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RESUMO

ARAUJO, Carlos Eduardo de. Implante Neural Controlado em Malha Fechada. 2015. 109 f.
Tese (Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand). Curitiba, 2015.

Um dos desafios propostos por pesquisadores em neurociéncia aos engenheiros biomédicos é
a interacdo cérebro-méaquina. O sistema nervoso comunica-se interpretando sinais
eletroquimicos, e circuitos implantaveis podem tomar decisdes de modo a interagir com o
meio bioldgico. Sabe-se também que a doenca de Parkinson esté relacionada a um déficit do
neurotransmissor dopamina. Para controlar a concentracdo de dopamina diferentes técnicas
tem sido empregadas como estimuladores elétricos, magnéticos e drogas. Neste trabalho
obteve-se 0 controle da concentracdo do neurotransmissor de maneira automatica uma vez
que atualmente isto ndo é realizado. Para tanto, projetou-se e desenvolveu-se quatro sistemas:
a estimulacdo cerebral profunda ou deep brain stimulation (DBS), a estimulagdo
transmagnética ou transmagnetic stimulation (TMS), um controle de bomba de infuséo ou
infusion pump control (IPC) para a entrega de drogas e um sistema de voltametria ciclica de
varredura rapida ou fast scan ciclic voltammetry (FSCV) (circuito que detecta variaces de
concentracdo de neurotransmissores como a dopamina - DA). Também foi necessario o
desenvolvimento de softwares para a visualizacdo de dados e analises em sincronia com
acontecimentos ou experimentos correntes, facilitando a utilizacdo destes dispositivos quando
emprega-se bombas de infusdo e a sua flexibilidade € tal que a DBS ou a TMS podem ser
utilizadas de maneira manual ou automatica além de outras técnicas de estimulacdo como
luzes, sons, etc. O sistema desenvolvido permite controlar de forma automatica a
concentracdo da DA. A resolucdo do sistema é de 0.4 umol/L podendo-se ajustar o tempo
para correcdo da concentracdo entre 1 e 90 segundos. O sistema permite controlar
concentracdes entre 1 e 10 pumol/L, com um erro de cerca de +/- 0,8 umol/L. Embora
desenhado para o controle da concentracdo de dopamina o sistema pode ser utilizado para
controlar outros neurotransmissores. PropBe-se continuar o desenvolvimento em malha
fechada empregando FSCV e DBS (ou TMS, ou infusdo), utilizando modelos animais
parkinsonianos.

Palavras Chave: Implante Eletromagnético, DBS, TMS, FSCV, Neurdnios Dopaminérgicos.



ABSTRACT

ARAUJO, Carlos Eduardo de. Closed Loop Controlled Neural Implant. 2015. 109 f. Thesis.
(Graduate Program in Electrical and Computer Engineering of Federal University of
Technology - Parand). Curitiba, 2015.

One of the challenges to biomedical engineers proposed by researchers in neuroscience is
brain machine interaction. The nervous system communicates by interpreting electrochemical
signals, and implantable circuits make decisions in order to interact with the biological
environment. It is well known that Parkinson’s disease is related to a deficit of dopamine
(DA). Different methods has been employed to control dopamine concentration like magnetic
or electrical stimulators or drugs. In this work was automatically controlled the
neurotransmitter concentration since this is not currently employed. To do that, four systems
were designed and developed: deep brain stimulation (DBS), transmagnetic stimulation
(TMS), Infusion Pump Control (IPC) for drug delivery, and fast scan cyclic voltammetry
(FSCV) (sensing circuits which detect varying concentrations of neurotransmitters like
dopamine caused by these stimulations). Some softwares also were developed for data display
and analysis in synchronously with current events in the experiments. This allowed the use of
infusion pumps and their flexibility is such that DBS or TMS can be used in single mode and
other stimulation techniques and combinations like lights, sounds, etc. The developed system
allows to control automatically the concentration of DA. The resolution of the system is
around 0.4 pmol/L with time correction of concentration adjustable between 1 and 90
seconds. The system allows controlling DA concentrations between 1 and 10 pumol/L, with an
error about +/- 0.8 umol/L. Although designed to control DA concentration, the system can be
used to control, the concentration of other substances. It is proposed to continue the closed
loop development with FSCV and DBS (or TMS, or infusion) using parkinsonian animals
models.

Keywords: Electromagnetic Implant, DBS, TMS, FSCV, Dopaminergic neurons.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 ESTIMULADORES NEURONAIS INVASIVOS E NAO INVASIVOS

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
prevalente no mundo afetando quase 0,5% da populacdo acima de 60 anos
(WIRDEFELDT et al., 2011). E caracterizada por déficits cognitivos e motores,
incluindo acinesia que é a dificuldade para iniciar movimentos. Estas
dificuldades aparecem apds a degeneracdo de mais de 70% dos neur6nios da
Substancia Negra Compacta (SNc) que liberam o neurotransmissor dopamina
(DA) no corpo do estriado (SCHAPIRA; JENNER, 2011). Nao existe tratamento
para curar a DP, mas os sintomas motores melhoram quando utilizado
medicamento com substancias precursoras de DA incluindo uso de injecao de
Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) visando a regeneracao celular
de neurbnios dopaminérgicos afetados na DP (GRONDIN; GASH, 1998) e
também com estimulacdo cerebral profunda do ndcleo subtalamico (KALIA;
SANKAR; LOZANO, 2013; RASCOL et al., 2011; VOLKMANN et al., 2013).

Atualmente os dispositivos de estimulagéo cerebral profunda ou deep brain
stimulation (DBS) séo utilizados principalmente para regular os problemas de
movimento associados a DP, tendo sua introducdo clinica sido realizada por
Benabid (BENABID et al., 1987). Outras aplicagcbes incluem o tratamento de
distirbios motivacionais, depressédo severa, transtornos obsessivo compulsivo

e problemas relacionados a convulsdes e epilepsia (FRIEHS et al., 2005).

Dispositivos DBS promovem disparos de potencial de acdo em neurbnios
sendo que, no tratamento de DP, é preferencialmente aplicado no ndcleo
subtalamico (STN). O STN forma uma retroalimentacdo com o globo palido
externo (GPe), e este ultimo recebe entrada a partir do corpo estriado, o qual,
por sua vez, € modulado pela SNc, local onde se localizam as células
produtoras de dopamina (PLENZ; KITAL, 1999).
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Ainda que largamente utilizada, ndo estédo claros os mecanismos biologicos
que sdo afetados pela estimulacdo dos nucleos basais, de qualquer forma o
certo € que ela diminui os efeitos da DP (LOZANO et al., 2002). Assim, apesar
de muito invasivos, quando ndo restam alternativas, os pacientes com DP

acabam se submetendo a cirurgia para obter melhoria na qualidade de vida.

Ja os estimuladores magnéticos transcranianos ou transmagnetic
stimulators (TMS) foram propostos por Barker e Freeston em 1985, que
desenvolveram um estimulador magnético para tecidos nervosos, capaz de
gerar pulsos magnéticos suficientemente adequados para a obtencdo de
potenciais elétricos em tecidos nervosos e motores (MALMIVUO; PLONSEY,
1995).

Ambas as técnicas uma invasiva e outra ndo acabam por gerar efeitos
colaterais na audicdo, visdo, degluticdo e na fala por manterem-se ativos de
maneira continua, ou seja, estdo sempre estimulando seus alvos mesmo nos

momentos em que as crises ndo estdo presentes nos pacientes.

1.2MEDICAO DE CONCENTRACAO DE NEUROTRANSMISSORES

Para se conhecer a concentracdo de determinado neurotransmissor
algumas técnicas estdo disponiveis entre elas a microdialise por cromatografia
liguida de alta pressdo (HPLC) que tem um tempo de analise e resposta entre
5 e 15 minutos e a voltametria ciclica de varredura rapida - Fast Scan Cyclic
Voltammetry (FSCV), que proporciona a analise em poucos segundos. Assim,
quando se buscam leituras mais rapidas e utilizando um método menos
invasivo, a FSCV mostra-se como uma melhor alternativa. De maneira geral a
FSCV consiste na aplicacdo de um potencial em um eletrodo que por meio de
oxirreducdo terd uma corrente resultante proporcional a concentragdo do

neurotransmissor onde o eletrodo esté inserido (WANG, 2000).
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1.3 OBJETIVO DESTE TRABALHO:

7

O objetivo deste trabalho €& apresentar um sistema que controla
automaticamente a concentracdo de determinado neurotransmissor. Para
tanto, realiza-se a medi¢ao da concentragdo do neurotransmissor empregando
FSCV. O sistema, dotado de capacidade de analise de dados, € automatizado,
possibilitando a aplicacao de farmacos, a estimulacéo profunda do cérebro ou a
estimulacdo magnética transcraniana. O intuito final &€ colaborar nas pesquisas
neurolégicas para controle de doencas psiquicas e motoras relacionadas a

alteracdo das concentracdes de neurotransmissores.

1.4 ORGANIZACAO DO TEXTO

O texto apresentado esté dividido em 6 capitulos, sendo que o primeiro
caracteriza a problemética relacionada aos estimuladores cerebrais invasivos e

Nnao invasivos.

No segundo capitulo os fenbmenos biolégicos envolvidos e uma breve
revisdo dos neurotransmissores do sistema nervoso sao explanados. Assim
descreve-se, algumas doencas e patologias que podem ser combatidas com

estimulacdo profunda do cérebro.

Uma apresentacéo generalizada sobre o estado da arte em estimulagéo
profunda do cérebro, técnicas eletroquimicas, bioeletromagnetismo, eletrodos e

cirurgias estereotaxicas formam o capitulo trés deste trabalho.

A utilizagdo da FSCV em conjunto com sistemas atuadores visando o
controle em malha fechada formam o cerne deste trabalho. As técnicas de
engenharia elétrica e engenharia biomédica aplicadas neste desenvolvimento
para obtencdo dos circuitos de estimulacdo, controle e eletroquimica séo
apresentadas no capitulo quatro. Neste mesmo capitulo sdo descritos também

0os procedimentos cirlrgicos para implantar os eletrodos em animais vivos.
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s

Ainda no capitulo quatro a técnica construtiva de dispositivo de TMS é

discorrida bem como os experimentos aplicando TMS em ratos de laboratorio.

No capitulo 5 descreve-se os resultados obtidos com as aplicagbes dos
equipamentos de DBS, TMS, Infusdo de substéancias e FSCV.

Finalmente as conclusbes deste trabalho e propostas para sua
continuidade sado tratadas no capitulo seis. Nele sdo apresentadas as
dificuldades encontradas e uma breve comparacao entre TMS e DBS além do
controle de bombas de infusdo para consecucdo de um implante neural

controlado em malha fechada.
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Capitulo 2

2 SISTEMA NERVOSO

2.1 NEUROTRANSMISSORES

Os neurbnios comunicam-se através da liberagdo de pequenas
moléculas, ou peptidios, chamados de neurotransmissores podendo ser
liberados na circulacdo para atuar em o6rgdos distantes, ou difundir-se nas
sinapses. A transmissao sinaptica integra sinais elétricos (variacdes de tenséo
na membrana da célula pré-sinaptica) com sinais quimicos (liberacdo de
neurotransmissor pela célula pré-sinaptica e subsequente ligacdo do
transmissor com receptores existentes na célula pos-sindptica). Por esse
motivo, a transmissdo sinaptica € denominada transmissao eletroquimica
(GOLAN, 2009).

2.2 TRANSMISSAO SINAPTICA

A transmissao sinaptica divide-se em uma série de etapas que integram
a despolarizacdo elétrica do neurdnio pré-sinaptico e a sinalizacdo quimica
entre as células pré-sinapticas e pés-sinapticas. A descricdo a seguir se refere
a figura 1 (GOLAN, 2009).

1. O neurbnio sintetiza a partir de um precursor um neurotransmissor
armazenando-o em vesiculas.

2. Um potencial de acdo propagado pelo neurdnio despolariza a terminacéo
pré-sinaptica.

3. Ocorre a despolarizagdo da membrana que ativa os canais de Ca*
dependentes de tensdo, permitindo a entrada de Ca®** na terminacdo pré-
sinaptica.

4. O aumento do Ca*' citosélico predispde a fusdo da vesicula com a
membrana plasmética do neurbénio com a liberacdo do neurotransmissor na

fenda sinaptica.
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5. O neurotransmissor atravessa a fenda e liga-se a um de dois tipos de
receptores pdés-sinapticos (5a na figura 1). A ligacdo do neurotransmissor a
receptores ionotropicos provoca a abertura dos canais e mudancas na
permeabilidade da membrana pés-sinaptica a ions. Isso também pode resultar
em mudanca no potencial de membrana pds-sinaptica (5b na figura 1). A
ligacdo do neurotransmissor a receptores metabotropicos na célula pos-
sinaptica ativa sinaliza¢des intracelulares.

6. O término do sinal é efetuado com a remocao do neurotransmissor da fenda
sinaptica (6a na figura 1). O transmissor pode ser degradado por enzimas (E)
na fenda ou o neurotransmissor pode ser reciclado na célula pré-sinaptica (6b
da figura 1).

7. O término do sinal também pode ser efetuado por enzimas (como a
fosfodiesterase deste exemplo), que degradam as moléculas de sinalizac&o

intracelulares pés-sinapticas.
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Figura 1 - Transmissédo sinaptica.
Fonte: Adaptado de Golan (2009).
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2.3 DIVISAO DO SISTEMA NERVOSO

O sistema nervoso pode ser dividido estrutural e funcionalmente, em
periférico e central. O sistema nervoso periférico inclui todos os nervos entre o
sistema nervoso central (SNC) e as regides somaticas e viscerais. O sistema
nervoso autdbnomo (involuntario) e o sistema nervoso sensitivo e somatico
(voluntéario) formam o sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é composto de
cérebro, diencéfalo, cerebelo, tronco encefalico e medula espinal. O SNC
transmite e processa sinais recebidos do SNP e, este processamento, resulta
em respostas retransmitidas a periferia. O SNC é responsavel pela linguagem,
consciéncia e estado de vigilia além do processamento sensitivo, auditivo e
visual (GOLAN, 2009, GUYTON; HALL, 2006).

2.4 ORGANIZACAO CELULAR DO SISTEMA NERVOSO

A organizacao celular do sistema nervoso central € complexa sendo que,
em geral, as informacdes sao transmitidas de uma area para outra. Na maioria
das vezes o0s neurbnios centrais recebem e distribuem informacbes de
numerosas fontes e alvos. Centenas de milhares de neurénios podem realizar
sinapses a partir de um dnico neurbnio. Algumas destas conexdes sao
excitatérias e outras inibitorias, o que leva a uma ponderacdo dos valores de
cada informacdo — as chamadas redes neurais. Existem neurdnios que se
projetam em um neurbnio-alvo modulando a excitabilidade relativa da célula,
alterando a resposta do neurdnio pés-sinaptico a outros sinais. Essa grande e
complexa variabilidade resulta nos processos realizados pelo cérebro. Apesar
desta complexidade e variabilidade de conexdes, séo utilizados apenas trés
modelos para explicar os neurbnios como unidades funcionais: 0s sistemas
neuronais de trato longo, os circuitos locais e os sistemas divergentes de fonte
anica (figura 2). O SNP é organizado exclusivamente como sistema de tratos
longos, enquanto o SNC utiliza os trés modelos: trato longo, local e divergente
(GUYTON; HALL, 2006; GOLAN, 2009).
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2.4.1 Organizacao Neuronal de Trato Longo

A organizagdo neuronal de trato longo é aquela onde vias neurais
conectam areas distantes do sistema nervoso (figura 2-A). E a organizagio
utilizada pelo sistema nervoso periférico, responsavel pela transmissdo de
sinais entre regides. No sistema nervoso periférico, os sinais sdo transmitidos
com pouca modificagdo. Os neur6nios sensitivos respondem a estimulos e, se
a despolarizagdo da membrana inicial ultrapassar o limiar, é enviado um
potencial de acdo para a medula espinal. Os neurdnios sensitivos da medula
espinal fazem sinapses com neurdnios motores somaticos, formando arcos
reflexos, e com neurbnios espinais ascendentes para transmitirem a
informacdo aos niveis superiores. Os neurdbnios motores transportam a
informacdo da medula espinal por meio das raizes ventrais e projetam-se
diretamente nas placas motoras terminais dos musculos. Os tratos axénicos
longos dos neurbnios sensitivos e motores periféricos sao reunidos em feixes

formando nervos periféricos (GOLAN, 2009).

€D Trato longo © Circuito local (® Divergente de fonte tnica
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Figura 2 - Sistemas neuronais de trato longo (A), circuito local (B) e divergente de fonte Unica (C).
Fonte: Adaptado de Golan (2009).

2.4.2 Organizagao Neuronal de Circuito Local
Os neurdnios de circuito local estdo conectados principalmente na area

proximal. Em geral, esses neurdnios sao responsaveis pela modulacdo da

transmissdo de sinais (figura 2-B). Neurbnios do cortex cerebral estdo
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organizados em camadas com a ligacdo entre as mesmas formando circuitos
locais. Tais ligagbes processam e interpretam de maneira localizada as
informacdes. As conexdes sinapticas locais podem ser excitatorias e também
inibitérias, gerenciando a transmissdo de determinados padrdes excitatdrios
e/ou inibitorios (GOLAN, 2009).

2.4.3 Organizacéo Neuronal Divergente de Fonte Unica

Os nucleos no tronco encefélico, no hipotdlamo e no prosencéfalo basal
seguem a organizacdo em circuito divergente de fonte Unica (figura 2-C), em
gue os neurdnios que se originam de um ndcleo inervam numerosas células-
alvo. Na organizacdo neuronal divergente de fonte Unica que envolve a acéo de
sinais de uma ampla variedade de neurdnios, designa-se normalmente como
um sistema difuso de organizagdo. Os neurbnios divergentes nao estimulam
diretamente seus alvos, exercendo sua influéncia pela utilizacdo de aminas
biogénicas atuando como neurotransmissores.

Tais receptores alteram o potencial de repouso e a condutancia dos
canais ionicos das membranas neuronais, alterando os limiares de
despolarizacdo desses neurbnios. Os axdnios destes neurbnios sdo muito
ramificados, acarretando em um grande numero de conexdes sinapticas em
seus alvos. A tabela 1 relaciona os principais sistemas neuronais divergentes
de fonte Unica.

Os neurbnios dopaminérgicos pigmentados, que dado origem a
substancia negra, inervam amplamente o estriado e sdo responsaveis pela
regulacdo da atividade de neurdnios que controlam acdes voluntarias (figura 3).
Especificamente, 0os neurdnios no trato nigroestriatal excitam vias distais que
iniciam o movimento, enquanto inibem as vias que o suprimem. Outros
neurbnios dopaminérgicos mediais a substancia negra projetam-se no cortex
pré-frontal e influenciam os processos de pensamento (GUYTON; HALL, 2006;
GOLAN, 2009; KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).
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Tabela 1 - Neurotransmissores atuantes em sistemas neuronais divergentes de fonte
Unica e suas funcgdes.
ORIGEM NEUROTRANSMISSOR FUNCOES

Substancia negra Dopamina Possibilita 0 movimento voluntario;
emocao, pensamento,

(mesencéfalo) -
armazenamento da memaria
Locus ceruleus (ponte) Norepinefrina Vigilancia; responsividade a
estimulos inesperados
Nucleos da rafe (medula Serotonina Percepcéo da dor; responsividade
oblonga, ponte e dos neurénios corticais; humor
mesencéfalo)
Nucleo basal de Meynert Acetilcolina Estado de alerta
Nucleo tegmental Acetilcolina Ciclo de sonol/vigilia

pedunculopontino
Nucleo tubero-mamilar Histamina Reatividade do prosencéfalo
(hipotalamo)
Fonte: Adaptado de Golan, (2009).

Nucleos septais
mediais

Estriado

Ndtcleo basal

Area tegmental ventral
Nucleo tegmental

pedunculopontino

Figura 3 - Vias dopaminérgicas e colinérgicas.
Fonte: Adaptado de Golan (2009).

2.5 DOENCA DE PARKINSON

O exame anatomopatolégico de pacientes com doenca de Parkinson,

doenca de Huntington e hemibalismo revela altera¢des patolégicas nos nucleos
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subcorticais. Estas doencas tém trés tipos caracteristicos de disturbios
motores: tremores e outros movimentos involuntarios; mudancas na postura e
tbnus muscular, e a pobreza e a lentiddo de movimentos sem paralisia. Assim,
os disturbios dos ganglios da base resultam em movimentacdo diminuida
(como na doenca de Parkinson), ou o movimento excessivo (como na doenca
de Huntington). Além destes distarbios de movimento, danos aos ganglios
basais estdo associados com distarbios neuropsiquiatricos cognitivos e
comportamentais, refletindo um papel mais amplo desses nucleos. Por serem
comuns, os disturbios dos ganglios da base sdo importantes em neurologia
clinica. A doenca de Parkinson foi a primeira doenca do sistema nervoso a ser
identificada como uma doenca molecular causada por um defeito especifico no
metabolismo de um neurotransmissor (GOLAN, 2009).

Além de fornecer informacfes importantes sobre o controle motor, o
estudo dos géanglios da base ajuda a esclarecer doencas do humor, problemas
de cognicdo e comportamento. A utilizacdo de uma variedade de técnicas de
imagem anatdmicas, molecular e neural, bem como modelos animais de
desordens dos ganglios basais, levou a grandes avancos na compreensao da
organizacéo e funcéo destes nucleos (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

Os ndcleos basais consistem de ndcleos interligados com projecdes
importantes para o coOrtex cerebral e talamo. Eles recebem entrada
principalmente a partir do cértex cerebral e tAlamo e enviam respostas de volta
para o cortex (através do tdlamo) e do tronco cerebral (figura 4) (KANDEL;
SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

Os quatro nucleos principais dos ganglios da base séo o corpo estriado,
o globo palido (ou pallidum), a substancia negra (que consiste em pars
reticulata e pars compacta), e o nucleo subtalamico ilustrados na Figura 4
(KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

O corpo estriado é composto por trés subdivisdes importantes: o nucleo
caudado, o putamen e o estriado ventral (que inclui o nicleo accumbens). Com
excecao apenas no poélo mais anterior, o corpo estriado € dividido em nucleo
caudado e putamen pela capsula interna, uma importante colecao de fibras que
correm entre o neocortex e o talamo em ambos os sentidos. O estriado é o

receptor principal de entradas para os ganglios basais do cortex cerebral, o
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talamo, e tronco cerebral (GUYTON; HALL, 2006; KANDEL; SCHWARTZ,
JESSEL, 2000).
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Figura 4 - Nacleos basais.
Fonte: Adaptado de Kandel; Schwartz; Jessel (2000).

A substancia negra tem uma zona compacta - pars compacta. Esta zona
€ um ndcleo distinto sendo que as células da pars compacta séo
dopaminérgicas e também contém neuromelanina, um pigmento escuro
derivado de dopamina oxidado e polimerizado que se acumula com a idade
promovendo a coloracdo escura desta estrutura. Células dopaminérgicas sao
também encontrados na area tegmental ventral, uma extensdo medial da pars
compacta (GUYTON; HALL, 2006; KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

O nulcleo subtalamico esta ligado anatomicamente com ambos os
segmentos do globo palido e substancia negra. Encontra-se logo abaixo do
talamo e acima da porcdo anterior da substancia negra. As células
glutaminérgicas deste ndcleo sdo as Unicas projecdes excitatdrias dos ganglios
basais.

A degeneracédo dos caminhos dopaminérgicos na DP leva a mudancas
nas atividades de suas projecOes ao estriado. Na figura 5 as setas escuras

indicam caminhos excitatérios com respectivo aumento da atividade neuronal
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enquanto as setas mais claras correspondem a caminhos inibitérios, logo
indicam diminui¢do da atividade. Num individuo normal ha mais disponibilidade
de dopamina nas sinapses e existe um equilibrio natural nas vias excitatérias e
inibitoérias. Ja& no individuo com DP as vias excitatérias diminuem suas
atividades enquanto as inibitérias tem sua atividade aumentada (KANDEL;
SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

Normal

Doenca de
Dopamina Parkinson
v— \
\ !
Vias Diretas vijas Indiretas
/Facilitam Inibem
- Movimento Movimento 7
TN |
\ 1
\ ]
\‘ ,l
Vem do \ Putamen
SNc

Thalamus Thalamus

Pedunculo- Pedunculo-
pontine pontine
nucleus nucleus
Pt Pt

Medula
Espinhal

Medula
Espinhal

Figura 5 - O circuito ganglio-basal-talamocortical sob condi¢Bes normais e em doenca de
Parkinson. As conexdes inibitérias sdo mostradas em cinza e preto. As excitatérias em
rosa e vermelho. GPe = Segmento externo do globo palido; GPi = Segmento interno do
globo palido; SNc = Substancia Negra Compacta; STN = Nicleo subtalamico.

Fonte: Adaptado de Kandel; Schwartz; Jessel (2000).

2.6 CONCLUSOES

Pela revisdo em obras de fisiologia (GUYTON; HALL, 2006), de

farmacologia (GOLAN, 2009) e de fundamentacdao em neurociéncias (KANDEL,;
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SCHWARTZ; JESSEL, 2000), evidenciam-se 0s processos de transmissao
sinptica e alguns principios de utilizacdo de neurotransmissores. A
interigacdo do SNC com a medula espinal expbe a dependéncia dos
movimentos voluntarios a perfeita harmonia necessaria para realizacdo destes.
A geracdo da dopamina na substancia negra e a projecdo dos neurénios nesta
ltima ao estriado explica parcialmente porque a excitagdo elétrica nos nucleos
subtalamicos aumenta a concentragcdo do neurotransmissor no estriado. As
projecbes do estriado ao cOrtex motor sdo extremamente importantes na
ordenacdo dos movimentos e a falta do neurotransmissor leva as condi¢cées de
tremor e paralisia que caracterizam a DP. No préoximo capitulo descreve-se o
estado da arte de estimuladores capazes de excitar o STN e do detector de
dopamina com emprego de FSCV, além de alguns trabalhos realizados na
tentativa de agregar diferentes técnicas para obtencdo de controle em malha
fechada. Também faz-se uma revisdo sobre eletromagnetismo e voltametria,
estudos necessarios para a concepc¢ao de sistemas em malha fechada visando
a aplicacao de farmacos ou estimulos energéticos para o controle da geracéo

de dopamina.
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Capitulo 3
3 ESTADO DA ARTE

3.1 CONTROLE EM MALHA FECHADA

A determinacdo da concentracdo dos neurotransmissores permite ao
clinico ou pesquisador atuar na quantidade de entrega de drogas ou aplicacdo
de estimulos e avaliar essas a¢des fazendo o controle conhecido como “human
in the loop” (HITL). Todavia a técnica HITL ndo se mostra adequada para

controles de concentracdo de neurotransmissor por periodos prolongados.

Ha portanto, na literatura, varias abordagens que visam o
desenvolvimento de sistemas automaticos em circuito fechado para controlar
os sintomas de DP (POUSTINCHI; MUSALLAM, 2014; CHEN et al., 2013;.
STANSLASKI et al., 2012;. BASU et al., 2011;. LEE et al., 2010;. KIMBLE et al.,
2009; STANSLASKI et al., 2009; ROTENBERG et al., 2008). Alguns deles
usam a avaliacao direta da concentracdo de DA para controlar o fornecimento
de drogas ou para ligar um estimulador. Ainda, Poustinchi e Musallam
descrevem o ensaio in vitro de um sistema que utiliza o nivel de concentracao
de DA, medido por FSCV, para controlar o fornecimento do fator neurotréfico
derivado de células da glia (POUSTINCHI; MUSALLAM, 2014; GRONDIN;
GASH, 1998), também, Kimble et al. mencionam a possibilidade de ligar um
DBS usando do sistema de deteccdo da concentracdo do neurotransmissor por
eles desenvolvido (KIMBLE et al., 2009).

Visando o controle em malha fechada o0s neurocientistas e
pesquisadores tém empregado diferentes estratégias. Alguns sinais de
realimentacdo utilizados sao citados, entre eles: sinais de eletromiografia,
sinais de crises de convulsdo, eletroencefalografia, sinais de acelerébmetros,
sensores eletromecanicos miniaturizados ou micro electro mechanical sensor
(MEMS). Para agir na planta de controle os atuadores empregados se
diversificam com a aplicacdo de diferentes estimulos ou drogas: DBS,

Transmagnetic Stimulation (TMS) e injecdo de GDNF. A tabela 2 sintetiza
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alguns trabalhos por autor, ano, sensor empregado, o modelo utilizado

e 0 atuador do sistema.

Tabela 2 - Trabalhos propondo malha fechada.

Ano Autor
2014 Poustinchi et al.
2013 Chenetal.
2012 Stanslaski et al.
2011 Basu et al.
2010 Lee et al.
2009 Kimble et al.
2009 Stanslaski et al.
2008 Rotenberg et al.

Elemento sensor
CFM - FSCV
Acelerdmetro

EEG (convulsé&o)

EMG de superficie

Atividade Neural
CFM - FSCV

Campos Elétricos

EEG (convulséo)

Experimento
In vitro
Humanos
Cabras
Humanos
Ratos
Ratos
Cabras

Ratos

Atuador
Infusdo GDNF
DBS
DBS
DBS
DBS
DBS
DBS
T™MS

Fonte: Autoria prépria.

3.2 ESTIMULACAO CEREBRAL PROFUNDA

A DBS vem sendo utilizada desde a década de 1980 com o propésito

inicial de ter efeito similar a talamotomia, medida drastica quando a doenca de

Parkinson ndo regride mesmo com a utilizacdo da Levodopa — um precursor

quimico do neurotransmissor dopamina. Desde entdo a retirada de regides

subtalamicas vem sendo substituida pela estimulagéo elétrica de tais regides
(POLLAK et al., 1997; GERMANO, 1998). Os mecanismos de funcionamento

de tais estimulos, a maneira como interferem e seus principios ndo sao

completamente entendidos até o momento (AGNESI et al., 2009; BERGER et

al., 2008). Porém, as consequéncias ficam evidentes quando pacientes com

DP retomam suas atividades rotineiras com o0 uso dos implantes cerebrais

acionados por dispositivos implantados no peito — figura 6 (BENABID et al.,

1987).
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Figura 6 - Implante para DBS acionado por estimulador alojado no peito.

Fonte: Adaptado de Berger (2008).

7

O circuito do estimulador € microcontrolado e a configuracdo da onda
estimuladora é feita por equipamentos portateis com comunicacao sem fio. Até
0 presente parametros como frequéncia, amplitude e polaridade entre outros
sdo ajustados pelo clinico que observa os efeitos imediatos de tais ajustes
durante a cirurgia (figura 7). Uma vez programado, o paciente obrigatoriamente
espera até a préxima visita ao médico quando o mesmo decide, com base no
relato do paciente, as alteragdes necessarias no dispositivo completando desta
maneira o HILT (STANSLASKI et al., 2009).

Assim, os neurologistas aguardam pelo desenvolvimento de sistemas
em malha fechada com os quais a DBS podera ser provida de maneira a se
adaptar automaticamente a cada paciente (KRINGELBACH; AZIZ, 2012).

Além da DP a DBS ¢ indicada pelo menos para mais duas doencas
neuroldgicas: o tremor essencial e a distonia. Os alvos comuns na DBS s&o o
nacleo subtalamico (NST), o nucleo intermediario ventral do talamo (VIM), além
do segmento interno no globo pélido (GPi). Mas a DBS néo se restringe apenas
as doencgas que resultam em mau funcionamento motor. Ela também é utilizada
quando tratamentos medicamentosos psicotropicos nao respondem
satisfatoriamente aos sintomas comportamentais como, por exemplo, a
depressédo (BERGER et al., 2008; LIKER et al., 2008).
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titAnio do dispositivo e abaixo a forma de onda de pulso de corrente ou tenséo.

Fonte: Adaptado de Denison; Csavoy e Molnar (2009).

3.3 ESTIMULACAO MAGNETICA DE TECIDO NERVOSO

Utilizando-se de dispositivos eletromagnéticos como o TMS, é possivel
influenciar regides do cértex motor (WEBSTER, 1998), reduzindo ataques
convulsivos (ROTENBERG et al., 2008). A tensao induzida nos axodnios devido
a variacdo do campo magnético é suficiente para estimular os neurdnios nos
métodos de estimulacdo magnética transcraniana. A intensidade de corrente, a
forma de onda de corrente, o formato geométrico das bobinas, as distancias
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envolvidas e as variaveis elétricas do circuito afetam as intensidades dos
campos elétricos induzidos (BARKER; GARNHAM; FREESTON, 1991;
BASSER, 1994; MALMIVUO; PLONSEY, 1995).

A TMS estimula o tecido nervoso excitavel com uma corrente elétrica
induzida por um campo magnético externo variavel no tempo. Os fendmenos
eletromagnéticos e grandezas fisicas que se seguem Sdo, em sua maioria,
campos vetoriais e ndo vetores isolados sendo, correlacionados por meio das
equacgdes de Maxwell (BASTOS, 2008).

O campo elétrico E: uma carga ou um conjunto de cargas elétricas Q,
estaticas, tem a propriedade de criar, no volume que a envolve, a grandeza
chamada campo elétrico E, que é um campo vetorial. Sua unidade no Sistema
Internacional de Unidades é o Newton/Coulomb (N/C), embora comumente na
pratica utilize-se o Volt/metro (V/m) (ALEXANDER; SADIKU, 2003; HAYT,
1983).

O campo magnético H: Um conjunto de cargas elétricas em movimento
leva a nocao de corrente elétrica | cuja unidade € o Ampére (A) e, esta ultima, &
a responsavel pela criacdo de H cuja unidade € o Ampére por metro (A/m).
Sempre que uma carga ou um conjunto de cargas elétricas Q, estejam em
movimento, tem-se a formacdo do campo magnético H.

A permeabilidade magnética u e a densidade de campo ou inducéo
magnética B: A permeabilidade u, de um meio, expressa a capacidade do
mesmo em concentrar certo campo magnético H. A inducdo B (também
chamado de intensidade magnética ou densidade magnética) cuja a unidade é
o Tesla ou Weber por metro quadrado (Wb/m?) se relaciona com H por meio da

relacdo dada na equacéao 1.
B=uH 1)

Sendo B um campo vetorial, pode-se expressar o fluxo magnético ®

através de uma superficie S por meio de:

O = _[ B.ds (2)
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Observa-se, portanto que, por meio de | cria-se H, que associado a um
meio de permeabilidade p proporciona certa densidade B. B através de
determinada superficie S indica qual é o ® na superficie em questdo. Deste
modo ® é diretamente proporcional a .

A forca eletromotriz (Fem) resultante da indugdo magnética € expressa
pela Lei de Faraday — equacéao 3.

o Gg_ d(BS)
V, = Fem = T a V), ©)

onde: Vg = tensdo induzida (Volts) também chamada de forca eletromotriz
Fem (Volts), B é a densidade de fluxo magnético e S € a secéo transversal no
plano x, y da bobina.

O circuito da figura 8 mostra uma bobina atravessada por um fluxo
magnético de densidade B conectada a um resistor sujeito a tensdo Vg gerada
nos terminais da bobina. A bobina € um enrolamento de material condutor feito

por “N” voltas, ou espiras, em torno de um nucleo qualquer — podendo ser

e

X

inclusive o vacuo e o ar.

I

3 Ve @

Figura 8 - Bobina sujeita a campo magnético.
Fonte: Adaptado de Alexander, 2004.

Trés situacdes podem promover a ocorréncia da Fem: a) quando B varia
temporalmente e S é constante; b) quando B é constante e S varia no tempo;
c¢) quando ambos, area e indu¢ao variam no tempo.

Para calcular a corrente que circulara numa espira, tomando como
exemplo a figura 9 onde uma superficie S definida pelo condutor atravessada

por um fluxo magnético varidvel estando a espira fechada em si mesmo,
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observa-se que E e B; induzidos se estabelecem, onde B; € a inducao criada
pela propria circulacdo de corrente devido ao campo elétrico E. Ainda,
admitindo que o didmetro do fio condutor formador da espira é pequeno em
relacdo ao raio da espira e considera-se que E - e em consequéncia J = 0 E,
onde J é a densidade de corrente e 0 é a condutividade elétrica do material
(S/m) - é constante em sua secdo. Admitindo-se também que a contra-indugao

B; € muito menor que a inducdo imposta B(t), ou seja, na equacdo Fem :_?j_?

apenas B(t) sera considerado, aplicando a equacdo de Maxwell na sua forma

integral, tem-se:

fEd =-j‘3—?.ds (5)

L(S) s

onde S é a superficie fechada definida pela espira circular e L(S) o caminho
gue a envolve e observando-se que se B s6 depender do tempo e que 0s pares
de vetores E, dl e — dB/dt, dS sdo colineares de mesmo sentido pode-se

escrever:

E2R = —z—?.zz.Rz, logo,

E=——— 6
dt 2 ©)
Uma vez que:
J=-c.E
(7)
Tem-se:
J= —0'.d—B.E (8)
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O sinal negativo € devido a natureza das correntes elétricas serem tais
que tendem a provocar um campo magnético contrario ao campo gerador
inicial e, portanto, uma Fem em oposicéo ao sinal (campo) que Ihe deu origem
(HAYT, 1983).

Se este condutor, sendo cortado por um campo magnético, tiver N

espiras entédo a tenséo induzida sera:
Fem=—N .94 ©)
dt

Pode-se calcular a corrente na espira (N=1) da figura 9 de outro modo,

uma vez que a Fem sera a integral de campo elétrico numa regido fechada:

Fem = —I d—B.ds = nRz.d—B (10)
. dt dt
Fem = ifE.dI (11)
L(S)
E a resisténcia de uma Espira Re dada por
Re = 2mR (12)
o.Sf

onde, Sf é a secdo do fio condutor.

L(S)

Figura 9 - Anel condutor e indu¢cdes magnéticas.
Fonte: Adaptado de Alexander (2004).
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Assim a corrente sera a equacao 11 dividida pela equacédo 12 resultando
em:

| -RWB s (13)
2t

Jad a inducdo B depende da natureza do meio, ou seja, da
permeabilidade magnética, pois B = y.H. A permeabilidade magnética p é a
permeabilidade relativa do meio pr multiplicada pela permeabilidade do vacuo

Mo (ou por aproximacao do ar) — equacgéao 14
M= gy (14)

Considerando o ar como o0 nucleo da espira entdo o valor de pr = 1,
portanto B = Ho (4.17.107 H/m), valor muito préximo a da permeabilidade em
tecidos biologicos (MALMIVUO; PLONSEY, 1995).

Indutancia:

Para definicbes de indutancia geralmente se aplicam os fendmenos de
origem dual comumente encontrados na natureza. Desta maneira a literatura
ao explicar a indutancia de uma bobina se apoia na dualidade com os

capacitores de placas paralelas (HAYT, 1983). Define-se indutancia L cuja

unidade é o Henry como sendo:
L=N é (15)
i

onde: i & a corrente que flui na bobina de N espiras que produz um fluxo

magnético ® que enlaga cada uma de suas espiras.

A substituicdo de 15 em 9 resulta em:
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_ d(L.i)
Fem = e (16)

Assumindo-se que a geometria do indutor ndo se modifiqgue ao longo do
tempo pode-se escrever 16 somente em funcdo da variagcdo de corrente logo

obtem-se:

_ 90
Fem =—L. ot 17)

Como num circuito eletromagnético o fluxo sera proporcional a Forca
Magneto Motriz dada pelo produto entre o nUmero de espiras e a corrente que
as percorrem (Fmm = N.i) e, sendo inversamente proporcional a Relutancia

magnética, Rm do circuito pode-se escrever:

_ Fmm

18
b=—r (18)
ou
i
=N -— 19

¢ am (19)
Isolando-se @ e i e substituindo em 15 chega-se a:

N 2
L=—0 20

A (20)

J4 Rm dependera diretamente do comprimento do circuito magnético e
sera inversamente proporcional a secao magnética e a permeabilidade do
circuito.

I

Ou ainda:
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L:/Llol;lzs

(22)
Uma definicdo equivalente para indutancia também é dada pelo ponto de
vista de armazenamento de energia elétrica W (Joules) tal que:

W
L=2; (23)

Aproximando-se duas bobinas uma da outra (figura 10) e aplicando
corrente em uma delas, de tal sorte que o fluxo magnético da primeira envolva
a segunda (¢12) provoca-se na segunda, certamente, uma Fem visto que suas
espiras séo cortadas pelas linhas de fluxo da primeira. Considerando-se que a
segunda bobina possui carga entdo uma corrente circulard pela mesma

provocando passagem de linhas de fluxo na primeira (¢21).

vi ¢11J.[¢22 v2

Figura 10 - Acoplamento indutivo.

Fonte: Retirado de Abatti, Pichorim e Schneider 2008.

Neste tipo de experimento pode-se concluir a existéncia de uma

indutancia mutua “M” entre os dois enrolamentos que pode-se definir:

M,, = Nz.-¢-l_2 (24)
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onde M, é a indutdncia mutua entre as bobinas 1 e 2 também de unidade
Henry.

N&do se demonstra aqui, porém M, = My = M, (HAYT, 1983;
ALEXANDER; SADIKU, 2003; NILSSON; RIEDEL, 2009).

Pela existéncia da indutancia mutua pode-se escrever:

V, =L, —Lt+M=2 (25)

V, =L, 2+ M & (26)

Outra importante grandeza a ser considerada é o chamado coeficiente
de acoplamento k que varia entre 0 e 1 e esta associado a indutancia mutua M
através da equacao 27, sendo k a medida de acoplamento magnético entre
duas bobinas (ALEXANDER; SADIKU, 2003, ABATTI; PICHORIM;
SCHENEIDER, 2008, NILSSON; RIEDEL, 2009).

My, =My =M =kyL.L, (27)

Um dispositivo genérico de Estimulacdo Magnética Transcranial utiliza-
se da passagem de altas correntes em curtos intervalos de tempo. Em
aparelhos comerciais, que devem ser conectados a tomadas comuns de uso
geral, para se obter correntes de grandes magnitudes, sdo necessarios
capacitores que armazenam energia elétrica que sera liberada no momento
oportuno. Tais capacitores serdo descarregados pelas bobinas de estimulacéo

por meio de chaves eletronicas.

A magnitude da Fem induzida nos tecidos, decorrente da passagem da
corrente pelas bobinas liberada pelos capacitores, € proporcional a taxa de
variacdo da corrente, di/dt. O coeficiente de proporcionalidade € a indutancia
muatua M (entre a bobina de excitacdo e o tecido biolégico). O termo di/dt
depende da velocidade com que os capacitores sado descarregados; que por
sua vez depende de uma chave de estado soélido (isto €, um tiristor rapido) e do

comprimento dos condutores. A indutancia L, como visto, € determinada pela
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geometria e propriedades como a forma da bobina, o nUmero de voltas e a

permeabilidade do nucleo.

A figura 11 ilustra um TMS com a bobina estimuladora posicionada
proxima ao cérebro do paciente. Na figura 12 considera-se esta distancia como
sendo 10 mm e ilustram-se as correntes circulantes em uma esfera para efeito
de visualizacédo da densidade das correntes circulantes. As inducfes de tenséo

e as correntes circulantes sao obtidas pelas equacdes acima demonstradas.

- -
2 00 1A Circuifo de dispare
. o Tiristor
L S _)
* I H

4700 F ,_..f' T —

i s i
Capacitor sm Carga |:I(' : ":_-_,' e .'.'. 1.
{ - _-':- R ) !

Figura 11 - Circuito basico de um estimulador neural aplicado em ser humano ou

Transcranial Magnetic Stimulator.

Fonte: Adaptado de Malmivuo e Plonsey (1995).

A aplicacdo da TMS resulta em correntes circulantes no tecido nervoso

como as ilustradas na figura 12.
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Figura 12 — Modelo para avaliagdo das densidades de correntes circulantes em tecido
nervoso provocado por disparos de TMS em func¢ao das distancias.

Fonte: Adaptado de Malmivuo e Plonsey (1995).

3.4 VOLTAMETRIA CICLICA EM NEUROCIENCIAS

As fundamentacdes tedricas da amperometria e da voltametria
empregadas em neurociéncia atualmente, encontram suas raizes no trabalho
de Jaroslav Heyrovsky, que recebeu o prémio Nobel de quimica em 1959 pela
descoberta e desenvolvimento dos métodos de andlise polarogréficos. A partir
desta época a voltametria ciclica se estabeleceu como um dos métodos
analiticos de grande sensibilidade. A voltametria € uma técnica eletroanalitica
onde as informacdes qualitativas e quantitativas de uma espécie eletroativa sdo
obtidas pela anélise da curva corrente em funcao da tenséo. A eletrélise ocorre
em uma celula eletroquimica constituida por um eletrodo de trabalho — de
pequena area — e de um eletrodo de referéncia — de area maior. O potencial é
aplicado entre os eletrodos variando-o a uma velocidade constante registrando-

se os valores para obtencédo da curva chamada de voltamograma. O eletrodo
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de trabalho € comumente constituido de material inerte e quando feito pela
técnica de mercurio gotejante chama-se tal técnica de polarografia. Uma das
aplicacbes da técnica inclui seu uso em varreduras multiplas e rapidas, a
chamada FSCV (MICHAEL, 2007).

Uma das qualidades da FSCV é sua alta resolucdo temporal assim
como uma o6tima diferenciacdo quimica demonstrando-se Gtil no rastreamento
ou deteccao de neurotransmissores por meio das propriedades de reducéo e
oxidac&do dos mesmos — REDOX (WANG, 2000).

Outras técnicas eletroquimicas como a cronoamperometria, a
voltametria de pulso normal e a voltametria de pulso diferencial, entre outras
estdo também disponiveis, porém a FSCV tem encontrado ampla utilizacdo em

aplicacdes nas neurociéncias (MICHAEL, 2007).

Como o nome indica, o potencial no eletrodo é variado a partir de um
valor inicial para um potencial final e, em seguida, retornando ao potencial
inicial, geralmente a uma taxa de variacao de 300 V/s (Figura 13-a). A corrente
€ continuamente medida durante a varredura sendo plotada em relacdo ao
potencial aplicado (Figura 13-b). Devido a caracteristica capacitiva do eletrodos
utilizados e a variacdo de potencial uma corrente chamada de fundo
(background) também é gerada pois a corrente i, varia em funcdo da
capacitancia de dupla camada (Cy4) do eletrodo e da taxa de variagdo de

tenséo v no tempo t:
. av
L= Cdla . (24)

Para obter a corrente REDOX deve-se retirar (por software ou
hardware) esta corrente e a resultante € similar ao mostrado no ultimo grafico
da figura 8-b. Como multiplas varreduras séo realizadas, uma visualizacdo em
grafico tridimensional torna mais facil a verificagdo das mudangas de REDOX.
Esse grafico (figura 13-c) demonstra a variagdo temporal nas abcissas com as
varreduras de potencial nas ordenadas entre -0,4 e 1,0 volt, tendo as correntes

em escala colorimétrica de ordem de grandeza de nA.
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Desta maneira, a técnica proporciona informacao voltamétrica (corrente
versus potencial) caracteristica da substancia a ser detectada. Isto é util para
fins de identificacdo qualitativa, além da quantitativa, uma vez que o
voltamograma de uma substancia é geralmente Unico em sua forma. A FSCV
ainda se mostra como a técnica mais rapida de voltametria disponivel se
levado em conta o tempo de resposta que € da ordem de milissegundos,

sendo, superior a outras técnicas analiticas neste quesito (GARRIS et al.,

2007).
800
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Figura 13 - A - multiplas variacBes de potencial — aproximadamente em 10 Hz. B - A
rampa ou piramide de potencial, a variagdo de REDOX somada a corrente background e
por ultimo a corrente REDOX ap6s subtracdo de corrente de background. C - um

voltamograma (em cima) e o grafico tridimensional de varios voltamogramas

Fonte: Adaptado de Garris et al. (2007).

Os efeitos do potencial aplicado na voltametria e o comportamento
REDOX da corrente sdo descritos por leis bem conhecidas. O potencial

aplicado controla as concentracbes REDOX na superficie do eletrodo
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(concentracdes de oxidacao e reducédo Co e Cr) sendo que a taxa de reacao k
é descrita pela equacdo de Nernst. Quando se deseja conhecer as correntes
de difuséo resultantes do processo de REDOX — conhecidas como correntes
Faradicas — € necessario correlacionar o fluxo de material na interface eletrodo
solucdo descrita pela lei de Fick. O inter-relacionamento entre estes dois
processos € responsavel pelas caracteristicas observadas nos voltamogramas
(WANG, 2000).

Uma reacao eletroquimica pode ser descrita por O + ne” < R, e com a
aplicacdo de uma forca eletromotriz altera-se as concentracfes de O e R na
superficie do eletrodo — a qual usando-se a equacao de Nernst, pode ser

escrita também sob a forma:

E,=E, —%{In %} (25)

sendo E; o potencial final, Eo o potencial inicial, R a constante universal dos
gases (8,31 J/mol. Kelvin), T a temperatura absoluta, F a constante de Faraday
(9,65 x 10* C/mol (1F) e z a valéncia.

Para o calculo da corrente no eletrodo (em Ampéres) deve-se aplicar a

equacdao de Difusao de Fick,

— _p ol
J=-D.—=, (26)
onde C é a concentracdo da espécie idnica sendo considerada (mol.cm™), D é
a constante de difusdo (cm?®.s™) e x é a distancia (cm).

Multiplicando-se 26 pela area do eletrodo A e pelo nimero n de elétrons
transferidos por molécula reagente e pela constante de Faraday F obtém-se 27.

. a[c]
L=n.F.A.DE|xO, (27)

7

Um método eletroquimico dos mais simples é a cronoamperometria
onde um degrau de tenséo é aplicado a solucéo. Neste caso um gradiente de
concentracéo € estabelecido durante um certo tempo cuja segunda lei de Fick

permite escrever:
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(28)

at  ox T ox2
onde J é a densidade de corrente da espécie ibnica considerada.

Para se encontrar o valor da corrente em certo instante de tempo deve-
aplicar a Transformada de Laplace em 28 resultando em 29. A reacao, também
é influenciada pela distancia entre os eletrodos, (considerando eletrodos
esféricos), influenciando na medigdo da concentracao.

n.F.A\D.C

l(t) = T y (29)

gue vem a ser a equacéao de Cottrell (MICHAEL, 2007). A corrente determinada
por esta Ultima equacdo deve-se somente a variagdo REDOX - chamada de
corrente Faradica — (MICHAEL, 2007; WANG, 2000). A corrente total no

eletrodo, para um pulso aplicado, vem a ser:

ltotal = {Cdl w M (30)

dat }parcela nio faradica { vmt }parcela REDOX

Para avaliacdo da concentracédo de determinada substancia a parcela de
corrente ndo faradica deve ser subtraida por hardware ou software. Esta
corrente é inerente ao circuito, com parcela superior a 90% da corrente de

medicdo sendo conhecida também como corrente de background.

3.5 ELETRODOS

Eletrodos utilizados em neurociéncias tem dimensdes diminutas e, desta
forma, o minimo de lesbes € causado quando implantados no tecido nervoso.
Microeletrodos tipicos tem diametros que variam entre 5 a 30 micrometros e
comprimento entre 25 a 400 micrometros (area exposta). A superficie que nao
entra em contato com o tecido biologico € protegida pelo vidro que compde o
isolamento do eletrodo (WEBSTER, 1998).
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O comportamento de um microeletrodo é capacitivo, pois a dupla
camada de cargas em sua superficie o caracteriza como tal dispositivo. Por
esse efeito e pela magnitude das correntes REDOX ser pequena, mais de 90%
da corrente de varredura num sistema voltamétrico € devido a capacitancia do
eletrodo. As caracteristicas de interface eletrodo-eletrélito foram amplamente
discutidas em diversos trabalhos sendo o microeletrodo modelado como um
cabo coaxial e sua capacitancia varia em funcéo de suas caracteristicas fisicas
dimensionais, além das caracteristicas intrinsecas ao isolante constituinte do
mesmo (WEBSTER, 1998; GEDDES; BAKER, 1989).

A capacitancia de um eletrodo como o da figura 14, pode ser calculada
na regido com isolante por unidade de comprimento [F/m] aplicando-se:

C _ €r€omd
L e

, (31)

onde: C é a capacitancia, L o comprimento, €, a constante dielétrica relativa do
material isolante, €p a constante dielétrica no vacuo, d o diametro do eletrodo ‘e’
€ a espessura do isolante (WEBSTER, 1998).

Figura 14 - Microeletrodo comercial da Invilog Research Ltda. A é o comprimento do
eletrodo isolado, B aregido para conexdo e s a area exposta do eletrodo que deve entrar

em contato para o experimento.

Fonte: Adaptado de Invilog (2013).

No entanto, tal capacitancia de eletrodo nédo terd influéncia na
voltametria sendo que a capacitancia de dupla camada (Cqg) que forma-se em

torno do eletrodo (area exposta s da figura 14) que entra em contato com a
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substéancia ibnica vem a ser de grande importancia. Tal capacitancia deve-se a
diferenca de concentracdo entre a camada compacta (junto ao eletrodo) e a
camada difusa (distante do eletrodo). Valores tipicos desta capacitancia

situam-se entre 10 e 40 pF. cm™.

A camada interna, préxima ao eletrodo, conhecida como o plano de
Helmholtz interior (IHP), contém moléculas de solvente, e especificamente ions
adsorvidos (os quais ndo sdo completamente dissolvidos). E definido pelo lugar
geomeétrico dos ions especificamente adsorvidos. A camada seguinte, o plano
de Helmholtz exterior (OHP), é o plano imaginario que passa através do centro
dos ions dissolvidos em sua maior aproximacdo a superficie por forca
Coulombianas de longo alcance. Ambas as camadas de Helmholtz
representam a camada compacta (figura 15). Essa camada compacta de
cargas € fortemente fixada pelo eletrodo e pode permanecer mesmo quando o
eletrodo é retirado da solucdo (WANG, 2000).

Figura 15 — Camada de capacitancia de Helmholtz num eletrodo onde IHP representa O

plano de Helmholtz interior e OHP o plano exterior.

Fonte: Adaptado de Wang (2000).

A camada exterior (para além da camada compacta), referida como a
camada difusa, € uma regido tridimensional de ions dispersos, que se estende

a partir da OHP na solucéo. Tal distribuicdo idnica reflete o equilibrio entre
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cargas ordenadas devido ao campo elétrico e cargas desordenadas causadas
pelo movimento térmico aleatério. Com base no equilibrio entre estes dois
efeitos opostos, a concentracdo de espécies idnicas a uma dada distancia a
partir da superficie, Cx decai exponencialmente (figura 16), de acordo com a

equacao de Nernst:

E :_%{un%}, (32)

CAMADA DE CAMADA DIFUSA
HELMHOLTZ

FORA DO PLANC
DE HELMHOLTZ

o oy —B—— y —P

Figura 16 — Variacdo de potencial ao longo da dupla camada elétrica. xy - referencial
dentro da camada compacta (Helmholtz). x - referencial na camada difusa a partir de
OTH.

Fonte: Adaptado de Wang (2000).

A capacitancia de dupla camada consiste na combinacdo da
capacitancia de camada compacta ou Helmholtz (Cy), em série com a

capacitancia da camada difusa (C4). Dessa maneira calcula-se Cy usando 31:
1

— =t (33)

3.6 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

A cirurgia estereotaxica é uma forma minimamente invasiva de

intervencao cirdrgica que usa um sistema de coordenadas tridimensionais para
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localizar pequenos alvos no interior do corpo e para executar nestes alguma
atividade, tal como ablagdo, biopsia, lesdo, injecdo, estimulacdo, implante,
radiocirurgia entre outras (SPIEGEL; WYCIS, 1952).

Numa cirurgia para implante de eletrodos visando aplicacdo de DBS
necessita-se de uma exatiddo milimétrica o que é alcancado com a utilizacao
de um arco cirargico estereotaxico o qual é graduado para melhor localizagédo
dos alvos (figura 17). Por referenciais biolégicos entre eles o bregma e o
lambda, (marcas naturais nos 0ssos) o clinico determina as coordenadas
necessarias para a realizacdo dos orificios necessarios para passagem dos
eletrodos de implante (SPIEGEL et al., 1947). Na primeira etapa da cirurgia em
humanos o paciente permanece acordado, sem sentir dor, uma vez que 0
tecido nervoso cerebral que estd sendo atingido ndo possui células
nociceptoras. A anestesia é somente na regido do cranio onde a pele
naturalmente inervada gera sinais de dor. Pelo fato do paciente estar lucido, o
clinico obtém respostas do mesmo para melhor localizar o implante ao mesmo
tempo em que monitora possiveis efeitos colaterais, tais como desconforto ou
dor em certas regifes do corpo, estimulo motor indevido, visdo embacada do
paciente, etc. (BENABID et al., 2000).

Figura 17 - Arco estereotaxico para uso em humanos.

Fonte: Adaptado de Berger (2008).
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Por confirmacdo em imagens radiograficas como na figura 18 o médico

tem certeza da localizac&o do implante na regido alvo (OBESO et al., 2000).
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Figura 18 - Cortes radiogréficos por tomografia para confirmacdo de coordenadas

estereotaxicas.

Fonte: Adaptado de Berger (2008).

s

Apbs a confirmacdo do posicionamento dos eletrodos o paciente é
submetido a anestesia geral para implante do dispositivo gerador de pulsos
para DBS e FSCV (OBESO et al., 2000).

3.7 CONCLUSOES

Foram discutidas neste capitulo algumas técnicas de cirurgia e de
eletroquimica. Com o melhor entendimento dos principios basicos de atuacéo
da DBS, TMS e da importancia do neurotransmissor dopamina envolvidos nos
processos de movimentos neuromodulados - explanados no capitulo 2 -
evidenciam-se os métodos e ferramentas iniciais para obtencédo de estimulos

neuronais e avaliagdo de seus impactos.
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Pela leitura critica de alguns trabalhos que procuram realizar o controle
em malha fechada e, pela analise dos resultados destes, apresentam-se no
capitulo 4 a seguir os circuitos de FSCV para fornecer o sinal de realimentacéo
para controle da malha e trés sistemas de atuacdo: DBS, TMS e Infusdo de

medicamentos.
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Capitulo 4

4 DESENVOLVIMENTO

Para se obter o controle em malha fechada propde-se a estrutura
mostrada na figura 19 onde diferentes tipos de atuadores ou estimuladores
podem ser utilizados conforme a selecao prévia (via software) entre eles: a
TMS, a infusdo de GDNF e a DBS no NST dos animais. O circuito é fechado
com a realizacdo de FSCV no estriado cabendo ao software as decisdes de

aumentar ou diminuir a aplicacdo do estimulo.

™S

A€ Lesesnno !
dt + o | BOMBA DE INFUSAO(GDNF)
. BOBINA

OUTROS ﬁgl'-QECAO NEURONIOS
ESTIMULOS
SOFTWARE DBS CORTEX
W q NST STRIATUM
FSCV
FANVAN
ﬂ MEDIDO
dt

Figura 19 - Concepcéo final do sistema proposto para estimulacdo - DBS, TMS e por

infusdo de GDNF com realimentagéo por FSCV.

Fonte: Autoria propria.

4.1. DESCRICAO GERAL DO CIRCUITO FSCV

O bloco de FSCV é composto basicamente da aplicacdo de uma variacao
de potencial (rampa) por meio de um circuito eletrbnico em um microeletrodo
de fibra de carbono — CFM, e um amplificador para converter a corrente gerada

no CFM em sinal de tensao.
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O circuito de amplificacdo foi adaptado do modelo apresentado por Garris
et al. estando ilustrado pelo diagrama em blocos na figura 20 (GARRIS et al.,
2004; GARRIS et al., 2007). A placa de voltametria consiste de um sistema
alimentado por uma bateria, reguladores de tensédo e controlador de potencial
de referéncia para gerar as tensdes necessarias para os amplificadores
operacionais. No diagrama, um microcontrolador gera o sinal digital necessario
para o conversor digital analdgico - DAC — formando a rampa de potencial e
permitindo controle de amplitude e ajuste de zero em relacéo a referéncia. Esta
rampa € aplicada a uma etapa de amplificacdo das correntes elétricas
provenientes do eletrodo de registro por meio de um sistema de conversao
corrente para tensao (MILLMAN, 1981). Este sinal amplificado € posteriormente
subtraido do mesmo sinal de rampa que é injetado em sua entrada inversora
seguindo para conversdo deste sinal analdgico para digital no proprio sistema
DAC do microcontrolador. Desta Ultima etapa o sinal agora digitalizado é
enviado por radio-frequéncia para um computador de mesa para tratamento

(filtragem, operacgéo, armazenamento e analise).

O CFM recebe a rampa de potencial (uma varredura de forma de onda
triangular de -0,4 a 1.0 V), e as correntes geradas pela oxidacéo e reducdo da

dopamina séo registradas pelo dispositivo (SHON et al., 2010).

4.2 DESCRICAO PORMENORIZADA DO CIRCUITO FSCV

O sinal analégico do microeletrodo, resultante de fendmenos de oxidacao
e reducdo no mesmo, consiste de uma corrente da ordem de nanoampéres que
€ amplificada por um amplificador operacional AO de instrumentacdo OPA
2340 (BURR BROWN, 2010) funcionando como transdutor corrente — tensao.
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Figura 20 - Diagrama em blocos do circuito FSCV.

Fonte: Autoria propria.

A rampa proveniente de um conversor digital analégico - é aplicada nos
dois AO’s. O sinal obtido é convertido no médulo ADC do microcontrolador
montado numa placa Arduino e programado em linguagem C. O sinal
digitalizado segue para o médulo de comunicacdo serial do microcontrolador
que esta conectado ao LMX9830 (TEXAS INSTRUMENTS, 2012-a) de
tecnologia de comunicacdo sem fio (Bluetooth). Os sinais enviados sao
captados por um moédulo dongle Bluetooth no computador de mesa onde os

dados podem ser armazenados e processados - ver figura 20.



58

Para validacdo do circuito utilizaram-se varias amostras de dopamina

entre 1 e 40 puMol/L de concentracao.

Sobre o CFM onde é aplicada a rampa de potencial, cada ciclo tem
duracdo de 9 ms. O sinal analdgico, resultante de oxidacdo e reducdo,
consistindo de uma corrente da ordem de nanoamperes é amplificado por um
amplificador operacional AO de instrumentacdo OPA 2340 (BURR BROWN,
2010 a) funcionando como transdutor corrente — tensdo. A rampa é proveniente
do préprio conversor digital analégico — de 12 bits do Arduino DUE que contém
o Microcontrolador ARM Cortex-M3 de 32 bits SAM3x8E (Atmel) com 84MHz
de clock - e é aplicada nos dois AO’s. O sinal é subtraido no AO INA 2132
com ganho unitario (BURR BROWN, 2010 b) para retirada do sinal rampa
inserido na porta ndo inversora do OPA 2340. Em seguida o sinal € convertido
no moédulo ADC de 12 bits do microcontrolador. O sinal digitalizado segue para
0 modulo de comunicacdo serial do microcontrolador que esta conectado ao
LMX9830 - (Texas Instruments, 2012-a) de tecnologia de comunicagao wireless
(Bluetooth). Os sinais enviados sao captados por um moédulo dongle Bluetooth
no computador de mesa onde os dados podem ser armazenados e

processados. O circuito é ilustrado nas figuras 21 e 22.
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Figura 21 - Diagrama esquematico do circuito analdgico.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 22 - Foto do circuito analdégico montado sobre o sistema microcontrolado e

conectado ao comunicador Bluetooth.

Fonte: Autoria prépria.

4.3 CIRCUITO ESTIMULADOR IMPLANTAVEL — CIRCUITO DBS

O estimulador consiste de um eletrodo de dois terminais trancados
implantado no nucleo subtalamico, ver figura 23. Este implante recebe pulsos
bipolares de tensdo limitando a niveis seguros (+/- 800 YA) as correntes
provenientes de um amplificador operacional - AO LF-353 (TEXAS
INSTRUMENTS, 2012-b) funcionando como buffer de tensdo (SHANNON,
1992). A alimentacdo do mesmo é simétrica, provida por um conversor DC/DC
DCP010515DBP (TEXAS INSTRUMENTS, 2012 c) que converte 5 volts em +/-
15V.

O AO recebe o sinal proveniente do conversor digital analégico — MCP
4725 (MICROCHIP, 2012) - para obtencao do nivel de tensdo selecionado na
entrada do DAC. Esta selecdo de nivel ocorre de maneira serial via
comunicacdo 12C proveniente do microcontrolador ATMEGA 328 (ATMEL,
2010) instalado em uma placa Arduino (figura 23). Os comandos do
microcontrolador podem ser alterados via computador pessoal (PC) em
qualquer instante, podendo ser manipulados o tempo de duracdo do pulso, a
polaridade, frequéncia e a intensidade do mesmao.

Para a comunicacéo entre o microcontrolador e o PC um circuito sem fio

€ utilizado de tecnologia Bluetooth visando interferir o minimo possivel com
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ruidos possivelmente conduzidos via cabo para o interior do campo de teste
construido (camera comportamental protegida por uma gaiola de Faraday,
adequadamente aterrada), onde um circuito FSCV monitora as correntes
circulantes no estriado do animal devido a alteracdo dos niveis dopaminérgicos
(ABATTI et al., 2014).
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Figura 23 - Circuito parcial do estimulador tipo DBS e Eletrodo de par trancado

implantavel da Plastics One.

Fonte: Modificado de Plastics One 2013.

4.4 DISPOSITIVO PARA ESTIMULACAO MAGNETICA TRANSCRANIANA

Desenvolveu-se um TMS para aplicacdo de pulsos de magnitude
superior a 400 volts numa bobina de 200 mm de diametro e 25 espiras com
energia armazenada num banco de capacitores de 560 yuF chaveados por um
Retificador Controlado de Silicio - SCR - de alta poténcia — (ABATTI; ARAUJO,
2012) parametros estes, similares aos de equipamentos comerciais — figura 11
e figura 24 (MALMIVUO; PLONSEY, 1995).

7

Outro circuito de TMS realizado € similar ao da figura 25 onde se
observam o transistor de efeito de campo com a fungdo de carregar 0s
capacitores de armazenagem de energia, e trés transistores para descarga da
energia nas bobinas de inducdo conforme o comando enviado pelo

microcontrolador que esta oticamente acoplado aos transistores de pulso.
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Figura 24 - Estimulador TMS aplicando pulsos em rato em caixa de esquiva com a

realizagdo de FSCV simultaneamente.

Fonte: Autoria propria.

470 pF

Figura 25 — Circuito eletrénico de TMS para controle de carga de capacitores e descarga

em bobinas estimuladoras.

Fonte: (ABATTI; ARAUJO, 2012).
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4.5 CIRURGIAS PARA IMPLANTE DE ELETRODOS PARA FSCV E
ELETRODO PARA DBS

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados nos laboratérios de
farmacologia da Universidade Federal do Parana de acordo com o Comité de

Experimentacdo de Uso Animal sob numero CEUA - 440.

A cirurgia nos ratos € realizada visando localizacdo de trés pontos
especificos: o NST para introducdo do eletrodo de estimulacdo, a SNc - para
aplicacao de droga depletora de neurénios dopaminérgicos para modelamento
do animal com DP, e o Estriado (constituido pelo nucleo caudado, putamen e
ndcleo acumbens) para medicdo de alteracdo de concentracdo de DA.

Para confirmagdo do posicionamento do eletrodo estimula-se o NST e
verifica-se a resposta no estriado. Os parametros de ajuste sdo: tensdo de
0,8V, 20 pulsos de 0,5 ms durante 400 ms utilizando o equipamento Master 8
(A.M.P.I., ISRAEL). Para registro, um sistema de aquisicdo de dados composto
por eCorder 410 (Edaq Incorporated, EUA) e um optoisolador Isoflex (A.M.P.1.,
ISRAEL) - Figura 26. Os eletrodos de referéncia e auxiliar estdo alocados em
pipeta com solucao salina 0,9% do lado oposto a linha central. O eletrodo de
registro utilizado é de fibra de carbono confeccionado no Laboratério de
farmacologia da UFPR.

Figura 26 - Estimulador de bancada AMPI e sistema de aquisi¢cdo de dados eDAQ.

Fonte: Autoria propria.
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As coordenadas utilizadas foram: NST: Antero posterior AP -3,8, Médio
Lateral 2,50, Dorso Ventral - 7,0. Para o Estriado: CPu (caldado putamen)
ndcleo acumbens: AP 1,2; ML 3,7; DV -6,0 num angulo de 20 graus.

Os anestésicos utilizados foram cetamina (100mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). O animal € mantido anestesiado até a finalizacdo do procedimento —
figura 27. Esses procedimentos cirdrgicos sdo realizados como rotina no
laboratério de Farmacologia da UFPR (DA CUNHA et al, 2010,
DOMBROWSKI et al., 2013).

Para realizar os orificios nos cranios dos animais utilizou-se uma
furadeira com broca de 2 mm. A figura 28 mostra os pontos de interesse no
cranio (PAXINOS; WATSON, 2005).

Figura 27 - Foto de um animal durante cirurgia estereotaxica para implante de eletrodos
de referencia, auxiliar, de registro e estimulador.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 28 - Localizacéo de furacdo do cranio para colocacédo dos implantes de eletrodos
nas estruturas cerebrais alvo.
Fonte: Adaptado de Paxinos e Watson (2005).

Todas as cirurgias, bem como as medicdes in vitro foram realizadas
dentro de gaiola de Faraday adequadamente aterrada uma vez que o ruido da
rede (60 Hz) tem influéncia nos circuitos amplificadores (figura 27).

Figura 29 - Gaiola de Faraday construida para realizacdo dos procedimentos
estereotaxicos e de medi¢gdes de concentracdo de neurotransmissores in vitro e in vivo —
no detalhe a conexdo de cabo de aterramento que segue a area externa para ligacéo as

hastes tipo cooperweld.

Fonte: Autoria Propria.
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4.6 BOMBAS DE INFUSAO

Para obter um controle de concentracdo de dopamina duas bombas de
infusdo foram utilizadas com seringas com capacidade de 30 ml: uma contendo
solucéo salina (0,9% de concentracao de NacCl) e outra contendo dopamina (10
pmol/l). Estas duas solugbes sdo entdo misturadas de maneira a se obter a
concentracdo desejada que € previamente ajustada no software. A Tabela 3

mostra as taxas de fluxo calibrado das bombas de infuséo.

Tabela 3 - Fluxo das bombas de Infusao.

Velocidade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fluxo 0 025 055 081 1,15 145 189 231 2,70 3,05
ml.min™*

Fonte: Autoria Propria.

O comando para aumentar ou diminuir a taxa de fluxo vem por sinal
Bluetooth a partir do computador (equipado com uma programacéo de controle
em LabView) chegando em MCU1 que tem as fun¢gbes de comunicacdo sem
fio, FSCV, e comunicacdo com fio. Em seguida, MCUl comunica-se
serialmente por fios informando a MCU 2 os comandos que devem ser
enviados aos controladores de motores de passo. A comunicagéo entre MCU 2
e MCU 3 é realizada utilizando uma ligacdo por infravermelho para assegurar
gue os motores das bombas néo introduzam ruido no sinal medido. O valor da
taxa de fluxo de cada uma das bombas foi controlado por um microcontrolador
(MCU3 e MCU4) cada um deles ligado a um amplificador de poténcia de
corrente para alimentar os motores de passo das bombas de infuséo (Insight,
Brasil). Observa-se que a célula de fluxo continuo (onde esta contido o CFM)
foi montada no interior de uma gaiola de Faraday — Figuras 30, 31 e 32 -
(ARAUJO et al.,, 2015). Os firmwares de MCU 1, 2, 3 e 4 seguem nos
apéndices A, B, C e D.
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Figura 30 - Diagrama esquematico do sistema para controle em malha fechada

controlando bombas de infusado. “Volt Ref.” é a tensdo de referéncia, MCU -

Microcontroller Unit, DAC - Digital to Analog Converter, ADC - Analog to Digital

Converter, FCM - Micro Fiber Carbon, UART Universal asynchronous

receiver/transmitter.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 31 - MCU 3 e MCU 4 com
acionamento das bombas de infuséo.

Fonte: Autoria propria.

reguladores de tenséo e drivers de poténcia para
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Figura 32 - Equipamentos no laboratério de farmacologia da UFPR.

Fonte: Autoria propria.

4.7 SOFTWARE DE AQUISICAO

A aquisicdo de dados é feita por comunicagdo serial onde o usuario
configura velocidade de comunicacao, taxa de transmissdo, nimero da porta,
etc. Uma Funcéo de Deteccdo de Padrao (Labview) é utilizada para selecionar
os valores de corrente transmitidos se referindo ao niamero da leitura (sé@o
realizadas 120 leituras por periodo, levando 9 ms na aquisicdo seguidos de um
periodo de transmissdo de 300ms) - figura 33. A cada periodo de 15 segundos
os dados sao salvos em arquivo na pasta especificada pelo usuario.
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Figura 33 - Software de aquisicdo: no alto da esquerda para direita: Voltamograma de

corrente de Background em funcé&o da tenséo aplicada, Corrente de oxidagédo (na tenséo
de 700mV) para solucéo salina comecando em 20 pumol/L (linha de base), subindo para
40 pmol/L de dopamina (primeiro pico) caindo a zero na sequéncia, e grafico de
correntes em funcédo do tempo durante as voltametrias ciclicas. Em baixo: Gréfico 3D
colorimétrico total e por altimo Grafico 3D colorimétrico final.

Fonte: Autoria propria.

A Figura 34 é parte da programacdo grafica que mostra as partes
principais da funcdes para a atuacédo das bombas de infuséo, incluindo o modo
de controle se manual ou automatico (A), 0 ajuste de tempo de resposta do
processo entre 1 e 90 segundos (B), O controle dos bytes de saida sendo “d”
para descer a velocidade das bombas e “s” para subir (C), grafico de
concentracdo de saida (D), e o comparador que recebe os valores de dados
crus ja subtraidos do background (E).
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Figura 34 - Controle manual ou automatico (A), ajuste de tempo de resposta do processo
(B), controle dos bytes de saida para a velocidade das bombas (C), grafico de
concentracdo (D), comparador que recebe os valores de dados crus j& subtraidos do
background (E).

Fonte: Autoria prépria.

4.8 SOFTWARE DE LEITURA

O software de leitura permite escolher o arquivo e selecionar a
referéncia de leitura (0 nimero da leitura realizada) para ser utilizada pelo
programa. A partir deste ponto o voltamograma gerado é calculado pelo
namero de médias especificadas pelo usuéario. Este procedimento gera o
grafico correspondente ao voltamograma de background. Esta corrente de
fundo precisa ser retirada da medicdo. Feito isto o usuéario seleciona a leitura,
posterior ao tempo de background, desejada a ser analisada. O software entédo
gera o voltamograma final que corresponde ao voltamograma de leitura menos
o voltamograma de background médio (corrente devido a capacitancia do

eletrodo) (Figura 35). O software de leitura encontra-se no apéndice E.
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Figura 35- Em cima da esquerda para a direita: voltamograma da corrente de

background, voltamograma em andlise corrente e voltamograma final. Em baixo:

gréficos tridimensionais total e final.

Fonte: Autoria propria.

4.9 CONCLUSAO

Utilizando-se microcontroladores de baixo custo e um software flexivel
com muitas possibilidades de programacdo obteve-se uma apresentacao
grafica de boa qualidade mostrando o processo de medicdo e um controle
simples por meio da interface. A possibilidade de controle em modo automatico
ou manual sera apresentada no capitulo 5 e vem demonstrar a simplicidade da
interface. Por outro lado a necessidade de uma gaiola de Faraday é um fator

limitador da aplicacdo do sistema.
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CAPITULO 5

5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS DE MEDICAO DE DOPAMINA IN VITRO POR FSCV

A figura 36 refere-se a diferentes voltamogramas obtidos com o prototipo
FSCV. As diferentes solu¢des de dopamina sao injetadas numa célula de fluxo
preenchida inicialmente com solucdo salina. A sensibilidade estimada do
eletrodo foi de 5 a 6 nA.uMol™.| (valor coerente aos eletrodos comerciais) e a

corrente de background alcangca um pico de 1220 nA.

A Figura 37 mostra o grafico para duas concentracdes diferentes de DA
durante procedimento de calibracdo manual do sistema. Inicialmente, uma
solucdo salina estd preenchendo a célula de fluxo continuo. Em seguida,
durante 30 s uma solucdo de dopamina com concentragdo de 1 pmol/L &
injetado no sistema. Novamente durante 30 s ocorre a substituicdo completa da
solucéo apenas por solucdo salina somente por atuacdo da forca da gravidade
devido as condicBes hidraulicas da célula. Na sequéncia a célula CFl é
preenchida com solugédo de DA (5 umol/L), e, finalmente, com solucdo salina

novamente.

A representacdo dos lacos de voltametria no modo tridimensional
permite visualizar com clareza a injecao de fluxos de diferentes concentracdes
de neurotransmissor. As Figuras 38 e 39 ilustram em trés dimensdes a injecéo
de concentracbes de dopamina com o0s picos e vales caracteristicos da

oxirreducdo da dopamina ocorrendo em valores proximos a + 0,7 e - 0,2 Volts.

Concentracédo de DA - Como ja sabido as correntes de Oxidacdo tem
picos caracteristicos na tensdo de 700 mV para DA. Evidentemente que
existem variagdes em torno deste valor e, sabendo disso, programou-se no

ambiente Labview uma funcdo contendo um slider para selecdo da tensdo mais
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adequada na faixa que interessa ser monitorada gerando desta maneira um

grafico que apresenta as correntes no potencial desejado (Figuras 36 e 37).
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Figura 36 - Voltamogramas tipicos de dopamina na concentragdo de 10 umol. Na vertical

a corrente medida em nA. Na horizontal a tensédo aplicada ao eletrodo em Volts.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 37 - Corrente medida na tenséo de oxidacdo de 700 mV para concentracdes de 1
pmol/L e 5 pumol/L.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 38 - Voltametria tridimensional com a tensdo em volts nas ordenadas e o nimero

das varreduras nas abcissas. As correntes sdo representadas por cores e estdo em nA.
Neste experimento o sistema esta controlando automaticamente a concentracdo de
dopamina entre o tempo 200 e 800 aproximadamente.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 39 - Voltametria tridimensional com a tensdo em volts nas ordenadas e o numero
das varreduras nas abcissas. As correntes séo representadas por cores e estdo em nA.

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 CONTROLE DE BOMBAS DE INFUSAO EM MALHA FECHADA

A Figura 40 mostra a tela de controle onde a concentracdo desejada de
dopamina estava inicialmente acima de 3 upmol/L sendo ajustada

aproximadamente em 2,7 umol/L. A figura foi capturada durante a leitura,
portanto dinamicamente.
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Figura 40 - A interface gréfica do usuario (GUI), onde em A: o usuario seleciona o manual
(manu) ou controle de malha fechada (auto) usando o botdo MODE, e em B 0 usuério
seleciona a corrente de oxidagdo usando um controle deslizante. Também em B a (linha
branca), selecionados e medidos (linha vermelha), os valores de concentragdes séo
exibidos. Observar que logo acima da regido ‘A’ h4 uma "sequéncia de caracteres para

escrever", que o pesquisador pode usar para ligar estimuladores como um DBS ou uma
TMS.

Fonte: Autoria propria.

A Figura 41 mostra, numa sequéncia de imagens, uma experiéncia na
qual, a partir de 5 umol/L, a concentracado de DA foi ajustada automaticamente
para um novo valor de 7 umol/L. A linha branca indica a concentragdo DA
selecionada e linha vermelha a medida. O sistema executa trés medicdes por

segundo e envia sinais de controle para as bombas de infusdo para ajustar a
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concentracdo de DA no interior da célula CFl. Observa-se que a concentracéo
é controlada dinamicamente (7 +/- 0,8 pmol/L) com um periodo de oscilagdo de
aproximadamente 80 s.

DA
(pmol/L)

ARTIFACT Y

120 seconds

Figura 41 - Sequéncia de uma filmagem mostrando o controle automatico da
concentracdo de dopamina em torno do valor selecionado (aproximadamente 7 pmol/L)
Este e outro experimento em https://www.youtube.com/watch?v=e9qt4eOcZmu

https://www.youtube.com/watch?v=tVUgP1jjZiw .

Fonte: Autoria propria.

5.3 RESULTADOS DE ESTIMULACAO CEREBRAL PROFUNDA

A figura 42 ilustra a corrente medida no eletrodo agudo aplicado ao
ndcleo accumbens, no estriado, com aquisicdo do sinal enquanto foram
realizados estimulos com o protétipo DBS. O primeiro pulso empregou corrente
de 300 pA diretamente no nucleo subtalamico. O segundo pulso foi realizado
com 500 pA.

Uma coleta de dados de voltametria com o sistema Wireless
Instantaneous Neurotransmitter Concentration - Wincs (SHON, 2010) também
foi realizada durante a cirurgia com estimulacéo no ndcleo subtalamico em dois
ratos com o protétipo DBS. A figura 43 ilustra 0 aumento da concentragdo da

dopamina no estriado de um deles.



] 13-03-12 dbs carlos ed.edcht: Zoom View =8 EeR ===
= Channel 1=

=

4,4

4,2 4
z

4,04

2 P

3,6 £ =
+ £ £
— 3 53

98 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118

lilzlolelslelzlslo|mlule|o|e|n|n]

77

Figura 42 - Corrente medida no estriado durante DBS realizadas pelo prototipo

(frequéncia de estimulagao de 10 Hz). Escala de corrente em nA.

Fonte: Autoria propria.
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5.4 RESULTADOS DE ESTIMULACAO MAGNETICA TRANSCRANIANA

O equipamento de TMS foi utilizado em 3 animais com implantes de
FSCV que estavam recuperados da cirurgia e encontravam-se em caixa de

esquiva.

A figura 44 mostra as curvas de corrente de oxidacao e reducao bem
como o grafico colorimétrico de correntes de voltametria, onde visualiza-se
neste experimento em particular um pulso no tempo 1800 (este registro é feito

contando o tempo em segundos).

Estes resultados demonstraram a inducdo de correntes elétricas no
cortex dos animais, porém, houve muita perturbacdo eletromagnética no
dispositivo FSCV.
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5.5 CONCLUSOES

No que se relaciona a DBS pode-se verificar a resposta tanto pela
técnica de amperometria como pela voltametria ciclica, confirmando varios
estudos que ja demonstravam que estimulos no NST provocam respostas dos
neurénios dopaminérgicos no estriado (AGNESI et al., 2009).

A TMS parece ter afetado a concentracdo de dopamina, mas pela figura
44, a voltametria obtida n&o permitiu caracterizar a substancia como dopamina.
Além disso, o impulso magnético, por ser bastante elevado, induz correntes
nos condutores elétricos do sistema que perturbam por varios segundos a
aquisicdo de dados o que diminui a certeza sobre a alteracdo dopaminérgica
neste intervalo de tempo. Talvez uma mudanca posterior possa ser verificada,
por meio de sintomas visiveis como, por exemplo, na diminuicdo das rotacdes

induzidas em modelos animais com DP.

Um dos problemas encontrados neste método € o mesmo do método de
eletroestimulacdes transcutaneas - TENS, ou seja, um grupo muito grande de
neurdnios pode ser ativado devido a falta de seletividade do sistema. Uma das
vantagens € a ndo contaminacao biolégica e conservacao do tecido uma vez

gue ndo hé contato fisico entre o estimulador e o sistema nervoso.

Realizar um controle em malha fechada utillizando TMS e FSCV
demonstrou ser mais dificil do que o conjunto composto por DBS + FSCV. Isso

se deve ao fato de que a TMS gera instabilidade no circuito de FSCV.

Um controle em malha fechada pode ser realizado com a DBS, mas
teriam que ser utilizados um ndmero minimo de animais lesionados na
substancia negra para o modelamento da doenca de Parkinson. Como o
desenvolvimento principal é na area de engenharia e seria muito maior a
necessidade clinica e veterinaria (cuidados diarios com o0s animais) optou-se
pelo controle das bombas de infusédo por sua rapida resposta dentro de valores

proximos aos fisiologicos e sem a necessidade da utilizagdo de animais.

A estratégia de medicdo utilizada neste trabalho foi utilizar a corrente de

oxidacdo da dopamina que tem o seu valor maximo caracteristico ocorrendo a
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700 mV. O sistema tem flexibilidade suficiente para permitir medi¢cdes de
correntes em qualquer valor da tenséo dentro da gama de FSCV (entre -0,4 e
1,0 Volts) o que também permite a pesquisa para 0s picos caracteristicos de

outras substancias e neurotransmissores.

Um sistema com possibilidade de aplicacdo em malha fechada foi
portanto construido e avaliado. Demonstrou-se que tanto a DBS, como a

Infusdo, quanto a FSCV estao funcionando dentro do proposto.

No que se refere a FSCV os graficos de voltametria demonstram picos

caracteristicos da substancia utilizada.

Ainda, o sistema ¢é capaz de analisar outras substancias
neurotransmissoras ou nao e mensurar 0s valores de suas concentracdes

interferindo automaticamente se desejado.
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Capitulo 6

6 CONCLUSAO SOBRE O DESENVOLVIMENTO E PROPOSTA DE
CONTINUIDADE

Apesar de concebido para controlar a concentracdo de DA, o sistema
desenvolvido pode ser utilizado para controlar, dentro das varias tensfes
necessarias e possiveis em voltametria de FSCV, a concentragdo de outras
substancias ou para ligar estimuladores cerebrais. Estes resultados indicam
que o sistema pode ser utilizado em estudos clinicos empregando animais (in

Vivo).

Um protétipo de interface cérebro maquina implantavel foi desenvolvido
provido de sensores de voltametria, telemetria sem fio e possibilidades de
parametrizagdo por programacdo automatica em firmware e software. O
sistema vem a ser um implante neural controlador em malha fechada servindo
para estudos neurolégicos bem como interacdes do sistema nervoso com
drogas. Devido a simplicidade e baixo custo do sistema, pesquisadores de
farmacologia, neurologia e psiquiatria podem realizar experimentos cronicos e

agudos em animais acordados ou sob efeito de anestesia.

Apesar do aspecto inovador no controle em malha fechada de
estimulacdo cerebral profunda monitorando a concentracdo de dopamina, a

técnica desenvolvida apresenta muitas dificuldades entre elas:
- Ser muito invasiva,

- Ter muita suscetibilidade a ruidos, haja vista a necessidade de gaiola

de Faraday;

- Utilizar eletrodos de fibra de carbono muito frageis que comumente

guebram durante a cirurgia;
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Quando substituida a DBS pela TMS sdo aumentados os efeitos de
inducdo eletromagnética no circuito eletrdnico e com isto o circuito de FSCV

torna-se instavel por alguns segundos apds a aplicac¢édo do pulso.

O desenvolvimento do software na plataforma Labview, para
visualizacdo dos dados, de maneira sincrona aos eventos correntes nos
experimentos, facilitou a utilizacdo do dispositivo empregando as bombas de
infusdo e sua flexibilidade é tal que pode-se utilizar DBS, TMS e outras

técnicas de estimulacdo como luzes, sons, etc.

Também um sistema em circuito fechado para controlar a concentracéo
de DA dinamicamente dentro da célula de fluxo continuo foi descrito. O sistema
desenvolvido permite medicfes de concentracdo de DA bem como controle de
DA para valores selecionados entre 1 e 10 umol/L, com controle automatico
com erro dentro de um intervalo de +/- 0,8 umol/L, apresentando um periodo de
oscilacdo de cerca de 80 s. A resolucao do sistema é de cerca de 0,4 pumol/L
para solucbes de dopamina. No entanto, se necessario, pode ser aumentada
esta resolucdo (visando utilizacdo dentro de valores fisiologicos) alterando o

ganho do conversor de corrente para tensdo no amplificador operacional.

Finalmente, propde-se a continuidade do desenvolvimento em malha
fechada com FSCV e DBS (ou TMS, ou Infusédo) utilizando-se de modelos
animais parkinsonianos. O sistema pode ser realizado com utilizacdo de
computador externo ou com o uso de um microcontrolador com grande
capacidade de processamento devido a necessidade de realizacdo de muitas
tarefas simultdneas envolvendo calculos, armazenamento de dados,

comunicacdes, entre outras funcdes analdgicas e digitais - figura 45.



83

Figura 45 - Concepcéo do sistema sem fio de estimulacéo cerebral profunda - WDBS e de
voltametria ciclica de varredura rapida sem fio - WFSCV. Em A: Controle em malha

fechada externo via PC. Em B: controle realizado no préprio microcontrolador.

Fonte: Autoria prépria.
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APENDICES

APENDICE A:

/lgera rampa, grava dados, envia dados, envia comandos

/IPLACA ARDUINO DUE

/IGerGravTrDUE

Il int tensoes[120];

int tensoes[120]; //Um array
int correntes[120];
uint32_t valuel;
uint32_t value?2;

/I int val_| = analogRead(0);

/I intval_V = analogRead(1);
char c= Seriall.read ();

int led = 13;

int addr =0;
/Ivalor a ser lido

void setup(void) {
analogReadResolution(12);
uint32_t value; //valor a ser lido
uint32_t val_lI; //valor a ser lido
uint32_tval_V;
uint32_t val = analogRead(0) ;
pinMode(DACO, OUTPUT);
pinMode(led, OUTPUT);
pinMode(2, OUTPUT);
pinMode(4, OUTPUT);
digitalWrite (4,LOW);
digitalWrite (2,LOW);

Seriall.begin(115200); /9600 eh muito LENTO

/I Serial.printin("Onda Triangulo");
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// delay(1000);

}

void loop(void) {
analogReadResolution(12);
analogWriteResolution(12);
uint32_t val_| = analogRead(0) ;
uint32_t val_V = analogRead(1) ;
int j=0;

uint32_t counter;

digitalWrite(led, HIGH);
val_V=40;
for (counter = 0; counter < 3000; counter=counter+50)
{
analogWrite(DACO, counter);
/I val = analogRead(0) ; //isso leva 100 micro segundos
/I tensoes [j]=val;
val_| = analogRead(0) ;/// 4;
correntes [j]=val_lI;
/Ival_V = analogRead(1) ;
tensoes [j]=val_V;

val_V =val_V++;

*

delayMicroseconds(50); //cuidado este tempo influencia o lago da voltametria

// tempo menor=== lago aberto tempo maior laco fechado

Il delay(1);
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//delay(500);

val_V=100;

for (counter = 3000; counter > 0; counter=counter-50)

{

analogWrite(DACO, counter);
/Ival = analogRead(0) ;
/ltensoes [j]=val;

val_| = analogRead(0) ;/// 4;

correntes [j]=val_lI;

/Ival_V = analogRead(1);
tensoes [j]=val_V;

val_V =val_V--;

jt+;
delayMicroseconds(50);

Il delay(L);

}

digitalWrite(led, HIGH);

/lagora € hora de transmitir os dados durante o delay

/lessa transmisséo éo proprio delay... portanto ndo precisa delay
/Ivoid envia (void);

/I Serial.printin("Enviando...");

//delay (4000);
for (int k = 0; k < 120; k++) {

/Ivalue = tensoes[K];



/I cada print gasta 50 ms de transmissao!!

valuel = correntes[K];
value2 = tensoeslk];
Seriall.print(k);
Seriall.print("\t");
Seriall.print("i");
Seriall.print(valuel, DEC);
Seriall.print("\t");
/I Seriall.print("i"+1023-valuel);
Seriall.print("v");
/I Seriall.print("v"+value2);
Seriall.print(value2, DEC);
/I delay (2);
/Idelay(1);
Seriall.printIn();

delayMicroseconds(50);

if (k == 120)
k =0;
if (j==120)

=0;

}
delay(200);
if (Seriall.available())
{
char c= Seriall.read ();
if (c=="s"}{
digitalWrite (2,HIGH);

delay(100);



digitalwrite (2,LOW);

Seriall.printin("SOBE");

}

else if (c=='d") {
digitalWrite (4,HIGH);
delay(100);
digitalwrite (4,LOW);

Seriall.printin("desce");

delay (10);

digitalWrite(led, LOW);
/I delay(200);
11 k=0;

}
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APENDICE B:
/I Control_INFRA
/IVerifica entradas e envia sinais INFRAVERMELHO
#include <IRremote.h>
IRsend irsend;
/I constants won't change. They're used here to
/I set pin numbers:
const int buttonPin = 2;
const int buttonPin4 = 4; // the number of the pushbutton pin
constint ledPin = 13;  // the number of the LED pin
I variables will change:
int buttonState = 0; /I variable for reading the pushbutton status
int buttonState4 = 0;
void setup() {
// initialize the LED pin as an output:
pinMode(ledPin, OUTPUT);
/I initialize the pushbutton pin as an input:
pinMode(buttonPin, INPUT);
pinMode(buttonPin4, INPUT);
}
void loop() {
/l read the state of the pushbutton value:
buttonState = digitalRead(buttonPin);
buttonState4 = digitalRead(buttonPin4);
/I check if the pushbutton is pressed.
/l'if it is, the buttonState is HIGH:
if (buttonState == HIGH) {
// turn LED on:
digitalWrite(ledPin, HIGH);
irsend.sendNEC(0xFF906F, 32); // + no COntrole

delay(100);



}

if (buttonState4 == HIGH) {
/l'turn LED on:
digitalWrite(ledPin, HIGH);
irsend.sendNEC(0xFFA857, 32); // - no COntrole
delay(100);
}
else {
I turn LED off:

digitalWrite(ledPin, LOW);
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APENDICE C:

/* INFRAMOTOR
/IControla o motor de Passo
*/
#include <Stepper.h>
#include <IRremote.h>
#include <LED.h>
#include <Timer.h>

/lint lede =7,
intir_pin =12;
LED switch_led = LED(13);
LED led[] = {LED(5), LED(6), LED(9), LED(10), LED(11)}
const int stepsPerRevolution = 200;
Stepper myStepper(stepsPerRevolution, 2, 3, 4, 7);
int stepCount = 0;

/I change this to fit the number of steps per revolution
/I for your motor
long int motorSpeed =5;
IRrecv ir(ir_pin);
/IVariaveis para controle
uint8_tled_atual=0; //deOa4
uint8_t pwm[] = {0, 0, 0, 0, 0};
boolean waiting_led = false;
Timer timer = Timer(200);
Timer timer_switch = Timer(500);
/[Auxiliares
long int prev = 0;
long int code;

decode_results results;

void setup(){
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Serial.begin(9600);
ir.enablelRIN();
/I pinMode(lede, OUTPUT);

/I digitalWrite(lede, HIGH);

}

void loop(){

/I if (motorSpeed > 0) {
myStepper.setSpeed(motorSpeed);
/Il step 1/100 of a revolution:
myStepper.step(stepsPerRevolution / 100);
I}
if(ir.decode(&results)){
code = (results.value == 4294967295) ? prev : results.value;
prev = code;
execute(code);

ir.resume();

/1 digitalWrite(lede, HIGH);

}
}

void execute(long int code){

if('waiting_led){
switch(code){
/I SWITCH
case 16750695:
timer_switch.reset();
waiting_led = true;

switch_led.on();
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break;

I/l ON/OFF
case 16753245:
if(timer.check()){

led[led_atual].toggle();

pwm[led_atual] = (led[led_atual].getState() == HIGH) ? 255 :

break;

I+
case 16748655:
if(pwmled_atual] < 255){
pwm[led_atual] -= 15;
motorSpeed += 5;

Serial.printin(motorSpeed);

}

led[led_atual].setValue(pwm[led_atual]);

break;

I -
case 16754775:
if(pwmled_atual] > 01
pwm[led_atual] += 15;
motorSpeed -= 5;
Serial.printin(motorSpeed);
}
led[led_atual].setValue(pwm[led_atual]);

break;
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/I' 7 - Desliga todos
case 16728765:
for(int i=0; i < 5; i++){
pwmli] = 0;

led[i].off();

break;

/19 - Liga todos

case 16732845:
for(int i=0; i < 5; i++){

pwmli] = 255;

led[i].on();

break;
}
telse{
switch(code){
case 16750695:
if(timer_switch.check()){
led[led_atual].blink(100);
switch_led.off();
waiting_led = false;
}
break;
i
case 16724175:
led_atual = 0;
led[led_atual].blink(100);

switch_led.off();
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waiting_led = false;

break;

2

case 16718055:
led_atual = 1;
led[led_atual].blink(100);
switch_led.off();
waiting_led = false;

break;

I3

case 16743045:
led_atual = 2;
led[led_atual].blink(100);
switch_led.off();
waiting_led = false;

break;

114
case 16716015:

led_atual = 3;

led[led_atual].blink(100);

switch_led.off();
waiting_led = false;

break;

II'5
case 16726215:

led_atual = 4;

led[led_atual].blink(100);
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switch_led.off();
waiting_led = false;

break;

default:
led[led_atual].blink(100);
switch_led.off();

waiting_led = false;
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APENDICE D:

#include <Stepper.h>
const int stepsPerRevolution = 200; // acerta passos por volta
/I initialize the stepper library on pins:
Stepper myStepper(stepsPerRevolution, 2,3,4,7);
int motorSpeed=49;
int stepCount = 0; /I passos dados
Stringc ="";
void setup() {

/I initialize the serial port:

Serial.begin(9600);
}
void loop() {

if (motorSpeed > 0) {
myStepper.setSpeed(motorSpeed);
Il step 1/100 of a revolution:
myStepper.step(stepsPerRevolution/200);
}
if (Serial.available()){
int ¢ = Serial.read();
/ISerial.printin(c.tolnt());

motorSpeed = c-48;

/I else{

/I motorSpeed= 49;

'}
Serial.printin(motorSpeed);

delay(10);
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APENDICE F:

/0 Receive
Buffer mask
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Set the termination character and
ltimeout periad for the read operation.
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