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RESUMEN

El proyecto presenta un sistema modular para la adquisicion de sefiales bioeléctricas proveniente de poblaciones neuronales,
el acondicionamiento y registro de la informacion obtenida asi como la evaluacion de los resultados empleando métodos
de procesamiento de sefales. La etapa adquisicion parte del disefio y elaboracion de electrodos (fabricados con “ITO”:
aleacion de oxido de indio y 6xido de estafio) empleando técnicas de pulverizacion catddica y evaporacion térmica. Se
observo que la técnica de pulverizacion catodica ofrecié mejores resultados en cuanto a composicion de las peliculas,
transparencia y conductividad eléctrica. La etapa de acondicionamiento y pre — procesamiento de la sefial estd representada
por un amplificador diferencial con filtro de banda pasante, con frecuencia inferior de corte (100 Hz) y correccion de linea
base, un filtro Butterworth de cuarto orden de condensador conmutado para establecer la frecuencia superior de corte
(2 kHz) y un amplificador de aislamiento eléctrico de alta precision. Realizando un analisis temporal y espectral del
comportamiento del circuito, se determind que cumplia con los requerimientos estipulados (alto rechazo a modo comtn,
eliminacion de efecto triboeléctrico y ancho de banda entre 100 y 2 kHz). La etapa de procesamiento de la informacion se
fundamenta en la descomposicion de la misma empleando métodos matematicos, basados en transformada de ondiculas. A
través de bancos de filtros pasa — bajo, se pudo determinar que la descomposicion de mayor nivel de cada ondicula ofrece
informacion sobre la magnitud de la actividad neuronal, mientras que al aplicar bancos de filtros pasa — alto se resaltaron
determinados componentes ruidosos de la sefial, permitiendo eliminar dichas perturbaciones.
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BIOELECTRONIC INTERFACE DEVELOPMENT TO ESTABLISH COMMUNICATION
WITH ELECTRIC NEURONAL POPULATIONS

ABSTRACT

The project presents a modular system for bioelectric signal acquisition from neuronal populations, signals conditioning
and recording, and the assessment of the results using signal processing methods. The acquisition stage of the design
consisted on the development of electrodes (made from “ITO”) using sputtering and thermal evaporation techniques. It
was observed that the sputtering technique produced better results in terms of composition of the films, transparency and
electrical conductivity. The conditioning step and pre-processing of the signal is represented by a differential amplifier with
a bandpass filter with low cutoff frequency (100 Hz) and baseline correction, a fourth-order Butterworth filter switched
capacitor to set the upper cutoff frequency (2 kHz) and an electrical isolation amplifier with high accuracy. Through a
temporal and spectral analysis of the behavior of the circuit, it fulfilled the defined requirements (high common mode
rejection, triboelectric effect removal, and bandwidth between 100 and 2 kHz). The processing stage of the information is
based on the decomposition of the signal using mathematical methods based on wavelet transform. Using low pass filters
banks, it was determined that the highest-level decomposition of each wavelet provides information on the magnitude of
neuronal activity while applying high-pass filter banks certain noisy signal components were highlighted allowing the
elimination of such disturbances.

Keywords: Neurons, Acquisition, “ITO”, Amplifier, Wavelets.
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INTRODUCCION

Las sefiales provenientes de los microelectrodos de registro,
han sido ampliamente utilizadas para soporte a cientificos
y neurdlogos en la localizacion de zonas cerebrales donde
se requiere investigar, excitar, lesionar o implantar grupos
de células madre, como en el caso de la enfermedad de
Parkinson; asi como también en el disefio de interfaces
cerebro — maquina de comunicacion neuronal bidireccional
para el control de protesis mecanicas, en la localizacion
de dianas para tratar desordenes obsesivos compulsivos
severos y en casos de depresion (Orozco et al. 2006). En
general, todos estos procedimientos necesitan reconocer
de alguna forma la actividad eléctrica de las estructuras
neuronales convergentes alrededor del microelectrodo de
registro.

Hoy dia el desarrollo de interfaces de comunicacion
neuronal bidireccional estan emergiendo; por ejemplo,
la informaciéon proveniente de las sefiales neuronales
obtenidas del sistema nervioso periférico, son utilizadas
para desafiantes aplicaciones en la estimulacion eléctrica
funcional (en pacientes con dafio en la espina dorsal, es
posible detectar las intenciones del paciente y estimular
la zona deseada haciendo una especie de “by — pass” o en
personas amputadas, dicha informacion permitiria controlar
una protesis) (Sayas, 2005).

El desarrollo de chips microscopicos, fabricados sobre
sustratos poliméricos, ha permitido registrar la actividad
neuronal y liberar farmacos en el cerebro simultaneamente
(Altuna et al. 2013). Estos disefios han permitido integrar
los electrodos al mismo nivel que la superficie del polimero.
La integracion posterior de canales fluidicos se ha llevado
a cabo mediante técnicas de litografia y el desarrollo de
un sistema de encapsulado que garantiza el registro y la
liberacion simultanea de los farmacos (Altuna ef al. 2013).
Dichos dispositivos suponen un avance en la intervencion
farmacoldgica, genética o eléctrica para estudiar la actividad
neuronal. En muchos casos, la deteccion de la epilepsia, el
Parkinson y el Alzhéimer so6lo puede realizarse a través de
electrodos implantados de forma semicronica en el cerebro.
Las tecnologias empleadas para ello deben ser lo menos
invasivas posible y garantizar una respuesta biocompatible
y la integridad de los circuitos neuronales adyacentes al
implante (Altuna, 2013).

Asu vez, el empleo de electrodos en la corteza prefrontal ha
develado como dicha estructura del cerebro permite o inhibe
la realizacion de comportamientos selectivos en funcion
de las condiciones del entorno, segin un reciente estudio
que ha mostrado en animales los mecanismos cerebrales

que posibilitan la toma de decisiones y la eleccion de los
comportamientos mas adecuados en cada situacion (Leal
et al. 2013). Por medio de sistemas electronicos sensibles
a la dindmica neuronal, los investigadores han demostrado
que el cortex prefrontal modifica su actividad eléctrica en
funcion de los posibles comportamientos que se pueden
realizar en una situacidon, y segin las circunstancias
ambientales, a fin de permitir la liberacion de su expresion
en las condiciones espaciales y ventanas temporales mas
adecuadas (Leal ef al. 2013).

JUSTIFICACION

Como se ha expuesto, las interfaces bioelectronicas
neuronales presentan aplicaciones diversas en el ambito
cientifico. Algunos ejemplos de situaciones en las cuales
la aplicacion de sefiales neuronales integradas (sumadas),
puede proveer informacion util referente al comportamiento
neuronal son:

1. Estudios cientificos presentados a nivel internacional han
demostrado que corrientes alternas a distintas frecuencias
producen efectos fisiologicos en células vivas; estos
efectos pueden abarcar el campo de la regeneracion
celular y también el campo de la muerte celular para
fines de esterilizacion, entre otros (Cucullo ef al. 2005;
Matos & Cicerone, 2010). Asimismo, existen estudios
que demuestran las propiedades piezoeléctricas de la
matriz extracelular; por lo tanto, es posible estimular
eléctricamente una célula y producir una deformacion
mecanica que estimule su reproduccion. La interfaz
bioelectronica en cuestion puede utilizase tanto para
estimular eléctricamente cultivos celulares neuronales
con fines de regenerar células, como para destruirlas. Este
ultimo caso es de utilidad si se trata de investigar nuevas
formas de combate ante patologias como el cancer (linea
celular de neuroblastomas) (Matos & Cicerone, 2010).

2. Desarrollo de aplicaciones de biosensores neuronales, en
las cuales la deteccion del incremento de las descargas
eléctricas provenientes de una poblaciéon de neuronas
sintetizadas puede proveer informacion util para detectar
la presencia de ciertas sustancias bioquimicas como
neuroestimuladores ~ dopaminérgicos,
drogas, entre otros (Gaumond ef al. 2002; Barrett et al.
2004; Barrett et al. 2005).

neurotoxinas,

3. Desarrollo de aplicaciones de bioactuadores neuronales,
en las cuales, empleando sefiales eléctricas controladas
(de voltaje o de corriente), se podria estimular e inducir
determinadas respuestas en las poblaciones neuronales a
nivel de los canales idnicos de cada neurona, empleando
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incluso lazos de realimentacion, para asi controlar la
amplitud de la sefial de salida y garantizar la estabilidad
del sistema (concepto semejante en el cual estan basados
los procedimientos fisiologicos de “voltage clamp” y
“current clamp”) (Silva, 2005).

4. Caracterizacion de la estabilidad de cualquier sistema
constituido por multielectrodos (“in vivo” o “in vitro”),
en los cuales puede ser ttil el monitoreo de las sefiales
neuronales integradas para observar si el espectro
frecuencial decrece en ancho de banda a lo largo del
tiempo, sugiriendo movimiento de las neuronas lejos de
los electrodos debido a la encapsulacion o a la deposicion
de proteinas (Barret et al. 2004; Barrett et al. 2005).

5. Estudio de la generacién de conexiones sinapticas, en
las cuales el surgimiento y ocurrencia de sefiales cuyas
energias sean diferentes alas de linea base pre —registrada,
y que se producen varios milisegundos después del
pico de una sefial de “forma de onda promedio”, puede
proporcionar una caracterizacion cuantitativa progresiva
de las sinaptogénesis en vivo, aportando una nueva
dimension en los estudios “in vitro” (Silva et al. 2005).

6. Estudios de degeneracion neuronal como las
enfermedades de Parkinson o Alzheimer disefiando
sistemas en los cuales si a una red sindptica completa
se le permite degenerarse, produciéndose asi un
debilitamiento y atenuacion de la comunicacion entre
células, se obtendria una herramienta valiosa capaz de
proveer informacion util para medir y cuantificar el nivel
de degeneracion neuro — sinaptica (Silva et al. 2003).

DINAMICA NEURONAL

La doctrina fisiologica establece que la base de la funcion
neurologica, radica en las neuronas como entidades discretas
desconectadas fisicamente, cuyas interacciones (mediadas
por sinapsis) son complejas y pueden generar cambios en
el potencial interno de cada una de estas células (Silva
et al. 2005). Para lograr un alto nivel de comunicacion,
dichas células estructuran redes, las cuales son poblaciones
de neuronas interconectadas (por mediadores quimicos)
o un grupo de neuronas aisladas que reciben sefales que
procesan a la manera de un circuito reconocible (Silva et al.
2003; Silva et al. 2005).

La comunicacion entre neuronas implica procesos
electroquimicos; una vez que una neurona es excitada a
partir de cierto umbral, ésta se despolariza transmitiendo
a través de su axon una sefial que estimula a neuronas
aledafias, y asi sucesivamente. Por medio de conocimientos

técnicos, este comportamiento puede ser modelado a
través de sistemas de informacion eléctricos estudiados y
analizados con anterioridad para otros problemas similares
(Cucullo et al. 2005; Matos & Cicerone, 2010).

Algunas caracteristicas comunes de las sefiales neuronales
son su baja amplitud en el rango de 500 pVp —2 mVp y un
ancho de banda en un rango de frecuencias desde los 100 Hz
hasta los 2000 Hz (Cucullo et al. 2005; Matos & Cicerone,
2010); ambos parametros hacen del disefio de un circuito
integrado para registrar la actividad neuronal un gran
desafio debido a la complejidad embebida en el proceso de
reconocer de manera inequivoca la actividad propia de los
patrones neuronales; la mayoria de las técnicas propuestas
requieren como hipoétesis un registro limpio (Orozco et al.
2000).

Comunmente en neurociencia se asume que el cerebro
codifica la informacion de acuerdo a la tasa de impulsos
generados por las neuronas, dicha tasa se refiere al nimero
de potenciales de accion en un determinado intervalo de
tiempo (Navarro et al. 2005); consecuentemente, lograr
distinguir en la sefal obtenida lo que es realmente actividad
de estos potenciales de accion y que es ruido se considera el
primer paso para la decodificacion de la actividad neuronal.
Desde el punto de vista ingenieril, la neurona, conjuntamente
con las funciones que desarrolla, puede representarse a través
de un sistema electronico de comunicaciones (de entradas
y salidas analdgicas) capaz de captar sefales eléctricas
procedentes de otras neuronas por medio de un conjunto de
transductores especializados que interpretan dichas sefiales
como aportes pesados de potencial a su voltaje interno, el
cual depende de los estimulos sensados y que al alcanzar
un umbral determinado (a -55 mVolts) activa, por medio
de una sefial binaria, “todo o nada”, la generacion de
impulsos nerviosos continuos (todos idénticos por lo cual
son semejantes sefiales digitales también) cuya frecuencia
y cantidad dependen de la amplitud medida en la cual se
ha superado dicho potencial de umbral (modulaciéon por
frecuencia, FM) (Gaumond et al. 2002; Silva, 2005).

Estos impulsos eléctricos viajan a través de un conductor
o canal de comunicaciones sumamente especializado
(ax6n) y al llegar a los botones sinapticos son nuevamente
registrados por otros transductores, también altamente
especializados, que captan la frecuencia de dichos impulsos
y la traducen en una cantidad de neurotransmisor a segregar
dependiente proporcionalmente de dicha frecuencia senada
(Figura 1) (Gaumond et al. 2002; Silva, 2005).
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Figura 1. Representacion de la neurona como un sistema
electronico de comunicacion

MARCO METODOLOGICO

A partir del estudio de modelos propuestos y oportunidades
técnicas, se pudo orientar el proyecto en cuestion, esbozando
asi un disefio estructural modular.

En principio se plante6 el disefio de una plataforma de
adquisicion de las sefiales neuronales y/o estimulacion
del conjunto celular considerando la interaccion electrodo
— tejido neuronal tanto en términos de biocompatibilidad
de la superficie del electrodo como de biocompatibilidad
estructural (Navarro et al. 2005); Se puntualizd la
importancia de la afinidad de los materiales en contacto con
el tejido, cuya disolucion incluso en cantidades minimas
pudiesen generar respuestas del sistema vivo. Los electrodos
debian cumplir con las mayores exigencias en cuanto a la
bioestabilidad y biofuncionalidad, de modo que se pudiese
asegurar la estabilidad temporal de las propiedades de la
interfaz electrodo — electrolito.

A continuacion se esbozo el disefio y construccion de un
sistema de amplificacion y pre — procesamiento de las
seflales neuronales obtenidas, considerando su capacidad
para adecuar y acondicionar las sefiales neuronales recibidas
durante la etapa de adquisicion por los pares electrodos
— neurona; la conexion se disefio de forma diferencial
y comprendiendo el empleo de cables conductores
apantallados dispuestos de forma trenzada (par trenzado),
configuracion dptima para eliminar el ruido inductivo puesto
que crea un efecto de cancelacion de sefiales inducidas y del
efecto triboeléctrico generado por la estatica.

Por ultimo, el proyecto en cuestion se constituy6 del disefio
e implementacion de algoritmos de procesamiento de las
sefales recibidas y extraccion de parametros relevantes
de las mismas partiendo del principio de que las sefales
digitalizadas pueden pasar por diferentes procesos de
identificacion y seleccion de sus caracteristicas relevantes
como filtrado, medida de la amplitud de voltaje, analisis
espectral o separacion de una sola neurona (Silva et al. 2003;
Wood et al. 2004). La estructura general del proyecto se

presenta a modo de diagrama en la Figura 2 contemplando
las etapas expuestas.

Etapa de
adquisicion de
las sefiales
neuronalesy
estimulacion
eléctrica.

Etapa de
amplificacion y

Etapa de
digitalizaciony
procesamiento de
la informacion
obtenida.

preprocesamiento
de la sefial
adquirida.

Figura 2. Esquema que presenta las etapas que definen la
estructura del sistema modular que constituye a la interfaz
bioelectronica

Tomando como estructura conceptual este esquema
modular fundamental, se comenzaron a postular y evaluar
propuestas funcionales para el disefio, construccion y/o
implementacion de las mismas, las cuales se presentan a
continuacion.

Propuesta de disefio y elaboracion de la plataforma de
adquisicion de las sefiales neuronales y/o estimulacion
del conjunto celular: La propuesta de disefio estructural
de la plataforma de adquisicion — estimulacion (electrodos
sensores — estimuladores) contempld la fabricacion de
laminas conductoras de “ITO” (aleacion de 6xido de indio
y oxido de estafio) depositadas sobre sustratos de vidrio
(Figura 3), empleando técnicas basadas en pulverizacion
catddica (“sputtering”) y evaporacion térmica de metales
al vacio.

La eleccion de dicho o¢xido semiconductor cumplid
con consideraciones basadas en la biocompatibilidad
superficial y estructural entre la aleaciéon y el tejido
neuronal, la estabilidad temporal de la interaccion electrodo
— electrolito, baja impedancia, alta relacion senal ruido y
selectividad. Esta ultima se refiere a la capacidad para
registrar o estimular eléctricamente grupos particulares de
neuronas (Navarro et al. 2005).

Figura 3. Superficie de “ITO” estructurada sobre sustrato
de vidrio
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Por otro lado, los electrodos construidos con peliculas
de “ITO” presentan un bajo consumo energético y alta
resistencia a la corrosion durante la estimulacion eléctrica
o el ataque de los fluidos bioldgicos, gran estabilidad
electroquimica, impedancia y frecuencia de respuesta
estable y estabilidad contra el ruido y otros artefactos
(Matos & Cicerone, 2010).

A continuacidn, se disefio la plataforma de adquisicién de
las sefiales provenientes de las descargas eléctricas de la
poblacién neuronal, asi como de estimulacion eléctrica del
conjunto celular en cuestion, para lo cual fue imprescindible
el uso de pares electro — neuronales (Figura 4), que a su
vez requirieron de la buena localizacion y la selectividad
de la interfaz electrodo — neuronal; en otras palabras, la
plataforma de adquisicion — estimulacidn se disefié con uno
0 mas pares de electrodos para el registro de la informacion
eléctrica y/o la excitacion del cultivo.

Como se menciond anteriormente, la conexion de estos pares
a la siguiente etapa (amplificacion y pre — procesamiento)
se disend considerando el empleo de cables conductores
apantallados dispuestos de forma trenzada (par trenzado),
para procurar aislamiento adecuado e integridad de la sefial
neuronal.

Electrodo Contrario

Células Neuronales

Electrodo Integrador
Figura 4. Diserio de pares electro — neuronales para

adquisicion — estimulacion simple
(Modificado de Silva, 2005)

Propuesta de disefio y construccion del sistema para la
amplificacién y pre — procesamiento (adecuacion) de las
seflales neuronales obtenidas: La etapa de adquisicion
eléctrica de la informacion y conversion analdgica — digital
de la misma, se realizd analizando varias propuestas,
eligiendo la opcion que mas se ajustaba a los requerimientos
que exigia la naturaleza de la medicion. Entre dichas
opciones se destacan tres esquemas circuitales:

 Circuito constituido por amplificador de transistores
MOS - bipolares.

e Circuito constituido por amplificador diferencial
(basado en  amplificador  operacional  de
transconductancia) con filtro de banda pasante.

e Circuito constituido por amplificador diferencial
(basado en amplificador de instrumentacion) con
filtro de banda pasante.

La eleccion de la propuesta que comprenderia el disefio
circuital de la etapa en cuestion, estuvo marcada por su
factibilidad, la facilidad de su implementacion, versatilidad,
desempeno y su efectividad para adecuar y acondicionar las
sefiales neuronales recibidas durante la etapa de adquisicion
(las cuales, como ya se ha mencionado, presentan una
amplitud entre 500 pVp y 2 mVp y un rango de frecuencias
desde los 100 Hz hasta los 2.000 Hz).

De acuerdo con estas consideraciones se pudo concluir que
la tercera propuesta (Figura 5) es la que mejor se adapta a las
requisitos establecidos; dicha propuesta estaba enmarcada
por el empleo de un amplificador de instrumentacion
(implementado con el integrado “INA118”) realimentado
negativamente con un circuito integrador, constituyendo un
filtro activo pasa — altos (implementado con el integrado
“TL084”) para eliminar la distorsion introducida por el
ruido de 60Hz y para realizar la correccion de linea base
(asi como para eliminar las sefiales de “offset”), con
una etapa final de filtrado pasa — bajo de cuarto orden,
conformada por una configuracion de condensador
conmutado Butterworht anti — aliasing (implementado con
el integrado “TLCO04”) y un amplificador de aislamiento de
alta precision (implementado con el integrado “AD2107).
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Figura 5. Circuito constituido por amplificador
diferencial (basado en amplificador de instrumentacion)
con filtro de banda pasante
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Por motivos practicos y de disponibilidad se emple6 una
tarjeta de adquisicion de datos de la compaiiia ‘“National
Instruments”, modelo “NI PCI — 6251 de 16 Bits, con 16
entradas para sefales analdgicas la cual es capaz de captar
hasta 1.000.000 muestras por segundo (I MS/s) en la
configuracion multicanal y 1.250.000 muestras por segundo
(1,25 MS/s) en su configuracion unicanal.

Propuesta de disefio e implementacion de los algoritmos
de procesamiento de las sefiales recibidas y extraccion
de parametros relevantes de las mismas: En el proyecto
se emplearon métodos de procesamiento de sefiales basados
en transformadas de Ondiculas, (“Wavelets transform™)
ya que estos procedimientos permiten realizar analisis de
seflales no estacionarias (sefiales cuya frecuencia varia en el
tiempo y cuyos momentos estadisticos no son constantes),
como es el caso de las sefiales neuronales (Silva et al. 2005;
Castano et al. 2007), con funciones bases mas apropiadas y
gracias a la teoria de banco de filtros se logra tener mayor
resolucion a las frecuencias de interés.

Se requiere el empleo de ondiculas que puedan ser escaladas
y desplazadas en el tiempo, generando familias de sefiales
que permitan obtener mayor resolucion a determinadas
frecuencias y asi realizar un mejor analisis espectral de la
misma (Daubechies, 1990).

Dado que la sefial asociada con un potencial de accion
es asimétrica y presenta una forma muy particular, es
recomendable emplear para su representacion una familia
de ondiculas que posean esta caracteristica comun y
morfologia semejante ya que la sefial proveniente de la
actividad eléctrica integrada de un conjunto de neuronas se
genera a partir de la superposicion de potenciales de accion
pesados y desfasados en el tiempo. Por otro lado, la senal
proveniente del micro registro de la actividad eléctrica
de un conjunto neuronal puede presentar irregularidades
(poca suavidad) y asimetria; por ende, para el analisis de
esta sefial se deberia emplear una familia de ondiculas que
también presenten esta propiedad (Daubechies, 1990).

El procesamiento de la informacion se realizo de
forma digital por medio de un software computacional
(MATLAB), por ende es necesario utilizar familias de
ondiculas que permitan realizar transformadas discretas de
las mismas y que presenten soporte compacto para facilitar
y disminuir el tiempo de coémputo de los valores obtenidos.
Considerando las caracteristicas expuestas de la sefial a
analizar y comparandolas con las propiedades de algunas
familias de ondiculas comunes, se puede concluir que las
que mejor se adaptan al procesamiento de la sefial son la
Daubechies (especificamente las ondiculas “db3” y “bd4”),

Coiflets (especificamente las ondiculas “coif2” y “coif3”) y
Symlets (especificamente las ondiculas “sym4”, “sym6” y
“sym8”); dichas ondiculas se presentan en la Figura 6.

V] -

coif2

B A

sl s

do7? db8 db9 db10
Figura 6. Familia de ondiculas seleccionadas para

representacion de la informacion neuronal

En el caso de las mediciones de sefiales eléctricas de
conjuntos neuronales, el ruido infiltrado es gaussiano o
blanco y en los peores casos, presenta amplitudes de orden
de magnitud semejante o mayor al de los biopotenciales
neuronales (Matos & Cicerone, 2010). Las ondiculas con
gran soporte compacto tal como Daubechies de orden 24
(soporte compacto = 47) son mas suaves pero presentan un
mayor nimero de cambios de signo de pendiente y de cortes
en cero (oscilaciones), tienen una resolucion de frecuencia
mas fina por lo cual son mas eficientes para filtrar ruido
(Daubechies, 1990); realizando filtrados pasa — alto gracias
a la descomposicion de la sefial en bancos de filtro.

Otras ondiculas pueden ser empleadas para el filtrado
del ruido, como las Symlets (a partir del orden 25); sin
embargo, dichas sefnales bases presentan una alta variacion
por lo cual se requiere mas capacidad de computo y tiempo
(Donhoghue, 2002).

Microscopio con
Cémara Integrada

Procesamiento

Osciloscopio

Figura 7. Sistema integrado qﬁe contempla modulos
electronicos para adquisicion de las seriales y
comunicacion con plataformas de procesamiento de la

senial obtenida
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En la Figura 7 se presenta un esquema representativo del
sistema integrado que contempla la interconexion de las
etapas descritas de la interfaz bioelectronica (médulos
electronicos para adquisicion de las sefiales y comunicacion
con plataformas de procesamiento de la sefial obtenida).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Full Scale 536 cts Cursor: 0.083 (347 cts) keY|

1 2 3 4 5
ull Scale 536 cts Cursor: 0083 (372 cts)

Figura 8. Andlisis constitutivo de peliculas de “ITO”
sobre: Muestra transparente (grafica superior) y muestra
opaca (gradfica inferior)

Resultados de la etapa de adquisicion de las senales
neuronales y/o estimulacion del conjunto celular: Las
peliculas de “ITO” se lograron depositar a través del equipo
de pulverizacion catdédica (chisporroteo) por magnetron
DC (“DC — magnetron sputtering”) sobre laminas de vidrio
(portaobjetos). El analisis constitutivo llevado a cabo
con el microscopio electronico de barrido, se realizdé con
el objetivo de determinar la influencia de la composicion
sobre la transparencia y conductividad de dos muestras
extremas (una transparente y una opaca). En la Figura 8 se
evidencia que la muestra de mayor transparencia (muestra
1) posee menos contenido de oxigeno que la muestra mas
opaca (muestra 2). Se pudiera concluir que la muestra mas
transparente debe contener mayor porcentaje de oxigeno
segun lo reportado. La relacion In— Sn de la primera muestra
es de 94% In y 6% Sn, en cambio, en la segunda muestra
la relacion es 86% In y 14% Sn, en consecuencia, no se
puede realizar una comparacion directa porque existen dos
variables.

Empleando la pulverizacion catodica se debia someter al
gas a una diferencia de voltaje que permitiese su ionizacion

(generacion de plasma) y no fundiese el catodo; por otro
lado, se debia confinar dicho gas a una presion determinada
para garantizar la eficiencia del procedimiento; sin embargo
la eficiencia y la efectividad de la deposiciéon también
dependian del uso exclusivo del equipo.
Empleando la térmica al vacio, las
deposiciones se lograban realizar con alta eficiencia (en
menos de 15 minutos); sin embargo, la diferencia de puntos
de ebullicién de los elementos contribuyentes (In y Sn)
hacia que la deposicion o recubrimiento en el sustrato de
vidrio no fuese uniforme, por lo cual la aplicacion de esta
técnica es muy complicada y de baja efectividad; ademas
se requeria la presencia de oxigeno para poder oxidar los
materiales a depositar; evaluando estas técnicas, se puede
observar que realizando recubrimientos por medio de la
pulverizacion catddica se lograron tener peliculas de “ITO”
conductoras y transparentes, a diferencia de las peliculas
depositadas con el evaporador térmico al vacio, que s6lo
contenian la aleacion de indio y estafio (IT), eran opacas y
no eran conductoras. Con el fin de mejorar la efectividad de
la técnica de evaporacion térmica, se podria emplear plasma
de oxigeno generado por un electrodo de radiofrecuencia
entre el crisol de tungsteno y el sustrato.

evaporacion

Se realizaron deposiciones variando la cantidad de oxigeno
presente en la camara de ‘“sputtering”, obteniendo una
muestra transparente y una muestra opaca. Se observa
que la relacion In — Sn de la muestra transparente es de
94% In y 6% Sn, en cambio, la muestra opaca posee una
relacion de 86% In'y 14% Sn, ocasionando que la primera
muestra sea menos conductora que la segunda, a pesar de
que esta ultima esté mas oxidada; los resultados obtenidos
se presentan por medio de los diagrama de columnas de las
Figuras 9y 10.

Proporcién Sn—In — O en peliculas de "ITO" sobre las muestras 1
(transparente) y 2 (opaca).

100% -

80%
QOxigeno

60% 1 u Indio

40% ~ B Estafio

20%

0% + :
Transparente Opaca
Muestras

Figura 9. Diagrama de columnas representativo de la
constitucion del “ITO” en las muestras
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Resistenciade las muestras 1
(transparente) y 2 (opaca).
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Porcentaje de transmitancia a dos longitudes de onda determinadadas de
las muestras 1 (transparente) y 2 (opaca).
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Figura 10. Caracteristicas generales de las peliculas
de “ITO” en las muestras analizadas. A la izquierda
se presentan las resistividades eléctricas de ambas
muestras y a la derecha se presentan los porcentajes de
transmitancia analizados a dos longitudes de onda

Analizando los diagramas presentados en las Figuras 8§ y
9, y evaluando los resultados obtenidos se pueden realizar
las siguientes afirmaciones, concluidas a partir de la
experiencia:

La conductividad térmica y la transparencia de las peliculas
de “ITO” depositadas sobre los porta objetos (sustratos de
vidrio) estan determinadas, por el contenido de oxigeno y
de estario.

La conductividad eléctrica y la transparencia de las
peliculas de “ITO” dependen, por otro lado, de la estructura
de bandas energéticas del indio, dado que mientras mas
dopado se encuentre el 6xido de indio, menor sera la brecha
de energia entre la banda de conduccion y la banda de
valencia, aumentando asi la concentracion de portadores de
carga y disminuyendo la resistencia eléctrica y transparencia
de las peliculas depositadas. El contenido de oxigeno es
importante para la determinacion de las propiedades electro
— oOpticas de las peliculas de “ITO”; sin embargo, este factor
se desplaza a un segundo plano porque la relacion In — Sn

no es constante entre las muestras.

Resultados de la etapa de amplificacion, pre -
procesamiento (acondicionamiento) y digitalizacién
de la sefial adquirida: Con el objetivo de evaluar
el funcionamiento real de la plataforma de hardware
implementada para constituir el filtro pasa banda,
comprendido de forma ideal entre los 100 Hz y los 2 kHz,
se realizd un barrido de frecuencias para la sefial de entrada
de dicho filtro, analizando la ganancia de la sefial de salida
del sistema en comparacion con la ganancia otorgada por
el amplificador de instrumentacion (ganancia de 10); como
se puede observar en la Figura 11, la frecuencia inferior
a la cual se reduce a la mitad la ganancia del sistema
realimentado (ganancia de -3 dB), corresponde a los 85 Hz
(atenuando asi el ruido de 60 Hz proveniente de lineas de
alimentacion eléctrica externas ), donde se ubica entonces
la primera frecuencia de corte de dicho filtro de primer
orden. La frecuencia superior a la cual se reduce a la mitad
la ganancia del sistema que comprende el filtro (ganancia
de -3 dB), corresponde a los 2,17 kHz (cercano a los 2
kHz establecidos en los requerimientos), donde se ubica
entonces la frecuencia de corte de dicho filtro de cuarto
orden.

Respuesta frecuencial en ganancia del lazo de correccién de linea base
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Re sta fr ial en ia del filtro de condensador conmutado
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Figura 11. Respuesta frecuencial de magnitud de sistema
de amplificacion y pre — procesamiento

18000

Posteriormente se analizaron las diferencias entre estas
frecuencias de corte establecidas y las frecuencias reales
obtenidas (de 85 Hz para la frecuencia de corte inferior y de
2,17 kHz para la frecuencia de corte superior); los errores
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obtenidos se muestran en el diagrama de barras de la Figura
12, observando que para la frecuencia de corte inferior
el error es mayor al obtenido para la frecuencia de corte
superior.

Porcentaje de error en las frecuencias de corte del filtro pasa banda.

15%

8,50%

Frecuencia de corte Frecuencia de corte
inferior (100 Hz) superior (2 kHz)
Figura 12. Porcentaje de error entre las frecuencias de

corte inferior y superior del filtro pasa banda configurado

Los porcentajes de error mostrados en la Figura 11, se deben
principalmente a que el ancho de banda del filtro pasa banda
se constituy6 por la interseccion de los anchos de banda de
un filtro pasa — alto de primer orden y un filtro pasa — bajo
de cuarto orden; la ganancia de un filtro de primer orden
varia aproximadamente 20 dB por década mientras que
la ganancia de un filtro de cuarto orden varia 4 veces mas
rapido (80 dB por década), por lo cual el filtro de cuarto
orden es mas preciso y su frecuencia de corte (frecuencia a
la cual se atentia la ganancia 3 dB) es mucho mas cercana
a la calculada y esperada, a diferencia del filtro de primer
orden cuya pendiente es mas suave y este punto de -3dB de
ganancia (mitad de la ganancia) puede distanciarse mas de
la frecuencia establecida.

Por otro lado, es muy importante destacar que al emplear
un filtro pasa — bajo Butterworth de cuarto orden para
limitar la frecuencia superior de corte, conjuntamente con
un sistema digitalizador configurado a una alta velocidad de
muestreo (superior a los 20 kHz) para sefiales neuronales,
como indica la literatura (Gaumond et al. 2002) y un
cuantizador superior a los 12 bits (en este caso particular, la
tarjeta “NI PCI — 6251 ofrece 16 bits de cuantizacion) se
logro disminuir considerablemente el error por “aliasing”
embebido en el proceso de digitalizacion de la informacion
al aumentar la tasa de muestreo como se puede apreciar
en la Figura 13, en la cual se consideraron tres casos de
muestreo y los resultados experimentales para cada uno de
ellos:

Porcentaje de error por efecto de "aliasing" al
muestrear y digitalizar la sefial neuronal.

- 81,10%
80%

5 60%

5 40%

T 6,28% 0,014%
oy 0 -
0% +~ : : /

217kHz  4,34KHz 20 kHz

Frecuencias de muestreo
Figura 13. Porcentaje de error por efecto de “aliasing”

para diferentes frecuencias de muestreo

Resultados de la etapa de procesamiento de la sefial: La
descomposicion de mayor nivel — para “LPF(n.00)” — de
cada ondicula presentada, ofrece gran informacion sobre la
magnitud de la actividad eléctrica neuronal; altos valores
de dicha magnitud estan relacionados con espacios de
tiempo donde la activacion eléctrica de las neuronas es mas
intensa y donde la tasa de disparos de las mismas es mayor,
lo cual indica mayores niveles de comunicacion celular,
sincronizacion neuronal, sinaptogénesis, entre otros. Por el
contrario, bajos valores de esta magnitud indican menores
tasas de disparo de las neuronas, depresion eléctrica de
la poblacién y un menor nivel de sincronizacion. Dicha
afirmacion se puede aseverar por medio de las graficas
presentadas en la Figura 14 para la descomposicion de una
sefial neuronal con la familia de ondiculas “sym8”

En la Figura 15 se presentan los valores de los coeficientes
de ondicula (transformada con “sym8”), mostrando mayor
resoluciéon a bajas frecuencias; se puede observar que
el ancho de banda de la sefial, calculado por medio de
esta ondicula, representa una mejor aproximacion a las
caracteristicas frecuenciales de la misma.
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Ampitud de fas seiales (mVolls) Diagrama de descomposicion de la sefial a diersos niveles
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Figura 15. Coeficientes de ondicula “sym8” en funcion
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En las Figuras 16 y 17 se demuestran las similitudes
estadisticas del procesamiento con las familias de ondiculas
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Figura 16. Media estadistica de las sefiales neuronales
filtradas con ondiculas
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elementos de baja frecuencia, a los niveles especificados, alto con ondiculas, para lo cual se promediaron los valores
empleando la ondicula “sym8” del error cuadratico medio (<€2>) y la relacion sefial a ruido

(SNR) de la senal filtrada con distintas ondiculas Daubechies
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“db24” — “db30”, relacionandolas, por medio de la grafica
que presenta la Figura 18, con las caracteristicas de la sefial
contaminada con el ruido gaussiano.

SNR de seflal neuronal ruidosa y sefial neuronal filtrada.

SNR (dB)

SNR (sefial con ruido) SNR (sefial filtrada)

<£°> caleulada para los casos de sefial neuronal ruidesa y sefal neuronal filtrada.

100% 78,63%

8% -

1,59%

0% : 7
<e?> (seffal con ruido)  <e?> (seffal filtrada)
Figura 18. “SNR” y “<&¢’>" calculado para los casos

mencionados

Se puede apreciar como los procedimientos de filtrado pasa
— alto implementados con ondiculas de alto orden (“db24”
— “db30”) permitieron eliminar en una gran proporcion el
factor de distorsion agregado (ruido gaussiano), aumentando
casi tres veces larelacion sefial a ruido y alcanzando un error
cuadratico medio, entre la sefial original y la sefal filtrada,
cercano al 1,6 %, lo que significé una disminucion de casi
50 veces el error cuadratico medio calculado entre la sefial
original y la sefial neuronal ruidosa, por lo cual se puede
certificar la calidad y efectividad de estos procedimientos
(empleo de banco de filtros pasa — alto con ondiculas).

Apartir de la experienciay de la evaluacion de los resultados
obtenidos, se pueden realizar las siguientes afirmaciones:

La descomposicion de la sefial neuronal por medio de
filtros pasa — bajo “LPF(n.®)” (“Low Pass Filter”, donde:
“n” representa el nivel de descomposicion), ofrece gran
informacion sobre la magnitud de la actividad eléctrica
neuronal, asi como lo ofrece el calculo de la desviacidon
estaindar de la misma; altos valores de dicha magnitud
estan relacionados con espacios de tiempo en los cuales
la activacion bioeléctrica de las neuronas es mas intensa y
la tasa de disparos de las mismas es mayor, lo cual indica
mayores niveles de comunicacion celular, sincronizacion
neuronal, sinaptogénesis, entre otros. Por el contrario, bajos

valores de esta magnitud indican menores tasas de disparo
de las neuronas, depresion eléctrica de la poblacién y un
menor nivel de sincronizacion (incluso, muerte celular).

A medida de que aumenta el nivel de descomposicion del
filtro pasa — bajo, la ondicula madre empleada se ensancha
en tiempo por lo cual tiene mayor resolucion frecuencial (el
ancho de banda de dicha ondicula se hace mas estrecho);
es decir, el calculo de cada uno de los valores de la senal
filtrada considera mas puntos de la sefial neuronal, por
lo cual la sefial procesada presenta mayor suavidad; caso
contrario ocurre cuando el nivel de descomposicion es
menor.

Las ondiculas que permitieron obtener mayor resolucion
de la informacion, relacionada con las componentes de
baja frecuencia de la sefial neuronal, fueron las ondiculas
“db3”, “db4” y “sym4”, las cuales ofrecieron ocho niveles
de descomposicion o filtrado; seguidamente se encuentran
las ondiculas “coif2”, “sym6” y “sym8” que ofrecieron
siete niveles de descomposicion o filtrado y por ultimo se
encuentra la ondicula “coif3” la cual ofrecio seis niveles de
descomposicion o filtrado.

La descomposicion de la sefial neuronal por medio de
filtros pasa — alto “HPF(n.®)” (“Hight Pass Filter”, donde
“n” representa el nivel de descomposicion), permite resaltar
determinadas componentes de alta frecuencia de la sefial
como el ruido (aunque este puede ser también gaussiano o
blanco, y en los peores casos, presenta amplitudes de orden
de magnitud semejante o mayor al de los biopotenciales
neuronales), para poder eliminar dicha perturbaciéon de
la sefal de interés representada por los biopotenciales

neuronales Unicamente.

Por otro lado, empleando la transformada ondicula se
puede monitorear la variacion temporal del ancho de banda
de las sefiales neuronales; por ejemplo si dicho ancho de
banda decrece a lo largo del tiempo se puede sugerir que
han ocurrido movimientos de las neuronas lejos de los
electrodos debido a la encapsulacion o a la deposicion de
proteinas.

CONCLUSIONES

El proyecto desarrollado permiti6 establecer las bases,
de un procedimiento técnico y experimental, vinculadas
con el desarrollo de una interfaz bioelectronica de
comunicacion eléctrica con poblaciones neuronales, para
obtener parametros relevantes sobre su comportamiento
ante entornos definidos o para estimularlas y generar
determinadas respuestas de la misma.
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Por otro lado, con este trabajo queda demostrada la
factibilidad técnica para la fabricacion de este tipo de
dispositivos bioelectronicos dentro de Venezuela utilizando
procesos sencillos y poco costosos.

Una vez evaluadas un conjunto de posibilidades técnicas y
econdmicas asi como la viabilidad de recursos materiales y
humanos en el ambito universitario y empresarial nacional,
se disefi6 un sistema modular apropiado para: la adquisicion
de sefiales bioeléctricas y/o la estimulacion de dichas
poblaciones por medio de electrodos (fabricados con “ITO”
depositado en portaobjetos), el registro de la informacion
obtenida por medio de la tecnologia brindada por el
amplificador de instrumentacion y las tarjeta de adquisicion
de “National Instrument”, asi como la evaluacion de los
resultados empleando métodos de procesamiento de sefiales
basadas en transformada de ondiculas (especificamente las
Daubechies, Coiflets y Symlets); siguiendo los lineamientos
dictados por los objetivos, alcance y limitaciones del
proyecto.

Por medio de los mecanismos, algoritmos y métodos
presentados en el capitulo anterior, se evaluaron las distintas
ctapas del sistema modular que constituye la interfaz
bioelectrdonica, determinando su correcto funcionamiento y
que el sistema disefiado responde a los objetivos planteados.
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