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Resumo

A presente dissertacdo decorre da intersec¢do entre as dreas da neurociéncia e da engenharia
electrotécnica e de computadores, tendo na sua génese uma parceria estabelecida com o labora-
tério de Neuro-engenharia Computacional e Neuro-ci€ncia (NCN) do Instituto de Investigagdo e
Inovagdo em Satde (i3S).

O estudo elaborado visa o desenvolvimento de um sistema de monitorizagdo e andlise em
tempo real de redes neuronais, in vitro, através de um digital signal processor, e de uma user
interface, que servira de base ao desenvolvimento de um sistema de controlo em malha fechada
destas redes.

O desenvolvimento do cddigo de monitorizacdo foi dividido em duas fases, num primeiro
momento comeg¢ando-se pelo desenvolvimento de um sistema de simula¢do de dados neuronais e,
num segundo momento, procedeu-se a realiza¢do do sistema definitivo através da monitorizagdo
real de células neuronais.

Podem distinguir-se cinco partes no estudo elaborado. Inicialmente colocou-se particular €n-
fase na andlise do sistema utilizado e do processador nele contido (respectivamente o MEA2100-
256 da MultiChannel Systems e o processador TMS320C6454 da Texas Instruments), destina-
dos a aquisicdo e processamento dos eventos detectados, nomeadamente spikes, bursts e network
bursts. Ainda nesta fase, estudou-se o sistema utilizado para simular os sinais da matriz de micro-
eléctrodos e validar os algoritmos desenvolvidos.

Na segunda parte da tese desenvolveu-se os algoritmos de deteccdo e o processo de valida-
¢do dos mesmos, quer no sistema de simulacdo, quer no sistema real, analisando-se também a
composicdo da estrutura geral do c6digo, escrito na linguagem C.

A terceira parte do estudo destinou-se ao processo de desenvolvimento da user interface na
linguagem de programacio C#.

Em seguida foi desenvolvida a comunicag¢do entre DSP e computador.

Por fim, numa tltima fase desta dissertagdo, procedeu-se a demonstracdo de resultados da
investigacdo através da aplicacdo do sistema desenvolvido a detec¢do de eventos de actividade
neuronal em tempo real. Tendo-se conseguido implementar o sistema proposto, monitorizando
pelo menos até 128 eléctrodos em tempo real. Conseguimos também enviar os instantes em que
se dao todas estas detecgdes, visualiza-los e grava-los em ficheiros de texto para posterior anélise.
Através da user interface desenvolvida conseguimos definir que eléctrodos pretendemos moni-
torizar e quais os parAmetros requeridos para os algoritmos de deteccdo. Depois de validado e
caracterizado, o sistema desenvolvido foi utilizado para monitorizar diferentes tipos de culturas
neuronais.

Palavras-chave — neuro-ciéncia, células neuronais, actividade neuronal, digital signal pro-
cessors, MEA2100-256, tempo real, spikes, bursts, network bursts, matriz de micro-eléctrodos,
user interface.



il



Abstract

The present dissertation interfaces the areas of neuroscience and electrical and computers en-
gineering, having in its root a partnership with the Neuroengineering and Computational Neuros-
cience Laboratory from Instituto de Investigacdo e Inovagdo em Satide (i3S).

The goal of this study is to develop a real-time in vitro neural network monitor and analysis
system, through a digital signal processor and a user interface, that is going to be the base of the
development of closed-loop control system of this networks.

The development of the monitoring code was divided in two phases, in a first moment starting
the development of a simulation system of neural data and, in a second moment, procceded the
development of the definitive system through the monitoring of real neural cells.

We can distinguish five parts on the elaborated study. Initially particular emphasis was placed
on the analysis of the utilized system and processor contained therein (respectively MEA2100-
256 from MultiChannel Systems and TMS320C6454 processor from Texas Intruments), destined
to the aquisition and processing of the detected events, namely spikes, bursts and network bursts.
Still in this phase, we studied the system used to simulate the microelectrode array and validate
the developed algorithms.

In the second part of this thesis we developed the detection algorithms and their process of
validation, either in the simulation system or in the real system, also analysing the general com-
position of the structure of the code, writen in C language.

The third part of the study was destined to the developing process of the user interface in C#
programming language.

Then the comunication between DSP and computer was developed.

Lastly, in a last phase of this dissertation, we procceded to the demonstration of results of the
investigation through the developed system application to neural activity event detection in real
time. Having been able to implement the proposed system, monitoring at least 128 electrodes in
real-time. We managed to send the instants of every detection, visualize and record them into text
files for further analysis. Through the developed user interface the user may define the electrodes
he pretends to monitor and the parameters required by the detection algorithms. After its validation
and description, the developed system was used to monitor different types of neural cells.

Keywords — neuroscience, neural cells, neural activity, digital signal processors, MEA2100-
256, real time, spikes, bursts, network bursts, microelectrode array, user interface.

il



v



Agradecimentos

Gostaria de agradecer ao meu orientador e co-orientador, Professor Doutor Pedro Aguiar e
Professor Doutor Paulo Aguiar por toda a ajuda e orientagdo oferecida no decorrer deste trabalho.
Quero agradecer em especial ao Domingos Leite Castro, que acompanhou de perto todo o desen-
rolar desta tese e foi uma ajuda preciosa tanto no desenvolvimento como na escrita da dissertacao.

Por fim, agradeco aos meus familiares por me darem todas as ferramentas e apoio necessarios
para o meu desenvolvimento enquanto pessoa e estudante.

Afonso Maria da Cunha Reis dos Santos e Silva



vi



“O segredo da existéncia humana reside ndo sé em viver
mas também em saber para que se vive.”

Fi6dor Dostoiévski, Os irmaos Karamazov
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Capitulo 1

Introducao

A neurociéncia engloba uma variedade de questdes acerca de como o sistema nervoso humano
e de outros animais estd organizado, como se desenvolve e como funciona para gerar comporta-
mentos [1]. J4 desde o século XIX, através de Ramon y Cajal e Golgi, que os cientistas revelam
interesse no estudo do sistema nervoso. Vdrios estudos foram sendo realizados de maneira a ter-
mos um conhecimento amplo acerca do funcionamento do sistema nervoso central e periférico.
Estes estudos oferecem-nos informacao acerca do funcionamento das principais células do nosso
sistema nervoso, neurénios e glia, e que zonas do nosso cérebro processam o qué. Dizem-nos
que este estd compartimentado em zonas de processamento definidas para diferentes tarefas, se-
jam estas de aprendizagem, processamento visual, sonoro, etc. Também nos dao conhecimento de
como funciona a transmissao de informagao entre neurénios, eléctrica ou bioquimica (neurotrans-
missores), que influéncia tém estes neurotransmissores no tipo de informagao a ser transmitida, e

também como o sistema nervoso pode ser influenciado pela nossa carga genética.

Ao longo dos tltimos dois séculos surgiram entimeras novas formas de analisar estes sistemas
e também diferentes areas de estudo de modo a podermos compreender melhor o seu funciona-
mento, com o objectivo final de podermos detectar e suprimir (através de farmacos, ou outro tipo
de estratégias) certas doengas ou anomalias associadas ao sistema neuronal. Uma dessas estraté-
gias de andlise consiste na interface entre dispositivos electrénicos e culturas de redes de células
neuronais in vitro, onde sdo realizados estudos em técnicas de gravacdo de actividade e estimula-

¢do de neurdnios.

Com base na estratégia referida, nesta tese pretende-se desenvolver e explorar um sistema
usando um Digital Signal Processor (DSP), que permite monitorizar e calcular métricas de activi-
dade neuronal em tempo real. O DSP esté integrado num sistema de electrofisiologia que combina
informacao de 252 eléctrodos. No contexto desta tese sdo usadas culturas neuronais in vitro, mas
os principios deste trabalho estendem-se a experiéncias in vivo (p.e. sistemas de matrizes eléctro-

dos implantdveis em humanos, ou brain-machine interfaces).



2 Introdugao

1.1 Motivacao

A principal motivacdo para o desenvolvimento deste tipo de sistemas é, sem divida, a cura
(idealmente) ou tratamento de doencas de cariz de degenerativo (Parkinson, Alzheimer, etc.), pro-
blemas mentais, cada vez mais presentes nos dias que correm, tais como a depressao [2], esquizo-
frenia [3] ou perturbagdes bipolares [4], problemas motores (p.e. paraplegia) [5], epilesia, etc.

Como sabemos jd existem tratamentos para estas doengas a nivel de medicamentagdo ou
mesmo através do uso de ECT (terapia de electro-estimulagdo), que voltou a ser utilizada, em
casos mais graves, onde outros tratamentos nao sortiram efeito [6]. No entanto, todos estes trata-
mentos afectam muitas outras dreas do nosso corpo, podendo ter efeitos indesejaveis [7][8][9].
Mais, o progresso na descoberta de novos medicamentos para doencas como Parkinson [10],
Alzheimer [11] e epilepsia [12] tem sido consideravelmente lento. Uma vez que a fungdo neu-
ronal estd intimamente associada a actividade electrofisioldgica, tem sido dada aten¢@o a um tipo
diferente de abordagem: modulagdo directa da actividade neuronal através de estimulacdo eléc-
trica [13]. Estimulagdo cerebral profunda para doenca de Parkinson [14], estimula¢do da medula
espinal para dor crénica ou implantes cocleares [15] para perda auditiva sdo alguns exemplos de
sucesso que demonstram o potencial desta estratégia. A utilizacdo de eléctrodos implantados em
dreas especificas do cérebro, associados a um sistema inteligente de processamento de sinal e acti-
vagdo de estimulagdo eléctrica, poderdo, um dia, mitigar estas doengas a um nivel mais localizado
e controlado.

Para além destas motivagdes, que por si sé ja s@o amplas, existe também a motivacdo de
obter um maior conhecimento do funcionamento do nosso sistema nervoso, que podera trazer-nos
respostas sobre 0os nossos comportamentos, a nossa forma de pensar, aprender, processar, adquirir

memorias, etc.

1.2 Contexto

Esta tese estd enquadrada no trabalho de investigacdo realizado pelo grupo Neuroengineering
and Computational Neuroscience (NCN), do Instituto de Investigacdo e Inovacdo em Sadde (i3S).
O NCN desenvolve e utiliza interfaces neuro-electrénicas para analisar e controlo de redes neuro-
nais. Utilizam o sistema MEA2100-256-System (Multichannel Systems, MCS) para fazer aquisi¢do

e estimulacdo de actividade neuronal.

Microelectrode Array Headstage Interface Board PC & Software
Warious layouts available, Inserpd in Amplifier & stimul b ; m';wwtﬂ:' Data visuals
2 s R ;
with 60, 120 or 256 electrodes different variants available Nﬁnnm and analysis
X s [ . - =
1 x 60-glectrode MEA 2 x 60-electrode MEA - t*_—'_:“—_‘-‘_%éb

1 % 120-glectrode MEA
1 @ AL bt BAT A

Figura 1.1: Diagrama geral do sistema [16]
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Esta proposta de tese tem como origem a necessidade de adquirirmos melhores capacidades
de processamento em tempo real de informagdo de uma rede neuronal, in-vitro, através de micro
electrode arrays (MEAs), de modo a conseguirmos no futuro fazer o controlo em malha fechada.
Precisamos de conceber um sistema que seja capaz de analisar a actividade capturada em multiplos
eléctrodos em tempo real para detectar métricas/eventos neuronais de interesse. Para isso, serd
usado o DSP que se encontra na Inferface board, na qual os dados sdo recebidos, vindos do
headstage, através de um cabo eSata.

Andlise e actuagao em tempo real € essencial para se poder fazer o controlo em malha fechada,
ou mesmo analisar uma rede em tempo real. Normalmente, o sinal é analisado pelo computador, o
que leva a uma impredictibilidade de atrasos do sinal de pelo menos 100 ms. Ao fazer esta andlise
num DSP em vez de num computador o atraso é reduzido para menos de 1 ms.

Esta tese centrar-se-4 em explorar as capacidades de classes especificas de DSPs na monitori-
zacdo em "tempo real"da actividade das populagdes neuronais, com foco nos TMS320C6454, pois
é disponibilizado em sistemas de electrofisiologia (como o MEA2100 da Multichannel Systems).
Sendo que o trabalho realizado no final desta dissertacdo serd utilizado como base para a realiza-
cdo de um sistema que seja capaz de controlar as dindmicas de actividade eléctrica de redes de

neurénios em tempo real.

1.3 Objetivos

Este trabalho ird focar-se no uso de um DSP que recebera a informagdo ja digitalizada do MEA

para monitorizar os principais eventos da actividade neuronal em tempo real:

1. Processamento em tempo real da informagdo neuronal

(a) Implementacdo de um filtro passa alto para monitoriza¢do de células
(b) deteccao de eventos:

1. neural spikes
1i. neural bursts

iii. network bursts
(c) métricas de atividade:
i. inter-spike interval
ii. burst duration

iii. burst size (number of spikes in burst)

2. Visualizagdo e andlise preliminar de resultados em "tempo real":

(a) Exportar os eventos de actividade detectados para o PC com uma periodicidade regular
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(b) Desenvolver interface para monitorizar a actividade exportada em tempo real

3. Caracterizacdo da performance do DSP

1.4 Estrutura da Dissertacao

Para além desta introducio, a presente dissertacdo foi dividida em 7 capitulos diferentes. No
capitulo 2, é feita uma revisdo de conceitos na drea de neurociéncia, em seguida fazemos a des-
cricdo do estado da arte e sdo apresentados alguns trabalhos relacionados. No capitulo 3 € feita
a descri¢do do sistema de monitorizagdo utilizado no laboratério e também do sistema que foi
desenvolvido para o simular. No capitulo 4 demonstra-se como foram pensados e validados os al-
goritmos de detec¢@o, bem como as estruturas de dados utilizadas. No capitulo 5 mostra-se como
foi desenhada a interface de utilizador. No capitulo 6 fazemos a andlise da elaboragdo do sistema
de comunicacdo entre DSP e PC. No capitulo 7 validamos o sistema desenvolvido, analisamos
o filtro passa alto utilizado para fazer a deteccdo de eventos dos sinais neuronais e em seguida
mostramos os dados recolhidos de leituras feitas com este tipo de células por parte do sistema
desenvolvido. No capitulo 8 concluimos com uma andlise geral de todo o processo realizado para
desenvolver o sistema de monitorizacao em tempo real e fazemos referéncia ao trabalho que pode

ser feito no futuro para melhorar o sistema e para iniciar o controlo em malha fechada.



Capitulo 2
Revisao Bibliografica

Esta seccdo apresenta a andlise de alguma da literatura existente referente ao processamento
digital de sinal da actividade eléctrica de células neuronais. Comeca-se por definir como se com-
portam este tipo de células a nivel da sua actividade eléctrica, depois explora-se a forma como
pode ser feita a aquisicdo destes dados de maneira a retirarmos informacio que nos possa ser util

para o seu estudo.

2.1 Actividade neuronal

O cérebro € perito em adquirir, coordenar e disseminar informacao acerca do corpo e do seu
ambiente, sendo esta informacdo processada em fracgdes de segundo de modo a haver uma res-
posta aos estimulos o mais rdpida possivel. Os neurénios do sistema nervoso central e periférico
desempenham estas fungdes através da geragdo de sinais eléctricos e quimicos. O local onde ocor-
rem estes fendmenos de troca de informacao entre neurénios chama-se sinapse, onde um potencial
de ac¢do despoleta a secrecdo, para a fenda sindptica, de neurotransmissores [17]. Normalmente,
a actividade cerebral € resultante de sinapses quimicas, no entanto os neurénios podem ser exci-
tados por um campo eléctrico [18], existindo aplicagdes clinicas que utilizam este principio [19].
Portanto, € importante a investigacao nesta drea de modo a conhecermos os efeitos que esse tipo de
estimulacdo possa ter nas células neuronais. Vamos focar-nos entdo apenas na actividade eléctrica
deste tipo de células, ja que esta é uma das bases fundamentais dos neurénios[20][21].

As células nervosas, nao sendo naturalmente boas condutoras de electricidade, desenvolveram
mecanismos para gerar estes sinais baseados no fluxo de ides através das suas membranas celula-
res. Normalmente, os neurénios encontram-se com uma polarizacdo negativa das suas membra-
nas, chamado potencial de membrana em repouso, entre o interior e o exterior da célula [22]. Os
neurotransmissores quando entram em contacto com a membrana neuronal do receptor alteram o
potencial da membrana que estava previamente em repouso. Se este potencial tiver um valor maior
que um certo limite, entdo é gerado um potencial de ac¢do que ird despoletar uma nova descarga
de neurotransmissores. Estes potenciais de ac¢do, spikes, sdo propagados ao longo dos axénios

e levam assim a informagao a todo o tipos de sistemas do nosso corpo. Ha ainda outros tipos de
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sinais eléctricos que sio produzidos pela activacio de contactos sindpticos entre neurénios ou pela
accdo de formas de energia externa, como som, luz, ou contacto.

Os neurdnios utilizam vdrios tipos de sinais eléctricos para codificar e transferir informa-
¢ao [23], a forma mais eficaz de observar estes sinais € através do uso de micro-eléctrodos intra-
celulares. Podemos entdo observar, inicialmente, o potencial negativo constante que ha pouco
faldvamos, que ronda entre os -60 e os -70 mV [1]. Na figura 2.1 podemos observar os diferentes

estados do potencial de um neurénio.
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Figura 2.1: Potencial eléctrico de um neurénio [1]

Na figura 2.2 podemos ver as diferentes respostas que varios tipos de estimulos geram. Pode-
mos produzir um potencial de ac¢@o fazendo passar corrente através da membrana do neurdnio,
mas no caso de esta diminuir o potencial da célula nada acontece, sendo assim uma resposta

passiva. Por outro lado, no caso da corrente administrada ter uma polaridade contrdria, se esta au-
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mentar o potencial da membrana acima de um determinado valor, threshold, o potencial de acgdo
ou spike ocorre.

O potencial de ac¢éo € a resposta gerada pelo neurénio, € tipicamente breve, cerca de 1 ms, e
¢é independente da magnitude da corrente utilizada para o invocar. Em vez disso, se a amplitude

ou duracdo do estimulo for aumentada, multiplos spikes ocorrem.
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Figura 2.2: Potencial de accdo [1]

2.1.1 Microelectrode Array

A tecnologia MEA é extremamente utilizada no estudo de redes neuronais in vitro, ji que
permite gravar informacdo, a longo prazo, ou estimular neurdnios, acedendo a vdarias zonas da
mesma rede em simultaneo [24]. Esta técnica é designada, ao contrario da analisada anteriormente,
extra-celular, ji que ndo estamos a aceder ao interior de cada neurénio para analisarmos o seu
comportamento eléctrico, mas sim a receber essa informacao através do contacto de um eléctrodo
com a parte exterior de um conjunto de células (figura 2.3). Ao contrdrio das técnicas intra-
celulares, esta tecnologia oferece uma interface ndo invasiva, podendo assim fornecer informacao
durante longos periodos de tempo[25][26].

Os MEAs foram criados em 1972, e ja foram utilizados desde entdo em varios estudos nos
campos de engenharia neuronal. A cultura neuronal neste sistema pode manter actividade durante
cerca de um meés, se forem controlados a temperatura e o pH em niveis aceitaveis.

Existem diferentes tipos de sistemas MEA, nomeadamente, sistemas com até 256 micro-
eléctrodos, num substrato plano (PCB, ou vidro), ou sistemas CMOS com milhares de eléctrodos.
Os neurédnios sao colocados na superficie do MEA e entram em contacto directo com os eléctrodos.
Para colocar os neurdnios, ou cultivd-los é necessdrio um anel de vidro para suster a cultura.

Os neurénios cultivados nos MEAs apresentam actividade espontinea e cooperativa, a rede
tende a apresentar eventos em sintonia, que sdo normalmente chamados de network bursts. Nas
seguintes figuras podemos observar como se comporta a rede neuronal, bem como o tipo de dados

que vao ter que ser recolhidos. Na figura 2.4 a imagem da esquerda apresenta a sequéncia temporal
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de tensdo, amplificada, captada por cada eléctrodo, j4 a figura da direita mostra-nos apenas em que
momentos, desse mesmo intervalo de tempo, foi captado um spike, que é uma forma bastante mais
compacta de gravar a informacdo. Isto é também importante porque a informagao mais relevante

da linguagem neuronal é saber se existe ou nao um spike.
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Figura 2.3: Aquisi¢do de dados num dado intervalo de tempo
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Figura 2.4: Actividade Neuronal

2.1.2 Estado da Arte

Existem varios modos de fazermos estimula¢do neuronal, através de correntes ou campos
eléctricos [18] como, por exemplo, através de aplicacio de campos eléctricos em certos eléctrodos
pertencentes a um MEA, campos electromagnéticos (p.e. luz, ou produgdo de campos electromag-
néticos de baixa frequéncia [27]), quimicos, etc.

O uso de culturas neuronais de ratos dissociadas € muito comum nesta drea da neuro-ciéncia.
Depois de alguns dias in vitro estas redes apresentam alta actividade, com comportamentos anélo-
gos a actividade neuronal humana [28].

A estimulacg@o eléctrica € usada no estudo de células neuronais e redes constituidas por elas,
pode ser feita in vivo, in vitro, ou in silico [29]. Ou seja, num ser vivo, numa amostra, ou numa
simula¢do computacional. No estudo destas células in vitro, que é a forma utilizada pelo nosso
sistema, sdo usadas fatias de cérebro, ou culturas de células neuronais. O desenvolvimento de
técnicas de controlo complexas directamente in vivo € bastante desafiante e pouco seguro, portanto

o uso de ambientes in vitro sdo bastante importantes para a testagem destes sistemas de controlo.
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Actualmente, esta técnica € feita em open loop, ou seja, aplicam-se estimulos e observam-
se as respostas. Os cientistas estdo neste momento a tentar recriar redes controladas em closed
loop [30][31], o que poderd trazer muito mais conhecimento acerca destas, ajudando a perceber o
funcionamento do nosso cérebro, de modo a que um dia seja possivel curar doengas por este meio.
Neuro estimulagdo em malha fechada poderd vir a ser um tratamento bastante eficaz para diversas
doencas, no entanto, até agora os resultados mostraram que a estimulacdo em malha fechada e
malha aberta (mais simples) apresentam eficicia semelhante. Neste momento usam-se estes siste-
mas para fazer andlises estatisticas de eventos na rede neuronal, quer seja com ou sem estimulacio
eléctrica. Sendo que a estimulacdo € criada através de uma sequéncia de impulsos na casa das cen-
tenas de milivolts[32]. J4 € possivel através de DSPs por exemplo, fazer o processamento destes
dados em tempo real, e tendo estes processadores elevada capacidade computacional, sdo uma das

tecnologias mais indicadas para este tipo de experiéncia.

2.1.3 DSPs no contexto da Neurociéncia

Existem algumas publica¢des cientificas que explicitam o método como realizam as experién-
cias em tempo real através de DSPs [18][33][34].

O processo pode comecar pela utilizacao prévia de um filtro passa alto de resposta impulsional
infinita, através de um FPGA, ou pode ser feito posteriormente a digitalizacdo e aquisi¢do dos
dados pelo processador por um filtro de resposta impulsional finita. O caso em que filtragem
¢ feita anteriormente a aquisi¢do dos dados pelo DSP é mais eficiente, pois ndo hd tempo de
processamento desperdicado na filtragem, por parte do DSP. Esta filtragem permite que se reduza
o nivel de ruido e que seja eliminado o offset de baixa frequéncia.

No que toca a aquisi¢ao dos dados pelo DSP, é normalmente utilizado o Direct Memory Ac-
cess (DMA), que permite o acesso direto 2 memoria do DSP independentemente do CPU [16][35].
Ap6s ter sido feita a aquisicdo e filtragens dos dados é necessério estabelecer um valor de th-
reshold, para os valores medidos em cada amostra, de modo a ser feito o algoritmo de spike
detection.

Nas experiéncias [18] em que é implementada estimulagdo eléctrica sdo usadas amostras de
células que estdo sujeitas a estimulos e outras que ndo tém qualquer estimulo, exibindo actividade
espontanea, podendo assim ser feita a comparacio de resultados.

Existem também experi€ncias nas quais sdo usados algoritmos, num DSP, capaz de reproduzir
o comportamento de uma rede neuronal real, chamado Spiking Neural Networks. Estes algoritmos
de redes neuronais artificiais poderdo a ser muito importantes no controlo em malha fechada de
sistemas reais, pois seremos capazes de prever o resultado de um estimulo numa rede neuronal,
para além de podermos treinar a rede artificial para se comportar como a rede neuronal em causa.
Neste caso, existiria uma interaccao em tempo real entre a rede neuronal in vitro e a rede neuronal
in silico [36].

Foram também implementados sistemas robdticos que usam redes neuronais in vitro para con-

trolar um robot de modo a que este evite obstaculos [37]. No entanto, até agora estas experiéncias
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foram apenas demonstracdes sem grande utilidade real e o seu valor cientifico ainda é bastante

limitado.

2.1.4 Brain-machine interfaces(BMI)

J4 desde finais do século passado que cientistas estudam formas de conectar dreas do cérebro
a dispositivos externos, como computadores. Estes estudos podem ser direccionados para diversas
dreas sejam elas para mapeamento do cérebro, monitorizacdo, reparacdo cognitiva e de capacida-
des motoras, etc [38].

Existem dois métodos utilizados para monitorizacdo da actividade neuronal para estes siste-
mas, invasivos (intra-cranianos) e ndo invasivos. Os sistemas ndo invasivos usam principalmente
electroencefalogramas (EEGs), que tém demonstrado ser uma boa solugdo para pacientes parali-
sados, de modo a que eles possam comunicar com o exterior, ndo os expondo ao risco de cirurgia
cerebral [39]. Nao sendo esta a melhor opc@o no que toca ao controlo de membros em tempo real.
Ja os sistemas invasivos, implantados directamente na matéria cinzenta do cérebro, baseiam-se na
monitorizag¢do da actividade de conjuntos de neurénios [40], sendo estes os que captam sinais de
maior qualidade. No entanto, podem surgir problemas se o corpo rejeitar tais implantes.

Um dos principais focos dos dispositivos baseados em BMI, neste momento, € a restituicao de
capacidades motoras em pacientes que sofrem de doencas neuroldgicas, perda de membros, danos
cerebrais ou visuais [41][42]. Para tal, tém sido levado a cabo estudos feitos em roedores [43]
e primatas [44]. Nestes estudos sdo implantados MEAs em vdrias dreas corticais do cérebro dos
animais, onde um brago robético é controlado através da actividade cortical que controla os mo-
vimentos, sendo descodificada através de algoritmos' que transformam intimeros spikes em sinais

continuos que controlam o movimento do brago robético.

2.2 Conclusoes

Podemos concluir que se conseguirmos monitorizar o comportamento destas células, em tempo
real, através dos seus impulsos eléctricos, identificar quando é que estas redes entram em com-
portamentos patoldgicos como, por exemplo, exacerbada sincronia que ocorre em doencas como
Farkison e epilepsia. A deteccdo destes fendmenos e interveng¢do em tempo real poderd contribuir
para a manutencdo de uma rede funcional. Uma vez que esta compreensao esteja cimentada e pos-
samos monitorizar estes impulsos em tempo real, a longo prazo, podemos também controlé-los e
minimizar os efeitos destes problemas.

A medida que fizemos esta revisdo de literatura, apesar do entusiasmo e também dos muitos
avancos feitos, apercebemo-nos que ha ainda muitas experiéncias e estudos a serem feitos antes
que os BMIs sejam seguros ¢ eficientes o suficiente para que possam ser utilizados na reabilitagdo
de pacientes. Algumas das coisas que t€ém que ser melhoradas sdo a qualidade da monitorizacdo

neuronal, alcangar performances estaveis para periodos de tempo longos, tornar as cirurgias para

IEstes algoritmos correm em muiltiplos computadores em paralelo de modo a garantirem um controlo em tempo real
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implantagao destes dispositivos no cérebro mais seguras, perceber qual é o efeito destes implantes
a longo prazo, etc.

Por fim, verificamos que existem muitos estudos e trabalhos publicados no que diz respeito a
monitorizagdo de actividade eléctrica para controlo de sistemas externos, p.e. bracos robéticos, ou
ou aquisicao de informacdo externa para estimular a actividade eléctrica. No entanto, isto ji ndo
se verifica para controlo da prépria actividade que estd a ser monitorizada, que serd o objectivo do
sistema que desenvolvemos. Sendo que podem ser realizados algoritmos para fazermos controlo

em malha fechada.
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Capitulo 3

Sistema de Aquisicao e Processamento
de Sinais

Este capitulo é dedicado a descricdo do sistema de aquisi¢@o e processamento de sinais neuro-
nais e estd dividido em cinco sec¢des. Na seccdo 3.1 apresenta-se a andlise do funcionamento do
sistema MEA2100-256 System (MCS) de aquisicio e processamento de sinais neuronais, presente
no laboratorio, e algumas ferramentas de software que a Multichannel Systems providencia e que
serdo bastante importantes na fase de validagdes. A descri¢dao do DSP nele integrado estd presente
na sec¢do 3.1.3 e conceito de sistema encontra-se na sec¢do 3.3. Uma vez que o acesso ao sistema
MEA2100 (e o respectivo DSP) € bastante limitado, grande parte do c6digo foi desenvolvido e
validado utilizando um kit extra, Low-Cost Development Kit (LCDK), que inclui um DSP seme-
Ihante ao do sistema. A sec¢do 3.2.1 descreve o funcionamento do LCDK utilizado e a seccdo 3.4

¢ dedicada a descrever as ferramentas que serdo necessdrias para o desenvolvimento de software.

3.1 MEA2100-256

O MEA2]00-256 ¢ um sistema compacto e portdvel para medi¢do de sinais eléctricos extra-
celulares através de MEAs com amplificacdo integrada, aquisicdo de dados, processamento em
tempo real, gerador de estimulos e controlo de temperatura[45]. Todo o sistema é controlado
através de um PC com software especifico para o efeito e utilizado também para visualizacdo de
dados e andlise.

O nosso sistema contém 256 canais de eléctrodos, sendo que quatro deles funcionam como
massas do sistema. E capaz de fazer amostragem até a uma frequéncia de 50 kHz por canal. O
MEA2100-256 system é constituido por uma interface board e uma headstage[16].

Os dados neuronais sdo capturados através do Micro-Electrode Array, que se encontra na

headstage, no qual pode ser feita uma cultura neuronal ou colocada uma fatia de cérebro.

A headstage contém:

» Adaptadores para diferentes MEAs

13
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* Amplificador

* Electrénica para medi¢ao

* Dois geradores de estimulos independentes
* Conversor ADC de 24 bits de resolucao

A headstage (figura 3.1) € o elemento principal do sistema, ji que alberga e aquece o MEA,
amplifica e digitaliza o sinal. O amplificador faz com que os sinais sejam ampliados préximos da

fonte, de modo a minimizar o ruido’.

Figura 3.1: Headstage da MCS usada no laboratério

A interface board contém:

* Dois conectores USB para comunica¢do com o computador

Uhttps://www.multichannelsystems.com/products/mea2100-systemsdescription
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* Duas portas para uma ou duas headstages

32 portas I/O para criar triggers
* Qito inputs analdgicos para monitoriza¢ao
* Porta de debug de DSP

* audio output

FPGA (apenas podemos alterar alguns registos deste)
* DSP

A interface board (figura 3.2) recebe os dados provenientes da headstage através de um cabo

eSata. Aqui podemos encontrar o DSP, que iremos usar para deteccdo em tempo real. A interface

board é conectada ao computador através de cabo USB 3.0 SuperSpeed.

Figura 3.2: Interfaceboard da MCS usada no laboratério

A figura 3.3 representa a montagem standard do sistema, na qual o DSP ndo se encontra a

executar nenhuma tarefa, todo o processamento € feito através do computador.
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Data streams without DSP

USE - A

PC

UsSB-E

Figura 3.3: Montagem default [16]

Ja na figura 3.4 estd representada a montagem no qual se faz o processamento em tempo real
através do DSP. Os dados podem também ser transmitidos em paralelo para o computador, de

modo a podermos fazer uma andlise posterior dos resultados, ou ainda do DSP para o computador.

Data streams with DSP
USB - A
Headstage 1 -
PC

TREERRRE
[
! Headstage 2 -
i UsB - B
[}

Figura 3.4: Montagem com DSP [16]

3.1.1 Matriz de Eléctrodos

O MEA que utilizamos tem 256 eléctrodos, sendo que apenas 252 sdo utilizaveis para fazer
medicdes, os restantes 4 sdo utilizados como massas, como podemos observar na figura 3.5. A
matriz estd organizada por um cédigo alfanumérico, na qual cada cada eléctrodo estd identificado
por uma letra e um nimero. A coluna a que pertence um eléctrodo € identificada por uma letra e a
linha por um niimero. A primeira coluna dé-se a letra "A", a segunda a "B"e assim sucessivamente
até chegarmos a coluna "R", que é a décima sexta. Do mesmo modo a primeira linha corresponde

o nimero "1", a segunda o "2"e assim sucessivamente.
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Figura 3.5: Mapeamento de eléctrodos do MEA[46]

Existe um pormenor importante referir e que pode gerar alguma confusio, que estd ligado ao
facto da recep¢do da informacio de cada eléctrodo por parte do DSP nio estar ordenada da mesma
forma que esta matriz. A informacdo recebida pelo sistema de aquisicdo num dado vector pode

ser por exemplo:

Elec Vec Pos

G13 6
G12 7
F16 8
F15 9
F14 10
Gl16 254
HI12 255

G14 256
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3.1.2 Multi Channel Suite

A Multichannel systems disponibiliza dois softwares, Multi Channel Suite ou MC_Rack pro-
gram, capazes de gravar, estimular e analisar os dados recolhidos. O software utilizado no labo-
ratorio para andlise de dados é o Multi Channel Suite, pelo que iremos agora falar deste em mais
detalhe.

O Multi Channel Suite contém trés ferramentas:

* Multi Channel Experimenter para aquisicdo de dados e andlise online (no PC)
* Multi Channel Analyser para andlise das gravacdes offline

* Multi Channel DataManager para exportacdo de dados para outros programas

Este software oferece uma interface intuitiva para o utilizador fazer anélise dos dados recolhi-
dos, como podemos ver na figura 3.6. No entanto, o0 modo como esta comunicagio ¢ feita entre
o computador e 0 MEA2]00 gera uma certa laténcia inerente a aquisi¢do e andlise de dados, ja
que o computador apenas faz a detec¢do de eventos apés ter feito uma leitura de um periodo de
tempo definido para cada eléctrodo, o que se torna um problema quando queremos gerar impulsos
para o controlo dos neurénios em malha fechada. Dai a necessidade de utilizarmos o DSP para
a aquisi¢cdo e processamento dos dados adquiridos e eventual controlo da estimulagdo eléctrica.
Existe ainda a possibilidade de usarmos este sistema com o DSP a processar paralelamente.

O Multi Channel Experimenter servird também de apoio para validagdo de algoritmos no
DSP, pois vai permitir-nos comparar os dados de ambas as partes e ainda controlar o estimula-

dor permitindo-nos criar spikes artificiais de forma controladas, como veremos no capitulo 4.

MEA Configuration
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Figura 3.6: Multi Channel Experimenter layout
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3.1.3 DSP

Nesta sec¢do apresentamos o DSP utilizado no MEA2100 para fazer o processamento do sinal

dos eléctrodos.

3.1.3.1 C6000

A familia de processadores C6000 da Texas Instruments € utilizada para o processamento de
alta performance de sinais digitais, incluindo computacdes matematicas em tempo real de conjun-
tos de dados paralelos. Os TMS320C6000™ da TI utilizam uma arquitectura de VLIW (very long
instrution list) e apresenta um baixo consumo de poténcia. A familia apresenta processadores com

fixed point, floating point, ou ainda ambos juntos [47].

3.1.3.2 DSP presente no MEA2100-TMS320C6454

O DSP C6454 € o que se encontra no nosso sistema de aquisicdo, na interface board, serd a
partir deste que faremos a aquisi¢do e processamento de dados.

O DSP C6454 funciona a 819.2 MHz. Contém oito unidades funcionais, dois conjuntos de
registos e dois caminhos de dados. Duas dessa unidades (.M) funcionais sao multiplicadores (que
podem realizar mais do que duas operagdes deste tipo em simultdneo, dependendo do tamanho dos
dados, p.e. oito operacdes de 16bit*16bit), quatro (.S e .L) servem para funcdes aritméticas e 16-
gica e duas (.D) para fazerem load de dados e guardar resultados dos registos para a memoria[48].

A montagem default do MEA2100 conecta a headstage a porta USB A que por sua vez conecta
ao computador, sem interaccdo do DSP. No entanto, o DSP pode ser programado para aceder ao
stream de dados ou ao ADC da interface board.

O DSP tem acesso a0 MEA2100 system através de um EMIF (external memory interface). Os
diferentes componentes do MEA2100 usam registos que contém trés regides de enderecos mapea-
das no DSP que podemos encontrar nos manuais do sistema[49] de modo a podermos configurar,

aceder aos dados e também criar estimulos:

* A configuracido do MEA2100 tem os enderegos mapeados entre 0xA0000000 e Ox AFFFFFFF.

* Os dados sdo transferidos através de um sistema FIFO mapeados na regido de enderecos
comecada em 0xB0000000.

* Podemos fazer o controlo de estimulagdo através dos enderecos da regido 0xC0000000.

3.1.3.3 Registos da Interface board

Todos os registos do FPGA presente na interface board estdo mapeados na regido de memoria
de 0xA0000000 a 0xAOOOFFFF do DSP.

Estes registos sao utilizados para realizar todas as configuracdes da interface board através do
DSP, por exemplo definir quantas headstages serdo utilizadas, qual serd a estrutura das frames de

dados que o processador recebe, qual serd a velocidade de aquisi¢do dos sinais neuronais, etc.
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0x0000 to Ox0FFF: Interfaceboard

0x1000 to Ox1FFF: Mailbox Registers on Interfaceboard
0xZ2000 to UxZFFF: RAM Registers on Interfaceboard
Uxg000 to UXBEFE: Headstage O

0x9000 to Ox9FFF: STGl on HS O

OxAQ000 to OxXAFFF: S5TGZ2 on HS 0O

0xC000 to OxCE
0xDO000 teo OxDFFF: STGl on HS 1

0xEQQD to OxEFFF: STGZ2 on HS 1

Figura 3.7: Mapeamento de registos[16]

3.1.4 Aquisicao de dados

Os dados sao transferidos da headstage para a interface board através de um cabo eSATA.

Existem duas formas de fazer a aquisicao de dados. A primeira consiste numa recep¢iao de um
sinal de trigger pelo DSP informando que existe um novo conjunto de dados e este faz maltiplas
leituras dos enderecos da regiao 0xB0O000000. No entanto, a melhor forma de o fazer € através da
segunda opc¢ao, usando o DMA (direct memory access). Este faz com que a transferéncia seja feita
apenas de uma s6 vez para o processador, quando a transferéncia estiver completa, um interrupt
de finalizag@o é chamado.

A Multichannel Systems fornece um projecto de exemplo para o uso do DSP e deste tipo de
transferéncias. Um registo importante para a leitura de dados € o 0x400, que controla que tipo de
dados € transferido e pode permitir transferéncia de dados de diferentes headstages ou do ADC da
interface board.

No manual deste sistema podemos encontrar todos os enderecos mapeados pelo DSP no MEA,

o que € bastante importante para fazermos configuracdes mais especificas quando necessario [49].

3.1.4.1 DMA (Direct Memory access)

Um DMA € um periférico capaz de transferir dados entre dois dispositivos mapeados em me-
moria, mais concretamente permite que certos periféricos acedam a memdria principal do sistema
(RAM) independentemente do CPU.

Esta tarefa é de extrema importancia no nosso sistema, pois permite-nos continuar a normal
execugdo do programa do nosso processador enquanto faz a aquisi¢cdo de dados em "paralelo”[50],
assim que a transferéncia de um novo pacote de dados estiver terminada, entdo € gerado um inter-

rupt de modo acedermos aos novos dados e podermos processé-los.

3.1.4.2 Organizacao dos Dados

Existem variadas formas de organizar os dados que vamos receber a partir do DSP, para isso

temos que alterar a configuracao dos registos de controlo do MEA2100[16][49].
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No nosso caso, configurdmos os registos de modo a que apenas recebamos os dados dos eléc-
trodos e o timestamp dos dados recebidos (funciona como um contador de sweeps).

Os dados sdo guardados no Vector MeaData, com no minimo 260 posi¢des, j4 que a primeira
posicao, MeaData[0], esta reservada para o header, MeaData[l] a MeaData[256] para a amostra

actual de cada eléctrodo e as restantes trés posicdes para o timestamp.

3.1.4.3 Conversao dos Dados

Os dados que recebemos no DSP foram quantizados pelo ADC, logo teremos que converté-los
novamente para o seu valor real em micro Volts.

O tipo de dados do MeaData é unsigned int, logo os valores de tensdo positivos convertidos
mantém-se positivos, jd os negativos transformam-se em positivos, sendo que teremos que subtrair
o simétrico do seu valor ao valor maximo de um unsigned int que € de 2 elevado a 4*8, em que 4
equivale ao nimero de bytes deste tipo de dados.

Chegamos entdo a seguinte expressao, que nos diz o valor da largura de quantizagdo (variagdo
minima da entrada detectdvel na saida do ADC):

F(Range, GAIN) = 2@0552% 3.1)

Onde F (x) denota:

GAIN =1000
Range = 2576 mV *2
ADCresol = 24 bits

3.2 Sistema de simulacao do MEA2100

Nesta sec¢do iremos descrever o Kit de desenvolvimento bem como o DSP contido nele, ao
qual tivemos um acesso mais imediato para podermos desenvolver e validar os algoritmos de pro-
cessamento sem necessidade de estar a ocupar o sistema MEA2100, partilhado por varios membros

do grupo de investigacdo NCN.

3.2.1 LCDK-TMS320C6748

Em primeiro lugar é necessério explicar o porqué da necessidade do uso deste processador, jd
que na verdade a tnica coisa que podemos fazer com ele € simular dados e validar funcdes. O uso
deste Kit mostrou-se de extrema importancia em diversas fases do projecto, j4 que nem sempre
temos acesso ao laboratério, devido a elevada demanda deste sistema por parte dos investigado-
res, e também quando tivemos problemas relacionados com pegas de hardware que se estragaram,
que nos impediram o acesso ao sistema. Assim, quando o MEA2100 nos estava restringido pu-
demos avangar no desenvolvimento e validagdo de alguns algoritmos de deteccdo e também de

comunicag¢do com o computador.
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O processador C6478 € a combinagao entre os 64x+ e 0 c67x+[51] , e o cédigo escrito para ele
é totalmente compativel com o DSP apresentado acima, dai ter sido escolhido para desenvolver
c6digo sem o uso do MEA2100.

Este processador estd embebido num LCDK (low cost development kit), que nos oferece um
grande nimero de periféricos para aquisi¢io de dados, de modo a poderem ser realizados projectos
de vérias naturezas[52]. Dos quais serdo utilizados apenas a porta série USB-mini, um JTAG
header, portas GPIO para uso geral e LED’s. Na figura 3.8 podemos o0s principais componentes
deste Kit.

5Vin | USBOTG SATA Reset Ethernet
~ . - I z z
¥ i / Boot/User
e [ [ _Switches |
LCD Out & ~
¢ Expansion
- ITAG
VGAQut = -
Camera
Sensor
] o -
User .
Buttan \ J ' User
B J i !
[y Ll _ Button
- - ? o —
Fingerprint Rl Line Out (bot) | Composite UsB 1.1 USB-UART
Sensor Line In (top) In Host Port

This featune availstbes oy in
TRADX versions

Figura 3.8: LCDK Hardware[52]

3.3 Conceito de sistema

A figura 3.9 representa de forma simplificada a estrutura e montagem do sistema que foi feito
de modo a concretizar os objectivos do projecto.

No laboratério, a headstage encontra-se na base de um microscépio, de modo a que os inves-
tigadores possam visualizar as medi¢des dos neurénios feitas pelo sistema e também observar os
préprios neurénios em actividade. Os dados recolhidos na headstage sdo enviados para a inter-
face board através do cabo eSATA. Através interface board fazemos as configuragdes de todo o
MEAZ2100 alterando os registos de configuracdo, quer seja através do DSP ou do computador, e
fazemos também o processamento de sinal, enviando os dados obtidos para o computador sempre

que este os requisitar.
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MEA 2100 Sysiem

Dados/Métricas

USB 3.0
SuperSpeed

(Mailbox
Protocol)

Figura 3.9: Conceito de Sistema

Ja a figura 3.10 representa a montagem do sistema que pretende simular o que foi montado
no laboratério para validacdo dos algoritmos. Assim, podemos ter uma ideia mais concreta da
diferenca entre ambos. Ao contrdrio do sistema MEA2100 este ndo possui aquisi¢do de dados,

pelo que somos nds a criar os mesmos no DSP.

Dados/Métricas

Figura 3.10: Sistema de simulag@o

3.4 Ferramentas utilizadas

Esta seccdo visa apresentar algumas das ferramentas necessarias para realizar a escrita do
codigo e para fazer debugging , também algumas configura¢des necessdrias a utilizagdo do sistema
MEA2100.
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Decidimos colocar esta sec¢@o devido as dificuldades sentidas no inicio do projecto relativas

a certas configuracdes e versdes necessarias.

341 JTAG

O JTAG (Joint Test Action Group) é um circuito integrado capaz de realizar vdrios tipos de
tarefa, como validar arquitecturas de sistemas integrados e o hardware neles contidos. No nosso
caso este é usado apenas como ferramenta para fazer o debug do cédigo escrito para o DSP atra-
vés da JTAG Interface presente no Code Composer Studio. Este circuito permite-nos aceder as
varidveis utilizadas a qualquer momento e fazer breaks no c6digo, o que torna o debugging muito
mais rdpido e eficaz.

O JTAG que escolhemos utilizar é o XDS100v2 da Black Hawk, que é um dos mais baratos e

com mais qualidade para o efeito pretendido.

3.4.2 Code Composer Studio (CCS)

O Code Composer Studio (CCS) é o IDE que serd utilizado, pois contém bastantes ferramentas
para o uso de processadores da 77 e para o debug dos mesmos.

Inicialmente, cometemos o erro de instalar a versdo mais recente deste /DFE, e tivemos intime-
ros problemas na compilagdo de cddigo nas plataformas c6748 e c6454, mais tarde, apds falarmos
com a equipa de suporte da 7/ fomos informados que para estes processadores teria que ser usada
uma versao anterior, pelo que optamos pela versdao 9 do CCS.

Depardmo-nos mais tarde com outro entrave, quando come¢dmos a compilar cédigo no c6454.
Este processador deixou de ser comercializado, por conseguinte as versdes dos compiladores mais
recentes também ndo sdo compativeis com este processador, por isso fizemos um downgrade do
compilador para este processador. O c6748 utiliza a versdo do compilador 77 v8.3.5, jd o0 c6454 a
versdo T1v7.3.23.

3.4.2.1 .cmd file

Este tipo de ficheiros sdo essenciais para a divisdo de espacos de memoria no DSP, que por
vezes podem ter que ser alterados quando uma sec¢do de memoéria deixa de ter espaco suficiente
para o pretendido.

Os Linker command files podem conter instru¢des que sdo normalmente escritas na linha de
comandos como opgdes, ficheiros objecto, bibliotecas, etc. O mais importante neste tipo de fichei-
ros € a directiva MEMORY e SECTIONS.

O objectivo da directiva MEMORY ¢€ atribuir nomes a espacos de memoria, que depois sdo
utilizado na directiva SECTIONS. Nesta sdo atribuidos a esses espacos de memdria seccdes de
c6digo ou de varidveis. Existem formas de atribuirmos a uma sec¢do um espaco de memoria
diferente dependendo do espaco requerido para essa seccao.

Na figura 3.11 mostramos como estd organizada a meméria do DSP do MEA2100-256
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MEMORY

{
L1D: o = Baf h 1= 8 h
L1P: o = Bde h 1= 8 h
L2: o = BBSeBEEah 1 = eBaFEBEBHh 1 Mbyt /
DDR: o0 = BefBBERash 1 = leeaeeesh /* 256 MByte */
}
SECTIONS
{
.csl_vect > L2
text > L2
.stack * L2
.bss » L2
.cinit b L2
.cio * L2
.const > L2
.data b L2
.switch b L2
. Sysmem > L2
.far » L2
.testMem > L2
.intvecs * L2
.dataddr > DDR

Figura 3.11: Organizacdo da memoria do C6454

3.4.2.2 Interrupt Vector Table

Uma interrupt vector table é uma estrutura de dados que associa uma lista de interrupt han-
dlers com uma lista de interrupt requests. Cada interrupt vector corresponde a um endereco de
um interrupt handler. Este define as prioridades dos interrupts e guarda-as numa fila de espera
se mais do que um interrupt estiver a espera de ser manipulado. Existem varias formas de gerar
um interrupt, normalmente através de periféricos ligados ao processador, que lhe dizem para in-
terromper o que estd a executar e decidir o que ird fazer a seguir. Quando um interrupt é gerado
o processador guarda o estado de execucao actual, e comeca depois a executar o manipulador do

interrupt.

O processador presente no MEA2100-256 contém 128 tipos de eventos diferentes que podem
ser associados para qualquer um dos doze inputs de interrupts do CPU (CPUINT4 - CPUINT15).

No nosso caso iremos usar apenas trés deles.

3.4.3 Linguagem de Programacao

A linguagem de programacao utilizada para programar o DSP é C. J4 no caso do desenvolvi-
mento da interface grafica é utilizado C#, com a ajuda do Windows Forms, que é uma framework
com interface grafica que facilita a elaboragcdo de Desktop Apps. Sendo o IDE utilizado o Visual
Studio Code. Foi também utilizado o MATLAB para a realizacdo de scripts para fazer validagao de

algoritmos.
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3.4.4 Bibliotecas

De modo a sermos capazes de desenvolver cédigo nos processadores/controladores, a 71
oferece-nos ferramentas que facilitam a inicializagdo dos periféricos e utiliza¢do do seu sistema
operativo em tempo real, e também bibliotecas de algoritmos optimizados. Temos entdo como
ferramentas o Starter Ware, conjunto de ferramentas para desenvolvimento de programas em ba-
remetal, ou seja, sem sistema operativo, ou entdo o Processor SDK, que nos oferece um grau maior
de abstrac¢do bem como um sistema operativo (TI-RTOS) integrado, no caso de ser necessdria a
execucao de vdrias tarefas ao mesmo tempo pelo processador.

Decidimos fazer alguns programas exemplos com ambas as ferramentas para conseguirmos
perceber qual destas seria a mais indicada para fazer a simulagdo do nosso sistema. Comegamos
por utilizar o Processor SDK, no entanto este demonstrou ter um nivel de abstrac¢do que nao nos
ajudava na nossa aplicagdo, ja que ndo podiamos manipular com muita transparéncia os dispositi-
vos de hardware presentes no kit. Por isso, passamos para o Starter Kit, que foi bastante mais facil
de utilizar e identificar os ficheiros necessdrios para o processo de Linking.

IdentificAimos mais tarde outro problema. Devido ao facto do c6454 ser um processador mais
antigo as bibliotecas que sdo utilizadas neste processador sdo diferentes nas utilizadas no LCDK,
por isso ao transpor o cédigo de um processador para o outro temos que ter em atengdo esta

situacao.

3.44.1 MCS DLL(Dinamic Link Library)

Uma DLL é uma biblioteca, contendo cédigo e dados, que pode ser usada por mais do que
um programa ao mesmo tempo. Este tipo de bibliotecas ajuda a promover a eficiéncia do uso de
memdria e a reutilizacio de c6digo?.

Tendo isto em mente, a MCS fornece uma DLL que providencia uma interface .NET com os
dispositivos da MCS. As ferramentas mais importantes que contém sdo as de acesso aos disposi-
tivos de aquisicdo de sinais e ao estimulador. E possivel, por isso, que se facam programas em
diversas linguagens de programacao para andlise de dados neuronais.

No nosso caso em concreto serd essencial para o envio dos dados recolhidos pelo DSP para o
computador e também para que o utilizador possa configurar pardmetros de deteccio e que canais

quer monitorizar através de uma interface intuitiva.

Zhttps://docs.microsoft.com/en-us/troubleshoot/windows-client/deployment/dynamic-link-library



Capitulo 4

Processamento DSP

Neste capitulo apresentamos, na primeira secc¢ao, que estruturas de dados foram utilizadas para
guardar toda a informacio necessdria. A segunda sec¢do apresenta os algoritmos desenvolvidos

para fazer a andlise, em tempo real, dos sinais neuronais.

Na terceira sec¢do, analisamos como foi estruturado o c6digo no LCDK, que contém o proces-
sador C6748 e que comunicard com o computador enviando métricas que o utilizador pretenda.
Este sistema, LCDK/PC, pretende emular o sistema MEA2100/DSP-C6454/PC de modo a po-
dermos validar as fungdes criadas para andlise de sinais neuronais. Assim, em vez de termos o
MEAZ2100 a fazer aquisi¢ao de sinal, temos o LCDK a simular sinais de neurénios, seguida da sua
andlise em tempo real no DSP incluido no kit, e por fim o envio dos eventos para o PC através da
User Interface desenvolvida. Com esta plataforma podemos desenvolver os algoritmos necessarios
sem estarmos dependentes do uso do sistema real (MEA2100-256) que tem uma disponibilidade

bastante reduzida.

Por fim, na dltima sec¢do, iremos fazer algo andlogo a seccdo anterior, mas desta vez referente
ao codigo presente no MEA2100-256.

4.1 Variaveis

As varidveis mais importantes neste contexto serdo as referentes aos dados que pretendemos

obter da leitura dos sinais neuronais, 0 nosso temporizador.

Temos um vector com 256 posicdes, MeaData, que guarda os dados, vindos da headstage,
sendo que quatro destas posi¢des sdo massas e ndo devem ser monitorizados. Este vector € ac-
tualizado a cada nova frame de dados recebida. Os valores recebidos pelo DSP, adquiridos da
headstage, presente no MEA2100 sdo do tipo unsigned int, por isso decidimos que o melhor seria
replicar este tipo de dados também na simulacdo. Estes dados recebidos sdo valores quantizados
pelo ADC, por isso ndo representam directamente o valor, em volts, que o potencial dos neurénios

apresentam, para tal teremos que fazer a conversio destes dados. Existe, também, outro vector

27
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que nos diz que eléctrodos serdo monitorizados, sendo estes determinados pelo utilizador. Torna-
se importante este vector ja que a ordem em que recebemos e gravamos os dados no MeaData nao
é sequencial devido a arquitectura do préprio MEA.

Temos uma estrutura de dados para fazermos a contagem de tempo que passa a medida que
cada nova frame de dados € recebida, ou criada, no caso da simulacdo com o LCDK. Como ve-
remos na seccdo 4.4, para o MEA o temporizador € criado de forma diferente. Cridmos também
uma estrutura para fazermos Spike Detection, outra para Burst Detection e para Networkburst De-
tection. A estrutura Spike contém o niimero do canal a que pertence, um contador de spikes, um
vector com os instantes a que cada spike ocorreu. A estrutura Burst também contém o nimero
do canal a que pertence, um contador de bursts, uma varidvel que nos diz quantos spikes contém
um burst, um vector que guarda em que instantes foi detectado, uma variavel que indica qual é o
tempo maximo entre spikes consecutivos para que estejamos ainda em burst e uma flag que nos
informa se o eléctrodo em causa se encontra ou ndo em burst. Ja a estrutura Network Burst s tera
um elemento, pelo que ndo necessita de uma varidvel que guarde o canal a que pertence. Assim,
tem apenas uma varidvel que guarda o tamanho do network burst, que dita quantos canais se en-
contram em burst a cada instante, outra que guarda quantos network bursts ocorreram € um vector

que guarda em que instantes € que estes ocorreram. A figura 4.1 mostra as estruturas descritas em

cima.
Timer

+ float period

» floattime_elapsed

» uinttimestamp

« uintsecond_cnt
SDII{E | Burst | Metwork Burst
» floatthreshold = ushort channel ) )
« ushort channel « uint burst_size » int networkburst_size
« float timestamp_spike[50] « float timestamp_burst[25] » intnetworkburst_cnt
» uintcnt_threshold « float max_timestamp » floattimestamp_networkburs[25]
+ float deadtime » uintburst_cnt

» shortspike_flag . = intflag_burst

Figura 4.1: Estruturas de dados

E de notar que os vectores que guardam os tempos em que Ocorreram os eventos tém um
tamanho limitado, j& que a memoéria do DSP € reduzida (256 KB), portanto temos que ter em
consideracdo que quando estes sdo preenchidos totalmente, temos que comecgar a escrever por
cima dos dados anteriores a partir da primeira posi¢io. E claro que ainda temos alguma margem

de memoria que poderfamos utilizar para que estes vectores fossem maiores, no entanto temos
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que ter em consideragdo que todo o cddigo escrito neste trabalho serd a base de muitas outras
experiéncias que poderdo serdo feitas por parte do laboratério, por isso serd importante que esta

margem seja suficientemente grande para tal.

4.2 Algoritmos

Nesta sec¢do analisamos como foram implementados os algoritmos de detec¢do de eventos
neuronais, nomeadamente: spikes, bursts e network bursts. E desde ja importante referir que
iremos mostrar cada algoritmo apenas como se um canal fosse monitorizado. Na verdade foi
assim que elabordmos estes algoritmos, que estardo dentro de um ciclo for que percorre todos os
canais que o utilizador decidir monitorizar no MEA, conforme representado esquematicamente na
figura 4.2.

Mefrics

— 1

Choose which
channels to monitor

"

While
_i=nChannels
J? ¥
spike_detection()

burst_detection()
network_burst()

I

Figura 4.2: Loop de deteccodes

END

Os algoritmos que vamos mostrar sdo elaborados com base no uso das estruturas de dados que

foram criadas para a deteccdo dos eventos, estruturas estas que estdo presentes na sec¢ao anterior.

4.2.1 Deteccao de Spikes

Esta funcdo € a chave para todas as outras métricas, todas vao precisar da informagao proveni-
ente desta, por isso merece especial atencdo. Um spike € detectado sempre que o valor de tensdo
de um dado canal for superior e o anterior inferior a um certo threshold.

O algoritmo de detec¢do de spikes é chamado a cada iteracdo do interrupt apés um novo
conjunto de dados ter sido recebido.

Na funcio de spike detection € feita a conversao dos dados quantizados pelo ADC para micro
Volts, que passam de dados do tipo unsigned int para float, sendo que, depois de convertidos, estes

valores tanto podem tomar valores tanto negativos como positivos. Depois, é feita uma condicao,
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no caso de um desses eléctrodos ter um potencial que ultrapasse o threshold, positivo ou negativo,
que pode ser escolhido pelo utilizador, e o seu valor anterior tiver sido menor (no caso de potencial
positivo) que o actual € detectado um spike. No entanto, existe uma segunda condi¢do para que o
spike seja valido, apenas se a diferenca de tempo entre o spike actual e o anterior for maior que um
certo valor de tempo (deadtime) é o spike valido, para prevenir que o mesmo spike seja detectado
mais do que uma vez, devido a existéncia de ruido de alta frequéncia ou um spike bifésico, isto é,
com um pico positivo e negativo. .

Apds a detec¢do de um spike num dado eléctrodo, é guardado num vector, com tamanho
limitado, em que instante este ocorreu, sendo esta informagao depois enviada para o computador.

Na figura 4.3 estd representado um diagrama de fluxo simplificado da forma como este algo-

ritmo se comporta:

Spike Detect

v

Data Convertion

;

Mo
Spike Condition
Jy Yes
spike.cnt++
spike time[s pike_cnf] = ime_elapsed
spikeflag =1
P Y
END
h -

Figura 4.3: Algoritmo de Detec¢do de Spikes

* Data Convertion: Neste bloco é feita a conversdo dos dados para valores de tensdo dos

neuronios

» Spike Condition: No caso do potencial de ac¢do ser positivo, a amostra anterior deve estar
abaixo do threshold e a actual acima. No caso de potencial de accdo negativo, a amostra
anterior deve ser maior que o threshold (negativo) e a actual menor, para que seja detectado
o spike. Uma segunda condicdo obriga a que todos estes casos obedecam a condicdo do
deadtime, s6 é detectado um spike se ja tiver passado no minimo esse tempo desde a deteccao

anterior.
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4.2.2 Detecciao de Bursts

O algoritmo de deteccdo de bursts é chamado a cada iteracdo do interrupt, apds o algoritmo
de deteccdo de spikes dentro do mesmo ciclo. Foram feitos dois algoritmos diferentes, sendo que
um deles executa a detec¢do mais rapidamente que o outro, por isso foi o escolhido para a tarefa.

Um burst € contabilizado quando pelo menos mais do que um niimero minimo de spikes, num
dado canal, é detectado, sendo que o intervalo de tempo entre estes spikes tem que ser inferior a
um certo valor definido pelo utilizador.

No primeiro algoritmo criado gerdmos uma janela temporal a partir do momento em que era
detectado um spike e se dentro dessa janela temporal fossem detectados mais que o nimero de
spikes minimo, entdo terfamos um burst, que terminaria quando o intervalo de tempo entre o spike
anterior e o actual fosse maior do que um certo valor definido pelo utilizador.

Depois de analisarmos o algoritmo anterior chegdmos a conclusdo que existia uma forma
mais simples de o executar. O que ele faz € verificar se existe algum canal em que foi detectado
um spike, se sim € iniciado um contador de tamanho de burst, se o spike seguinte tiver ocorrido
dentro de um certo intervalo de tempo menor do que o tempo méaximo admissivel, escolhido pelo
utilizador, entdo o tamanho do burst é incrementado. Quando o tempo que passou desde o ltimo
spike for maior do que o tempo maximo admissivel, entdo € verificado o tamanho do burst, se este
tamanho for maior do que o tamanho minimo de burst, escolhido pelo utilizador, entdo esse burst
¢ contabilizado.

Na figura 4.4 representamos num diagrama de fluxo o algoritmo simplificado feito por nés:
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Burst Detect

—

ind = sChannels[il

v

Mo
SDIk.E.Eag =1 _— fimertiime_elapsed-imer_ant = time —
é Yes $(ES
Ume_elapsed-gme_anhtlme — burstburst_size = min_burst_size ———
‘L Yes i(es Mo
Mo
burstburst_size++ burstburst_cnt++
timer_ant = timertime_elapsed )
burstburst_size =0
v )
Fa Y
END
ps -

Figura 4.4: Algoritmo de Detec¢do de Bursts
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4.2.3 Deteccio de Network Bursts

Tal como os algoritmos anteriores, este € também chamado dentro do ciclo que percorre todos
0s canais que estdo a ser monitorizados.

Um network burst é contabilizado quando existe pelo menos mais do que um ndmero mi-
nimo de canais em burst simultaneamente, este nimero minimo € definido pelo utilizador. Este
algoritmo estd dividido em duas partes distintas.

A primeira parte verifica se o canal em causa se encontra em burst. Se este burst ainda ndo tiver
sido contabilizado para o network burst a decorrer, o tamanho do network burst é incrementado e o
canal € indicado como contabilizado através de uma flag. Caso o canal ja tenha sido contabilizado
e ja ndo se encontrar em burst, entdo o tamanho do network burst é decrementado.

Na segunda fase verificamos se o nimero de eléctrodos em burst € maior ou igual ao nimero
minimo necessario para ser considerado um network burst. Assim que o network burst seja de-
tectado, o seu tempo € guardado, o contador de network bursts € incrementado e € assinalado que
existe um network burst a decorrer através de uma flag. Caso o tamanho do network burst seja
menor que o o seu valor minimo, a flag que nos indica se estamos ou ndo perante um evento deste
tipo é colocada a zero.

Na figura 4.5 podemos verificar como foi implementado o algoritmo:
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MNetworkburst
Detect
burstflag_burst=1 burstilag_burst=0
&3 &&
flag_netburst{channel] =0 Mo flag_netburstichannel] =1
? ?

47 yes 47 ves

n.netburst_size++ n.netburst_size—
flag_netburstichannel] = 1 flag_netburstichannel] = 0

: i

n.netburst_size

== n.netburst_size Mo
num_elecs_min <
&& num_elecs_min
flag_netburst_all=0
? ?

yes
J; yes

niime_netbursifcnf] = ime_burstichannel]
aw_cni_netburstchannel}++
n-=networkburst_cnt++
flag_netburst_all =1

flag_netburst_all=1

Fiy

‘ END

Figura 4.5: Algoritmo de Detec¢do de Network Bursts

4.3 Kit

4.3.1 Estrutura do cédigo DSP

Esta seccao foca-se no modo como foi pensado e estruturado o c6digo para simular o MEA2100.
Podemos entdo dividi-lo em duas partes principais: a gera¢do de dados que simulam a actividade

neuronal e a execuc¢do das funcdes de detecgdo descritas na parte anterior.

4.3.1.1 Funcao Main

Antes de entrarmos no main loop, temos que fazer a configuragdo dos periféricos utilizados,
os LED’s, o UART, o power sleep controller, os timers e também as configuracdes dos interrupts
que serdo utilizados.

ApOs ter sido feita a configuracdo falta apenas definir que eléctrodos deverdo ser monitoriza-

dos e quais sdo os eventos a serem visualizados. Isto é feito pelo utilizador através da interface
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gréfica, este escolhe quais serdo os eléctrodos que quer visualizar e que medi¢des quer fazer, pos-
teriormente esta informag#o € enviada para o processador.

Ap6s todas estas configuragdes estarem efectuadas entramos num ciclo infinito, no qual os
interrupts controlam quando serdo efectuadas as suas tarefas, sabendo que os inferrupts de nume-
racdo inferior t€m uma prioridade mais elevada, por isso podem interromper a execugdo de outro

com prioridade inferior. Na figura 4.6 podemos ver a estrutura da fun¢io main.

» Hardware Configurations
» Data Initialization

Main loop
Interrupt 4 / Interrupt 5
s N
» Create MeaData <”Spike flag = 1~
s Clock Refresh . ) o
» Spike Detection N
« Burst Detection S
« Network Burst yes
Send Info

Figura 4.6: Estrutura da fun¢do Main

4.3.1.2 Main loop

Depois de as configuragdes terem sido feitas o programa entra num loop infinito. Para re-
criarmos o sistema real com o maximo de aproximagdo possivel ao real, cridmos duas callback
functions que sdo chamadas pelos respectivos interrupts. Estes interrupts sdo controlados atra-
vés de temporizadores independentes, quando cada um destes chega ao tempo definido é entdo
chamada a respectiva funcao.

A funcgdo com a prioridade mais alta, chamada pelo interrupt 4, contém o cédigo que gera o
MeaData, tal como no sistema real, em que é gerado um interrupt quando sdo adquiridos novos
dados. Ainda dentro desta fun¢do, o nosso reldgio € actualizado e, consoante o tipo de métricas
que o utilizador quer observar, sdo chamadas as funcdes de deteccao de spikes e bursts.

A outra funcdo serve apenas para a comunicacdo com o computador, mais uma vez sendo
chamada periodicamente, pelo interrupt 5, se tiver sido detectado um spike/burst esta informagao
é enviada para o computador, no caso de existirem muitos spikes de uma s6 vez podemos ter uma
laténcia indesejada no programa. No sistema real ndo serd feito o envio desta exacta forma, pois

o protocolo de comunicacdo ¢é diferente e terd que ser o computador a pedir periodicamente estas
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métricas (usando o método de Polling), funcionando como um sistema em que o PC é o master e
o DSP o slave.

4.3.2 Validacao dos Algoritmos

Numa fase inicial, limitdmo-nos a gerar um niimero aleatdrio para cada eléctrodo, através da
funcdo rand(), dentro de um certo limite (p.e. 0-15000), a cada iteracdo do nosso interrupt 4, de
modo a percebermos se os dados estavam a ser transferidos de forma correcta do DSP para o PC,
comparando o valor dos dados gerados com os valores recebidos pelo computador.

Para fazermos a validacio dos algoritmos apresentados na sec¢do 4.2 cridmos uma fungdo que
simula os dados recolhidos do MEA2100, ou seja simuldmos os dados das células neuronais.

Esta fungdo apresenta varios modos, em que cada um deles apresenta comportamentos dife-
rentes ao longo do tempo, de modo a simularmos diferentes situagdes que poderdo ocorrer com
os dados recebidos das células neuronais. Para a simulacdo da actividade neuronal fizemos uma
simplificacdo na sua forma de onda, pois a forma de onda do potencial dos neurénios ¢ bastante
irregular e imprevisivel, bem como contém bastante ruido, o que consumiria muito tempo a ser
simulado. Com isto, como sabemos que apenas os valores que ultrapassam o threshold, positivo
ou negativo, serdo contabilizados como spikes, limitimo-nos a criar esses spikes, ou seja, nos
instantes de tempo definidos nessa func¢do serdo criados pulsos, que representam os spikes.

Por fim, para validarmos os resultados, os tempos em que ocorreram spikes serdo enviados
via USB-UART para o computador, e estes dados serdo gravados pelo nosso cédigo C# e, poste-
riormente, serdo analisados por um script em MATLAB que ird mostrar-nos os spikes que foram
detectados (de notar que o valor do potencial dos spikes estd normalizado para uma visualizacdo
mais simples) e um interspike histogram, ferramenta muito utilizada nesta area, para sabermos a

distribuicdo de intervalos de tempo entre spikes consecutivos.

4.3.2.1 Modo A: quatro spikes seguidos de intervalo

Neste modo sdo criados, para todos os canais, quatro spikes, positivos, a cada 0,02 segundos,
seguidos de uma pausa de 0,04 segundos até ao préximo spike, depois repete-se o ciclo. Na figura

4.7 podemos observar os graficos obtidos no matlab para um dos canais.
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Com esta validacdo podemos perceber que os spikes estdo a ser gerados e detectados correc-

tamente. No interspike histogram podemos ver que a propor¢do do nimero de spikes detectados

nos intervalos de tempos ja referidos esté correcto, sendo este de 3 para 1.

4.3.2.2 Modo B: spikes de segundo a segundo positivos e negativos

Neste modo cridmos os dados de um em um segundo, sendo que alternadamente os valores de

cada spike sdo negativos e positivos, podemos assim confirmar que a fung¢do funciona tanto para

thresholds positivos e negativos. Para além disso estamos a testar se o valor de deadtime est4 a ser

respeitado, isto é, se ndo sdo detectados spikes consecutivos com um intervalo de tempo menor

que o valor definido como deadtime, neste caso definido a 0.003s. Para isso, ao criarmos os spikes

de segundo a segundo sdo gerados outros dois 0,0020 e 0,0024 segundos depois do primeiro, e

como podemos observar na figura 4.8 apenas é detectado o primeiro desses spikes, sendo que os

outros ndo sdo contabilizados.
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Figura 4.8: Modo B
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4.3.2.3 Modo C: intervalos gaussianos

Depois de validarmos as fungdes com os valores gerados da forma supra mencionada, pensa-
mos que talvez precisdssemos de um ambiente menos controlado para detectarmos possiveis bugs
no cédigo, ja que os valores eram gerados em intervalos determinados por nds, podiam estar a
escapar-nos possibilidades que ndo tinhamos previsto.

Entdo, decidimos que em vez de ditarmos em que instante ocorria um spike, que este instante
fosse determinado de cada vez que um novo spike ocorresse, ou seja, quando um spike € detectado
é determinado quanto tempo falta para ocorrer o préximo através de uma distribuicdo normal.
Assim, ao fazermos o nosso interspike histogram teremos que obter um histograma com a forma
de uma curva gaussiana. Esta curva deverd ter a média e desvio-padrdo correspondentes ao que
foi predefinido na funcdo que gera os spikes.

Na teoria das probabilidades a distribui¢do normal ou Gaussiana € um tipo de distribui¢do de

probabilidades continua para um valor aleatério no dominio real.

L_~lEhy

F(x)= e
(x) oV2n 2 ©

“4.1)

O parametro p corresponde a média da distribui¢do e o parAmetro ¢ ao desvio padrao.

Ap6s a ocorréncia de um spike, utilizamos o método Box-Muller para determinar qual deveria
ser o intervalo de tempo até a geracdo do proximo spike. O método de Box-Muller, tal como todos
os outros algoritmos, para gerar estas distribui¢des, necessita de um gerador de ndmeros aleatdrios
capaz de produzir valores aleatdrios uniformes. Este método utiliza dois valores independentes

distribuidos uniformemente entre O e 1.

X =+/—2In(U)cos(2nV) (4.2)

Comecdmos por definir a média da nossa distribuicdo normal, que vai corresponder ao inter-
valo de tempo em que o proximo spike ocorrerd, como 1000 (timestamp), que corresponde a um
tempo de 1000*0.00002s = 0.02s, e o desvio padrdo como 300, que corresponde a 0.006s.

Na figura 4.9 podemos observar que o intervalo de tempo entre spikes que ocorreu mais vezes
foi exactamente o que tinhamos previsto, 0.02s. Sendo que no MATLAB podemos confirmar que a
média destas diferencas é de facto 0.02s e o desvio padrdo ronda os 0.006s, ndo sendo exactamente

igual devido a pequena quantidade de dados medidos.
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Figura 4.9: Modo C - periodo médio de 0.02s

Posteriormente, fizemos 0 mesmo estudo com uma média e desvio padrdo diferentes, de 1500
(0.03s) e 400 (0.008s) respectivamente. Na figura 4.10 podemos verificar que a média mais uma
vez bate certo com o previsto e também que o aumento do valor de desvio padrao se traduziu numa
maior dispersdo dos intervalos gerados em relacdo ao caso anterior. No MATLAB conseguimos
verificar que o valor da média das diferencas bate certo com o espectavel, ja o desvio padrao esta

ligeiramente diferente ao que era esperado, mas ainda assim nao significativo.
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Figura 4.10: Modo C - periodo médio de 0.03s

44 MEA

4.4.1 Estrutura do codigo DSP

Neste seccdo mostramos como estd organizado o cdigo presente no processador, c6454, que

se encontra na interface board do MEA2100, de forma andloga ao que foi feito na secc¢do anterior.
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4.4.1.1 Funcao Main

Para realizarmos as configuragdes do MEA2100 foi necessario recorrer ao MEA2100-256 User
Guide, no qual podemos ver todos os registos de configuracio disponiveis.

Como podemos observar na figura 4.11 existe uma alterac@o na estrutura do cédigo face a
que foi feita no LCDK. Comeg¢dmos por organizd-lo da mesma forma, ou seja, com apenas dois
interrupts. Nos quais, um deles, com a prioridade mais elevada, era chamado quando uma nova
frame de dados estava disponivel, af actualizdvamos o reldgio e faziamos a deteccdo de eventos,
ja o segundo interrupt ocupa-se do envio dos dados. No entanto, no decorrer das validag¢des foi
necessario um reajuste desta estrutura, na qual foi introduzido mais um interrupt que serve para
fazermos a actualizacdo do relgio separadamente.

» Hardware Configurations
= Data Initialization

Main loop

Interrupt 7

¢ Interrupt 6 ™ —— | [ Interupte
—_— Receive MeaData ———
Spike Detection

Clock Refresh Burst Detection Send Info
— Network Burst I ———

Figura 4.11: Estrutura da funcdo Main

4.4.1.2 Main Loop

A execugdo do programa quando comec¢amos a realizar as primeiras validagées com apenas
dois canais parecia estar operacional e com bons resultados, no entanto, quando aumentimos
o nimero de canais gradualmente, até a um limite de cerca de vinte eléctrodos, comegaram a
surgir problemas. Continuamos a ser capazes de ler todos os eventos & medida que eles eram
gerados, no entanto os instantes em que eles ocorriam, segundo os dados do DSP, ndo batiam
certo com os que estavam a ser criados por parte do Experimenter, o que gerou alguma confusao.
Chegamos a conclusio, depois de alguns testes, de que o problema se devia ao facto de, por vezes,
o tempo de execucio da detec¢do de eventos, quando existem vdarios canais a detectarem eventos
em simultaneo, ser maior do que o periodo de tempo a que aquele interrupt é chamado. O nosso
relégio ndo estava a actualizar tdo rapidamente quanto devia, no periodo que tinhamos previsto de
0.00002s (50 KHz), fazendo com que os instantes em que ocorriam 0s eventos parecessem ocorrer
a uma cadéncia mais rdpida pelo DSP. Tivemos, entdo, que arranjar uma forma de resolver este

problema.
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Poderfamos tentar tornar as deteccdes mais eficientes, no entanto também ndo nos garantia
que com um certo nimero de eléctrodos deixasse de funcionar. A ideia que nos pareceu mais
conveniente para resolver esta situacdo foi a de diminuirmos a taxa de amostragem dos dados, ja
que o interrupt iria ser chamado menos vezes teriamos tempo suficiente para realizarmos todas as
tarefas necessdrias. Tentamos, por isso, mudar a configuracdo da taxa de amostragem a partir do
registos de configuracdo do MEA2100, no entanto verificamos que a taxa de aquisi¢cdo do sistema
¢ fixa (50kHz). Finalmente, partimos para a solu¢do final, que consiste em arranjar uma forma de
tornar o nosso reldgio independente da amostragem do sinal. Para tal, criamos mais um interrupt
que deverd ser chamado periodicamente, ou seja, um timer, no qual o seu periodo equivale a
cadéncia a que actualizamos o relégio. No entanto, temos que ter cuidado para que este ndo
tenha uma cadéncia demasiado rdpida, pois assim também entrard em conflito com a aquisi¢do
de dados. Tentamos posteriormente colocar tanto a actualizacdo do relégio como a deteccdo de
eventos no mesmo interrupt independente do interrupt de aquisicdo de dados, de modo a que
fizéssemos a aquisicdo a S0kHz e paralelamente a uma frequéncia de 10kHz actualizar o relégio e
correr os algoritmos, no entanto no obtivemos a performance pretendida por uma razdo que nao
conseguimos apurar.

Assim sendo, a solucdo final consiste na utiliza¢do ndo de dois, mas de trés interrupts, no qual
o que tem prioridade mais elevada € o interrupt que faz a actualiza¢do do nosso relégio, a segunda
prioridade fica reservada para a aquisi¢do de dados e detec¢do de eventos e o terceiro para o envio

dos mesmos.

4.4.2 Validacao dos Algoritmos

As fungodes Spike Detection, Burst Detection e Network Detection desenvolvidas no LCDK
foram depois testadas no DSP do MEA2100. Para tal, foi necessario o uso do software da Multi-
Channel Systems, MultiChannel Experimenter, que nos permite criar spikes artificiais nas leituras
dos MEAs aplicando estimulos eléctricos em eléctrodos especificos. Estes estimulos podem ser
gerados de forma modular, criando ciclos com o nimero de spikes que queremos, a cadéncia que
queremos. Na figura 4.12 podemos ver como sdo gerados. Para além disto, fizemos também al-
guns scripts de MATLAB para validar os dados obtidos, tanto directamente vindos DSP, retirados

do CCS, como os que sdo enviados para o computador e gravados em ficheiros.
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Figura 4.12: Criacdo de estimulos no MultiChannel Experimenter

4.4.2.1 Validacao de Spike detection

Nesta primeira validag@o limitdmo-nos a criar estimulos num eléctrodo que esta proximo de
outros dois eléctrodos que estardo a ser monitorizados, de modo a que esse estimulo ultrapassasse
o valor de threshold definido, com o objectivo de observarmos se os estimulos gerados sdo os
mesmos que sdo detectados pela funcio de spike detection.

O tempo em que ocorreram os spikes foram exportados do Code Composer Studio e foi tam-
bém exportada a gravacdo feita no MultiChannel Experimenter. Através de um script realizado
em Matlab verificimos que os spikes detectados correspondem aos estimulos gerados por nds,

conforme mostrado na figura 4.13.



4.4 MEA

43

| I A Y Y N Y N N N AN NN N N B
| ([N I A I A A N A A O N BN A B
23.5 24 245 25 25.5 26
Time [s]

Figura 4.13: validacdo de spike detection
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4.4.2.2 Validacao de burst detection 1

O primeiro teste que realizdmos para testar o algoritmo de burst detection envolveu a estimula-
¢a0 de um eléctrodo préximo de dois outros que estdo a ser monitorizados. Nesta primeira fase ndao
nos preocupamos com a quantidade de spikes que continha o burst, pelo que definimos como dois
o nimero minimo de spikes para detectarmos um burst, com um intervalo maximo entre spikes de
0.5 segundos.

Como podemos observar na figura 4.14 cridmos trés spikes de um em um segundo seguidos de
dez spikes com um espacamento de cerca de 0,08 segundos. Assim, sabemos previamente que 0s
primeiros ndo devem constituir um burst e os seguintes devem detecta-lo.

Da mesma forma que na validagdo anterior, fizemos a exportagdo dos dados e corremos o
script de MATLAB para nos certificarmos que todos todos os eventos forma detectados. A azul,
em baixo de cada um dos sinais, podemos observar os spikes que correspondem a cada estimulo

detectado e a vermelho o inicio de cada burst.

4.4.2.3 Validacao de burst detection 2

Na segunda validag¢do queriamos verificar se apenas seriam considerados como bursts os blo-
cos de spikes que tivessem pelos menos um ndmero minimo de spikes. Neste caso, predefiniu-se
que os bursts deveriam ter 5 ou mais spikes. Assim, gerdmos, de trés em trés segundos, uma bate-
ria de spikes que preenchem o requisito de tempo méaximo, incrementando a cada um destes ciclos
um novo spike. Na figura 4.15 podemos ver que os primeiros que nos primeiros dois ciclos, com 3
e 4 spikes por bloco, ndo foi detectado um burst ja que o nimero minimo de spikes estava definido

como sendo 5.

4.4.2.4 Validacao de burst detection 3

Na dltima validacao do algoritmo de burst detection decidimos estimular independentemente
dois canais, de modo a percebermos se a detec¢do que estamos a fazer para diferentes canais é
independente entre eles. Podemos observar na figura 4.16 que a deteccdo € feita sem quaisquer
problemas e também ¢ interessante ver qual é o efeito que a estimulacdo num canal provoca no
outro que estd proximo. Conseguimos, entio, reparar que o canal que se encontra em cima, quando
¢é estimulado e apresenta potenciais elevados, influencia o sinal do canal de baixo, gerando algum

ruido no mesmo instante em que ocorrem os spikes.

4.4.2.5 Validacao de Network Burst

Na validacao do Network Burst detection geramos novamente um conjunto de bursts indepen-
dentes para cada canal, definindo o nimero minimo de canais em burst como 2 para que se detete
um network burst. O segundo canal apresenta espagamentos iguais entre todos os bursts, ja no

primeiro suprimimos alguns destes, de modo a verificar se eram detectados network bursts apenas
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quando ambos os canais se encontram em burst. Na figura 4.17 podemos observar a vermelho a

deteccdo dos bursts de cada canal e a azul os network bursts.

4.5 Conclusoes

Ap6s estas validacdes terem sido realizadas pudemos concluir que estes algoritmos funcionam
de forma eficaz. Tendo sido essencial o uso preliminar do sistema de simulacdo (LCDK), ja que
permitiu um avancgo na validacdo destes algoritmos.

Podemos concluir também que existem vdrias formas de organizar os nossos interrupts de

modo a obtermos diferentes performances do nosso sistema.
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Figura 4.17: validagdo network burst com dois canais
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Capitulo 5

User Interface

Para a realizacdo da interface grafica utilizdmos o Windows Forms, que é uma user interface
framework, que nos ajuda bastante a realizar formas bésicas, como janelas e botdes, poupando-
nos algum tempo na implementacido. Quando necessitamos implementar funcionalidades graficas

mais complexas o cédigo foi escrito manualmente.

5.1 Menu

Nos temos uma classe principal, a qual demos o nome de Neural App, que contém a nossa
janela principal e botdes que nos ddo acesso as funcionalidades da aplicacdo, as definicdes dos
parametros dos algoritmos e escolha de eléctrodos, a conexao entre computador e DSP e a visu-
alizacdo de detec¢des através de diferentes tipos de graficos. O layout desta janela € igual tanto

para o sistema de simulacdo como para o sistema real, na figura 5.1 podemos observar o aspecto
da mesma.

o Newral App = = |

Figura 5.1: Janela Principal - Neural App
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5.2 Kit

Antes de comecarmos a desenvolver e testar cdigo para comunicar com o MEA2100, come-
cdmos por fazé-lo com o LCDK, o que acabou por tornar-se a base do que foi feito posteriormente
com o sistema do laboratério. Daf a necessidade de mostrar-mos o que foi feito inicialmente neste

contexto.

5.2.1 Settings

Quando o utilizador clica no botdo com a label Settings este abre uma nova janela onde vai ser

feita a escolha de canais a monitorizar.

5.2.1.1 Escolha de Eléctrodos

Nesta classe, criaram-se dois métodos para elaborar o layout presente na figura 5.2, um que
cria os botdes que podem ser usados pelo utilizador para escolher eléctrodos individuais e o outro
cria as check boxes para seleccionar colunas ou linhas de eléctrodos.

Para criar os botdes temos que aceder a um ficheiro electrodelabels.txt onde estejam presentes
os nomes de cada eléctrodo por ordem em que sdo recebidos no MeaData, que vai do G13 ao
G15 (o nome dos eléctrodos e a sua ordem ndo apresentam qualquer relacdo, dai a necessidade
deste método). A informacdo de cada um dos eléctrodos é guardada numa estrutura que contém
a sua label, a letra, o niimero e o id, que por sua vez sdo organizados numa lista, sendo esta
posteriormente ordenada por letra e depois por niimero. Temos ainda uma outra lista de inteiros
que apenas guarda o id dos eléctrodos que sdo monitorizados, tornando-se esta a chave para o

acesso a esses eléctrodos.

5.2.2 Connect

Apés a configuragdo estar concluida o utilizador terd que conectar o computador ao DSP, isso
é feito clicando neste botdo, que cria um objecto serial COM.

O constructor da classe serial COM cria um objecto da classe SerialPort, presente no names-
pace System.10.Ports. Este constructor pode ser chamado no modo default em que todos os para-
metros da comunicagdo via porta série ja estdo estabelecidos com aCOM4 como a porta associada
a comunicagdo, com velocidade de transmissdo de 115200 bps, com 8 bits por frame, sem bit
de paridade e um sfop bit, ou no modo em que o utilizador possa fazer esta configuragdo como
lhe convier. Fizemos também uma série de métodos nesta classe que executam vdrias formas de
envio de dados, também para explorar as potencialidades da comunicacdo, ja que apenas podemos
enviar 8 bits de cada vez, que corresponde ao tamanho de um char. O que quer dizer que todos
os dados a serem enviados pelo DSP terdo este formato, que serd posteriormente convertido em
valores inteiros por parte do computador. Quando a conex@o estiver estabelecida, entdo o botdo

plot torna-se visivel.
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Figura 5.2: Escolha dos Eléctrodos por parte do utilizador
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Antes de conectarmos o DSP ao PC o c6digo do processador deve ser posto a correr manu-
almente, ja que estamos a utilizar o modo debugging no CCS. Assim, o processador vai esperar
que o computador lhe envie informacgdo acerca de que canais ird monitorizar. Quando clicamos
no botdo Connect é entdo enviado o nimero de canais a serem monitorizados e a posi¢do a que
corresponde cada canal no vector de criacdo de dados MeaData. Depois serdo feitas configura-
¢oOes adicionais no DSP até o cédigo entrar no ciclo infinito, onde serd feita a criagdo e detec¢do

de eventos.

5.2.3 Plot

Este botdo s6 deve ser clicado apds a ligacdo entre DSP e PC estar feita, daf a necessidade de
o tornar apenas visivel quando este puder ser utilizado.

Quando o utilizador clicar neste botdo, vai ser criado um novo objecto Graphs, que abre uma
nova janela onde posteriormente vao ser visualizados os graficos de cada canal (cada um destes
gréficos corresponde a um objecto da classe Chart). Cridmos algumas formas diferentes de visu-
alizagdo dos canais, para percebermos quais poderiam ser as mais interessantes. Uma das formas
utilizadas foi mostrar apenas os canais que sdo monitorizados por ordem de /Ds, o que pode ser
interessante para podermos colocar os graficos de cada canal o maior possivel. Outra forma in-
teressante € colocar os canais como estdo distribuidos no MEA, com as colunas identificadas de
"A"a "R"e as linhas de "1"a "16", assim sabemos exactamente qual € a posicao do eléctrodo que
estamos a analisar.

Estes graficos podem mostrar-nos diferentes coisas consoante a nossa necessidade. Podemos
ver os dados que vao sendo criados para cada canal, o que na prética terd pouco uso, podemos ver
os spikes a serem detectados, nos canais a serem monitorizados, ou ver os interspike ou interburst
histograms, que no caso da simulagdo se torna bastante mais interessante que os outros. No sistema

real, porém, iremos ter ainda outro modo de visualizagdo que ainda iremos discutir.

5.2.3.1 Spike Detection

Neste modo de visualizacdo conseguimos ver, para cada um dos canais seleccionados, os spi-
kes que vao sendo detectados pelo DSP ao longo do tempo, sendo que a janela temporal é reduzida
devido ao elevado nimero de graficos que temos que visualizar. Na figura 5.3 podemos ver que
neste modo de visualizagdo mostramos todos os graficos de cada canal monitorizado seguidos, em

vez de aparecerem na posi¢do que equivale a do MEA.

sl Spike Detection

LAEE0EF AP AGER PR G P
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P I AFARAEIF I FEIGRI A A ERRIEEL 0

Figura 5.3: Visulizagdo de Spike detection
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5.2.3.2 interspike histogram

O interspike histogram é um histograma que nos mostra quantos spikes ocorrem dentro de
certos intervalos de tempo. Ao criarmos o método decidimos dar a liberdade ao utilizador de
escolher qual o tamanho desses intervalos e posteriormente analisar os resultados. E, entdo, cal-
culado quanto tempo passa entre spikes consecutivos, e ¢ incrementado o niimero de spikes na
respectiva janela de intervalo de tempo.

Este algoritmo foi realizado apenas para o computador, correndo assim em C#, j4 que o seu
resultado serve como informacao para realizar andlise estatistica e seria um desperdicio de recursos
do DSP. Podemos observar estes dados através da interface grafica a medida que a informag&o dos
spikes € recebida pelo computador.

Na figura 5.4 temos exposto um dos modos de visualizacio do interspike histogram, que con-
siste na visualizacdo ordenada dos graficos por ordem de IDs dos electrode labels. Foi cortada
parte da janela da figura por uma questdo espaco, ja que o espago dos graficos do eléctrodos que

nao sdo lidos ndo contém qualquer informacao.

A
a5 Spike Detection
A3 B3

B
o5 Spike Detection

A3

Figura 5.4: Visulizacdo de Interspike histograms

5.3 MEA

5.3.1 Settings

Quando o utilizador clica no botdo com a label Settings é estabelicida a comunicagdo entre o
computador e 0 MEA2100 e é criado um novo objecto Seftings, abrindo assim uma nova janela
onde vai ser feita a configuracdo da monitorizagao (figura 5.5).

Antes da configuracio ser feita fazemos a conexio entre os dispositivos através da classe
CMcsUsbNet presente na DLL da MCS, com a qual conseguimos saber que dispositivos da MCS
estdo a ser detectados pelo computador, qual a entrada do USB do MEA2100, etc. Com essa
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Figura 5.5: Janela de Settings do MEA

informagdo podemos entdo conectar o PC ao MEA2100 (o computador ndo acede directamente a
DSP presente na interface board, mas sim a dispositivos que partilham informagdo com ambos).
O utilizador pode escolher que canais pretende monitorizar e todos os pardmetros para a de-
teccdo de eventos, tais como o threshold, deadtime, intervalo entre spikes para que seja detectado
um burst e o nimero de spikes minimo para que este ocorra, bem como o nimero de canais em
burst para que ocorra um network burst. E também possivel que a escolha do threshold seja feita
automaticamente para cada um dos eléctrodos. Todos estes pardmetros sdo enviados para a mail-
box antes que o o cddigo no DSP comece a correr e sdo lidos por ele através de uma funcao criada

para receber dados da mailbox antes que os interrupts estejam activos.

5.3.1.1 Auto Threshold

Até agora apenas fizemos testes em que estimuldmos os eléctrodos do MEA, por isso podiamos
utilizar um threshold fixo para todos eles. No entanto, quando no MEA se encontram células
vivas vemos que cada eléctrodo terd um ganho de ruido diferente e, para além disso, a tensdo dos
potenciais de accdo é bem menor no caso das células do que as que temos usado nos testes, daf a
necessidade de encontrarmos uma forma de definirmos um threshold diferente para cada eléctrodo
consoante a necessidade de cada um.

Para isso criamos uma nova classe que possa fazer esta tarefa. Serd criado um objecto desta
classe assim que o botdo com a label Auto Threshold for clicado. Tivemos que usar as funcionali-
dades da DLL disponibilizada pela MCS para criarmos esta classe, que nos permitiu gravar dados

directamente vindos do MEA2100 no computador. De um modo geral o que esta faz é guardar
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um sweep de dados de cada eléctrodo do MEA durante um segundo. Depois calcula a média da
tensdo em cada eléctrodo e posteriormente o seu desvio padrdo. O utilizador previamente escolhe
quantas vezes o threshold de cada eléctrodo serd maior que o desvio padrdo. Enquanto isto ocorre
podemos ver, ao clicarmos no botdo StartDAC, o sweep de dados de cada eléctrodo numa matriz
de grificos, e passado o segundo de aquisi¢do entdo os thresholds aparecem para cada eléctrodo,
como podemos ver na figura 5.6. Se os thresholds ndo estiverem como pretendido basta repetir a
aquisigao.

Quando fechamos esta janela ¢ chamado um evento associado a esta accdo, na qual a sua
funcio associada envia os thresholds de cada eléctrodo de forma idéntica a que € feita com a
escolha dos eléctrodos, através da mailbox, a partir da posicdo 0x400 em diante. Na figura 5.6
podemos ver como visualizamos o modo de auto threshold, conseguindo ver as linhas de threshold

em relag@o ao sinal medido na janela de 1 segundo.

95 Auto Threshold

Auto Threshold STDs |5 Stop
1 1 1 1 1 1
. — T S, ' ; fromem e
1 1 1 1 1 1
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=" — ; =  —
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1
1
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Figura 5.6: Janela de Auto Threshold

5.3.2 Connect

Neste caso, o botdo Connect serve para fazermos o load do c6digo compilado em modo realise.
Para isso temos que utilizar uma classe presente no DLL, CMcsUsbFactoryNet, na qual se encontra

o método que nos permite enviar o ficheiro com extensao .bin para o DSP.

Para obtermos este ficheiro bindrio temos que fazer um postbuild batch script de modo a

convertermos o ficheiro .out, obtido apds a compilacio, num ficheiro binério.
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5.3.3 Plot

Quando o utilizador clicar neste botao, vai ser criado um novo objecto Graphs, que abre uma
nova janela onde posteriormente vao ser visualizados os graficos. Existem trés tipos de gréfi-
cos possiveis de serem visualizados, sendo que apenas os dois primeiros foram testados, o Spike
Detect, o Interspike Histogram e o Interburst Histogram.

O utilizador ao clicar no botdo Plot tem duas opdes de visualizacdo. Poderd ver um raster plot
dos eventos que vao sendo recolhidos através do DSP, sendo que os pontos azuis representam 0s
spikes, os vermelhas os bursts e os losangos roxos representam os network bursts. As ordenadas
do grafico apresentam o nimero dos canais e as abcissas os instantes de tempo a que ocorrem 0s
eventos em segundos, sendo que estes flutuam numa janela de 25 segundos que avanca de 2 em 2
segundos.

A figura 5.7 mostra-nos o raster plot apenas com spikes, ja que estes apenas estdo a ocorrer de

segundo a segundo.
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Figura 5.7: Visulizacao de raster plot para 96 eléctrodos com spikes a ocorrerem a 1 Hz

Na figura 5.8 podemos ver como sdo visualizados os interspike histograms na nossa user
interface. Esta imagem foi captada a quando de uma monitorizagcdo com células, sendo que estas
estas estdo dividas em seis zonas e estdvamos a captar apenas uma delas (42 eléctrodos), dai apenas

serem visiveis esses eléctrodos.
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Figura 5.8: Visulizacdo de interspike histogram de um pogo de 6-well-MEA



60

User Interface



Capitulo 6
Comunicacao

Neste capitulo abordamos em detalhe como foi feita a comunicagdo entre o DSP e o computa-
dor.

Comecamos por descrever como € feita a comunicacio entre o Kit, utilizado para simular o
nosso sistema, € o PC, e em seguida descrevemos detalhadamente como € feita a comunicacio
entre o DSP presente no MEA2100-256 e o computador.

6.1 Kit

6.1.1 Comunicacao DSP/PC - UART

A comunicagdo entre o processador c6748 e o PC foi feita de forma distinta da comunicagao
entre MEA2100 e PC. Inicialmente comegdmos por escrever cédigo para o LCDK, que contém
uma porta UART usada para comunicar com o computador. Pensdmos que o sistema do laboratério
também tivesse este sistema incluido, no entanto quando comeg¢dmos a testar cédigo no MEA2100
apercebemo-nos que este ndo possuia um dispositivo UART, em vez disso pode utilizar o protocolo
i2c, que, por sua vez, é chamado por um interrupt do DMA, ou entdo a mailbox, que iremos
aprofundar mais a frente.

UART € o acrénimo para Universal Asynchronous Receiver/Transmitter. Nao é um protocolo
de comunicac¢do como SPI ou I2C, mas sim um circuito fisico num micro-controlador ou circuito
integrado. O seu objectivo é receber e transmitir dados, usando apenas dois cabos para transmitir
informagao entre dispositivos. Dois UARTs comunicam directamente um com o outro, o UART de
transmissdo converte dados em paralelo de um dispositivo de controlo (pe. CPU) para dados em
série, transmite-os para o UART de recepgdo, que depois reconverte os dados para paralelo. Os
dados sdo transmitidos do pino Tx do transmissor para o pino Rx do receptor de forma assincrona,
o que significa que ndo existe sinal de clock para sincronizar o output dos bits transferidos do Tx
e o sampling dos bits pelo Rx. Em vez de sinal de clock, utiliza start, stop e parity (opcionais)
bits nos dados a serem transferidos. Estes bits definem o inicio e o fim de pacotes de dados para
que o UART receptor saiba quando comecar a ler os dados. Quando o UART receptor detecta o

start bit , comeca a ler os bits a uma frequéncia especifica, conhecida como BAUD rate (medida
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de velocidade de transferéncia de dados, expressa em bits/s). Ambos os UART devem trabalhar no

mesmo BAUD rate.

Packet
.
~ =
0to 1
1 start 5 to 9 data bits parity
bit stop bits
bits
L. _J
b A

Data Frame

Figura 6.1: Comunicagdao UART

A recepgdo de eventos por parte do DSP ¢é feita quando clicamos no botdo Start na janela
Plot da user interface. Antes de clicarmos nesse botdo devemos decidir quais sdo os dados que
queremos visualizar.

Assim que o botdo Start € clicado € criada uma thread que ira correr o cédigo de recepcao de
dados num ciclo infinito, até que queiramos parar a gravacdo. Esta thread corre em paralelo com
a que trata de mostrar os gréficos.

O que esta thread faz é esperar que sejam recebidos novos dados através dos métodos da
classe SerialCOM. Assim que o DSP comeca a escrever o computador comeca a ler esses dados.
O computador ird receber o nimero do canal a que se refere uma certa detecgdo, que serd guardado
localmente, e escreve imediatamente o nimero do canal no ficheiro de deteccdo dos spikes, depois
deverd receber o timestamp em que ocorreu a deteccdo e guardd-lo na posi¢do do vector que
corresponde a estrutura daquele canal e mais uma vez escrever no ficheiro este valor. No caso
de termos escolhido a visualizacio do interspike histogram deverd ainda correr o algoritmo que o
gera.

Com esta informacdo podemos concluir que os dados ficam guardados nos ficheiros com o
ndmero do canal seguido do instante em que ocorreu um evento. E essencial gravacio destes
dados, quer para fazer debugging e validacao do cédigo como para posterior andlise dos dados por

parte dos investigadores.

6.2 MEA

6.2.1 Comunicacao DSP/PC

Para realizar o envio de dados entre o DSP e o PC analisdmos alguns cddigos de exemplo
fornecidos pela MCS e chegdmos a conclusdo que a melhor forma de fazermos a comunicacdo
seria através do uso do protocolo i2¢, j4 que encontrdmos alguns exemplos de envio de pardmetros

para o DSP, através do PC, utilizando este protocolo que fora implementado pela empresa. Do
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lado do computador, a necessitamos de utilizar a DLL da MCS que contém certas classes que nos
permitem comunicar com a interface board, que por sua vez comunica com o DSP, no entanto,
quando tentdmos utilizar esta ferramenta para comunicar com o DSP apercebemo-nos que ndo
éramos capazes de realizar a tarefa requerida. Tivemos dificuldades em perceber se a causa era o
facto de estarmos a utilizar a classe errada, devido a falta de documentacdo é-nos dificil saber, ou
simplesmente porque esta nao podia ser utilizada neste sistema, portanto tivemos que entrar em
contacto com os engenheiros da MCS para nos esclarecerem esta divida, ao que nos responderam
que ndo deveriamos utilizar este protocolo para a comunicagdo e que seria melhor se utilizdssemos
a mailbox para comunicarmos entre dispositivos, o que acabamos por fazer.

A informacdo tanto pode ser enviada do DSP para o PC como no sentido inverso. Enviamos
informacdo do computador para o DSP apenas para definirmos pardmetros a serem utilizados nos
algoritmos de detecc¢do de eventos e para sabermos que canais irdo ser monitorizados, o que é
feito anteriormente ao inicio da deteccdo em si. Enviamos também uma flag que informa o DSP
se o computador ja recebeu os ultimos dados enviados por este, para que possa enviar uma nova
remessa sem por em causa a actual. No caso do envio de informagdo do DSP para o computador,
enviamos periodicamente dados relativamente a detec¢do de eventos. Isto é feito a cadéncias
definidas no cédigo C#, sendo que a cada evento corresponde uma cadéncia diferente. Os dados
enviados sdo relativos aos tempos em que ocorreram os spikes, bursts e network bursts de cada
canal a ser monitorizado, que sdo gravados posteriormente em ficheiros de texto e visualizados em

tempo real na user interface.

6.2.1.1 Mailbox

O espaco reservado para a mailbox encontra-se na regido de memoria, mapeada no DSP, entre
0XA0001000 e 0XAO0001FFC, o que corresponde a 4092 posi¢des de memoria, no entanto uma
posi¢do de memoria sé contém 8 bits (1 byte), pelo que temos que agregar quatro destas posicdes
para obtermos os 32 bits necessarios para o envio dos dados que pretendemos. Assim sendo, em
vez das 4092 posicdes de memdria temos na realidade apenas 1023, com esta reducdo na memoria
disponivel tivemos que arranjar uma forma segura de enviarmos os dados faseadamente no caso
do espago ndo ser suficiente. Para além disso, apenas podemos escrever dados do tipo unsigned
int nestas posi¢des de memoria, 0 que nos obriga a realizar uma conversao dos dados que iremos

enviar, pois esses dados sao 0s tempos em que ocorreram eventos.

6.2.1.2 Interrupt mailbox

Foi criado um interrupt que é chamado assim que o computador escreve para um endereco
associado a mailbox, este interrupt é activo através da mudanca de estado de um gpio que ocorre
porque existe um pino (nimero 6) que estd associado a escrita por parte do computador na mailbox.

Nesse interrupt existe uma instrucao switch que verifica em que endereco de memoria escreveu
o computador, consoante esse endereco de memdria sdo realizadas diferentes tarefas. Isto torna-se

possivel ja que existe um outro enderecgo especifico (0xb28) que nos diz qual foi o ultimo endereco
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a ser escrito na regido de memoria da mailbox. Os primeiros cases presentes no switch estdo
associados aos primeiros enderecos de memoria da mailbox, que reservamos para a modifica¢do
de parametros das funcdes de deteccdo de eventos, caso seja necessdrio alterd-los com estas ja a

correr. Na figura 6.4 vemos a estrutura deste switch.

Send Data
(Interrupt 8)

!

reg_written = READ_REGISTER(MAILBOX_LASTWRITTEMN);
reg_value = READ_REGISTER(MAILBOX_BASE + reg_written);

.

Switch
reg_written

¥

o Case - _ .
=< ---MNLBOX_THRESHQLD--- _——==—x threshold = reg_value;

Case

yes

':'::"'"-WLBOX_DE*&D“?!E.---"'::::Eb deadtime =reg_value;

- v break
_— Case
"....""ML._BOX_SEND—_D"F\'TA""-l--.ED- CONDITION

E

SEND
Spikes || Bursts || Netbursts

Figura 6.2: Mailbox interrupt 8

6.2.1.3 Polling

A forma que achamos mais conveniente para fazermos o envio dos eventos por parte do DSP
foi através de polling de dados feito por parte do computador. Este € um processo que consiste
no pedido de dados por parte do computador em intervalos de tempo definidos. Existem, entdo,
trés temporizadores, um para cada evento, programados no computador, na aplicacdo C#, que
quando chegam ao fim de um certo espaco de tempo geram um evento que chama uma callback
function, fazendo o pedido de recepc¢do de novos dados do evento em causa ao DSP. Poderiamos

eventualmente enviar a informacao destes eventos sempre que recebéssemos uma nova deteccao,
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assim como ¢ feito na simulacio, no entanto isto iria ocupar tempo precioso de processamento ao
DSP, pelo que decidimos enviar um conjunto maior de dados de uma vez sé.

Como j4 foi referido na sec¢do 4.1, os vectores que guardam os timestamps em que ocorreram
os eventos para cada canal t€m um espaco limitado, portanto é importante que estes dados sejam
enviados para o computador antes que ji ndo estejam disponiveis, dai definirmos intervalos de
tempo que nos assegurem que esses dados nao serdo perdidos. Definimos entdo que o computador
pedird novos dados de spikes de 10 em 10 ms, de 1 em 1 segundo de bursts e de 10 em 10 segundos
de network bursts. O que quer dizer que teoricamente apenas poderemos ter, no maximo, 50
spikes a cada 10 ms para que os dados ndo sejam perdidos por parte do computador. Na figura 6.3
podemos ver como e a que cadéncias sao feitos os pedidos de dados por parte do computador.

Inicialmente testdmos este envio de dados separadamente, comecando a fazer o envio da in-
formacao dos spikes apenas de dois canais. Conseguimos receber todos os spikes neste caso, no
entanto, quando juntdmos os outros eventos come¢cdmos a obter erros em alguns instantes compa-
rativamente aos estimulos que estdvamos a gerar através do Experimenter. Chegamos a conclusio
que o erro estava a ocorrer do lado do C#, devido a um problema de concorréncia, ja que ao uti-
lizarmos trés temporizadores diferentes, um para cada tipo de evento (spikes, bursts e network
bursts), por vezes estes sobrepunham-se. Ou seja, estivamos a receber dados relativos aos spikes,
por exemplo, e o temporizador dos bursts chegava ao fim e fazia um novo pedido de dados, es-
tes relativos aos bursts, causando uma chamada do interrupt que ainda estava a enviar os dados
relativos aos spikes, fazendo com que existisse perda de informagdo. Para resolvermos este pro-
blema pensdmos em duas estratégias diferentes, uma que consistia na criagdo de um seméforo de
busy-waiting que, no caso de um dos temporizadores ter chegado ao final e a sua callback function
estar a ser executada, entdio as as outras teriam que esperar que esta terminasse para executarem a
sua tarefa. A outra consiste num lock de exclusdo mitua para um dado objecto que, como o0 nome
indica, bloqueia um dado objecto partilhado entre estas callback functions e que, ao terminar o
bloco de c6digo que se encontra dentro dessa instrucdo lock, o liberta e executa o bloco que possa
estar pendente pendente.

O método busy-waiting é mais dispendioso para o computador, ja que este fica "preso"num
ciclo infinito a espera que o estado do semaforo se altere, enquanto o lock € mais eficiente, logo

foi o que acabou por ser utilizado.
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Figura 6.3: Temporizadores - Polling

6.2.1.4 Envio de dados

O envio de dados para os diferentes tipos de eventos é feito separadamente, o computador
pede ao DSP que lhe sejam transmitidos os dados relativos aos spikes, ou aos bursts, ou network
bursts. Sendo que o seu formato € semelhante, havendo apenas a diferenca de, no caso dos network
bursts, apenas serem enviados os tempos relativos as detecgdes sem referéncia a que canais estio
em causa.

Quando o computador faz um novo pedido de dados, é entdo gerado um interrupt, que verifica
qual € o evento que deve ser enviado, entdo comeca a executar o cédigo de envio. Inicialmente
comega por colocar um registo que definimos a zero, para indicar que o computador deve esperar
que o DSP escreva os dados na mailbox. Entdo, entra num ciclo que ird percorrer todos os canais
que estdo a ser monitorizados e no inicio de cada iteragdo escreve qual o niimero do canal a que
se vao referir os instantes de tempo que se encontrardo a seguir. Sendo que de cada vez que
escreve num registo da mailbox incrementa um contador que o informa em que posi¢do deve
escrever a seguir. Agora entramos no envio dos dados propriamente ditos. Temos duas varidveis
auxiliares que nos informam, para o canal em questdo, qual foi a dltima posicao lida no vector
de timestamps e qual foi a posicdo em que foi escrito o instante da dltima detec¢do do evento em
causa. Uma condicao verifica se a dltima posi¢cao lida é menor que a posicdo em que foi escrita a
ultima deteccio, isto para sabermos se o tamanho do vector j4 foi excedido, e portanto se hd dados

que estdo a ser escritos no fim do vector e outros que estdo a comegar a ser escritos no inicio.
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Em caso afirmativo o nimero de novos spikes a serem enviados serd calculado pela subtracgdo
destas duas varidveis, caso contrario temos que somar a este valor o tamanho do vector. Apés esta
verificacdo estar feita, o DSP escreve num registo qual é o nimero de detecgdes a serem lidas pelo
computador, referentes a um canal. Em seguida temos mais um ciclo cujo o nimero de iteragdes
corresponde ao nimero de detecgdes feitas, que escreve em que instantes ocorreram as deteccdes,
sendo que temos que enviar estes dados com o tipo uint, logo dividimos o valor do tempo pelo
periodo de aquisi¢do dos dados, para obtermos um valor que corresponde ao nimero de contagens
feitas pelo relégio, que depois € reconvertido no computador. No final de tudo isto, quando este
processo se repetiu para cada canal, coloca o valor do registo que informa o computador se ja tem
novos dados a 1, e ai o computador 1€ a informacao.

Na figura 6.4 apresentamos um fluxograma que mostra como € o envio dos dados dos spikes
em especifico para uma melhor compreensao do leitor.

Nao podemos deixar de referir que ndo representamos um pormenor deste algoritmo, que nao
deixa de ser bastante importante. No caso de termos mais dados a enviar do que aqueles que a
mailbox permite guardar, o DSP deve escrever até que esse espaco chegue ao final, esperar que o
computador leia os dados e voltar a escrever o dados em falta a partir da posicao inicial de escrita

que serd lida novamente pelo computador.
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?
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v

END

Figura 6.4: Envio de tempos em que ocorreram spikes



Capitulo 7

Resultados

7.1 Validacao do Sistema DSP-Comunicac¢ao-PC

Esta seccdo descreve como foram feitas as validacdes do sistema completo, com a detecgdo
de eventos por parte do DSP a correr em paralelo com o envio de dados entre o processador € o
computador.

Para fazermos as validagdes, mais uma vez, fizemos um script em MATLAB que compara os
dados que gravamos no Experimenter, spikes, com os que foram recolhidos pelo DSP e enviados
para o computador, sendo estes gravados em ficheiros .zxz.

O método utilizado para as diferentes valida¢des consiste no incremento do nimero de eléc-
trodos a serem monitorizados a medida que cada validagdo é concluida, na utilizagdo de diferentes
periodos de actualizag@o do reldgio e na alteracdo dos periodos de tempo a que sao pedidas novas
amostras de dados por parte do computador. Para isso estimuldmos varios eléctrodos de modo
a obtermos conjuntos de dez spikes durante um segundo separados de trés segundos cada. Os
thresholds associados a detengdo dos spikes foram colocados a 1500 wV tanto no Experimenter
como no DSP, o tamanho minimo dos bursts foi definido como quatro e o nimero minimo de
canais em burst para detectarmos network bursts a dez. Nas figuras que irdo ser apresentadas as
circunferéncias a verde correspondem aos spikes capturados no Experimenter, ja os pontos a preto,
a vermelho e a azul correspondem aos spikes, bursts e network bursts capturados pelo DSP.

E importante ter em mente que a alteracio da frequéncia de actualizacio do relégio nio preju-
dica directamente a taxa de amostragem do sinal dos eléctrodos, apenas a precisdo do instante de
tempo atribuido a deteccdo do evento. No entanto veremos mais a frente como um aumento desta

frequéncia pode gerar problemas.

7.1.1 Validacio com 32 eléctrodos - relégio actualizado a 1000Hz

Comecamos por utilizar uma frequéncia de actualizacio do relégio de 1000 Hz, com um pe-
riodo de pedidos de spikes, bursts e network bursts de 10, 1000, 2000 ms respectivamente, por

parte do computador, monitorizando 32 eléctrodos.
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Na figura 7.1 podemos ver que todos os spikes que foram exportados do Experimenter (repre-
sentados com circunferéncias verdes) estdo alinhados com os que foram exportados da gravagdo
do DSP (com os spikes representados com pontos pretos, os bursts com pontos vermelhos e os
network bursts com pontos a azul). Podemos também observar que o DSP detectou correctamente
todos os bursts, sendo que também detectou os network bursts ndo estando eles representados na
imagem. O eixo das abcissas representa o nimero do canal, que é representado pela ordem em
que é recebido pelo DSP. O eixo das ordenadas representa o tempo em segundos.

Na imagem A, onde se véem todos os eléctrodos que foram monitorizados quer no DSP como
no Experimenter, podemos ver a gravacdo que foi feita de apenas 30 segundos. Verifica-se que
existem eléctrodos a mais na gravacdo do Experimenter, que correspondem as circunferéncias a

verde, devido a facto de se ter monitorizado mais do que 32 canais nesta gravacao.

A

Electrode ID

1

0 5 10 15 20 25
B \ Time([s] /{

1365
1361 136}
1355 1355
135}@
135 e
13450 , , ‘ ‘ ‘ ‘
0 01 02 03 04 05 06 07 267 268 269 27 274 272 273

Figura 7.1: Validacdo com 32 eléctrodos - 1000Hz - 10 1000 2000 ms

7.1.2 Validacao com 62 eléctrodos - relogio actualizado a 1000Hz

Nesta validag@o incrementamos o valor de eléctrodos para 62, mantendo todos os outros para-
metros iguais aos anteriores € podemos observar uma vez mais que todos 0s eventos se encontram

em sintonia com o esperado (figura 7.2).



71

7.1 Validagao do Sistema DSP-Comunicacdo-PC

@
L0]
®

®

i Wmwmwan |

(
.
o}
0
-
®
)
®
349

348

(OB ORNORNO) ®& @ @ @

30
®
®
@
®
®
®
©
®
O}

347

@ om ww ® @ @ ®
©
D O L
Ty
L o
© CENCEECINC) @ o o o

344

@ e ® ORECRECINC

343

@ ® @ @ @ @ @ @
L Y
L1011 O T TR T

[ORECINONNC (OO O

4 ©
) @ o) @ @ =
L O O AL OO
® ® ® @ @@@@3.
o
- Y A ONNONNONNO] OO NG
1 OO O L 00 A D S
IO CINONSO} [OCBNOBRONNO]
_
ORECEECINO) @ omom wm e

7 |

o

o [=] [=] [=} —
@ Il - & & - S k-3 ) - - - O
g8 § ¥ 8 8§
d| @p0J329|3

Figura 7.2: Validacdo para 62 eléctrodos - 1000Hz - 10 1000 2000 ms
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7.1.2.1 Validacido com 126 eléctrodos - relégio actualizado a 1000Hz

Na validacdo que se segue os eléctrodos a serem monitorizados passam a ser 126. Dividimo-la
em duas partes, uma em que sao usados os valores de periodo de pedido de dados, spikes, bursts e
network bursts, por parte do cédigo C# de 10, 1000 e 2000 ms, e a outra com valores de 50, 2000
e 5000 ms.

Ao aumentarmos o nimero de eléctrodos para 126 surgem problemas na actualizacdo do rel6-
gio. Todos os eventos aparentam ter sido detectados correctamente, no entanto os instantes em que
ocorrem estdo, segundo o DSP errados, apresentando-se adiantados, como vemos na figura 7.3.
Assim, podemos inferir que o relégio nao estd a ser actualizados a frequéncia que pretendiamos,
mas sim a uma frequéncia menor, isto deve-se ao facto de comecarem a existir conflitos entre os

interrupts.

Para colmatar este problema decidimos enviar dados para o computador a uma cadéncia menor,
que tem que assegurar que nao ha perda de eventos por parte do computador. Decidimos colocar

os periodos de aquisicdo de dados a 50, 2000 e 5000 ms no coédigo C#.

Ao realizarmos o teste com estas alteragdes verificamos que o erro diminuiu consideravel-
mente, no entanto ndo foi o suficiente para eliminé-lo. Por isso, decidimos avaliar o que acontecia
se diminuissemos a taxa de disparo dos spikes, como podemos ver na figura 7.4. Como seria de
esperar, desta forma os valores voltam a estar alinhados com os do Experimenter. O que quer
dizer que ndo sé o niimero de eléctrodos tem influéncia na performance do sistema, mas também

a actividade de cada eléctrodo.
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Figura 7.3: Validagao para 126 eléctrodos - 1000 Hz - 10 1000 2000 ms
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7.1.3 Validacao com 62 eléctrodos - relégio actualizado a 2000Hz

Neste caso, aumentdmos a frequéncia do nosso reldgio para o dobro de modo a que ele tenha
uma maior precisao, assim tem um incremento de 0.0005 segundos de cada vez que é chamado o

seu interrupt. Na figura 7.5 podemos ver que mais uma vez obtivemos um bom resultado.

Electrode ID

0 | 1 |

0 B 5 \ Tlme[S] 15 20 25

115 OO B O RO O O O B O 115§
»

. . »

Mg 2 9 8 %2 2 8 8 & ¢ 1og
3

:

105 ® ® G G 0 0 oNRC 105:

0 0.2 0.4 0.6 26.7 268 269 27 271 2712 2713

Figura 7.5: Validag@o com 62 eléctrodos - 2000Hz - 10 1000 2000 ms

7.1.4 Validacao com 126 eléctrodos - relégio actualizado a 2000Hz

Esta validacdo tem a mesma estrutura que a anterior, para 126 eléctrodos e 1000 Hz de actu-
alizacdo de relégio, na qual também alterdmos os periodos de aquisi¢do de eventos por parte do
computador.

Como seria de esperar temos também um erro associado ao relégio do DSP, que ainda se
intensifica porque agora estamos a utilizar um periodo menor de actualizacio do relégio.

Utilizando a estratégia de aumentar o periodo dos pedidos por parte do PC os nossos resultados
melhoram bastante neste caso, no entanto podemos ver na figura 7.6 que existe ainda um shift de
tempo em relacdo ao dados retirados do Experimenter e dos dados do DSP. Pelo que ndo deve ser

usada esta frequéncia de reldgio para este nimero de eléctrodos.
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7.2 Analise de performance do sistema

O objectivo desta seccdo € quantificar o erro associado ao instante a que cada spike corresponde
consoante a frequéncia a que estes ocorrem e o nimero de eléctrodos monitorizados. Poderdo
existir erros de precisdo, ou entdo atrasos no nosso relégio devido a um aumento do nimero de
eléctrodos a serem monitorizados a detectarem um elevado nimero de eventos.

Sendo o nosso reldgio actualizado a frequéncia de 1000 Hz, sabemos que o instante a que cada
spike vai estar associado ird ter uma precisdo de 1 ms. J4 a aquisi¢ao de dados por parte do DSP é
feita a 50 kHz, logo os instantes das nossas detecc¢des irdo ser gravadas com um erro, no maximo
de 1 ms em relacdo ao instante em que realmente ocorreu, que podera ser positivo ou negativo, ou
seja, um spike que seja detectado, vai parecer atrasado ou adiantado devido a este erro de precisao.

A medida que comecamos a monitorizar mais eléctrodos, os nossos algoritmos de detec¢io
irdo demorar mais tempo a correr, 0 que se ird traduzir num atraso da actualizagdo do nosso
relégio, fazendo com que os instantes de tempo associados a eventos parecam estar adiantados ao
que seria de esperar.

Para fazermos a verificacio destes erros foi feita a estimulacio de canais a 1, 2, 5, 10 e 20 Hz,
criando 100 spikes para cada taxa de disparo, sendo que fizemos esta experiéncia incrementando
o nimero de linhas de eléctrodos do MEA, uma a uma, a serem monitorizadas. Come¢dmos com
uma linha (16 eléctrodos) até um total de 8 linhas (128 eléctrodos). Para analisarmos os resultados
fizemos um script em MATLAB que nos diz qual é o erro associado a cada detec¢do tendo em
conta o nimero de eléctrodos a monitorizar e a sua taxa de disparo. Verificamos qual era o desvio
das diferencas entre spikes consecutivos e depois integramos estes desvios para termos acesso ao
erro acumulado associado a cada spike, para uma dada taxa de disparo e nimero de canais a serem

monitorizados. Fizemos também a andlise do valor médio do erro para cada taxa de disparo.

7.2.1 Erro associado a monitorizacao de 48 eléctrodos

Na figura 7.7 pode-se ver o que foi feito na primeira fase desta verificacdo, para 48 eléctrodos’.
A azul temos os desvios associados ao DSP e a laranja ao Experimenter, que serdo sempre nulos,
como seria de esperar, ja que as deteccdes nao sdo feitas em tempo real. Cada patamar corresponde
ao periodo a que os spikes estdo a ser gerados, ou seja, o erro ird oscilar a volta de cada periodo,
sendo o ideal que estes erros se anulem para que ndo exista propagacdo de erro. Neste caso
podemos observar que ndo existe qualquer propagacdo de erro, ja que as oscilacdes observadas
se anulam entre si. O eixo das ordenadas representa a contagem de spikes que foram gerados,
assim de 100 em 100 spikes podemos ver que o comportamento do erro se altera, pois alteramos
as frequéncias a que estes estdo a ser gerados.

Na figura 7.8 conseguimos ver qual € a acumulacgao de erro associada a cada spike. Analisando
a imagem pudemos verificar que estas oscilacdes se devem apenas a desvios associados a precisio

do nosso reldgio e ndo a atrasos do reldgio. Ja que no final destes testes o erro acumulado € zero.

IEsta verificago foi feita para um nimero de eléctrodos inferior, no entanto apenas iremos mostrar os passos desta
a partir deste nimero de eléctrodos, ja que os resultados anteriores sao idénticos
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7.2.2 Erro associado a monitorizacao de 64 a 96 eléctrodos

Fazemos agora o mesmo processo para a verificagdo do erro com 64 eléctrodos. Na figura
7.9 j& conseguimos ver que, para este nimero de eléctrodos a serem detectados em simultaneo,
ja temos alguns problemas relativos a atrasos do relégio. O que significa que se tivermos 64
eléctrodos em simultaneo a fazerem detecgdes de spikes que ocorrem a uma taxa de 20 Hz iremos
ter problemas na gravacao dos instantes de tempo das detec¢des de eventos (mas ndo na detec¢io

em tempo real dos spikes propriamente ditos).

%; _ [7 m ““““m““HilﬂllllNllﬂIlllllllﬂllllllﬂﬂlll[ |
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Figura 7.9: Erros acumulado com 64 eléctrodos

Prosseguimos entdo nestas verificacdes para 80 eléctrodos, sendo que aqui surgiu um novo
problema, que nos fez aperceber que existe um erro no nosso cédigo de comunicacdo. Quando
atingimos os 20 Hz seria de esperar que o valor final de erro acumulado fosse maior que na veri-
ficacdo anterior, no entanto apercebemo-nos que existia um salto brusco do erro nesta frequéncia.
A explicagdo que encontramos para este fendmeno estd associada a um erro de comunicag¢do que
ocorre quando os registos da mailbox ndo sio suficientes para que o envio dos dados seja feito de
uma s6 vez, verificando o instante em que ocorria esta situagdo e comparando com o instante dos
spikes que causam esta variacdo brusca no erro. Na figura 7.10 temos representada esta situacao a

frequéncia de 20 Hz.

Apesar de este erro piorar os resultados da nossa anélise, podemos analisar todos os dados
recolhidos antes que ele ocorra. Na figura 7.11 comparamos o erro acumulado entre medi¢des
feitas monitorizando 64 e 80 eléctrodos. A diferenca € notéria entre ambas as situacdes, jd que o
erro, para 80 eléctrodos, se comeca a propagar mais cedo, sendo que chega a um mesmo valor de
acumulacdo do mesmo em menor espaco de tempo e além disso apresenta, também, o problema
de os dados das detec¢des excederem a meméoria da mailbox.

Na figura 7.12 podemos ver novamente que a tendéncia da acumulagdo de erro se deteriora
para mais eléctrodos e em frequéncias cada vez mais baixas. Com 96 eléctrodos a serem moni-

torizados ja temos um erro bastante significativo a 10 Hz, sendo que o erro obtido em relagdo a
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Figura 7.10: Erro acumulado com 80 eléctrodos
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Figura 7.11: Comparacio do erro acumulado entre 64 e 80 eléctrodos
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verificag@o anterior também se propaga mais cedo e o problema de envio de dados ocorre também

antecipadamente.

4t |

6F N
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Figura 7.12: Erro acumulado com 96 eléctrodos

7.2.3 Média do erro com o aumento de nimero de eléctrodos e frequéncia

Para finalizarmos estes testes, de modo a termos informagao mais concreta e facilmente com-
pardvel, decidimos calcular, para cada nimero de eléctrodos a detectarem spikes, de 48 a 96 (in-
crementando 16 eléctrodos de cada vez), qual era a média do erro para cada taxa de disparo de
spikes (1, 2, 5, 10, 20 Hz). Isto foi feito através de um gréfico que representa trés dimensdes, nas
abcissas estd representado o nimero de eléctrodos a serem testados, nas ordenadas as frequéncias
a que foram gerados os spikes e a terceira dimensio, o erro médio para cada taxa de disparo e
nimero de eléctrodos, € representado por uma escala de cores.

Feito isto, na figura 7.13, podemos ver qual a influéncia que estes factores t€m no erro da
gravagdo dos tempos das deteccdes. Observando esta figura chegamos a conclusdo que apenas
existem erros considerdveis quando existe um nimero elevado de eléctrodos com actividade a
elevadas frequéncias, o que é pouco comum, pelo que esse problema dificilmente surgird. Ainda
assim, caso exista uma elevada actividade neuronal que ponha em causa as gravacdes conseguimos
ter nocao de qual serd o impacto dessa actividade nos instantes gravados.

Podemos também notar que para 48 e 64 eléctrodos nas frequéncias 5 e 10 temos um certo erro
associado, inferior a 1 ms, que atribuimos ao erro associado a precisao do rel6gio e nao a um atraso

real, ja que na frequéncia de 20 Hz este "erro"volta a ser nulo. Para confirmarmos esta afirmagao
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bastou-nos comparar os dados gravados através da monitorizacdo do DSP e do Experimenter, que
nos mostram exactamente que ndo ha qualquer atraso do rel6gio, mas sim erros de precisao.

O quadrado a preto que podemos ver na imagem de-se apenas ao facto do valor que estava ali
representado ndo fazer sentido devido ao problema que temos na comunica¢do com a mailbox no

caso do registos ndo terem espaco suficiente para o envio da informagdo de uma s6 vez.

x10°°
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Figura 7.13: Média do erro com o aumento do nimero de eléctrodos e frequéncia

7.3 Filtragem dos Sinais

Ao lermos a actividade eléctrica das células através do MEA podemos verificar que existe uma
grande componente de baixa frequéncia dos sinais, sendo assim, € essencial que seja feita um
filtragem prévia destas frequéncias para que as leituras ndo fiquem comprometidas.

Esta filtragem € configurada através da escrita dos coeficientes do filtro em registos especificos
da interface board do MEA2100. Para o calculo destes coeficientes € utilizado um método presente
numa classe que se encontra na DLL disponibilizada pela MCS, na qual podemos escolher o tipo
de filtro a ser utilizado, qual a banda passante, a frequéncia de corte e também a ordem do filtro.
Os coeficientes obtidos sdo posteriormente enviados para os registos de configuracdo do MEA
correspondentes ao filtro antes do DSP comecar a adquirir dados.

O tipo de filtro que escolhemos utilizar é o Butterworth, pois este é um filtro que apresenta,
na banda passante, a resposta em frequéncia o mais plana possivel, ou seja ndo altera o ganho do
sinal nas frequéncias que o caracterizam. Apenas utilizamos um filtro passa alto, para filtrar as
componentes de baixa frequéncia, de ordem dois, que se mostrou bastante eficaz para o nosso fim.

Para verificarmos se o filtro que se configurou estava de facto a funcionar, no Experimenter
programdmos trés estimulos e compardmos os sinais obtidos com e sem o filtro. Na figura 7.14 a
azul estd representado o sinal sem filtro, a preto e a vermelho os sinais filtrados com uma frequén-
cia de corte de 100 Hz, sendo que o preto foi filtrado configurando o filtro a partir do Experimenter
e o outro através do cédigo do nosso sistema. Como € fécil de ver, os sinais sdo bastante seme-

lhantes, o que quer dizer que a configuracdo feita pelo nosso sistema estd correcta e podemos
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comecar a adquirir os sinais dos neurénios. No entanto, podemos também ver, na imagem C, que
o sinal do Experimenter tem uma amplitude ligeiramente para a mesma frequéncia de corte, o que
pode justificar algumas diferencas entre o DSP e o Experimenter quando a amplitude dos sinais

estiverem proximas do valor de threshold.

A

100 - -

Amplitude[pV]

B : ! Time[s] C

0.5

-0.5

3.35 3.36 3.37 3.38 3.39 34 3.41 3.3705 3.371 3.3715 3.372 3.3725 3.373 3.3735 3.374 3.3745 3.375

Figura 7.14: Filtragem de estimulos

7.4 Monitorizacao de actividade neuronal

Depois de validados com sinais sintéticos gerados pelo estimulador eléctrico (sec¢do 7.1),
os algoritmos de monitorizacdo e de comunicagdo foram testados com culturas de neurénios.
Usaram-se dois tipos diferentes de culturas neuronais - populagdes de neurénios hipocampais
(subsecgdo 7.4.1) e explantes de ganglios da raiz dorsal (subsec¢do 7.4.2)- testando assim a efi-
cécia dos algoritmos para monitorizacdo de populagdes com dindmicas muito distintas. Todas
as experiéncias com células foram realizadas de acordo com a legislacdo Europeia para o uso de

animais para fins cientificos e pelos protocolos aprovados pelo comité ético do i3S.

7.4.1 Monitorizacao de células (hipocampais) utilizando threshold manual com o
relogio a 2000Hz

As células hipocampais foram extraidas de embrides de ratos (E18) e depositadas sobre a
camara do MEA, evolvendo a matriz de micro-eléctrodos. Apds vérios dias in vitro, estas popu-

lagdes de neurdnios comecam a exibir actividade coordenada, emergindo assim network Bursts,
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detectados em varios eléctrodos.

De modo a validar os resultados obtidos pelo nosso algoritmo, a detec¢éo de spikes foi também
analisada no Experimenter (ndo em tempo real) com os mesmos pardmetros utilizados no cédigo
do DSP - threshold de 200uV e deadtime de 3 ms. No entanto a taxa de aquisi¢do no caso do
Experimenter foi de 10kHz, sendo diferente do utilizado pelo DSP, 50kHz, o que pode justificar
eventuais diferencas na deteccdo de spikes. Escolhemos em ambos os softwares monitorizar 96
eléctrodos, na figura 7.15 temos a sobreposicdo entre as detec¢des de spikes do Experimenter (a
verde) e do DSP (a preto) e ainda as detecgdes de bursts de eléctrodos individuais (a vermelho)
e network bursts (a azul), calculados pelo DSP em tempo real. Existem alguns casos em que o
DSP detecta eventos e o Experimenter ndo e vice-versa. Podemos atribuir estes erros as diferentes
taxas de aquisi¢do, a filtragem dos sinais ter um resultado diferente nos dois softwares e a spikes
que estdao muito préximos do valor do threshold, que em certos casos sdo detectados num software
e ndo no outro devido aos factores explicitados anteriormente.

Nesta primeira verificacdo decidimos colocar a taxa de actualizacdo do relégio a 2000 Hz de
modo a percebermos se conseguimos fazer monitorizagdo de actividade neuronal com o relégio
superior a 1000Hz. Os resultados obtidos mostram-nos que € perfeitamente possivel fazé-lo, va-
mos ter uma ligeira melhoria na precisao do relégio, no entanto com um maior risco do relégio se
atrasar mais facilmente. Por esse motivo, decidimos manter o relégio nos 1000Hz nas préximas

verificagdes para que esse risco seja menor.
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Figura 7.15: Monitorizagao de células neuronais (hipocampais) com 96 eléctrodos - com actuali-
zacdo de rel6gio a 2000Hz - com threshold manual

7.4.2 Monitorizacao de células (DRGs) utilizando threshold manual com o relégio
a 1000Hz

Para esta experiéncia usdmos ganglios da raiz dorsal (dorsal root ganglion, DRG) de embrides
de ratos. Estes nddulos contém aglomerados de neurdnios responsaveis pela propagacio de infor-
macao sensorial até ao sistema nervoso central.

Os explantes de DRGs foram colocados numa camara micro-fluidica, fixada no topo do MEA.
Estas cAmaras contém 2 compartimentos: compartimento somal (figura 7.16, topo a esquerda) e
axonal (figura 7.16, base a esquerda). Entre os dois compartimentos encontram-se micro-canais,
cada um alinhado com uma coluna de micro-eléctrodos. Os DRGs foram colocados no compar-

timento somal da cdmara micro-fluidica. Apds varios dias in vitro os seus axénios expandem-se,
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atravessam os micro-canais, chegando assim ao compartimento axonal. Devido as reduzidas di-
mensdes dos micro-canais, estes contém apenas axénios, provenientes de diferentes neurénios dos
DRGs.

Assim, os micro-eléctrodos posicionados debaixo dos micro-canais captam a propagacao dos
potenciais dos ac¢io dos axénios. E fécil perceber que sempre que existir actividade eléctrica nas
células pertencentes a uma determinada coluna, entdo deveremos detectar actividade em todos os
eléctrodos da mesma. Neste caso decidimos monitorizar 126 eléctrodos de modo a percebermos
se é possivel fazermos deteccdo em tempo real para esta quantidade de eléctrodos sem danificar

as gravagdes dos instantes de tempo das deteccoes.

Micro-Electrode Array (MEA)

Somal compartment

-

Axonal compartment

Figura 7.16: MEA utilizado com camaras micro-fluidicas (adaptado de [53])

Na figura 7.17A verificamos que determinadas colunas do MEA de facto se comportam como
explicdmos anteriormente, sendo que apenas trés se encontram em actividade intensa. J4 na fi-
gura 7.17B podemos ver com mais detalhe a forma do sinal de um dos eléctrodos dessas colunas
e verificamos que os potenciais de ac¢do estdo ocorrer a uma cadéncia praticamente constante,
apenas com certas flutuagdes de um periodo médio. Com esta monitorizacdo pudemos também
provar que é possivel monitorizarmos um nimero consideravel de eléctrodos com alguns deles
com actividade, relativamente constante, a frequéncias entre os 20 e os 30 Hz sem que tenhamos
um atraso do relégio ou comportamentos indesejados.

Assim, mesmo antes de realmente verificarmos os spikes de cada coluna de eléctrodos pode-
mos inferir que, fazendo um interspike histogram, nas colunas onde existe este tipo de actividade
o histograma terd uma forma gaussiana, devido a alta consisténcia da taxa de disparo ao longo dos
diferentes eléctrodos do canal.

Foi feita, entdo, uma detec¢do de actividade neuronal com o DSP, sendo que na interface
de utilizador escolhemos visualizar os interspike histograms dos dados que iam sendo recebidos,
monitorizando 126 eléctrodos. Neste caso, a cada coluna do histograma atribuimos um intervalo de
tempo de 0.001 segundos. Os resultados obtidos, presentes na figura 7.18, apresentam-se conforme
o esperado.

Enquanto os 126 eléctrodos eram monitorizados pelo DSP, também o eram por um outro
computador através do Experimenter, que fez a sua gravacdo, de modo a podermos comparar
os dados recolhidos através de um script em MATLAB. Para que os dados comparados fizessem

sentido tivemos que definir os thresholds manualmente em ambos os softwares, de maneira a que



86 Resultados

Figura 7.17: Visualizacdo dos sinais no Experimenter
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Figura 7.18: Interspike histogram da User Interface

detectdssemos exactamente os mesmo spikes das duas formas. Na figura 7.19 vé-se através dos
circulos a vermelho os dados exportados do Experimenter € 0s pontos a preto representam os
dados que foram recebidos pelo DSP. Apds a andlise destes raster plots podemos verificar que
os resultados para esta medi¢do foram bastante satisfatdrios, no entanto existem alguns eléctrodos
em especifico que detectaram eventos no Experimenter e nao no DSP, por isso tivemos que fazer

uma analise mais cuidadosa destes casos.

Para se verificar o que acontecia nestas situacdes decidiu-se analisar os valores de tensdo da
gravacgao feita em eléctrodos especificos. Sobrepusemos o sinal em tensdo, de um eléctrodo em
que falhavam alguns spikes ao DSP, com o valor de thresold definido, 40 uV, e mais uma vez,
nos circulos a vermelho vemos os dados do Experimenter e a preto os do DSP. Pode-se, entdo,
observar na figura 7.20 que os spikes mais a esquerda na verdade representam ruido de fundo
de alta frequéncia, e que os thresholds definidos se encontram no limiar da detecc¢do deste ruido.
Ou seja, no caso dos thresholds estarem demasiado proximos do valor de tensdao do ruido podem
gerar-se este tipo de problemas, pelo que o melhor serd sempre utilizar o auto threshold para

definir estes valores.

No caso de canais em que o threshold esta suficientemente afastado do ruido este problema
deixa de existir e apenas sdo detectados spikes reais de ambos os lados. Na figura 7.21 temos um

bom exemplo deste caso.
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Figura 7.19: Monitorizac¢do de células neuronais (DRGs) com 126 eléctrodos - com actualizac¢do

de relégio a 1000Hz - com threshold manual
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7.4.3 Monitoriza¢io de células utilizando threshold manual com o relégio a 1000Hz
- 6 well

Nesta monitorizacdo voltdmos a utilizar células hipocampais extraidas de ratos (E18), com a
diferenca de que utilizimos um tipo de MEA diferente: o MEA 6-Well, que podemos ver na figura
7.22. Esta matriz de eléctrodos € dividida em seis zonas independentes (normalmente chamadas
de pocos - com 42 eléctrodos cada) de modo a que os investigadores possam comparar diferentes
comportamentos em cada uma destas zonas. Neste caso decidimos apenas monitorizar um dos
pocos presentes no MEA ja que verificamos no Experimenter que apenas havia actividade num

dos pog¢os, como podemos ver na figura 7.23.

Figura 7.22: MEA 6-Well
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Figura 7.23: Visualizagao actividade neuronal em todo o MEA no Experimenter

Mais uma vez, na figura 7.24, podemos verificar que as deteccdes feitas no DSP, em tempo
real, sdo bem sucedidas sem qualquer tipo de atraso no rel6gio. Podemos também perceber que
naqueles eléctrodos em que hd apenas algumas detec¢des esporadicas o DSP nem sempre detecta
os spikes que Experimenter detecta, isto deve-se, novamente, ao facto dos spikes estarem muito
préximos do threshold que podem nao ser detectado pelo DSP.

Na figura 7.25 pode ver-se a os eventos detectados pelo DSP que vao sendo enviados para
o computador através do raster plot da user interface. A azul vemos os spikes e a vermelho os
bursts. Nesta janela temporal nio foi detectado nenhum network burst, que seria representado
com um losango roxo na abcissa de valor 0. O eixo das abcissas corresponde ao ID do eléctrdo
e as ordenas correspondem ao tempo de gravacdo em segundos. Podemos ver que no inicio da
gravagdo sdo detectados 3 spikes seguidos em todos os eléctrodos monitorizados. Isto ocorreu
porque decidimos enviar trés estimulos para cada canal para que na validacdo fosse mais facil
alinharmos os resultados obtidos no DSP e Experimenter, ja que a gravacdo dos eventos inicia-se

em instantes diferentes em cada um dos softwares.



92 Resultados

3 - e - |ese - ® &
@ >
[cio) D> @ &0 6 fc) @®
(o] ® —
- @ ® @ |o®e
® o] [0}
®
® (o] o
® (o] of ®
- o @ | eeee @ o
a
© - @ o |eee ® o
° s @ e | @ese - o
g @ E @@ o EESoCee) @ ®
Q
= @ (YS! 5]
- © ° —
@ @ ® @@ o @@
o
o
e e e - =E=e o) e @ ® ®
) @ @@o S ) e @ @
o ®0 ®
© e @ e @ @ @@ CrmEem @ e @ @
0 | | ° N 1 g 1
B 20 80 180 200 220
b 1 sk 4
o . . | o . J
P S - ] b i
ol 4 af J
b 1 ek 4
o 1wk 4
she 1 .k 1
. . \ . . . . L . . . . .
o 0 ™ w w = © o - @rz o % - =
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Figura 7.25: Visualizacdo de eventos através de raster plot no sistema desenvolvido
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7.4.4 Monitorizacdo de células utilizando threshold automatico com o relégio a
1000Hz - 6 well

Até agora apenas fizemos verificagdes utilizando thresholds definidos manualmente tanto no
DSP como no Experimenter de modo a podermos ter os resultados mais semelhantes possiveis.
Partimos entdo para a andlise da detecc@o dos eventos com o threshold definido automaticamente
para cada eléctrodo. Os thresholds foram calculados definindo o mesmo ganho para ambos os
casos (equivalente a seis desvios padrao).

Na figura 7.26 podemos observar os resultados obtidos. Os trhesholds do o Experimenter e no
DSP sio calculados de forma diferente, sendo que no Experimenter € feito utilizando uma amostra
de 100 ms e no nosso cédigo este é calculado utilizando uma amostra de 1 s para cada canal, o que
justifica a diferenca nos resultados obtidos. Olhando para a imagem vemos que hd uma diferenca
bastante acentuada no que toca a alguns canais, com isto em vista sabemos que quando fazemos
o threshold automaticamente temos que ter este cuidado no lado do DSP, ja que existem varios
eléctrodos que nunca detectam eventos. Neste caso, terifamos que diminuir o ganho dos thresholds

calculados de modo a resolver esta situacdo.
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Figura 7.26: Comparacdo entre dados os recolhidos no Experimenter € no DSP - com threshold
automdtico

7.5 Conclusoes

Neste capitulo fomos capazes de saber que influéncia tem a mudanca de frequéncia do relégio,
a frequéncia de pedidos de dados por parte do computador, a alteracdo do nimero de eléctrodos a
monitorizar e a frequéncia dos eventos detectados. Mais importante, conseguimos validar o nosso
sistema e perceber que este funciona como era esperado, fazendo deteccdo de eventos em tempo

real enviando essa informacao periodicamente para o computador.

Ao aumentarmos a frequéncia do relégio conseguimos alterar a precisdo do tempo atribuido
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aos eventos detectados em tempo real com o possivel custo de atraso no mesmo em certas situa-
¢coes. Concluimos que o mais indicado € actualizarmos o relégio a uma frequéncia de 1000Hz. Au-
mentar o ndmero de eléctrodos que detectam actividade pode, a partir de certo nivel de frequéncia
de actividade, introduzir um erro no relégio. Conseguimos também concluir que se diminuirmos a
cadéncia da comunica¢do entre computador e DSP podemos melhorar a performance do sistema.

Por fim, fazendo monitorizacdo de actividade neuronal conseguimos perceber que situacdes
que possam atrasar o nosso relégio sdo extremamente pouco provaveis, sendo que ndo detectamos
nenhuma situacio em que acontecesse (com o relégio a 1000Hz), mesmo com actividade intensa
em alguns dos eléctrodos. Sabemos também que podemos monitorizar pelo menos 128 canais
sem problemas desde que a rede tenha um nivel de actividade "normal"(tal como aconteceu com
as diferentes culturas analisadas). E também importante referir que mesmo que o relégio se atrase
por algum motivo os eventos sdo detectados de qualquer das formas em tempo real, pelo que numa
aplicacdo real em malha fechada, sem que esses dados tenham que ser enviados para o computador,
o0 sistema nao terd esse tipo de problemas. Alids, em numa situacdo onde o foco € por o sistema a
funcionar em malha fechada, o rel6gio nem serd necessirio, uma vez que este serve apenas para
verificagdo dos resultados a posteriori. O mais importante é que seja capaz de fazer as detecgdes

em tempo real.
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Capitulo 8

Conclusoes

Hoje em dia existe um grande interesse, na drea da neuro-ciéncia e da biotecnologia, de se
encontrar novas formas e estratégias de estudar e controlar a actividade neuronal de modo a que
possamos tratar doengas, sejam estas motoras, neurolégicas ou psicolégicas. Existem ja formas de
extrairmos a informacao necessdria do cérebro para controlarmos dispositivos externos, no entanto
ainda existe um percurso longo no que toca ao controlo em malha fechada destas redes neuronais.
Para isso € necessdrio que consigamos monitorizar a actividade neuronal em tempo real através de
sistemas embebidos, que possam ser implantados invasivamente no cérebro, de modo a que seja
possivel actuarmos sobre estas redes para curarmos doengas como Parkinson e epilepsia.

Neste trabalho propusemo-nos a elaborar um sistema capaz de detectar e analisar eventos de
actividade neuronal, in vitro, em tempo real através de um DSP e enviar esta informacio para o
computador no qual, através de uma user interface, é possivel visualizar estas deteccdes a medida
que acontecem. Para tal utilizimos um sistema de aquisi¢do de actividade neuronal da MCS,
MEA2100-256, que 1€ os dados através de um MEA com 256 eléctrodos e que contém também
um DSP, C6454 da TI, que é capaz de receber e processar os sinais recolhidos de cada eléctrodo a
50kHz e enviar dados para o computador através de pedidos feitos por este. O objectivo posterior
deste sistema € fazer o controlo em malha fechada das redes neuronais monitorizadas.

Inicialmente, para desenvolver os algoritmos de deteccdo comecdmos por criar um sistema
que emula a aquisicdo de dados através de um outro DSP, c6748 da TI que se encontra presente
no LCDK6748, devido a pouca disponibilidade do sistema de aquisi¢do. Este sistema de emulacdo
revelou-se bastante importante no decurso do projecto, tendo permitido desenvolver e validar todos
os algoritmos e fazer a base da user interface.

Conseguimos, depois, implementar e validar os algoritmos feitos através da comparagdo das
deteccoes feitas pelo DSP, presente no MEA2100, e pelo software da MCS, Experimenter Suite,
seguido da implementacio da comunicagdo entre o DSP e PC usando a técnica de Polling, onde o
PC funciona como master e o DSP como slave.

Os resultados obtidos foram bastante bons, tendo-se conseguido implementar o sistema pro-
posto, monitorizando pelo menos até 128 eléctrodos em tempo real, de modo a que posterior-

mente sejamos capazes de fazer o controlo da rede neuronal em malha fechada. Conseguimos
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também enviar os instantes em que se ddo todas estas deteccdes e grava-los em ficheiros de texto
para posterior andlise. Através da user interface desenvolvida conseguimos definir que eléctrodos
pretendemos monitorizar e quais os parametros requeridos para os algoritmos de detec¢do. Che-
gamos a conclusio que o relégio implementado pode sofrer atrasos em certas situagcdes, quando
existe uma elevada actividade em muitos canais em simultneo (p.e. 96 eléctrodos com spikes a
uma taxa de disparo de 10Hz), tornando as gravacdes menos precisas, no entanto ndo € um fac-
tor critico visto que o mais importante era conseguir fazer a detec¢do em tempo real. Depois de
validado e caracterizado, o sistema desenvolvido foi utilizado para monitorizar diferentes tipos de
culturas neuronais - hipocampais e DRGs - em diferentes tipos de substratos - MEA single well,
MEA 6-well, e MEA com microfluidicas. Em nenhuma monitorizacdo de actividade neuronal nos
depardmos com o problema supramencionado, relativo aos atrasos no relégio. Tal sé aconteceu
quando gerdmos nds préprios os sinais de modo a percebermos as limitacdes do sistema, onde se
impds taxas de disparo bastante elevadas em miiltiplos eléctrodos em simultineo, algo que ndo

devera acontecer nas culturas neuronais reais.

8.1 Trabalho futuro

Ainda existem alguns aspectos a melhorar e a implementar no sistema desenvolvido.

Podemos adicionar mais opgdes na user interface, como a escolha da frequéncia de corte do
filtro utilizado, qual a cadéncia a que pretendemos receber dados do DSP, etc. Podemos ainda me-
lhorar o modo de visualizacdo dos graficos, quer nos raster plots, quer nos interspike histograms
e adicionar mais tipos de graficos que possam ser interessantes para a andlise.

No que toca ao processamento do DSP existem ainda alguns aspectos que podem ser melho-
rados. Os algoritmos de detec¢do podem ser revistos de modo a tentar tornéd-los mais eficientes.
Na parte da comunicagdo existe um problema a ser resolvido, que foi detectado na validagcdo do
sistema, que pode ocorrer quando a quantidade de dados a serem enviados para o computador
excede o espaco disponivel da mailbox. Podem também ser exploradas novas estratégias de modo
a tornar o relégio mais preciso.

Por fim, j4 estamos aptos a implementar formas de estimular a rede de neurénios que esteja a
ser monitorizada como resposta as deteccdes feitas, podendo ser escolhida a forma e frequéncia
desses estimulos. Assim, podem posteriormente ser aplicados algoritmos de controlo em malha

fechada mais complexos e precisos para obtermos a actividade neuronal que queiramos na rede.
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