a amplitude do ruido branco Gaussiano aplicado a entrada do Schmitt
trigger, para fins de controle do efeito de RE através de um computador PC.

O circuito integrado Xicor X9313 (IC2 na Figura 5.15), como ja foi
mencionado, € um potenciémetro digital que possui uma interface de controle de 3
fios. A Figura 5.16 mostra o diagrama interno deste circuito integrado, ja antigo no
mercado de componentes eletrdnicos, porém bastante robusto e confiavel para
efetuar controles de baixos niveis de tensao como os requeridos neste protétipo.
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Figura 5.16: Diagrama interno do circuito integrado X9313.
Fonte: (XICOR, 2016).

Na Figura 5.16 pode-se ver em (A) um contador digital de 5 bits do tipo
UP/DOWN (crescente ou decrescente), em (B) uma meméria nao-volatil capaz de
armazenar os Ultimos 5 bits registrados e também um estagio decodificador de
enderecos (C), que tem por fungdo enderecar uma matriz que escolhe um dentre os
32 transistores de efeito de campo (FET) que se encontram nas saidas de 0 até 31.
Cada um destes transistores FET tem ligado ao seu terminal dreno um resistor de
igual valor. Quando um destes FETs € selecionado, o respectivo resistor é colocado
na saida do potencidmetro digital, simulando o exato funcionamento de um
potencidmetro mecénico, com 32 niveis diferentes de resisténcia elétrica, que
aparecem entre os terminais do potenciémetro, que sdo marcados com Ry, Ry, € R;,
na Figura 5.16. O terminal Ry, correponde ao terminal central (cursor) de um
potencidbmetro mecéanico de 10kQ. A interface de controle do potenciémetro digital,
Figura 5.16 (A) é ligada a um microcontrolador, que enviara os sinais para aumentar
ou diminuir a resisténcia deste potenciémetro. Por sua vez, este microcontrolador é
ligado ao computador PC através da porta USB. Assim, o equipamento REAC sera
capaz de controlar via software o nivel de ruido e o nivel de sinal misturados, com a
finalidade de pesquisar o ponto onde ocorre amplificacao por RE. Quando o pino CS
(chip select) se encontra em nivel logico baixo, € possivel alterar o valor da
resisténcia elétrica de saida do potenciébmetro, por meio do valor dos 5 bits
armazenados na interface de controle (A); no momento em que o pino CS é
colocado em nivel légico alto, o chip € desativado mas o ultimo valor aplicado a

interface (A) permanece na memoria representada pelo estagio (B). Isso significa
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que o ultimo valor de resisténcia escolhido para o potencibmetro permanecera
memorizado mesmo quando a tensdo de alimentacdo do sistema for desligada: ao
religar a fonte, o potencidmetro retorna para o ultimo valor de resisténcia
selecionado. Observa-se que o modelo SPICE do componente X9313 nao existe na
biblioteca de componentes de simulacdo do MULTISIM, desta forma nao foi possivel
simular o circuito com o controle digital de nivel de sinal e de ruido. Entretanto, um

protétipo fisico foi montado e sera descrito no Capitulo 6.

5.3.1 Circuito 1: Simulacao para Schmitt trigger classico
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Figura5.17: Simulagao para o circuito Schmitt trigger classico. Em (A) é mostrado o

circuito simulado e em (B) o resultado das simula¢cées. O sinal mostrado em (C) é o

sinal senoidal aplicado a entrada do circuito e o sinal mostrado em (D) é o resultado
do sinal nao-linear produzido na saida do ST.
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Como neste caso o sinal senoidal (C) é aplicado na entrada inversora do AO,
o sinal (D) presente na saida do mesmo AO tem fase invertida em 180 graus em

relacdo ao sinal na sua entrada, como esperado.

5.3.2 Circuito 2: Simulacao para amplificador nao-linear com curva de

transferéncia no formato “N”.
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Figura 5.18: Simulacao para o AO nao-linear com curva “N”. Em (A) é mostrado o
circuito simulado e em (B) o resultado das simula¢cées. O sinal mostrado em (C) é o
sinal senoidal aplicado a entrada do circuito e o sinal mostrado em (D) é o resultado

do sinal nao-linear produzido na saida do circuito N.

Observar que neste caso, o sinal mostrado na Figura 5.18(D) presente na
saida é relativamente arredondado, quando comparado com os resultados da
simulacdo mostradas na Figura 5.17(D). Aqui também existe inversao de fase: o
sinal presente na saida (D) do circuito se encontra defasado de 180 graus em



Capitulo 5 - Simulagdes Computacionais 122

relacdo ao sinal (C) aplicado na entrada. Neste caso, a ndo-linearidade € menos
pronunciada do que no caso de se utilizar o Schmitt trigger classico, caracteristica

desejavel para o ressonador estocastico.

5.3.3 Circuito 3: Simulacao para o amplificador nao-linear com curva de
transferéncia no formato “S”
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Figura 5.19: Simulacao para o AO nao-linear com curva de formato “S”. Em (A) é
mostrado o circuito simulado e em (B) o resultado das simulacées. O sinal mostrado
em (C) é o sinal senoidal aplicado a entrada do circuito e o sinal mostrado em (D) é o

resultado do sinal nao-linear produzido na saida do circuito S.

Observar na Figura 5.19 que o sinal presente na saida (D) do circuito
apresenta também um comportamento nao-linear em relacao a sendide aplicada na

entrada (C), mas neste caso nao existe inversao de fase: o sinal presente em (D) se
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encontra em fase com a sendide aplicada na entrada (C). Estas duas caracteristicas
juntas (n&o inversdo de fase e nao-linearidade) sao desejaveis para o ressonador
estocastico. A nao-linearidade nao é tao pronunciada quanto no ST classico, o que
se traduz por niveis de tensao distintos na saida (D), (GAO Y., 2013).

Como sinal de entrada para todas estas simulagdes, foi utilizado um sinal
senoidal de amplitude 0,1 Vrms e frequéncia igual a 100Hz. Este sinal foi também
variado em amplitude, no intervalo entre 0,01V até 1 Vrms e em frequéncia, no
intervalo entre 10Hz até 1kHz, mas nenhuma mudanca significativa foi observada no
formato da onda produzida na saida dos circuitos. Desta forma, optou-se por mostrar
aqui apenas uma amostra para cada simulagao, pois os resultados permaneceram

estaveis na faixa de frequéncias e amplitudes estudadas.
5.4 Circuito Gerador de Ruido Branco

Na entrada dos circuitos nao-lineares mostrados nas Figuras 5.17, 5.18 e
5.19, é necessario aplicar um certo nivel (controlado) de ruido branco Gaussiano
para que ocorra ressonancia estocastica, que pode ser obtido a partir da agitacao
térmica dos elétrons na jungcdo semicondutora de um diodo ou transistor polarizado
de modo reverso. Na Figura 5.20 é mostrado o circuito do gerador de ruido branco
que foi primeiramente simulado e depois implementado na pratica.

ST TR Pl o B I P Sl oo IS o L ¥ PO

Figura 5.20: Diagrama esquematico referente a simulacao do circuito que produz o
ruido branco. Observar o transistor Q1 a esquerda na Figura, que é ligado como um
diodo, tendo seu terminal coletor desligado.
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A idéia deste circuito € aproveitar o efeito “avalanche” da juncdo semi-
condutora base-emissor do transistor Q1 mostrado na Figura 5.20 para produzir
ruido branco Gaussiano (o efeito Gaussiano é dado pelos filtros RC, que filiram em
torno de uma frequéncia central). O transistor Q1 esta polarizado de modo reverso:
seu terminal emissor, ligado ao positivo de uma fonte de tensao de 9V através do
resistor de 680KQ, provoca a movimentacado de elétrons no interior da barreira NP
do semicondutor, que se chocam com as moléculas do silicio de maneira cadtica,
gerando um sinal que tem todas as caracteristicas descritas através da equacéo de
Langevin do movimento Browniano.

O resultado da simulacao do circuito mostrado na Figura 5.20 é mostrado na
Figura 5.21. A amplitude do ruido branco produzido pode ser ajustada através de um

potencidmetro durante a simulagao.
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Figura 5.21: Resultado da simulacao computacional do circuito mostrado na Figura
5.18. A saida produz ruido branco Gaussiano, cuja frequéncia central é determinada
pelos valores dos resistores e capacitores escolhidos para os filtros RC no circuito.

5.5 Circuito Detector de Envoltoria

Na Figura 5.22 é mostrado o subsistema Detector de Envoltdria, que é na
verdade um demodulador de amplitude e frequéncia (AM e FM). Este circuito
analégico € baseado também no uso de dois transistores NPN de silicio que
funcionam como amplificadores de sinal. O demodulador AM (amplitude) mais
simples € conhecido como detector de envoltdria. A detec¢do de envoltdria consiste
em passar o sinal modulado x. (t) por um dispositivo nao-linear, seguido de uma

filtragem passa-baixa para eliminar as altas frequéncias. A n&o-linearidade pode ser
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produzida por diodo, enquanto que o filtro pode ser construido utilizando um resistor
e um capacitor, como ilustrado na Figura 5.23.
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Figura 5.22: Circuito detector de envoltéria.
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Onda AM x. (%) + Nivel DC

Figura 5.23: Circuito demodulador de amplitude.

Supor inicialmente que o circuito da Figura 5.23 ndo contenha o capacitor C e
a resisténcia do diodo seja desprezivel quando comparada com R. Desta forma, o
circuito se comporta como um retificador de meia onda. Colocando-se o capacitor C
em paralelo com o resistor R, ele ira se carregar durante o semiciclo positivo da
portadora e se descarregar no intervalo entre os picos positivos, segundo uma
constante de tempo RC, conforme mostrado na Figura 5.24.
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Figura 5.24: Saida do demodulador de amplitude.

A escolha do valor de RC é de fundamental importancia no demodulador de
amplitude. Seja W a maior variagdo em amplitude do sinal modulador.

Caso o valor de RC seja muito menor que o periodo da portadora (fi), o}

c

capacitor se descarregara muito rapidamente quando a amplitude da portadora cai
abaixo do seu valor de pico, o que fara com que a saida do detector ndo siga a
envoltéria desta onda (Figura 5.25-a). Se, por outro lado, o valor de RC for muito
maior que a maxima variagdo W do sinal modulador, entdo o capacitor se
descarregara muito lentamente e a saida do demodulador ndo seguira a envoltéria
da onda AM (Figura 5.25-b).

a) RCw« —L-=T, b) RF:&:#

]

Figura 5.25: a) Descarga do capacitor C quando RC << 1/f ;
b) Descarga de C quando RC << 1/W.

O circuito demodulador simulado e mostrado na Figura 5.22 serve também
como elemento de ndo-linearidade para o ressonador estocastico REAC, além do
usual Schmitt trigger. Para verificar o comportamento deste circuito da Figura 5.22
quando excitado por diferentes formas de ondas e diferentes frequéncias em sua
entrada, foram feitas varias simulacbées computacionais, de modo a entender o

comportamento deste circuito, com diferentes sinais em sua entrada.
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Figura 5.26: Resposta ao degrau para o circuito simulado mostrado na Figura
5.22.Em (A) é reprsentado o pulso degrau e em (B) a resposta do circuito a este
pulso. Esta resposta é caracteristica de um circuito de primeira ordem.

Na Figura 5.26 é mostrada a resposta ao degrau para o circuito da Figura
5.22. Em 5.26-(A) € mostrada a onda quadrada (que simula um degrau unitario)
aplicada a entrada do circuito da Figura 5.22 e na Figura 5.26(B) € mostrado o sinal
que surge na saida deste circuito. O grafico da Figura 5.26 mostra uma resposta ao
degrau tipica de um sistema de primeira ordem, contendo um Unico elemento
armazenador de energia, que neste caso € um capacitor.

Na Figura 5.27 é mostrada a resposta do circuito da Figura 5.22 quando é

aplicado um sinal senoidal em sua entrada, de frequéncia igual a 1000Hz.
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Figura 5.27: Resposta a um sinal dente-de-serra de frequéncia 1kHz para o circuito
simulado mostrado na Figura 5.22.

A finalidade do detector de envoltdria é ajudar a extrair informacdes emitidas
pelos neurbnios, pois 0 mesmo é sensivel aos spikes e bursts, podendo realcar
estes dois fenébmenos importantes em meio ao sinal ruidoso biolégico. Sua utilizacao
no subsistema REAC é opcional, sendo acionado ou desativado pelo usuario através

de uma chave, dependendo do sinal pesquisado.

5.6 Consideracoes Finais

Neste Capitulo foram apresentados alguns resultados das simulacdes
computacionais utilizando o software MATLAB e também os resultados de algumas
simulacdes dos circuitos eletrdnicos que serdo implementados e descritos no
Capitulo 6, para compor o subsistema denominado REAC. Estas simulagdes
demonstram a validade matematica do fendmeno RE também do ponto de vista das
equagodes, partindo de um modelo simples para o fenébmeno, descrito através da

equacao de Langevin para o movimento Browniano.
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Capitulo 6

...DESENVOLVIMENTO DO SUBSISTEMA
RESSONADOR ESTOCASTICO - REAC

Neste Capitulo sdo descritas as simulacées, desenvolvimento e testes de um equipamento
digital para amplificar sinais através do fenémeno RE, controlado por uma interface executada em
computador PC. O mddulo REAC (Ressonador Estocastico Auxiliado por Computador) integra um
sistema maior destinado a captar e registrar sinais em MEA, chamado de Sistema de Aquisicdo de
Sinais em MEA Assistido por Ressondncia Estocastica (SASMARE). Embora desenvolvido para uso
em conjunto com o restante do sistema SASMARE, o subsistema REAC pode ser utilizado também
individualmente, para estudo do fenémeno RE. O desenvolvimento utilizou componentes eletrénicos
comuns no mercado brasileiro. Varias consideragdes tedricas sdo feitas também neste Capitulo, com
a finalidade de justificar o emprego das formulas utilizadas pelo Software que foi desenvolvido para

controle do subsistema REAC.

6.1 Valor RMS de um sinal

A primeira exigéncia do dispositivo REAC € poder medir a amplitude e
calcular o valor RMS (Root Mean Square, Valor Quadratico Médio em portugués) do
ruido Gaussiano e também do sinal que se apresenta em sua entrada. A equacao
(6.1) refere-se ao valor RMS para um sinal periédico qualquer de periodo T:

Vims = / [y 2V (©)2dt (6.1)

onde: V() representa a amplitude instantanea do sinal, em volts;
T representa o periodo para um sinal periédico.
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Caso o sinal a ser analisado seja do tipo aperiddico (como por exemplo o
ruido Gaussiano, ou entdo, os sinais produzidos por neurénios cultivados em MEA)
entao sera preciso calcular continuamente o valor da integral mostrada na equacao
(6.1), em iguais intervalos de tempo T. No caso de amostras discretas de tensao,
como ocorre em sistemas digitais como este em desenvolvimento, a integral deve

ser vista como a soma de pequenas n parcelas, e a equacao (6.1) se torna a (6.2):

2
Vems = /ZZ? VZ At (6.2)

Embora nao exista neste caso um periodo propriamente definido, T passa a
ser chamado de “janela de amostragem”. A todo instante, um microcontrolador ou
um DSP dever medir através de sua entrada analdgica os valores do sinal e do ruido
e somar “n” amplitudes V;* ao quadrado dentro de um conjunto de amostras contidos
em um tempo 7, convenientemente escolhido de acordo com a faixa de frequéncias
esperada para o sinal de amplitude V; que ocorre em um intervalo de tempo At;
considerado. A equacgéao (6.2) representa o modo de se calcular o valor RMS de um

sinal digitalizado discreto dentro de um intervalo T e foi utilizada no Software REAC.
6.2 Calculo da Relacao Sinal-Ruido

Uma vez que tanto o ruido (sozinho) e o sinal+ruido (somados) tenham sido
digitalizados pelo conversor A/D, eles terao continuamente seu valor RMS medido e
calculado através da equacdo (6.2). O valor da relacdo Sinal-Ruido entdo sera
calculado continuamente pelo microprocessador através da equagéao (6.3):

SNR = (Vsinalz)

Vruido? (6.3).
Na equacdo (6.3), o termo V,,,; na verdade representa o valor RMS de
amplitude (em milivolts) da soma “sinal+ruido”. Nesta mesma equacao, o termo no

denominador V4, representa o valor RMS do ruido gerado pelo aparelho, de
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modo controlado, sozinho. Na equacédo (6.3) os termos no numerador e no
denominador aparecem elevados ao quadrado porque na realidade, conforme
explicado no Capitulo 4, a relagcao sinal/ruido € um quociente entre as poténcias do
sinal e do ruido. Como ambas as poténcias estdo aplicadas sobre 0 mesmo circuito,
elas estdo sujeitas a mesma impedancia e tais poténcias sdo proporcionais ao
quadrado de sua amplitude (tensdo). As impedancias se cancelam (pois sao iguais)
e a equacao (4.1) se torna a equacao (6.3).

O quociente destas tensdées ao quadrado permite calcular o valor de SNR,
que é um parametro importante para se detectar a ocorréncia do fenébmeno RE e
avaliar a performance do sistema de amplificacdo. O resultado fornecido pela
equacao (6.3) é adimensional.

A mesma relacdo SNR, mas em decibéis, pode ser calculada pela equacao
(6.4):

SNR(db) = 20 logy, (M) (6.4).

Vruido

Calculando constantemente o valor de SNR, o equipamento pode ajustar
automaticamente a amplitude de ruido produzido pelo gerador de ruido branco, de
modo a obter sempre o maior valor de SNR, mantendo sempre o ponto de
ressonancia estocastica. E a primeira vez que se propde na literatura um
equipamento capaz de encontrar automaticamente o ponto de sintonia estocastica
baseado em medidas digitais de valores RMS e de SNR do sinal e do ruido em
tempo real, através de microcontrolador.

A seguir serdo discutidas brevemente outras medidas de performance para

avaliar o desempenho da RE para a deteccao de sinais muitos fracos.
6.3 Informacao mutua

Informacdo Mutua e Entropia da Informacao sao conceitos pertinentes a uma
ramo da Ciéncia da Computacao denominado Teoria da Informacéo.

O primeiro artigo a discutir a RE no contexto de teoria da informacao foi
DeWeese e Bialck (DEWEESE et al., 1995, 1996). Nestes artigos, os autores
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consideraram que o objetivo do processamento do sinal de um neurdnio é transmitir
tanta informacao quanto possivel dentre aquela presente na sua entrada. A medida
de performance utilizada para isso é a Informacdo Mutua (COVER e THOMAS,
1991). Seja I(s,x) a medida da Informagédo Mutua entre dois sinais s(z) e x(t) como 0s
mostrados na Figura 6.1.

Um caso especial de Informacdo Mutua é chamado de Capacidade do Canal
(COVER e THOMAS, 1991). Capacidade do Canal é definida como sendo a maxima
possibilidade de Informagdo Mutua através de um canal ou sistema. Esta grandeza é
em geral definida em termos da distribuicdo de probabilidade da entrada que
proporciona o maximo de Informacdo Mdtua, sujeita a certas restricdes
(MCDONNELL et al., 2008). Por exemplo: um sinal de entrada pode ser restrito a
dois estados (sinal binario) como ocorre na saida dos circuitos Schmitt triggers
empregados na parte pratica deste trabalho. Ou entdo o sinal pode ser
continuamente medido através de uma variavel aleatéria, mas com uma densidade
espectral especifica. A féormula mais conhecida para descrever a Capacidade do
Canal é a equacao de Shannon-Hartley (6.5), (MCDONNELL et al., 2008):

C=0,5.log,(1+SNR) bits por amostra (6.5)
onde:

C é a capacidade do canal em bits por segundo;

0,5 é alargura de banda do canal, em hertz (largura da banda passante no
caso de um filtro de banda passante do sinal);

SNR é o valor da relacao sinal/ruido expresso de modo adimensional (ndo em
decibéis).

O valor 0,5 Hz é frequentemente utilizado para a largura de banda do canal
na literatura sobre ressonancia estocastica (McDONNEL, 2018). A equacédo de
Shannon-Hartley (6.5) nos da a Capacidade do Canal para a transmissao de um
sinal limitado em poténcia e limitado em banda através de um canal com ruido
branco Gaussiano. Como menciona Berger e Gibson (BERGER e GIBSON, 1998),
esta formula é frequentemente empregada em situacdes onde ela ndo se aplica, na
literatura sobre RE. A Capacidade do Canal como uma medida da performance da
ressonancia estocastica é discutida em (CHAPEAU-BLONDEAU, 1997; GODIVIER e
CHAPEAU-BLONDEAU,1998; GOYCHUK e HANGGI, 1999; KISH et al.,, 2001;
GOYCHUK ,2001; BOWEN e MANCINI 2004). Todos estes artigos mostram que o
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nivel correto de ruido pode proporcionar a maxima Capacidade do Canal, isto €, leva
ao fenbmeno de ressonancia estocastica. Esta formula (6.5) se aplica somente para
canais com a presenca de ruido branco Gaussiano aditivo, onde o sinal é
independente do ruido (BERGER E GIBSON, 1998). A equacao (6.5) é interessante
porque relaciona o SNR com a Capacidade do Canal. Considerar a Figura 6.1, que
mostra o diagrama em blocos de um sistema n&o linear sujeito a ruido Gaussiano
aditivo de amplitude n(t). A soma do sinal+ruido, s(t) + n(t), € posteriormente
aplicada a um sistema nao-linear cuja funcao de transferéncia é TI[.], dada por y(t) =

TIx®]:

al 1)
sit) k/-\ p T[] P——evit)=T][x(1)]

&

A

mith

Figura 6.1: Diagrama em blocos de um sistema nao-linear sujeito a ruido Gaussiano
aditivo. Fonte: (MCDONELL, 2018).

Esta equacédo nos mostra que a maxima Informacao Mdatua entre um sinal s(t)
e outro sinal x(t) ¢ I(s,x) = 0,5.log,(1 + SNR) bits por amostra. Na Figura 6.1 o
bloco que representa a fungéo T[.] correspondente aos circuitos eletrénicos Schmitt
trigger, que sédo o0s elementos de circuito responsaveis por adicionar a nao-

linearidade ao dispositivo REAC.

6.4 Entropia da Informacao

Outra medida util utilizada em Teoria da Informacdo é a Entropia da
Informacéo. Ela é util quando se considera o uso da RE para quantizacao dos sinais
nos conversores AD. Em outras palavras, uma aplicagdo possivel dos sistemas
biestaveis (tais como os Schmitt triggers) baseados em limiares (threshold, em
inglés) é na quantizacao e digitalizacdo de sinais analdgicos, transformando-os em
sinais digitais. Sdo os chamados conversores AD estocésticos (MCDONNELL et al.,
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2008). E possivel construir conversores AD muito rapidos baseados em diversos
Schmitt triggers com diversos limiares de disparo diferentes em suas saidas.
Entretanto, esta € uma técnica pouco utilizada em funcdo da complexidade dos
circuitos envolvidos (um Schmitt trigger dispara para qualquer valor de tensédo acima
do seu limiar). Um quantizador de 8 bits baseado em Schmitt triggers deveria
envolver 28 Schmitt triggers (ST). Mas além dos 256 Schmitt triggers com limiares
diferentes, este quantizador também precisa de um circuito adicional denominado
em inglés “encoding” (codificador) que tem por funcao transformar a saida dos
Schmitt triggers em um sinal digital correspondente ao sinal analdgico aplicado em
sua entrada. Apesar de possuir uma implementacdo complexa, a quantizacao
baseada em ST também pode se beneficiar do fenédmeno RE.

Uma importante medida para um quantizador é a sua taxa. A taxa é uma
medida de quantos bits (ou seja, quantos simbolos binarios) sdo necessarios para
representar a informacgao. Isso significa que a taxa de um quantizador é geralmente
0 numero médio de bits por amostra que o quantizador apresenta em sua saida, ou
que recebe em sua entrada. Para codificacao deterministica do sinal, a taxa é igual a
Entropia média da saida codificada. Esta Entropia pode ser calculada pela equacao
(6.6):

H(Y) = = XL, P(0) log, P(D) (6.6)

onde: P(i) é a probabilidade do estado de saida “i” ocorrer.
A maxima Entropia ocorre quando todos os estados de saida sao igualmente
provaveis e € dada por H(i) = log,(N + 1) onde N é o niumero de bits de saida do
quantizador.
Como o equipamento REAC né&o faz uso de quantizador baseado em ST, o
conceito de Entropia descrito pela equacao (6.6) ndo sera empregado neste projeto,

sendo aqui citado somente para conhecimento.
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6.5 Diagrama de blocos do Sistema de Aquisicao e Registro de
Sinais em MEA com Ressonéncia Estocastica (SASMARE)

A Figura 6.2 mostra o diagrama de blocos do sistema de aquisicao e registro
de sinais em MEA desenvolvido e descrito neste trabalho, acrescentando-se o
subsistema REAC. O sistema completo foi denominado Sistema de Aquisicdo de
Sinais em MEA Assistido por Ressonédncia Estocastica (SASMARE). Basicamente, o
circuito convencional de amplificacdo descrito no Capitulo 3 desta tese foi utilizado,
acrescido do circuito de deteccao com Ressonancia Estocastica denominado REAC.
Os blocos (1)-“MEA”, (2)-“Soquete MEAG60 Padrao” e (3) “Sistema de multiplexacao
analdégica de 60 canais” ja foram descritos detalhadamente no Capitulo 3 deste

trabalho.
MEA padrao
— (1)
(3) (4) REAC 5) (6)
T ;
S =3 E Sistemna de
i —— multiplexacdo Sistema de
1 g = g 5 | = Computador
MEA | analogica de 60 | ™| conversio |
padrao - canais | AfD
(2) | Circuito de ampiificacs:
ﬁﬂ(anal'{. ‘ IFCLIRD Qe ampirkCacal

: com ressonancia estocastica
de microeletrodos

Selecdo de 1 canal

Figura 6.2: Diagrama de blocos do SASMARE, Sistema de Aquisicao de Sinais em
MEA Assistido por Ressonancia Estocastica, com énfase no subsistema REAC,
descrito neste Capitulo.

O bloco (4), Circuito de amplificacdo com ressonancia estocastica, € o
assunto do presente Capitulo, que descreve a construgcdo do REAC. O bloco (5),
Sistema de Conversao Analégico/Digital (AD) foi detalhado também no Capitulo 3
juntamente com o Software de aquisicdo de dados que € executado no computador.
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6.6 Diagrama de blocos do REAC

Os diversos estagios de circuitos eletrbnicos que compde o0 equipamento
denominado REAC sao mostrados na Figura 6.3. O sinal proveniente da MEA é
aplicado a “Entrada do Sinal” em um circuito isolador denominado Buffer1, com a
finalidade de evitar a interacao e a incompatibilidade elétrica com o bloco anterior. A
seguir, o sinal pode ser dosado através do ajuste do potenciémetro digital 2 (CH1 no
painel da interface grafica do Software REAC) que é do tipo X9313 cujo
funcionamento ja foi explicado no Capitulo 5. Um circuito eletrénico gerador de ruido
branco Gaussiano produz ruido branco cuja amplitude (valor RMS) pode ser
ajustado através do potenciémetro digital 1 (marcado como “White Noise” no painel
da interface grafica) entre 0 e 3000 mV (rms). Ambos os sinais, o sinal elétrico dos
neurénios e também o ruido branco sao aplicados a um estagio misturador de sinais,
que tem por fungdo soma-los, sem alteracdo de fase. A seguir, este sinal que
corresponde a soma sinal+ruido branco é aplicado a entrada de um circuito Schmitt
trigger, que foi descrito e simulado no Capitulo 5 deste trabalho. A saida do sinal do
Schmitt trigger é aplicada ao potencidémetro digital 3, que permite dosar a amplitude
do sinal que ja incorpora o fendmeno de RE. A seguir, este sinal de saida do ST é
novamente misturado ao ruido branco Gaussiano, com uma nova amplitude,
ajustada pelo potenciémetro digital 4 (que corresponde ao slider (potencidmetro)
marcado como CH3 no painel da interface grafica do Software REAC).
Eventualmente, este potencibmetro slider pode ter seu nivel ajustado para zero,
caso nao seja conveniente adicionar mais ruido a saida. Novamente, ambos os
sinais, sdo aplicados a outro estagio misturador, denominado “Misturador de Saida”.
Na saida deste segundo misturador, foi projetado um filtro detector de envoltéria cuja
finalidade é extrair componentes de modulacdo em amplitude ou em frequéncia do
sinal (AM ou FM), conforme foi também descrito no Capitulo 5. Nao se sabe a priori
se existe tal modulacdo em amplitude ou frequéncia (este fato é que caracteriza a
pesquisa cientifica) mas tal demodulador foi acrescentado ao circuito, e pode ser
desligado ou ligado quando o usuario desejar, através de uma chave mecéanica no
painel do equipamento REAC. Todo o sinal+ruido resultante na saida € aplicado ao
conversor AD interno ao microcontrolador do moédulo REAC. O sinal é entdo
quantizado e digitalizado dentro deste microcontrolador, que o entrega através da
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porta USB para o computador PC. O Software de controle REAC recebe entao este
sinal e imprime na tela na forma de um grafico na sua janela. Ao mesmo tempo, ao
receber o sinal digitalizado, o computador PC calcula a relagdo Sinal/Ruido (SNR)
utilizando a equagao (6.3) e também a mesma relagdo SNR em decibéis. Ambos os
valores de SNR e SNR(dB) sdo mostrados na tela do computador PC em tempo real,
levando-se em conta sempre a média artimética simples das ultimas 128 amostras
digitalizadas pelo conversor AD.

A Figura 6.4 mostra o aspecto da interface grafica do Software de controle
REAC que efetua o controle dos quatro potenciémetros digitais, recebe o sinal e o
ruido misturados e digitalizados pelo conversor A/D interno ao microcontrolador e
imprime seu gréafico na area (A) e também calcula e mostra em tempo real os valores
de SNR na janela (B) e de SNR(dB) na janela (C).

Buffer 1

. ) Schmitt tngger :
] Potencidmetro Misturador Potenciometro
Entrada do Sinal ‘ Digital 2 || (somador de > - »  Digtal3 | —
‘ CH1 sinais) y CH2
l Potencidmetro Potenciometro
Digital 1 > Digital 4 -
White Noise CH3
Y Buffer 2
Gerador de Ruido Filtro de envoltéria| Misturador de
Branco Gaussiano (demodulador) [~ Saida
Conexio ao computader
PC via porta USB
Microcontrolador ) :
= i—l_ e conversor AD Saida do Sinal
: 4 intagrado >

?

Saida de Sinal Analogico

Y .
>

Para e entrada do
conversor A/D do
Microcontrolador

Figura 6.3: Diagrama de blocos representando os circuitos eletronicos que compode o
subsistema REAC.

Cada um dos circuitos ilustrados em bloco no diagrama da Figura 6.3 foi
simulado separadamente, prototipado em protoboard e montado individualmente em
placa de circuito impresso especifica pelo autor. O microcontrolador utilizado efetua
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leituras com um sample rate igual a 10ksps (10000 amostras por segundo), podendo
teoricamente, de acordo com o Limite de Nyquist, amostrar sinais de frequéncia de
até 5 kHz.

Cada potencidémetro digital permite ser ajustado em 32 niveis diferentes
de resisténcia, com valores digitais que vao de 0 até 31. Do lado direito da interface,
marcado com (D) na Figura 6.4, existem 4 janelas que permitem ajustar os valores
das seguintes constantes: KWN (constante do White Noise), KCH1, KCH2 e KCH2.
Estas constantes ajustam o fator de escala de cada potenciébmetro, de modo a fazer
com que o valor mostrado na tela da interface grafica coincida com o valor RMS de
tensdo gerado na saida de cada estagio. Estas 4 constantes tém seus valores
ajustados através do uso do osciloscépio usando-se o seguinte procedimento: 1-
mede-se o valor RMS do ruido branco gerado quando o potenciémetro é colocado
no nivel 16 (meio da escala); este valor (dado em milivolts) é dividido por 16 para
produzir o valor correto da constante KWN; a constante KWN é ajustada entdo com
este valor. 2- A seguir, o potencidmetro é variado e o valor mostrado na janela (E) é
conferido com o valor da amplitude de tensdo RMS mostrada pelo osciloscopio
digital Tektronik modelo TBS1102B, fazendo assim uma afericdo dos valores
mostrados na janela (E) da Figura 6.4. O mesmo procedimento é repetido também
para os outros trés potenciémetros CH1, CH2 e CH3, aferindo-se seus valores RMS

com o osciloscépio no circuito eletrénico.

REAC - Ressonador Estocastico Auxiliado por Computador @
Config. W Resetar HW
KRE:
e T ow (B
HW Desligado E 0 : % ; KC1:
el e (0) | o
i 0 ; g g KC2:
3 8 ] 8 3 ] 100
=] = = =
0 (E} 0 N 5 100
Ruido Branco CH1 CH2 CH3
Ler AD ] ParorADl Lirpar I Méximodeemostrasnomxoxm
1029
896
768
Ba0
i’ 512 (A}
334
56
1w
0
[

Figura 6.4: Aspecto da interface grafica do Software de controle do equipamento
REAC.
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A Figura 6.5 mostra o diagrama eletrénico do circuito buffer, estagio de
entrada do REAC, marcado como “Buffer1” no diagrama da Figura 6.3.

o — —+
>—0—O

IC1

Figura 6.5: Circuito buffer, com amplificador operacional.

Na Figura 6.6 € mostrado o diagrama eletrénico do circuito misturador de
sinais, que utiliza potencidmetros digitais em suas entradas, comandados pelo
microcontrolador. E este, por sua vez, € comandado pelo software da interface

grafica do REAC. Este circuito corresponde ao bloco “Misturador” na Figura 6.3.
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Figura 6.6: Circuito misturador, baseado em trés transistores NPN de uso geral.
Observar o uso de potenciometros digitais IC1 e IC2 em suas entradas.

Na Figura 6.7 é mostrado o diagrama esquematico do médulo Gerador de

Ruido branco Gaussiano.



Capitulo 6 - Desenvolvimento do Subsistema Ressonador Estocastico - REAC 140

v T T

4.TH
j HI] [ ._I_L:Noise
105 100nF - Output — J__
_II_ s 4TOK 2 -
Saida Ruido Branco
_K[h M% . Noise intensity adjust J:_

5
TTTT
.
5660
(%]
g
238
Ziv
il
c
=]
(=]

JELIIE
e —

Sl

Figura 6.7: Diagrama esquematico do circuito Gerador de Ruido Branco.

Na Figura 6.8 € mostrado o diagrama do detector de envoltdria escolhido para

compor o médulo REAC.

= _-!I-_+ oK 8,2K
_I_
J__ 4< Baié?igerm:hmm
- [
Entrad bl 100nF 2n J__
ntrada .|
S o e e o B
i J_ [ 180
ET N= ' _|-3.3rF
1.2K
L
% L [Il] 5 K ADuF
Diode Ch P ) 44::4(
iode Charge Pump
Demaodulator J:_

Figura 6.8: Diagrama esquematico do circuito demodulador de amplitude e
frequéncia. A finalidade deste circuito, que é acionado opcionalmente através do
botao “Hw On” e “Hw Off’ na interface grafica do REAC, é extrair de modo analdgico
informacgoes codificadas em amplitude (AM) ou em frequéncia (FM) que
eventualmente estejam contidas nos sinais dos neurénios.
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Como microcontrolador para controlar os sinais enviados aos potenciémetros
digitais e também para digitalizar uma amostra dos sinais de saida e enviar para a
interface grafica, foi escolhido o médulo Launchpad TIVA fabricado e fornecido por
Texas Instruments, cuja foto € mostrada na Figura 6.9. Esta placa é baseada no
microcontrolador modelo TM4C123G fabricado por Texas Instruments. Trata-se de
um microcontrolador de arquitetura ARM Cortex M4, de barramento de 32 bits, com
um étimo conversor AD interno, com frequéncia de amostragem de até 1 Msps (até 1
milhdo de amostras por segundo). Este conversor A/D é muito importante neste
maédulo, pois ele deve digitalizar o sinal final obtido na saida do REAC e calcular o
valor RMS de suas amostras, bem como digitalizar o ruido branco e também
calcular, em tempo real, seu valor RMS. Ambos os valores RMS s&o enviados a
cada 1 segundo para o Software REAC que é executado no computador PC, para
poder calcular e mostrar na tela o valor de SNR e de SNR(db) do sinal adquirido em
tempo real.

o
w.ti.com/launchpad
b

BE-
EK-TM4CI2IGKL REV A

Figura 6.9: : Foto placa de circuito impresso Tiva Launchpad contendo o
microcontrolador TM4C123G fabricada por Texas Instruments, utilizada para
controlar os potenciémetros digitais do médulo REAC e também para transformar os
sinais analdgicos em sinais digitais, somente para a interface grafica poder calcular
os valores de SNR.

Para programar o microcontrolador TM4C123G da placa Tiva Launchpad foi
utilizado o compilador integrado a IDE chamada ENERGIA (ENERGIA, 2019), que
permite escrever cddigo-fonte na linguagem C-Wiring, semelhante a programacéao
dos médulos Arduino. A Figura 6.10 mostra uma imagem da tela inicial do Editor de
codigo da IDE Energia.
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Figura 6.10: Aspecto da IDE do software Energia, utilizado para programar o
microcontrolador TM4C123G contido na placa Tiva Launchpad, fornecida por Texas
Instruments.

A Figura 6.11 mostra um exemplo da Interface grafica do REAC em operacgao:
um sinal gerado pelo modulo MEASIm é aplicado a entrada de sinais do REAC,
misturado ao ruido branco de intensidade 700mV (ajustavel através do primeiro
potenciémetro digital, mostrado na Figura6.4(E) ). Pode-se observar pela Figura 6.11
que no momento em que esta tela foi capturada, o valor de SNR era igual a 1371,7
(Figura 6.11-B) e o seu respectivo valor SNR(dB) era igual a 62,7 decibéis (Figura
6.11-C). Na janela inferior da Figura 6.11(A) pode-se ver o componente grafico
Tchart da linguagem visual Delphi, imprimindo o grafico do sinal resultante na saida
do médulo REAC, com uma taxa de amostragem (ajustavel) igual a 1kHz neste caso
(mas pode ser aumentada até o limite de 1 MHz, caso haja necessidade, através do
Software). Tal interface grafica, conforme ja foi mencionado, foi desenvolvida em
linguagem Delphi versdo 10.3.1. O potencidémetro “White Noise” ajustou a amplitude
RMS do ruido branco Gaussiano para 700mV e o potenciébmetro CH1 ajustou a
amplitude RMS do sinal resultante na saida do sistema para o valor de 1300 mV
(RMS). No caso dos testes que geraram a tela mostrada na Figura 6.11, os
potencibmetros CH2 e CH3 nao estdo sendo usados. No uso normal deste
subsistema, os potenciémetros devem ser ajustados para o ponto que permite o
maior valor de SNR, que também corresponde ao ponto onde ocorre RE.
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Figura 6.11: Aspecto da Interface grafica do médulo REAC em funcionamento.

Na Figura 6.12 a esquerda é mostrado o lay-out da placa de circuito impresso
que foi desenhada para a montagem do protétipo do subsistema REAC na Figura 6.12 a
direita € mostrada a disposi¢cdo dos componentes eletrénicos sobre esta placa. O aspecto
fisico desta mesma placa é mostrado na Figura 6.13.
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Figura 6.12: Layout da placa de circuito impresso do subsistema REAC.
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Figura 6.13: Placa de circuito impresso do subsistema REAC.

Na Figura 6.14 é mostrado o diagrama eletrénico completo do maddulo
REAC, que foi implementado na placa mostrada na Figura 6.13. A descricao
de cada um dos blocos que compées o REAC jé foi feita no Capitulo 5.
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Figura 6.14: Diagrama elétrico completo do subsistema REAC.
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6.7 Sistema de Blindagem Eletromagnética

Para reduzir a captacao de ruidos induzidos por campos eletromagnéticos
externos, uma blindagem especial, denominada "Gaiola de Faraday", foi projetada e
construida juntamente com este trabalho. Esta Gaiola de Faraday envolve o
soquete e a cultura com a MEA para evitar a captagcéao de ruidos eletromagnéticos. A
Figura 6.15 ilustra um esboco para esta blindagem. Na Figura 6.15, a estrutura
esbocada é construida em material metalico (aluminio) e toda esta estrutura é ligada
a um bom ponto de aterramento elétrico no solo. Uma haste de aterramento,
semelhante a aquelas utilizadas em equipamentos de para-raios, devera ser

instalada nos laboratérios que fizerem uso desta Gaiola.

| i

IR NN

T T P I TP P T TP T1]d

[ B A I I

NN

T I 1

Faraday cage

Figura 6.15: Esboco de uma blindagem do tipo "Gaiola de Faraday". O equipamento
devera ser colocado no interior desta blindagem durante os experimentos com MEA.

Pela experiéncia do autor com o uso dos equipamentos fabricados por
Multichannel (MCS, 2015), durante visita a Universidade de Génova (ltalia) em
Novembro de 2016, o uso desta blindagem nao pode ser desprezado. Sem ela, o0
nivel de ruido captado do ambiente externo torna-se muito alto, impossibilitando as
medidas das culturas em MEA. Pelas mesmas razdes, o equipamento precisa ser
alimentado por baterias (e nao pela rede elétrica). A rede elétrica no Brasil é do tipo
corrente alternada, com frequéncia igual a 60Hz (em alguns paises, esta frequéncia
é de 50Hz) e o ruido de 60Hz induzido eletromagneticamente se propaga através do
ar, e seria captado pelos sensiveis circuitos amplificadores, impossibilitando os

experimentos.
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6.8 Consideracoes Finais

O Capitulo 6 descreveu em detalhes o desenvolvimento e a construgdo do
modulo de ressonancia estocastica, chamado de REAC. Mostrou também sua
integracdo ao sistema como um todo, o qual passa a se chamar SASMARE quando
incorpora o recurso de RE. Um Software que é executado no computador PC
também foi desenvolvido em linguagem Visual Delphi, e a interface gréafica de
controle é mostrada e explicada neste Capitulo. Este Software tem por funcéo
controlar o médulo REAC e calcular o valor da SNR em tempo real.

O préximo Capitulo descreve os resultados experimentais dos testes
efetuados em ambos os sistemas que foram implementados: o sistema convencional
de registro de sinais em MEA e o sistema REAC, o qual incorpora ressonancia

estocastica.
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Capitulo 7

..RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Neste Capitulo sdo relatados os resultados dos experimentos efetuados no laboratdrio de
fisiologia da Universidade Federal de Uberlandia em Julho de 2019 e também alguns resultados
experimentais obtidos em laboratério de eletrénica do autor. Os resultados mostraram que 0s
equipamentos desenvolvidos sdo funcionais e atendem aos objetivos propostos, com vantagens para
o sistema que utiliza ressondncia estocastica, quando aplicado em sinais de pequena intensidade
provenientes de MEA.

7.1 Setup experimental

Para validar o equipamento completo que foi desenvolvido, varios
experimentos foram planejados na UFU (Universidade Federal de Uberlandia), sob a
coordenagéao da bidloga profa. Dra. Celina Lotufo, do Departamento de Fisiologia no
Instituto de Ciéncias Biologicas, no dia 6 de Julho de 2019. Os experimentos
constaram do cultivo de 3 culturas in vitro de neurdnios provenientes de ganglios de
raiz de espinha dorsal de ratos da espécie Wistar. A Figura 7.1 mostra o aspecto
das culturas de neurbnios efetuadas em matrizes de microeletrodos (MEA60)

fabricadas pela MultiChannel.

Figura 7.1: Aspecto macroscoépico das 3 culturas de neuronios de ganglio dorsal de
ratos Wistar, efetuadas em trés matrizes de microeletrodos, com 60 eletrodos
(MEAG60), fornecidas pelo fabricante MultiChannel.
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As 3 culturas tém as mesmas caracteristicas e foram utilizadas em 8
experimentos distintos, assim distribuidos (exceto o experimento 9 que utilizou o
simulador MEASIm):

a) Experimento n? 1: Neurbnios de ganglios de raiz dorsal de ratos Wistar

cultivados em MEA. Este experimento foi efetuado com a finalidade de registrar os
sinais elétricos emitidos espontaneamente pelos neurdnios, sem nenhum tipo de
estimulo, em atividade basal. E importante notar que a MEA utilizada neste
experimento, mostrada na Figura 7.1 (A) ndo era nova, e ja havia sido utilizada
anteriormente em outros experimentos. Este fato pode ocasionar alteracées nos
resultados, porque MEAs possuem desgaste e devem ser descartadas apés

algumas utilizagoes.

b) Experimento n® 2: Neurbnios de ganglios de raiz dorsal de ratos Wistar

cultivados em MEA, estimulados quimicamente com a adicdo de uma solucao salina
de KCI (cloreto de potassio) com concentracao igual a 20 mM (miliMol). Também foi
efetuado utilizando-se a MEA mostrada na Figura 7.1 (B). O cloreto de potassio é um
estimulante quimico da atividade neural (VAN DEN POL et al., 1992).

c) Experimento n® 3: Neurbnios cultivados na MEA numero 2, mostrada na

Figura 7.1(B). Trata-se de uma MEA nova, sem uso prévio. Este experimento visou
medir a atividade basal dos neur6nios, e portanto foi feito sem nenhum tipo de
estimulo. Somente o0 meio de cultura foi adicionado. Uma observagcédo importante é
que foi verificado através de exame por microscopia Optica um acumulo maior de

neurdnios em torno do eletrodo de numero 76 (coluna 7, linha 6) nesta MEA.

d) Experimento n? 4: Neurdnios cultivados na MEA numero 2, mostrada na

Figura 7.1(B). Neste experimento, os neurbnios cultivados in vitro na MEA numero 2

foram estimulados com uma solu¢ao de KCI com concentragdo molar de 30 mM.

e) Experimento n® 5: Neurdnios cultivados na MEA numero 3, mostrada na

Figura 7.1(C). Trata-se também de uma MEA nova. Este experimento visou medir a

atividade basal dos neur6énios, sem nenhum estimulo.
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f) Experimento n® 6: Neur6nios cultivados na MEA numero 3, mostrada na

Figura 7.1(C) sédo estimulados quimicamente pela adicdo de uma solucao de KCI

com concentracdo igual a 40 mM.

g) Experimento n® 7: A MEA numero 2 foi lavada em agua corrente, a cultura

foi totalmente retirada e foi preenchida com uma solugéo-tampao de NaCl (cloreto de
sédio) com concentracao molar igual a 50 mM. Este teste é denominado “Branco 1”
e tem por finalidade medir o padrao elétrico registrado na MEA na auséncia de
qualquer cultura de neurdnios. Neste teste ndo havia nenhuma célula capaz de

produzir estimulos elétricos na solucéo.

h) Experimento n® 8: A MEA numero 3 foi lavada com agua, e foi preenchida

com uma solugao-tampao de NaCl (cloreto de sédio) com concentracdo molar igual
a 50 mM de modo idéntico ao efetuado no experimento n°7. Este teste é
denominado “Branco 2” e tem a mesma finalidade do teste n° 7, isto €, avaliar o nivel
de ruido elétrico gerado pelo préprio equipamento, na auséncia de culturas de

células na matriz.

i) Experimento n®9: Registro da atividade elétrica colocando-se no

equipamento o Simulador MEASIm (Mea Simulator). O Simulador MEASIim é
mostrado na Figura 7.2(A) ao lado de uma MEA60 padrao, em (B).

Simulador eletrénico MEASIim MEAG0, (MultiChannel Systems)

MEA Brazil Team
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‘
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»

Fambrini & Saito

(A) (B)

Figura 7.2: Aspecto do simulador eletronico MEASim (A), desenvolvido pelo autor
durante seu trabalho de Mestrado; ao lado, em (B), € mostrada uma MEA60 padrao,
fornecida por MultiChannel.
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Durante os experimentos, o equipamento foi montado no interior de uma
Gaiola de Faraday conforme € mostrado na Figura 7.3. Nesta Figura é mostrado o
sistema convencional descrito no Capitulo 3 pronto para efetuar os registros da
atividade eletrofisioldgica das culturas em MEA, nos 9 experimentos acima descritos.

Figura 7.3: Equipamento de registro dos sinais em MEA, montado no interior da
Gaiola de Faraday, desenvolvida pelo autor neste projeto.

Todos os registros foram efetuados com o equipamento desenvolvido.
A Figura 7.4 mostra em detalhes este equipamento, no momento do
experimento n® 9.

Todos os experimentos com animais foram feitos com a autorizagdo do
Conselho de Bioética da Universidade Federal de Uberlandia, seguindo protocolos
deste Conselho, de modo a evitar o sofrimento dos animais. Os bi6logos da UFU
ficaram responsaveis por tais experimentos e pelas necessarias autorizagdes para
efetua-los.
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Figura 7.4: Foto mostrando o prototipo do equipamento de registro durante o
experimento n? 9. Observar o Soquete elétrico cuja descricao foi feita no Capitulo 3
deste trabalho.

7.1.1 Preparacao das culturas em MEA

O preparo das culturas de neurénios em MEA foi efetuado pela equipe da
profa. Dra. Celina Lotufo (UFU) como ja mencionado, e seguiu o protocolo descrito
no documento “MEA -Application Note: Neuronal Cell Culture — Cultivation,
Recording and Data Analysis”, fornecido no website de MultiChannel Systems (MCS,
2015). Um resumo dos passos utilizados nesta preparacao € descrito a seqguir:

a) Limpeza das MEAs:

- Deixar a MEA em 1% de solugéao Terg-A-Zyme durante a noite
- Lavar bem as MEAs com agua destilada deixar na dgua por algumas horas

durante a noite;
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Deixar secar. Em seguida, colocar a MEA em um limpador de plasma por um
tempo entre 1 e 2 minutos.

b) Revestimento da MEA:

- Preparar uma solugdo de Poli-D-Lisina (PDL):

- Diluir 100 pl de PDL (1 mg/ml) em 10 ml de agua destilada estéril (1:100);

- Adicionar ~1 ml desta solugdo por MEA, no centro da MEA, a temperatura

ambiente, e manter durante aproximadamente uma hora;
- Remover a solucédo PDL, lavando-se a MEA com o seguinte procedimento:
- Adicionar agua destilada estéril e remover; repetir duas vezes;
- Preparar uma solugao de Laminina (Lm): 20 yl Lm (1 mg/ml) em 250 pl
de DPBS +
- Colocar 25 ul sobre a area coberta pelos microeletrodos.
- Deixar a temperatura de 37°C até ao final da preparacao
(aproximadamente 4 horas);
- Remover Lm;
- Adicionar 30 ul de meio Neurobasal e remover; repetir duas vezes;
- Adicionar 30 ul de meio Neurobasal e manter a temperatura de 37°C até
gue as células estejam prontas para o plaqueamento.
c) Isolamento dos neurdnios DRG:

- Preparar 4 pequenas placas de Petri (35 mm) e 2 placas grandes (100 mm)
com DPBS; apés isso, coloca-las a temperatura de 4°C;

- Realizar a eutanasia do rato, usando diéxido de carbono;

- Decapitar o animal com uma tesoura grande e afiada ou com uma guilhotina;

- Remover toda a coluna vertebral e coloca-la em DPBS-;

-Colocar a coluna com a parte ventral para cima. Aparar bem e remover 0s
tecidos, de acordo com as técnicas cirurgicas veterinarias;

- Cortar cuidadosamente a coluna vertebral na linha medial;

- Colocar metade desta coluna em DPBS-, a temperatura de 4 °C;

- Colocar a outra metade em DPBS+ e comecar a colher os ganglios (até 30
DRG para cada rato) removendo cuidadosamente com a ajuda de um
estereomicroscopio;

- Recolher em DPBS- e manter a 4°C (no total, tem-se placas de 4 x 35 mm
com 7-8 ganglios cada).
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- Aparar bem, removendo os nervos dos ganglios nas Culturas Celulares
Neurais.

d) Digestdo Enzimatica e Dissociacdo Celular:

- Colocar 5 ml de solucao de digestao 1 filtrada (0,2 um) em uma pequena
placa de Petri;

- Adicionar todos os ganglios;

- Incubar a 37°C por 40 min;

- Remover a solucao de digestao 1;

- Adicionar 5 ml de solucao de digestao 2 filtrada (0,2 um);

- Incubar a 37°C por 40 min. Mexer delicadamente a cada 15 min;

- Adicionar 60 pl de DNAse | (80 unidades Kunitz/ml) a 6 ml de meio DMEM,;

- Remover a solucao de digestao 2;

- Adicionar solugdo DNAse usando uma pipeta Gilson de 1 ml bem esmagada
(x5), mas com cuidado até que os ganglios estejam bem dissociados;

- Filtrar através de um filtro de células (40 ym)

- Adicionar meio DMEM até 10 ml

- Centrifugar a 126 g (1000 tr/min) durante 5 minutos a RT;

- Cuidadosamente, aspirar o sobrenadante;

- Suspender novamente o pellet em 200 ul de meio Neurobasal-A (com NGF e
N2)

e) Semeando neurdnios DRG na MEA:

-Usar um hemocitémetro para contar o nimero de células por yL. Rendimento
esperado: 100-300 células/pl;

- Diluir as células para 100 células/ul;

- Retirar a MEA da incubadora;

-Aspirar o meio (uma MEA de cada vez) e adicionar suspensdo celular
suficiente para restar cerca de 100.000 células/cm? dentro do prato central da MEA;

- Manter a 37°C na incubadora e, apés 1-2 horas, adicionar cuidadosamente
800 pl de meio Neurobasal;

- No dia seguinte, trocar 50% do meio com meio Neurobasal fresco.
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7.1.2 Leitura dos dados registrados

Os dados registrados pelo equipamento sdo primeiramente salvos em
arquivos de formato .TXT e depois convertidos para arquivos de formato .CSV
(Comma Separated Values) através de um programa conversor. Uma vez que
arquivos do tipo .CSV podem ser abertos e lidos pelo programa Microsoft Excel,
inicialmente tais arquivos foram abertos para verificacdo por meio deste software. A
Figura 7.5 mostra o aspecto de parte da tela do software Excel, mostrando parte dos
dados que foram registrados no experimento n® 3. Observar a primeira linha de cada
coluna, que descreve de qual chip do Conversor AD vieram 0s sinais da coluna e
também de qual canal deste chip.

fe] Canal: 1, Crip: 1

A B C D E F G
1 |Canal: 1, Chip: 1 |Canal: 1, Chip: 2 Canal: 1, Chip: 3 Canal: 1, Chip: 4 Canal: 1, Chip: 5 Canal: 1, Chip: 6 Canal: 1, Chip: ’
2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
3 2466 1186 162 0 1698 930 98
4 418 2210 0 418 418 98 2978
5 418 2210 0 2466 1698 1954 2978
6 418 1186 0 1442 1442 977 1954
7 1442 674 0 1442 930 1954 1954
8 418 1186 0 1442 930 465 1954
9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
10 2466 1186 0 1442 1442 1489 1954
11 1442 418 0 1442 930 1954 1954
12 418 418 0 2466 1442 1954 2978
13 2466 418 0 1442 1442 465 1954
14 418 418 0 2466 1442 1489 1954
15 418 418 0 418 1442 2978 930
16 418 418 0 1442 _ 1442 465 1954}

Figura 7.5: Arquivos de formato .CSV de registro dos sinais elétricos provenientes da
MEA do experimento numero 3, que foram visualizados por meio do programa
Microsoft Excel. Observar na primeira linha de cada coluna a marcacao do chip e do
canal do chip do qual provém cada sinal presente em cada coluna.

Arquivos de formato .CSV também podem ser manipulados utilizando-se o
programa MATLAB e neste Capitulo, os graficos foram impressos com este
software. Os arquivos .CSV sao registrados no computador PC em lotes de tamanho
em torno 22 megabytes cada, para facilitar sua visualizagdo. Caso nao se
procedesse desta forma, poderiam ser produzidos arquivos muito grandes em
termos de ocupagdo de meméria, o que tornaria dificil seu manuseio pelo
computador. Cada numero em cada coluna representa uma amostra de tenséo

elétrica registrada em um dos canais: 0s numeros possuem valores entre 0 e 4095
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(resolucdo de 12bits) e correspondem aos seguintes niveis de tensado verdadeiros
em cada entrada do conversor AD:

- 0 (zero) corresponde a -2.5 volts;

- 2048 corresponde a 0 volts (valor de off-set).

- 4095 corresponde a + 2,5 volts.

- O valor de off-set (2048) é garantido pela presenca dos capacitores nos

circuitos dos pré-amplificadores, conforme explicado no Capitulo 3.

A conversao € linear entre estes dois extremos, e qualquer outro valor pode ser
obtido através de uma regra de proporcéo direta. A equacao de conversao para um
valor X encontrado nas Tabelas da Figura 7.5 é entdo mostrada em (7.1):

5.0
Y = m (X-2048) (71)

onde Y é o valor da tensdo de saida real presente em uma determinada entrada do
conversor AD. Para saber qual é o valor de tensao verdadeira lida no eletrodo da
MEA é necessario dividir Y pelo produto dos ganhos do amplificador (G=11) e do
pré-amplificador (G=102) o que equivale a dividir a variavel Y por 1127. Entéo, a
tensdo presente no eletrodo da MEA relaciona-se com o valor X mostrado na Figura
7.5 pela seguinte equacéo final, (7.2):

ﬂ(x—zms)}

U= {4095
1127

(7.2)
onde U é o valor verdadeiro da tensédo (em volts) registrada em cada eletrodo da
MEA, pois ja foi descontado os ganhos dos circuitos amplificadores.

E importante notar que o tempo entre uma leitura de tensdo e outra é sempre igual a
T = 1/10* segundos, pois a frequéncia de amostragem foi fixada pelo firmware do
FPGA em 10KHz. Entdo, entre uma amostra e outra temos sempre um tempo igual a
0,0001 s. Mas é importante frisar também que a todo momento sao lidas 8 amostras
(pois sao 8 conversores AD) e ndo existe nenhum tempo entre estas 8 amostras
(pois sdo simultaneas). Desta maneira o canal 1 do chip1, canal 1 do chip 2, canal 1
dochip 3 ..... canal 1 do chip 8 sao lidos simultaneamente. A mudanca para a leitura
do canal 2 de todos os chips é que demora 0,0001 s. O software que fara a analise
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dos dados (e que esta neste momento sendo desenvolvido por outro pesquisador)

devera levar este fato em conta no momento de imprimir os graficos em tela.

7.2 Software para leitura e analise de dados

O software para leitura dos dados registrados no equipamento desenvolvido
neste trabalho estd sendo escrito no momento da elaboracédo desta tese por outro
pesquisador do mesmo grupo, o prof. Dr. Jodo Fernando Mari, que trabalha na
Universidade Federal de Vigosa, no Campus da cidade de Rio Paranaiba. Este
software, cujo trabalho ainda se encontra em desenvolvimento, foi denominado

“‘mea-sig” e sua interface grafica é mostrada na Figura 7.6.

B MEA-SIG - versien 0.2 - 0 X
Project Acquisition RawSignal LFP High Freq. Signal Spikes Config Help
CONTROL: B® | signals | Spkes | Spheshapes | Statistics

Project

Create Project.
Load Project...
Generate Reports...

Save Project...

Signal Aquisition

Raw Signal

High Freq, Signal

LFP Signal

Spikes

VISUALIZATION: [S]ES]
Layout: =
) Layoutax s
Layout 1x 8
V| Piot Axes
Synchranize sxes
Plot grid (*]
Reset ¥ axis

Plot heigth (only for Layout 1x 8) (%)

rrrrr

L
-
L
L
L
L

Signals:

| R
|
N T
|
|
|
Lol
Lol

Mensagens aquil

Figura 7.6: Interface grafica do software mea-sig, em desenvolvimento. Esta interface
permite visualizar o sinal elétrico presente em cada um dos 59 canais da MEA, bem
como proceder analise de spikes, bursts e outras analises estatisticas nos sinais.
Agradecimentos ao prof. Dr. Joao Fernando Mari (UFV).

O software mea-sig permite escolher visualizar individualmente cada canal,
através de uma matriz que representa a posicao real de cada eletrodo na MEA. A

Figura 7.7 mostra esta matriz, que se encontra na interface grafica do software.
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Bursts
Show Select
21 31((4L||51||61||71
12 (22| (32| |42 ||52||62||72||82
13 | | 23 33((43||33||63 (|73 ||83
14 24 3|44 54| (64 || 74| |84
15 25 35 45 55 65 75 85
15 26 36 40 36 5] Fis} 8o
17 27 37 || 47 37 | |67 || 77 | | BT

28 (|38||98||58 | |68 (|78

Spike Shapes:

Figura 7.7: Grade que representa as posicoes verdadeiras de cada eletrodo na MEA:
na interface grafica do software mea-sig é possivel escolher visualizar um canal em
particular, clicando em cima da sua posicao nesta grade.

7.3 Graficos dos registros

7.3.1 Experimento n2 1

Com a finalidade de apresentar alguns resultados dos experimentos 1 a 9
mencionados, o software MATLAB versdao R2014 foi utilizado para imprimir os
graficos a partir dos arquivos .CSV gerados pelo sistema. Um script capaz de
converter os dados do formato .CSV para o formato .mat, proprio do MATLAB,
também foi desenvolvido. Os graficos sao apresentados a seguir e correspondem a
trechos significativos que representam o funcionamento do equipamento que esta
sendo validado. A Figura 7.8 mostra alguns graficos obtidos a partir dos registros do
experimento 1, MEA 1 em atividade basal.

Oito canais sdo mostrados simultaneamente na mesma Figura. Na
Figura 7.8 que corresponde aos sinais elétricos registrados no experimento n® 1,
canais 1 até 8 respectivamente (eletrodos 12, 22, 32, 42, 52, 62, 72 e 82 da MEA,
cuja posicdo é representada na Figura 7.7) pode-se observar apenas o ruido
resultante da atividade elétrica do préprio equipamento. Nenhum sinal tipico de
neurdnio pode ser distinguido na Figura 7.8 (por exemplo: spikes ou bursts). 1sso

esta de acordo com o esperado, porque este primeiro experimento foi efetuado em
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atividade basal, sem nenhuma excitagdo na matriz. Assim, é esperado que em
condigdes de repouso, nenhuma atividade elétrica seja observada. Com a finalidade
de melhor avaliar os niveis de ruido elétrico produzido pelo préprio equipamento
durante um teste real, a Figura 7.9 mostra um registro de apenas um canal (canal
13, correspondente ao eletrodo na posicdo 53 na MEA) onde pode-se observar e

medir os niveis de ruido.
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Figura 7.8: Graficos correspondendo aos registros dos 8 primeiros canais do
experimento n2 1. Observar o sinal correspondente ao ruido elétrico gerado pelo

aparelho.
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Figura 7.9: Registro do canal 13 (eletrodo na posicédo 53 da MEA) durante o
experimento n?1. Neurénios em atividade basal nao produziram sinais elétricos.
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Os valores do arquivo de formato .CSV cujo grafico é mostrado na Figura 7.9

foram submetidos a equacado que permite calcular o nivel RMS do ruido, que é a

U= /%Z?’:M? (7.3)

O valor calculado foi igual a 37 mV (RMS) na entrada do conversor AD. Este

equacao (7.3):

valor de ruido é bastante elevado e ainda precisa ser melhorado, pois implica que
um sinal de amplitude RMS igual ou menor que (37 /1127 = 32,8 uV ) presente nos
eletrodos da MEA nao poderia ser lido, pois seu nivel seria menor do que o nivel do

ruido gerado pelo préprio equipamento convencional de registro em teste.

7.3.2 Experimento n? 2

A Figura 7.10 mostra os registros de parte do sinal elétrico presente no canal
13 do eletrodo na posicdao 53 da MEA 1, durante o experimento 2, com excitacao
quimica através da adicao da solucéo de cloreto de potassio na matriz. Nenhuma
diferenga significativa foi observada (nem neste, e nem em nenhum outro canal
desta MEA) neste experimento, comparando a Figura 7.10 com a Figura 7.9. Esta
aparente inatividade elétrica pés-excitacao poderia ser explicada pelo fato da MEA 1
(na qual este experimento foi efetuado) ser ja bastante usada e desta forma seus
eletrodos ndo estariam aptos a captar os sinais elétricos, devendo esta MEA ser

descartada.
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Figura 7.10: Registro do canal 13 da MEA 1, durante o Experimento n? 2. Nenhuma
atividade elétrica foi registrada neste experimento, nem neste, e nem em nenhum
outro canal, comparando a Figura 7.10 com a Figura 7.9 — ambas representam o
mesmo canal, antes e apds o estimulo.
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A analise matematica do sinal por meio da aplicagdo da equagao (7.3)
(através do software MATLAB) resultou num nivel RMS de sinal igual a 35mV, muito
similar ao Experimento n®1, o que evidencia a auséncia de estimulos neurais neste

experimento.
7.3.3 Experimento n2 3

Este experimento, ao contrario dos dois que o precederam, foi efetuado
utilizando-se a MEA n? 2, com pouco uso (quase nova) portanto seus eletrodos
estavam em bom estado. Neste caso, o registro da atividade elétrica dos 59 canais
também foi feita sem estimulacdo, em atividade basal (neur6nios em repouso)
conforme ja mencionado. A Figura 7.11 mostra o resultado do registro efetuado no
canal 39 do equipamento (na verdade, para ser fiel a notagdo adotada no arquivo
.CSV, corresponde ao canal 7 do chip 5) o qual equivale ao eletrodo na posicao 76
da MEA (posicao esta mostrada na Figura 7.7). Esta posicao foi escolhida porque foi

observado pelos bidlogos uma forte presenca de neurénios em torno deste eletrodo.
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Figura 7.11: Registro da atividade elétrica em torno do eletrodo na posicao 76 da
MEA n2 2 no Experimento n2 3. Este registro é feito sem estimulos.

Nesta Figura 7.11 ndo se verifica atividade elétrica proveniente dos neurdnios.
A observacdo dos demais canais para este mesmo experimento também nao
mostrou nenhuma atividade elétrica significativa. Entretanto, ao calcular o valor RMS
médio do ruido neste caso, foi obtido um valor ligeiramente maior em relagcdo aos

experimentos anteriores: 44mV RMS, o que pode ser atribuido ao ruido biolégico.
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7.3.4 Experimento n2 4

Neste experimento, a mesma MEA n? 2 usada no experimento anterior, foi
estimulada com a adicao da solucao de KCI. Analisando-se varios trechos do sinal
elétrico em torno do eletrodo na posicdo 76 da MEA, foi escolhido o trecho
exatamente onde ocorre a adicao da solucao de KCI na MEA n® 2, resultando no

grafico mostrado na Figura 7.12.
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Figura 7.12: Registro do sinal elétrico do eletrodo 76 da MEA n22 no momento da
aplicacao do estimulo quimico com solucdo de KCI na cultura do Experimento n2 4.

A alteracdo no padrao elétrico produzido é notavel a olho nu. A amplitude das
oscilagbes aumentaram de um valor inicial (antes da amostra de nimero 2000) igual
a 44mV (RMS) para cerca de 370mV (RMS) apéds a aplicagdao da solucao de KCI.
Inegavelmente o sinal elétrico resultante da estimulagdo dos neurénios DRG foi
registrado neste experimento n® 4, reagindo ao estimulo da substancia quimica. Para
comprovar esta hipétese, continuou-se analisando os sinais deste mesmo eletrodo,
na sequéncia temporal. Ap6s cerca de 2 minutos, foi encontrado o seguinte registro
no mesmo canal (eletrodo posi¢ao 76), mostrado na Figura 7.13.
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Figura 7.13: Registro da atividade elétrica em torno do eletrodo na posicao 76 da
MEA n2 2, Experimento n¢ 4, cerca de 2 minutos apos a aplicacao do estimulo
quimico de KCI.

Na Figura 7.13 é possivel observar o momento em que o efeito da
estimulacao quimica diminui pela propria atividade de absor¢ao do tecido bioldgico,
porém nao cessa por completo: os neurdnios em torno do eletrodo 76 passam a
disparar num padrdo tipico de spikes e bursts. Este foi sem davida um dos

resultados mais importantes na validagao do equipamento.

7.3.5 Experimento n2 5

Registros feitos na MEA n®3 em atividade basal, sem estimulos. A Figura 7.14
mostra o registro dos canais 1 até 8, correspondentes aos eletrodos nas posicoes
12, 22, 32, 42, 52, 62, 72 e 82, posicdes estas que sao mostradas na Figura 7.7. Por
razdes ainda nao esclarecidas os eletrodos nas posi¢cdes 32, 72 e 82 nao
registraram nenhuma atividade, nem mesmo o ruido. Pela Figura 7.14 pode-se ver
que o sinal elétrico nestes canais é nulo. Provavelmente isto foi devido a falha do
equipamento no momento de registrar tais canais, ou entdo falha na MEA. Isto
ocorreu somente com a MEA n® 3 e ocorreu durante todo o experimento n® 5, em
diversos canais da MEA n? 3, apesar de ser um dispositivo com pouco uso, quase
novo, segundo informacgdes do laboratério. O autor acredita que a falha possa ser
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desta MEA, porque nas outras duas, este fendbmeno nao ocorreu. Porém, alguma

falha no Soquete ou no amplificador ndo pode ser descartada.
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Figura 7.14: Registro da atividade elétrica dos neuronios nas posi¢coes 12, 22, 32, 42,
52, 62,72 e 82 da MEA n2 3, Experimento 5.

Os canais 1, 2, 4, 5, 6 mostrados na Figura 7.14 registraram sinais de ruido

normalmente, em nivel basal. Nenhuma atividade de spikes e bursts foi verificada

neste experimento. O nivel RMS de ruido calculado pela equagéo (7.3) ficou em

torno de 40mV, variando um pouco entre os canais.

7.3.6 Experimento n 6

Neste experimento a MEA n® 3 foi submetida ao estimulo quimico com a

solugédo de KCI. A Figura 7.15 mostra os resultados dos registros em 4 canais neste

Experimento.
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Figura 7.15: Registro de atividade elétrica nos canais 1, 2, 4 e 5 (posicoes 12, 22, 42
e 53 na MEA) para a MEA n2 3, Experimento n2 6, apds o estimulo quimico.

Na Figura7.15-(A) é mostrado o registro dos sinais elétricos no canal 1,
correspondente a posicdao 12 da MEA; em 7.15-(B) é mostrada a atividade elétrica
no canal 2 (eletrodo 22), em 7.15-(C) o registro do canal 4 (eletrodo 42) e finalmente,
em 7.15-(D) é registrado o canal 5 (posi¢cao 52 na MEA). Em todos estes 4 registros
pode-se perceber, comparando-se com 0s mesmos registros mostrados na Figura
7.14, um aumento na atividade elétrica dos respectivos canais p6s estimulo quimico.
As amplitudes RMS dos sinais nestes canais, calculadas pelo MATLAB aplicando-se
a equacao (7.3) foram 376mV, 394mV, 422mV e 376 mV respectivamente. Todos os
valores sdo da ordem de 10 vezes maiores do que os valores registrados em niveis

basais mostrados na Figura 7.14 anterior.

7.3.7 Experimento n® 7

A MEA n? 2 foi limpa e lavada com agua destilada. Apds a limpeza, foi
novamente colocada no soquete do equipamento de registros, para registrar o sinal
denominado “branco 17, ou seja, sem nenhuma cultura bioldgica. Este experimento é
importante para avaliar os niveis de ruido intrinsecos do equipamento. A Figura 7.16
mostra os registros para os 8 primeiros canais da MEA n° 2 neste experimento.
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Figura 7.16: Registro do sinal elétrico sem a presenca da cultura na MEA n2 2.

Todos os sinais presentes neste experimento sdo apenas ruidos gerados pelo
aparelho, porque neste caso nao existe nenhuma cultura na MEA. A MEA foi
preenchida com uma solucdo de cloreto de sodio, com a finalidade de abaixar um
pouco a impedancia e simular uma situacao semelhante a que ocorre (em termos de
impedancia elétrica) na presenca do meio de cultura, uma vez que o pH da solugéao
salina é semelhante ao pH do meio basal utilizado para cultivar as células na MEA,
de acordo com MultChannel Systems. A Figura 7.16 registra os niveis de ruido
gerados pelos pré-amplificadores, amplificadores, conversores AD, placa FPGA e
placa Orange PI, somados. Os niveis de ruido obtidos através da aplicacdo da
equacao (7.3) sao mostrados na Tabela 7.1 a seguir, para cada um dos 8 canais

mostrados na Figura 7.16 para os sinal “branco 1”.

Tabela 7.1: Niveis de ruido em cada um dos 8 primeiros canais.

Canal | Posicdao na MEA | Nivel de ruido(Vgys)
1 12 37
2 22 35
3 32 41
4 42 48
5 52 31
6 62 32
7 72 50
8 82 38
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Conforme ja foi mencionado, este niveis de ruido sdo elevados para este tipo
de equipamento e exigem a construcdao de um outro protétipo em placa de circuito
impresso com tecnologia SMD e uso de multilayers, com layers de terra entre uma

face e outra da placa para solucionar este problema e reduzir tais niveis.

7.3.8 Experimento n2 8

A MEA n°3 foi lavada e procedimento idéntico ao adotado no experimento 7
foi feito para registrar os sinais denominados “branco 2”. MEA sem nenhum tipo de
cultura e preenchida com solugéo aquosa de cloreto de sédio. A Figura 7.17 mostra
os sinais registrados nesta MEA agora sem cultura biolégica.
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Figura 7.17: Resultado do registro dos sinais “branco 2” para MEA n2 3,
correspondendo aos canais de 1 até 8 (posicoes 12, 22, 32, 42, 52, 62, 72 e 82 dos
eletrodos da MEA).

Curiosamente, neste caso, nem o ruido de instrumentacgéao foi registrado para
a MEA n® 3 nestes primeiros 8 canais. Novamente, uma hipétese pode indicar
problemas com a MEA. Pode ser que os técnicos que preparam as culturas tenham
se confundido com relacao ao estado de uso das MEAs n®1 e n®3 e que na verdade,
a MEA que esta gasta e precisa ser descartada seja a de numero 3. Mas de acordo
com o relato deles, a MEA usada é mesmo a de numero 1. Outra hipétese que
poderia explicar a auséncia do ruido neste experimento seria a utilizacdo de uma

solugédo salina de cloreto de s6dio muito mais concentrada do que a utilizada no
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experimento n? 7: de fato, uma solugao muito concentrada, por ser ibnica, tornaria a
agua fortemente condutiva e rebaixaria muito a impedancia entre os eletrodos da
MEA. Quanto menor for a impedancia entre os eletrodos e entre estes e o eletrodo
de referéncia (“terra”) menor € o nivel de ruido registrado pelo sistema. Infelizmente,
o autor s6 analisou estes dados posteriormente e ficou impossivel verificar a
hip6tese da concentracdo salina elevada nesta MEA, pois o sistema ja havia sido
desmontado. Para visualizar simultaneamente todos os canais da MEA n°3 no
experimento n? 8, o autor fez uso do software mea-sig, gerando a Figura 7.18 a qual

mostra o sinal “branco 2” em todos os canais.

Figura 7.18: Sinais referentes aos 60 canais visualizados com o software mea-sig.

Observando-se a Figura 7.18 pode-se perceber que quase todos os sinais
estdo no nivel de referéncia de off-set (zero volts) com a presencga esporadica de
alguns artefatos (ruidos).

7.3.9 Experimento n2 9

Neste experimento, todo o sistema de registro foi testado colocando-se no
soquete o simulador eletronico MEASIm mostrado na Figura 7.2. O simulador
MEASIm produz em sua saida sinais senoidais de periodo 18ms. A Figura 7.19
mostra um dos canais do equipamento de registro quando captura o0s sinais do
simulador. O canal representado no grafico da Figura 7.19 é o canal 3 do chip 6 do
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conversor AD, que corresponde ao eletrodo na posicao 37 da MEA (ver Figura 7.7).
O sinal senoidal amostrado tem amplitude igual a 440 mV pico-a-pico. O sinal
original produzido pelo MEASiIm tem amplitude igual 400 uV em um pad e 200 uV no

pad adjacente, conforme ja mencionado.
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Figura 7.19: Resultado do registro dos sinais do simulador MEASim no canal 3 do
chip 6 (posicao 37 da MEA).

Multiplicando a amplitude do sinal originalmente produzido por MEASIm pelo

ganho do amplificador obtem-se o resultado mostrado na equagéo (7.4):

400 uV =04 mVe 04x1127 = 450,8 mV (pico-a-pico) (7.4)

o qual esta muito préximo do resultado visualizado na Figura 7.19.

Com relacdo a frequéncia da onda senoidal produzida, pode-se observar que
em 1000 amostras tem-se 6 periodos: desta forma, temos 1 periodo a cada 166,67
amostras. Como o tempo entre uma amostra e outra é igual a 0,0001s, entdo o
periodo da sendide mostrada na Figura 7.19 é de 16,67 ms, bem préximo do valor
esperado (18ms). O erro se deve a dificuldade de interpretagédo visual do grafico,

observando-se que a sendide também aparece corrompida com ruido.



Capitulo 7 - Resultados Experimentais 170

7.4 Ensaios com o subsistema REAC (Ressonador Estocastico
Assistido por Computador)

A Figura 7.20 mostra o aspecto do setup experimental preparado para os
experimentos de validacdo do subsistema REAC. O sistema REAC ndo pbde ser
avaliado com neur6nios reais cultivados em MEA, até o momento em que este
trabalho foi escrito. Porém, o autor pretende fazer estas avaliagdes e publicar os
resultados assim que possivel.

Figura 7.20: Setup experimental para valida¢ao do subsistema REAC.

As avaliacbes do REAC foram feitas utilizando-se o simulador MEASIm,
modificado de modo a produzir em suas saidas um sinal de amplitude igual a 50uV
p-p. Para que o simulador MEASIim produzisse tal sinal, dois resistores foram
substituidos, conforme ilustrado esquematicamente na Figura 7.21(A) e no lay-out da
placa, na Figura 7.21(B).
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Figura 7.21: (A) Diagrama esquematico mostrando os resistores que compode o
divisor de tensao que foram alterados no projeto do simulador MEASim, de modo a
produzir sendides de amplitude indetectaveis sem o uso de amplificadores. Em (B) é
mostrada a posicao dos resistores substituidos na placa de circuito impresso do
MEASim.

O sinal original do MEASIm (sem atenuador) tem amplitude igual a 100 mVp-
p, frequéncia de 12Hz e formato de onda senoidal. Com a finalidade de atenuar o

sinal, novo divisor de tensao foi calculado usando-se a equacgao (7.5):

Ry
R1+R;

500

-6 —
Ventrada = 50.10 T 10%+500

100.1073 (7.5)

Vsaida =

A Figura 7.22 (A) mostra em azul o sinal original produzido pelo MEASIm
antes da modificacdo que atenuou o sinal. Ja na Figura 7.22 (B) o sinal € mostrado
atenuado também em azul. Este sinal, com esta atenuacdo, ndo pode ser lido pelo
osciloscépio Tektronix modelo TBS1102B porque seu nivel se confunde com o nivel

de ruido do instrumento, conforme mostrado na Figura 7.22(B).

TBS 11028 - 16:46:27 26/07/2019 TBS 11028 - 16:51:00 26/07/2019

Figura 7.22: (A) Sinal gerado pelo simulador MEASim antes da substituicao dos
resistores divisores de tensao; (B) Sinal gerado apos a substituicao dos resistores:
observar que o sinal se torna indetectavel, pois o ruido de instrumentacao é de maior
amplitude do que o sinal senoidal gerado.
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A Figura 7.23 mostra os resultados dos experimentos feitos com o sinal
gerado pelo moédulo MEASIm, aplicados a entrada do ressonador estocastico REAC.
Foi variado apenas o nivel de ruido, sendo que o nivel de sinal senoidal ficou
constante, com amplitude 50uV rms. Na Figura 7.23(A) o nivel de ruido tem
amplitude 2,5mVp-p (traco em amarelo). Pode-se observar o sinal senoidal
produzido pelo MEASIm pelo traco em azul; Pela Figura 7.23(B) pode-se observar
que a amplitude do ruido Gaussiano foi aumentada para um valor igual a 5mVp-p.
Isso possibilitou a detecgao do sinal senoidal somado ao ruido com amplitude igual a
315 mVp-p. Aumentando-se a amplitude do ruido para 7,5 mVp-p como mostrado na
Figura 7.23(C) o sinal senoidal foi detectado com amplitude igual a 1,33Vp-p
atingindo-se o ponto de RE; Na Figura 7.23(D) a amplitude do ruido foi aumentada
ainda mais, até atingir o valor de 10mVp-p, com o a qual o sinal foi detectado com
amplitude de 1,26 Vp-p. A Tabela 7.2 mostra os respectivos valores de intensidade
de ruido, de nivel de sinal detectado, de relacéo sinal/ruido e 0 ganho em decibéis

para cada caso, em todos os testes efetuados.

Tabela 7.2: Resultados para os testes mostrados na Figura 7.23.

Testes Ruido | Sinal+Ruido | SNR Ganho total de
Figura 8.23 | (mV p-p) (mV p-p) (dB) | amplificacao (dB)
(A) 25 99,5 6 23
(B) 5 315 18 38
(C) 7,5 1334 22,5 (%) 443
(D) 10 1259 21 44
(E) 15 1191 19 43,7
(F) 20 796 16 42
(G) 30 559 12,7 40,5
(H) 40 400 10 39
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Figura 7.23: Testes efetuados com o médulo REAC. Pode-se observar que o ponto de
ressonancia estocastica foi obtido no grafico em (C).
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E importante frisar que os niveis de ruido (tracos em amarelo) mostrados nos
gréaficos da Figura 7.23 aparecem amplificados por um fator igual a 100 vezes (ou 20
decibéis). Isso foi necessario porque para medir os niveis de ruido utilizando-se o
osciloscépio da marca Tektronix modelo TBS 1102B, foi necesséario amplificar o
ruido para que o mesmo pudesse ser mensurado adequadamente. Niveis de ruido
da ordem de 2,5 mVp-p misturam-se com os niveis de ruido do proprio instrumento,
portanto ndo puderam ser medidos diretamente. Para os testes mostrados na Figura
7.23 foi necessario portanto construir um amplificador capaz de amplificar 100 vezes
o ruido Gaussiano, antes de aplica-lo a ponta de prova do osciloscépio para as
medi¢cdes da Tabela 7.2. O grafico mostrado na Figura 7.24 ilustra os dados da
Tabela 7.2 de modo mais visivel, onde pode-se ver a classica curva que caracteriza

o fendbmeno RE.

Ruido x SNR(dB)

25

G s
] SSSeiE

R

0 3 10 15 20 25 30 35 40 45

SNR (dB)
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//

Amplitude Ruido (mV p-p)

Figura 7.24: Grafico mostrando a relacao Sinal/Ruido (SNR) em decibéis em funcao
do nivel de ruido ajustado no médulo REAC, em mVp-p.

A Figura 7.25 ilustra graficamente o ganho do total do sistema (em decibéis)
em funcédo do nivel de ruido aplicado: de modo geral, pode-se observar que, para
um sistema com ressonancia estocastica, o ganho de amplificagdo € maximo no
ponto onde ocorre RE. Entretanto, uma vez que aumenta-se a intensidade do ruido,
o sinal aparece mais degradado em virtude da diminui¢cao do valor de SNR.
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Figura 7.25: Grafico ilustrando o ganho total de amplificacdo obtido em funcéao da
amplitude do ruido aplicado a entrada do sistema.

Da analise dos graficos das Figuras 7.24 e 7.25 pode-se concluir que
encontrar o nivel correto de ruido que leva um sistema amplificador ndo-linear ao
ponto de ressonéncia estocastica (ponto 6timo) é muito importante para maximizar o
desempenho do sistema, porque para este nivel de ruido tem-se simultaneamente a
melhor relagdo SNR e o maior ganho de amplificacao.

7.5 Comparacoes entre o Sistema de Amplificacao Convencional e
o Sistema por Ressonancia Estocastica

Com a finalidade de avaliar de modo comparativo a eficiéncia do amplificador
REAC em relacdo ao sistema convencional de amplificacdo (usando os
amplificadores lineares descritos no Capitulo 3 deste trabalho) um sinal de
frequéncia igual a 12 Hz, periodo 0,0833 s, contendo 6 pulsos de largura igual a 600
Us em cada periodo, seguido de um periodo “refratario”, onde a onda permanece em
nivel légico baixo durante outros 0,0833s foi programado em um Gerador de
Fungdes da marca MINIPA, modelo MFG4210-B. O pulso foi assim escolhido por se
assemelhar aos impulsos elétricos emitidos por um neur6nio quando dispara um

burst de pulsos (conjunto de spikes). A Figura 7.26 mostra o aspecto do pulso
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escolhido para os testes comparativos entre o sistema de amplificagdo convencional
e o sistema REAC.

;"*"M"Mwhmi‘-n'n-'m-.‘ww-a-v.Lh-«L;wl-w-'u.\'wnM,-\h.-J'm'l' folts

TBS 11028 - 18:42:49 27/07/2019 (A) (B)

Figura 7.26: Grafico mostrando a forma de onda escolhida para os testes
comparativos entre o sistema convencional de amplificacao e o sistema por
ressonancia estocastica. Esta forma de onda foi escolhida por ser semelhante a um
burst proveniente do disparo de neurdnios naturais.

Na Figura 7.26, em (A) é mostrada imagem obtida diretamente a partir da tela
do osciloscépio e em (B) imagem plotada pelo programa MATLAB a partir do
arquivo .CSV gerado também pelo osciloscopio. A Figura 7.27 mostra este mesmo

sinal em maiores detalhes, com a marcacao dos respectivos intervalos de tempo.

16,6 7Tms
01—

it

0,0833s 0.0833s \

-0.

-y

Figura 7.27: Sinal utilizado para os testes de comparacao, detalhando os intervalos
de tempo envolvidos.

Para obter este formato de onda, o gerador de sinais foi colocado no

modoPulse =Burst =Gated. A amplitude do pulso mostrado na Figura 7.27 foi

reduzida até se tornar indetectavel ao osciloscopio sem o uso de amplificadores.
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Uma amplitude inicial igual a 100uVp-p foi ajustada através de outro divisor
de tensao, constituido por um potenciémetro de valor igual a 1 MQ, de modo similar
ao ilustrado na Figura 7.21. Este outro divisor foi adaptado a saida do gerador de
sinais MINIPA modelo MFG4210-B. Foi possivel variar o nivel de sinal aplicado a
ambos os sistemas, simultaneamente. Os resultados destes testes comparativos sao
mostrados na Figura 7.28. Nesta Figura pode-se observar a esquerda os graficos
obtidos na tela do osciloscépio de duplo traco: o traco em amarelo corresponde ao
canal que mediu a saida do subsistema de ressonancia estocastica (REAC) e o
traco em azul corresponde a saida de um canal do amplificador convencional
descrito no Capitulo 3, acrescido do médulo amplificador que foi adicionado ao
conversor AD. Ambos os sistemas de amplificacdo mediram simultaneamente o
mesmo sinal aplicado em suas entradas (sinal mostrado na Figura 7.27), sinal este
que foi atenuado para os seguintes valores de amplitude: 100 pV, 75uV, 50uV, 25uV
e 10uV pico a pico. Os niveis de ruido captados tanto pelo amplificador convencional
quanto pelo sistema REAC foram cuidadosamente anotados, bem como o valor do
ruido que foi ajustado para permitir o ponto étimo e possibilitar a ressonéncia
estocastica. Estes dados estdo representados a direita das imagens das telas do
osciloscopio, na Figura 7.28. Os dois canais do osciloscopio foram ajustados para a
mesma escala de tensado, igual a 100mV por unidade. O nivel de ruido que
possibilitou o ponto étimo de ressonéancia estocastica foi igual a 7,5mV p-p em todos
os casos. Tal nivel parece ndao depender da amplitude do sinal a ser amplificado,
pelo menos na faixa que foi testada nestes experimentos (de 100uV até 10uV p-p).
Este € um resultado inesperado e interessante, digno de nota. O amplificador
convencional (composto pelo pré-amplificador interno ao soquete da MEA acrescido
de um canal do amplificador descrito no Capitulo 3 e incorporado ao conversor AD)
tem ganho total em torno de 1127 vezes, conforme ja foi mencionado. O nivel de
ruido do sistema convencional pode ser melhorado com um novo /ay-out de placa de

circuito impresso para o conversor AD.
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Amplitude do sinal de Entrada: 100 uV p-p {A:I
Sinal Amplificado por RE (amarelo): 276 m\ p-p

Sinal Amplificado Convencional (azul): 158 mV p-p
Amplitude do ruido no sinal convencional: 38 mV
Amplitude do ruido de RE: 7,5mV p-p

Amplitude do sinal de Entrada: 75 uV pp {B]
Sinal Amplificado por RE (amarelo): 268 m\ p-p

Sinal Amplificado Convencional (azul): 82 mV p-p
Amplitude do ruido no sinal convencional: 43 mV p-p
Amplitude do ruido de RE: 7,5mV p-p

Amplitude do sinal de Entrada: 50UV p-p {c]
Sinal Amplificado por RE (amarelo): 268 mV p-p

Sinal Amplificado Convencional (azul): 62 mV p-p
Amplitude do ruido no sinal convencional: 42 mV p-p
Amplitude do ruido de RE: 7,5mV p-p

Amplitude do sinal de Entrada: 25 uV p-p {D]
Sinal Amplificado por RE (amarelo): 264 m\ p-p

Sinal Amplificado Convencional (azul): indetectavel
Amplitude do ruido no sinal convencional: 43 mV p-p
Amplitude do ruido de RE: 7,5mV p-p

Amplitude do sinal de Entrada: 10 uV p-p {E}
Sinal Amplificado por RE (amarelo): 264 m\ p-p

Sinal Amplificado Convencional (azul): indetectavel
Amplitude do ruido no sinal convencional: 54 mV p-p
Amplitude do ruido de RE: 7,5mV p-p

Figura 7.28: Resultados dos testes comparativos entre o sistema de amplificacao por
ressonancia estocastica (REAC) e o sistema amplificador linear convencional.
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Na Tabela 7.3 é mostrado o ganho dos dois sistemas em fungdo dos

diferentes niveis de sinal aplicado na entrada.

Tabela 7.3: Resultados dos testes comparativos entre os sistemas.

Sinal na entrada Sinal na Saida Sinal saida Ganho através de Ganho através
(HV p-p) REAC (mV p-p) amplificador conv. RE (REAC) (dB) amplificacao conv.

(mV p-p) (dB)

100 276 158 34,4 31,9

75 268 82 35,5 30,4

50 268 62 37,3 30,9

25 264 indetectavel 40,2

10 264 indetectavel 442

A Figura 7.29 ilustra graficamente o ganho em decibéis dos dois sistemas de

amplificagdo, num mesmo sistema de eixos.
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Figura 7.29: Comparacao entre os ganhos (dB) do sistema de amplificacao por
ressonancia estocastica (REAC) e o sistema amplificador linear convencional.

7.6 Consideracoes Finais

Neste Capitulo foram apresentados os resultados dos experimentos com

neurénios em MEA efetuados na Universidade Federal de Uberlandia, que serviram

para validar o sistema desenvolvido no Capitulo 3. Foram também descritos os

testes feitos em laboratério de eletrénica com o sistema REAC, comparando ambos

os sistemas em termos de desempenho para sinais de baixa amplitude.
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Capitulo 8

FUTUROS

Neste Capitulo, que encerra a tese, sdo apresentadas as principais conclusées obtidas
ao longo da pesquisa, que demonstram que o fenémeno RE é util e aplicavel para
registro de sinais em MEA, com vantagens em relagdo ao sistema de amplificacdo
convencional, quando se analisam sinais de amplitude inferior a 100 uV. Outras
questbes que permanecem em aberto, sdo apontadas para a continuidade deste
trabalho, em especial a otencdo de uma expressdo matematica analitica para se obter o

nivel de sinal que possibilita RE.

8.1 Conclusoes

Observando-se comparativamente ambos os sistemas ao amplificar o mesmo

sinal de entrada bastante atenuado, pode-se observar que:

a) Para o sistema de amplificagdo convencional, o ganho é sempre da ordem
de 31decibéis (1127 vezes, conforme Capitulo 3), mas quando o sinal tem amplitude
inferior a 25uV p-p, este torna-se indetectavel, pois o nivel de ruido do proprio

sistema amplificador € maior do que o nivel do sinal presente na sua entrada;

b) Para o sistema de amplificacdo baseado no fenbmeno RE, o ganho varia
na faixa entre 34,4 decibéis e 44,2 decibéis. O ganho aumenta a medida que a
intensidade do sinal de entrada é atenuado, em funcédo da acao benéfica aditiva do
ruido que, somado ao sinal na entrada do sistema nao-linear, produz o fenémeno de

ressonancia estocastica e permite detectar o sinal de muito baixa amplitude;
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c) Para sinais de amplitude maior do que 100uV p-p, os ganhos de ambos 0s
sistemas praticamente se tornam iguais e ndo existem vantagens em empregar
amplificacdo através de RE. Este fato pode ser demonstrado pela observacédo do

grafico da Figura 7.29.

d) O Sistema de amplificacdo nao-linear baseado em ressonancia estocastica
€ bastante adequado para detectar spikes e bursts em sinais produzidos por
neurdnios naturais, como nesta aplicacdo baseada em MEAs. Mesmo sinais de
muito baixa intensidade podem ser detectados.

No sistema convencional, tais sinais, por terem amplitude muito pequena, se
confundem com o préprio nivel de ruido da instrumentacao, e desta forma se tornam

indetectaveis;

e) O nivel de ruido 6timo que possibilitou a melhor deteccao através do
fenébmeno de RE verificado nos testes permaneceu constante para sinais de entrada
na faixa de 10uV a 100uV p-p. O nivel de ruido foi o mesmo que ja havia sido
medido no teste efetuado com o simulador MEASIm (7,5 mV p-p) em onda senoidal.
Faz-se necessarios maiores investigacdes sobre este fato, pois este € um resultado
inesperado;

f) Ao aplicar uma onda de formato senoidal na entrada de ambos os sistemas
(teste ilustrado pela Figura 7.22), o amplificador convencional reproduz a onda de
modo fiel, preservando seu formato; o método de amplificagcdo através de RE
deforma a sendide, porém suas componentes espectrais continuam presentes e séo
detectaveis através de Transformada de Fourier (FFT) aplicada ao sinal resultante
na saida do REAC;

f) A propria Natureza utiliza o fenbmeno de RE para propagar os impulsos
elétricos entre os neurdnios, no interior do cérebro e também na transmissao dos
impulsos nervosos dos 6rgaos dos sentidos, tais como na transmissdao dos sinais
elétricos provenientes da retina e dos nervos auditivos para o cérebro. Parece
natural ao autor usar o mesmo fenémeno para amplificar eletronicamente os sinais
dos neurdnios cultivados in vitro em MEA; De fato, os testes desenvolvidos durante a

elaboracdo deste trabalho mostraram-se muito promissores para a adocédo deste
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sistema quando o objetivo principal for registrar spikes e bursts provenientes da

atividade neural in vitro;

g) Finalmente, os resultados dos testes do sistema de deteccao através de
ressonancia estocastica se mostraram muito promissores para os sinais elétricos
presentes em MEA, porque as caracteristicas importantes a serem registradas sao
0s spikes e os bursts (conforme explicado no Capitulo 2).

E fato que se o desejado for analisar o formato exato do sinal elétrico, a
opcao de utilizar RE nao pode ser empregada. Entretanto, para a finalidade proposta
nesta tese (isto é, registrar sinais de neurénios em matrizes de microeletrodos) o
sistema em estudo baseado em RE se mostrou superior ao sistema usual, que é
baseado em amplificadores lineares convencionais. Sistemas de Interface Cérebro-
Maquina (BCIl) e equipamentos de eletroencefalograma (EEG) também podem se
beneficiar do método RE, uma vez que o mais importante ndo é conhecer a forma
exata da onda produzida, mas sim registrar os impulsos elétricos disparados pela
atividade dos neurbnios, o0s quais muitas vezes tem intensidade inferior a

intensidade do ruido de instrumentacao;

h) Ambientes ruidosos de Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de hospitais
podem fazer uso do fenbmeno de RE na aplicacido de exames de EEG em seus
pacientes. De fato, uma das dificuldades na utilizacdo do método de EEG nas UTls,
até mesmo para se detectar morte cerebral dos pacientes, consiste justamente no
nivel elevado de ruido eletromagnético de tais salas (PUZZI e BARJA, 2016). O
préprio ruido pode ser aplicado em sistemas RE para melhorar a captacao dos
sinais, 0 que inspira o desenvolvimento de equipamentos de EEG baseados em RE.

8.2 Trabalhos Futuros

O autor espera continuar o desenvolvimento dos equipamentos de registro
convencionais e utilizando RE, e levar adiante as pesquisas com sinais elétricos em

matrizes de microeletrodos no Brasil, culminando com a construcdo de um



Capitulo 8 - Conclusées e Trabalhos Futuros 183

laboratério especifico para pesquisas em MEA em alguma Universidade brasileira.
Boas candidatas sao a Universidade Federal de Uberlandia, a Unicamp e a UFSCar.
Espera também poder contar com o apoio de pesquisadores internacionais, em
especial do prof. Sergio Martinéia (Universidade de Génova, ltalia) que tem
colaborado bastante na realizacdo deste trabalho, e do professor Jodo Batista
Destro (UFU) grande incentivador da pesquisa em MEA no Brasil.

Sobre o fenbmeno RE, este merece especial atencao dos pesquisadores e
ainda ha varias perguntas a serem respondidas, entre as quais:

a) Como determinar analiticamente o nivel de sinal étimo para RE ?

b) Este nivel de sinal & constante, ou varia conforme a amplitude do sinal
presente na entrada do sistema ?

c) O sinal 6timo que possibilita RE depende da frequéncia do sinal a ser
detectado ?

d) E possivel melhorar o desempenho de redes neurais computacionais (tais
como as redes de convolucao) com a adi¢ao controlada de ruido ?

e) O fenbmeno de RE pode ser utilizado para a constru¢do de equipamentos
de registro de eletroencefalograma mais robustos para serem utilizados em UTls ?

Sao perguntas que ensejam maior investigacdo e sdo alvo da continuidade

deste trabalho.
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Apeéendice |

_..CODIGO-FONTE EM VHDL

library ieee;
use ieee.std _logic_1164.all;
use ieee.std_logic_arith.all;

entity spi is

port(
cristalE: in std_logic;
clockMCP: inout std_logic;
datainMCP: out std_logic;
csMCP: inout std_logic;
dataoutMCP1: in std_logic;
dataoutMCP2: in std_logic;
dataoutMCP3: in std_logic;
dataoutMCP4: in std_logic;
dataoutMCP5: in std_logic;
dataoutMCP6: in std_logic;
dataoutMCP?7: in std_logic;
dataoutMCP8: in std_logic;
clockSPI: inout std_logic;
datainSPI: out std_logic;
dataoutSPI: inout std_logic;
csSPI: in std_logic);

end entity;

architecture comportamento of spi is
type SAMPLE is array(0 to 3) of std_logic_vector(0 to 99);

shared variable DOUT: std_logic _vector(1 to 400);
shared variable amostra: SAMPLE;

begin
process(cristalE)
variable pulse: integer := 0;
variable achannel: std_logic_vector(0 to 2);
variable channel: integer := 0;
variable snum: integer := 0;
variable clock: integer := 0;

variable ad0: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad1: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad2: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad3: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad4: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad5: std_logic_vector(0 to 11);
variable ad6: std_logic_vector(0to 11);
variable ad7: std_logic_vector(0to 11);
begin
if rising_edge(cristalE) then
clock :=clock + 1;



if clock = 2 then
clockMCP <= not clockMCP;
clock := 0;

end If;

pulse = pulse + 1;

achannel := conv_std_logic _vector(channel, 3);

if pulse = 4 then
cSMCP <=0
datainMCP <= '1'; --start bit
elsif pulse = 8 then
datainMCP <= "1'; -- single/diff
elsif pulse = 12 then
datainMCP <= achannel(0); --address D2
elsif pulse = 16 then
datainMCP <= achannel(1); --address D1
elsif pulse = 20 then
datainMCP <= achannel(2); --address DO
elsif pulse = 24 then
datainMCP <= '0'; --dont care start
elsif pulse = 32 then
ad0(11) := dataoutMCP1;
ad1(11) := dataoutMCP2;
ad2(11) := dataoutMCP3;
ad3(11) := dataoutMCP4;
ad4(11) := dataoutMCP5;
ad5(11) := dataoutMCP6;
ad6(11) := dataoutMCP7;
ad7(11) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 36 then
ad0(10) := dataoutMCP1;
ad1(10) := dataoutMCP2;
ad2(10) := dataoutMCP3;
ad3(10) := dataoutMCP4;
ad4(10) := dataoutMCP5;
ad5(10) := dataoutMCPE6;
adé6(10) := dataoutMCP7;
ad7(10) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 40 then
ad0(9) := dataoutMCP1;
ad1(9) := dataoutMCP2;
ad2(9) := dataoutMCP3;
ad3(9) := dataoutMCP4;
ad4(9) := dataoutMCP5;
ad5(9) := dataoutMCP6;
ad6(9) := dataoutMCP7;
adrz(9) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 44 then
ad0(8) := dataoutMCP1;
ad1(8) := dataoutMCP2;
ad2(8) := dataoutMCP3;
ad3(8) := dataoutMCP4;
ad4(8) := dataoutMCP5;
ad5(8) := dataoutMCP6;
ad6(8) := dataoutMCP7;
adrz(8) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 48 then
ad0(7) := dataoutMCP1;
ad1(7) := dataoutMCP2;



ad2(7) := dataoutMCP3;
ad3(7) := dataoutMCP4;
ad4(7) := dataoutMCP5;
ad5(7) := dataoutMCP6;
adé(7) := dataoutMCP7;
ad7(7) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 52 then
ad0(6) := dataoutMCP1;
ad1(6) := dataoutMCP2;
ad2(6) := dataoutMCP3;
ad3(6) := dataoutMCP4;
ad4(6) := dataoutMCP5;
ad5(6) := dataoutMCP6;
ad6(6) := dataoutMCP7;
ad7(6) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 56 then
ad0(5) := dataoutMCP1;
ad1(5) := dataoutMCP2;
ad2(5) := dataoutMCP3;
ad3(5) := dataoutMCP4;
ad4(5) := dataoutMCP5;
ad5(5) := dataoutMCP6;
adé6(5) := dataoutMCP7;
ad’z(5) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 60 then
ad0(4) := dataoutMCP1;
ad1(4) := dataoutMCP2;
ad2(4) := dataoutMCP3;
ad3(4) := dataoutMCP4;
ad4(4) := dataoutMCP5;
ad5(4) := dataoutMCP6;
adé6(4) := dataoutMCP7;
ad’z(4) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 64 then
ad0(3) := dataoutMCP1;
ad1(3) := dataoutMCP2;
ad2(3) := dataoutMCP3;
ad3(3) := dataoutMCP4;
ad4(3) := dataoutMCP5;
ad5(3) := dataoutMCP6;
ad6(3) := dataoutMCP7;
ad7(3) := dataoutMCP8;
elsif pulse = 68 then
ad0(2) := dataoutMCP1;
ad1(2) := dataoutMCP2;
ad2(2) := dataoutMCP3;
ad3(2) := dataoutMCP4;
ad4(2) := dataoutMCP5;
ad5(2) := dataoutMCP6;
adé(2) := dataoutMCP7;
ad7(2) := dataoutMCPS8;
elsif pulse = 72 then
ad0(1) := dataoutMCP1;
adi(1) := dataoutMCP2;
ad2(1) := dataoutMCP3;
ad3(1) := dataoutMCP4;
ad4(1) := dataoutMCP5;
ad5(1) := dataoutMCP6;
adé6(1) := dataoutMCP7;
ad7(1) := dataoutMCP8;



elsif pulse = 76 then
ad0(0) := dataoutMCP1;
ad1(0) := dataoutMCP2;
ad2(0) := dataoutMCP3;
ad3(0) := dataoutMCP4;
ad4(0) := dataoutMCP5;
ad5(0) := dataoutMCP6;
ad6(0) := dataoutMCP7;
ad7z(0) := dataoutMCP8;

amostra(snum) = ad0 & ad1 & ad2 & ad3 & ad4 & ad5
& ad6 & ad7 & '0' & conv_std_logic_vector(channel, 3);
elsif pulse = 80 then
pulse = 0;
channel := channel + 1;
snum = snum + 1;

if channel = 8 then
channel := 0;
end if;

if snum = 4 then
snum = 0;
DOUT := amostra(0) & amostra(1) & amostra(2)
& amostra(3);
dataoutSPI <= not dataoutSPI;
end if;

cSMCP <="1";
end If;
end if;
end process;

process(clockSPI, csSPI)
variable tick:integer := 0;
begin
if (csSPI ='1") then
tick := 0;
elsif falling_edge(clockSPI) then
tick := tick + 1;

for I'in 1 to 400 loop
if (tick = 1) then
datainSPI <= DOUT(l);
end if;
end loop;
end if;

end process;

end architecture;



Apéndice J

_..CODIGO-FONTE ORANGE PI

#include <stdint.h>
#include <unistd.h>
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <getopt.h>
#include <fcntl.h>
#include <sys/ioctl.h>
#include <sys/times.h>
#include <linux/types.h>
#include <linux/spi/spidev.h>
#include <wiringPi.h>

#define ARRAY SIZE(a) (sizeof(a) / sizeof((a)[0]))

static const char *device = "/dev/spidev0.0";
static uint8_t mode = 2;

static uint8_t bits = 8;

static uint32_t speed = 32000000;

static void pabort(const char *s) {
perror(s);
abort();

}

#define BUFFER _READY 26
#define TEST 4

intret=0;

int fd;

char buf[50];

intbr=-1;

static uint8_t Iv;

static uint32 _t breakfile, i;
static char filename[256];

int main(int argc, char** argv) {
wiringPiSetup () ;

pinMode (BUFFER_READY, INPUT) ;
pinMode (TEST, OUTPUT) ;

fd = open(device, O_RDWR); //read write
if (fd < 0) {

printf("can't open device");

return -1;

}
ret = joctl(fd, SPI_I0C_WR_MAX_SPEED_HZ, &speed);



if (ret == -1) {
printf("can't open device");
return -1;

}

FILE *f = fopen("record/rec(0).txt", "w");
if (f == NULL)

printf("Error opening file!/\n");
return -1;

}

printf("spi mode: %d\n", mode);
printf("bits per word: %d\n", bits);
printf("max speed: %d Hz (%d MHz)\n", speed, speed / 1000000);

if (ioctl(fd, SPI_IOC_WR_MODE, &mode) == -1) pabort("Can't set SPI mode");

for(:){

lv = digitalRead(BUFFER_READY);
digitalWrite(TEST, Iv);
if(lv 1= br){
br =lv;
if (read(fd, buf, ARRAY_SIZE(buf)) I= ARRAY_SIZE(buf)){
perror("SPI read Error");
close(fd);

}

forintf(f, "%02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X
%02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X
%02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X
%02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X %02X
\\n", buf[0], buf[ 1], buf[2], buf[3],buf[4], buf[5],bufl6],buf[7],buf[8], buf9],buf 10],buf11],buf[12]
,buf[13],buf[14],buf[15],buf[16],buf[17],buf[18],buf19],bufl20],bufl21],buf22] buf[23],buf[2
4], buf[25],buf[26],buf[27],buf[28], buf[29], buf[30], buf[31], buf[32],buf[33],buf[34],buf[35],bufl
36],buf[37],buf[38],buf[39],buf[40],buf[41],bufl42],buf[43],buf44], buf45], buf[46],buff47] bu
/48], buf[49]);

i++;

if(i == 144000){
i=0;
fclose(f);
breakfile++;
sprintf(filename, "record/rec(%d).txt", breakfile);
FILE *f = fopen(filename, "w");

}

}
}

close(fd);
return ret;

}



Apeéendice K

_..CODIGO-FONTE PLACA TIVA

int inc[4] = {4,6,8,10};
int ctlf4] = {5,7,9,11};
int mem[4] = {0,0,0,0};

String str="";
bool usead = 0;

void pulse(int chip, bool cmd){
int a = inc[chip];
int b = ctifchip];

digitalWrite(b,cmd);

digitalWrite(a,HIGH);

delayMicroseconds(10);

digitalWrite(a,LOW);

delayMicroseconds(10);
}

void set_mem(int chip, bool cmd){
iftcmad){
memfchip] += 1;

elsef
mem|chip] -= 1;
}

if (mem|chip] < 0) mem[chip] = 0;
if (mem|chip] > 31) mem[chip] = 31;
}

void setup(){
int i, j;

Serial.begin(115200);
pinMode(4,OUTPUT); // INC
pinMode(5,0UTPUT); // UP/DOWN
pinMode(6,0UTPUT); // INC
pinMode(7,OUTPUT); // UP/DOWN
pinMode(8,0UTPUT); // INC
pinMode(9,0UTPUT); // UP/DOWN
pinMode(10,0UTPUT); // INC
pinMode(11,0UTPUT); // UP/DOWN
pinMode(12,0UTPUT); // RELE
pinMode(13,0UTPUT); // ONBOARD LED

(REAC)




digitalWrite(4,HIGH);
digitalWrite(6,HIGH);
digitalWrite(8,HIGH);
digitalWrite(10,HIGH);
digitalWrite(5,HIGH);
digitalWrite(7,HIGH);
digitalWrite(9,HIGH);
digitalWrite(11,HIGH);
digitalWrite(12,LOW);
digitalWrite(13,LOW);
for(i=0;i<4;i++){
for(j=0,j<32;j++){
pulse(i,LOW);
}
}

delay(2000);
Serial.print("#Start$");

)/ void setup()
void(* resetFunc)(void) = 0;

void loop(){
char a;
inti, j;
int ch, val, diff, k, adval;

while (Serial.available() > 0) {
a = Serial.read();

ifla =="n’){
//Serial.print("Texto = ");
//Serial.printin(str);

ch = str.substring(0,1).tolnt();
val = str.substring(2,4).toint();

if (str.length() > 2){
//Serial.print("#");

//Serial.print("Ch = ");
//Serial.printin(ch, DEC);
//Serial.print("Val = ");
//Serial.printin(val, DEC);

if ((val < 0) || (val > 31)){
//Serial.printin("Invalid Value");

}

else if((ch < 0) || (ch > 3)){
//Serial.printin("Invalid Channel");

}

elsef
diff = val - mem|ch];

//Serial.print("Diff = ");
//Serial.printin(diff, DEC);
if (diff > 0){



for(k = 0; k < diff; k++){
pulse(ch,HIGH);
set_mem(ch,HIGH);

//Serial.print("H");
}

}
else if(diff < 0){
for(k = diff; k < 0; k++){
pulse(ch,LOW);
set_mem(ch,LOW);

//Serial.print("L");
}

}

//Serial.printlin(");
//Serial.print("MEM = ");
//Serial.printin(mem|ch], DEC);

}
//Serial.print("$");
s tr = " ",.

}
else if(a == 'A'){
usead = 1;

}
else if(a == 'S'){
usead = 0;

}
else if(a == "R'){
for(i=0;i<4;i++){
for(j=0;j<32;j++){
pulse(i,LOW);
}
}

}

else if(a=="L"){
digitalWrite(12,HIGH);
digitalWrite(13,HIGH);

}

else if(a == 'D'){
digitalWrite(12,LOW);
digitalWrite(13,LOW);

}
else if(a == "\r'){
//nada
}
elsef
str.concat(a);
}
}
if(usead){
aadval = analogRead(A0);
Serial.print("#");
Serial.print(adval, DEC);
Serial.print("$");
} }/ void loop()
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Apéndice M

...PLACA SuBSISTEMA REAC




Apeéendice N

...CODIGO-FONTE DELPHI (REAC)

unit Unit1;
interface
uses
Windows, Messages, SysUltils, Variants, Classes, Graphics, Controls, Forms,
Dialogs, CPortCtl, StdCtrls, CPort, ExtCtrls, TeEngine, Series, TeeProcs,
Chart, Spin, XPMan, ComCitrls, Math;
type
TForm1 = class(TForm)
ComPort1: TComPort;
ComDataPacket1: TComDataPacket;
Button2: TButton;
ComLed1: TComLed;
Timer1: TTimer;
Chart1: TChart;
Series1: TFastLineSeries;
Timer2: TTimer;
SpinEdit1: TSpinEdit;
XPManifest1: TXPManifest;
Button3: TButton;
Bevell: TBevel;
StatusBar1: TStatusBar;
Labell: TLabel;
Button4: TButton;
Button5: TButton;
Panel1: TPanel;
TrackBar1: TTrackBar;
SpinEdit2: TSpinEdit;
Panel2: TPanel;
TrackBar2: TTrackBar;
SpinEdit3: TSpinEdit;
Panel3: TPanel;
Panel4: TPanel;
Label2: TLabel;
Label3: TLabel;
Label4: TLabel;
Label5: TLabel;
Button1: TButton;
Edit1: TEdit;
Bevel2: TBevel;
Label6: TLabel;
Button6: TButton;
Button7: TButton;
Button8: TButton;
ck1: TEdit;
10: TLabel;
I1: TLabel;
Label7: TLabel;
Label8: TLabel;
Label9: TLabel;
Label10: TLabel;



Label11: TLabel;
Label12: TLabel;
ck2: TEdit;
Label13: TLabel;
ck4: TEdit;
ck3: TEdit;
Label14: TLabel;
TrackBar3: TTrackBar;
SpinEdit4: TSpinEdit;
TrackBar4: TTrackBar;
SpinEdit5: TSpinEdit;
12: TLabel;
13: TLabel;
procedure Button2Click(Sender: TObject);
procedure ComDataPacket1Packet(Sender: TObject; const Str: string);
procedure Timer1Timer(Sender: TObject);
procedure Timer2Timer(Sender: TObject);
procedure SpinEdit1Change(Sender: TObject);
procedure Button3Click(Sender: TObject);
procedure Button4Click(Sender: TObject);
procedure Button5Click(Sender: TObject);
procedure TrackBar1Change(Sender: TObject);
procedure TrackBar2Change(Sender: TObject);
procedure TrackBar3Change(Sender: TObject);
procedure TrackBar4Change(Sender: TObject);
procedure SpinEdit2Change(Sender: TObject);
procedure SpinEdit3Change(Sender: TObject);
procedure SpinEdit4Change(Sender: TObject);
procedure SpinEdit5Change(Sender: TObject);
procedure FormShow(Sender: TObject);
procedure Button1Click(Sender: TObject);
procedure Button6Click(Sender: TObject);
procedure Button7Click(Sender: TObject);
procedure Button8Click(Sender: TObject);
procedure ck1Change(Sender: TObject);
procedure ck2Change(Sender: TObject);
procedure ck3Change(Sender: TObject);
procedure ck4Change(Sender: TObject);
private
{ Private declarations }
public
{ Public declarations }
end;

var
Form1: TForm1;

sample : integer = 0;
sample2 : integer = 0;
valor : integer = 0;

x :integer = 0;
y rinteger = 0;
sum :real = 0;
snravg :real = 0;

implementation
{$R *.dfm}

procedure TForm1.Button1Click(Sender: TObject);
begin



comport1.ShowSetupDialog;
edit1.Text := ComPort1.Port;
end;

procedure TForm1.Button2Click(Sender: TObject);
begin

if not Comport1.Connected then
begin
try
Comport1.0pen;
Button2.Caption := 'Desconectar’;
timer1.Enabled := true;
Button1.Enabled := false;
except
showmessage('Falha ao abrir a porta COM’);
end;
end
else
begin
try
button4.Click;
button5.Click;
SpinEdit2. Text := '0;
SpinEdit3. Text ;= '0;
SpinEdit4. Text := 0%
SpinEdit5. Text := 0%
Comport1.Close;
Button2.Caption := 'Conectar’;
timer1.Enabled := false;
Button1.Enabled := true;
StatusBar1.Panels[0]. Text .= ";
finally

end;
end;

end;

procedure TForm1.Button3Click(Sender: TObject);
begin

if ComPort1.Connected then

begin

Chart1.Series[0].Clear;

x:=0;

Comport1.WriteStr('A' + #10);

end;

end;

procedure TForm1.Button4Click(Sender: TObject);
begin

if ComPort1.Connected then

begin

Comport1.WriteStr('S' + #10);

timer2.Enabled := false;

end;

end;

procedure TForm1.Button5Click(Sender: TObject);
begin



Chart1.Series[0].Clear;
x:=0;
end;

procedure TForm1.Button6Click(Sender: TObject);
begin

if ComPort1.Connected then
begin

Comport1.WriteStr('R' + #10);
SpinEdit2. Text := ‘0%
SpinEdit3. Text := ‘0%
SpinEdit4. Text ;= ‘0%
SpinEdit5. Text ;= '0';
timer2.Enabled := false;
button5.Click;

end;

end;

procedure TForm1.Button7Click(Sender: TObject);
begin

if ComPort1.Connected then

begin

Comport1.WriteStr('L' + #10);

end;

end;

procedure TForm1.Button8Click(Sender: TObject);
begin

if ComPort1.Connected then

begin

Comport1.WriteStr('D' + #10);

end;

end;

procedure TForm1.ck1Change(Sender: TObject);
begin

spinedit2.0OnChange(Sender);

end;

procedure TForm1.ck2Change(Sender: TObject);
begin

spinedit3.0OnChange(Sender);

end;

procedure TForm1.ck3Change(Sender: TObject);
begin

spinedit4.OnChange(Sender);

end;

procedure TForm1.ck4Change(Sender: TObject);
begin

spinedit5.0OnChange(Sender);

end;

function TryStrTolnt(const S: string; out Value: Integer): Boolean;
var

E: Integer;
begin

Val(S, Value, E);

Result .= E = 0;



end;

procedure TForm1.ComDataPacket1Packet(Sender: TObject; const Str: string);
begin

if TryStrTolnt(Str, Valor) then

begin

sample := sample + 1;

X=Xx+1;

timer2.Enabled := true;

ify < 127 then
begin
y=y+1;
sum = sum + Valor;
end
else
begin
snravg :=sum/y;
sum = 0;
y=0;
end;
end
end;

procedure TForm1.FormShow(Sender: TObject);
begin

edit1. Text ;== ComPort1.Port;

end;

procedure TForm1.SpinEdit1Change(Sender: TObject);
begin

Chart1.Series[0].Clear;

x:=0;
end;

procedure TForm1.SpinEdit2Change(Sender: TObject);

var

iinteger;

r:double;

begin

TryStrTolnt(SpinEdit2. Text,i);

TryStrToFloat(ck1.Text, r);

trackbari1.Position ;=i *-1;

10.Caption = floattostr(trackbari.Position *-1 *r) + 'mV (RMS)’;
ck4.Text ;= floattostr(r);

if ComPort1.Connected then Comport1.WriteStr('0,'+SpinEdit2. Text+ #10);
end;

procedure TForm1.SpinEdit3Change(Sender: TObject);

var

iinteger;

r:double;

begin

TryStrTolnt(SpinEdit3. Text,i);

TryStrToFloat(ck2. Text, r);

trackbar2.Position ;=i *-1;

/1.Caption = floattostr(trackbar2.Position *-1 *r) + 'mV (RMS)’;

if ComPort1.Connected then Comport1.WriteStr('1,'+SpinEdit3. Text+ #10);



end;

procedure TForm1.SpinEdit4Change(Sender: TObject);

var

iinteger;

r:double;

begin

TryStrTolnt(SpinEdit4. Text,i);

TryStrToFloat(ck3.Text, r);

trackbar3.Position ;=i *-1;

12.Caption = floattostr(trackbar3.Position *-1 *r) + 'mV (RMS)’;
if ComPort1.Connected then Comport1.WriteStr('2,'+SpinEdit4. Text+ #10);
end;

procedure TForm1.SpinEdit5Change(Sender: TObject);

var

iinteger;

r:double;

begin

TryStrTolnt(SpinEdit5. Text,i);

TryStrToFloat(ck4.Text, r);

trackbar4.Position ;=i *-1;

13.Caption = floattostr(trackbar4.Position *-1 *r) + 'mV (RMS)’;
if ComPort1.Connected then Comport1.WriteStr('3,'+SpinEdit5. Text+ #10);
end;

procedure TForm1.Timer1Timer(Sender: TObject);
begin
StatusBar1.Panels[0]. Text := 'Signal: ' + inttostr(sample) + ' Hz, Graph:
'tinttostr(sample2)+' Hz, Sampling: 1000Hz';
sample = 0;
sample2 = 0;
end;

procedure TForm1.Timer2Timer(Sender: TObject);
var

i, j T integer;

v:real;
begin

sample2 := sample2 + 1;

Chart1.Series[0].AddXY(x, valor, ", cITeeColor);

if TryStrTolnt(SpinEdit1. Text,i) then
if x > i then Chart1.Series[0].Delete(0);

StatusBar1.Panels[1]. Text := inttostr(sample) + "' + inttostr(valor);

TryStrTolnt(SpinEdit2. Text,j);
ifj=0then
begin
label7.caption :="-';
label11.caption := -
end
else
begin
v:= Power((snravg * strtofloat(ck2.Text)),2) / Power((j * strtofloat(ck1.Text)) ,2);
label7.caption := Format('%.1f', [V]);

ifv=0thenv.=1;



label11.caption := Format('%.1f', [(20*log10(v))]);
end;
end;

procedure TForm1.TrackBar1Change(Sender: TObject);
begin

spinedit2. Text := inttostr(trackbar1.Position * -1);

end;

procedure TForm1.TrackBar2Change(Sender: TObject);
begin

spinedit3. Text := inttostr(trackbar2.Position * -1);

end;

procedure TForm1.TrackBar3Change(Sender: TObject);
begin

spinedit4. Text := inttostr(trackbar3.Position * -1);

end;

procedure TForm1.TrackBar4dChange(Sender: TObject);
begin

spinedit5. Text := inttostr(trackbar4.Position * -1);

end;

end.
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