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Abstract. Microelectrode Array (MEA) is a device used for in-vitro neuron
culture and their electrophysiological signal recording. The analysis of these
signals is used for the neuronal network dynamic researches, pharmacological
drug tests, between other applications. The electric signals captured by MEA
are of low amplitude and require special amplifier systems. In this paper, an
amplification system for MEA signals is described, using the Stochastic
Resonance (SR) phenomenon, which make beneficial use of noise, to detect
and amplify small microelectrode signals. A prototype of one channel of this
system was simulated successfully.
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Resumo. Matriz de Microeletrodos (microelectode array, MEA) é um
dispositivo usado para cultura de neurdnios in-vitro e registro de sinais
eletrofisiologicos. A andlise desses sinais é titil para o estudo da dindmica de
redes neuronais, teste de drogas farmacologicas, entre outra aplicacoes. Os
sinais elétricos capturados pela MEA sdo de baixa amplitude e requer
sistemas de amplificacdo especiais. Neste artigo, é descrito um sistema de
amplificacdo para MEA, com o uso do fenomeno de Ressondncia Estocdstica
(RE), que faz uso benéfico do ruido, para detectar e amplificar sinais de
microeletrodos de pequena amplitude. Um prototipo de um canal desse
sistema foi simulado e testado com sucesso.

Palavras chaves - ressondncia estocdstica, MEA, matriz de microeletrodos,
ruido, sinais neuronais, amplificagdo.

1. Informacoes Gerais

Matriz de Microeletrodos (Microelectrode Array, MEA) foi desenvolvida por Thomas
(1972), com a mesma tecnologia dos circuitos integrados. E um dispositivo muito
importante para a captacdo e registro de sinais de neurdnios cultivados in-vitro, num
reservatério em forma de anel, similar a placa de Petri, construido sobre os



microeletrodos. A cultura pode ser em fatias de tecidos neuronais, ou de neurdnios
dissociados, e os sinais elétricos registrados podem ser resultantes de atividades
espontaneas dos neur6nios, ou atividades evocadas por estimulacdo elétrica ou quimica.
Quando se usa neur6nios dissociados de embrides de ratos Wistar, as células se
espalham aleatoriamente sobre o reservatdrio, e apds sete dias de cultura, iniciam a
ativagdo espontinea de sinais neuroldgicos, conhecidos como potenciais de acdo, ou
spikes. E recomendado que se realize os experimentos de registro, no periodo de 18 a 42
dias-in-vitro (DIV), apds os neurdnios se tornarem adultos, com grande probabilidade
de obter spikes com estimulacdo. Na Figura 1 € mostrada uma MEA com 60 canais de
microeletrodos, fabricado pela Multi-Channel Systems - MCS (2015) que é denotado
de MEA padrdo. A dimensdo do microeletrodo circular pode ser escolhido pelo usudrio,
ao adquirir o dispositivo, e pode variar entre 10, 20 e 30 um; e a distancia entre os
microeletrodos, pode variar entre 100, 200 e 500 um. Os 60 microeletrodos sdo
distribuidos numa superficie plana, num arranjo 8x8, sem microeletrodos nos vértices.

Figura 1. MEA padrao: a esquerda, € mostrada uma MEA com o anel (placa de
Petri) onde se cultiva as células; e a direita, detalhe ampliado da pequena
regido central onde fica a matriz de microeletrodos.

Ao lado esquerdo da Figura 1, mostra-se uma fotografia, com os 60
microeletrodos na regido central (circundada em vermelho), e os terminais (pads) nas
bordas que contornam a MEA. No lado direito, pode-se ver detalhes da regido central
com o arranjo de microeletrodos. Um microeletrodo, em forma circular, coberto por
nitrito de titdnio (TiN), conecta-se ao respectivo terminal por meio de condutor
impresso na superficie da MEA. Os sinais elétricos registrados pelos miltiplos canais
devem ser amplificados, filtrados, digitalizados e transmitidos ao computador.

Os sinais de entrada tem amplitude muito baixa, e os amplificadores
operacionais (AO) convencionais exibem ndo-linearidade para tais sinais, devido ao
nivel de ruido intrinseco serem proximos a amplitude média dos sinais de entrada.

Este artigo descreve uma metodologia inovadora de capturar sinais de entrada de
baixa amplitude, misturando um ruido branco de 6tima amplitude, com os sinais de



entrada providos dos eletrodos da MEA, fazendo uso benéfico do ruido, metodologia
conhecida como Ressonancia Estocastica.

As seguintes secOes descrevem a teoria de Ressonancia Estocéstica (Se¢ao 2), a
proposta do projeto do amplificador (Se¢do 3), os resultados de simulacdo e
experimentais (Se¢do 4), e conclusdes (Sec¢ao 5).

2. Ressonancia Estocastica

Ressonancia estocéstica (RE) foi primeiro descrito por Benzi (1981) para explicar a
mudanca climética, entre estagios interglaciais e glaciais, com alteracdes de temperatura
de longo-termo, por meio de uma cooperagdo entre as forcas periddicas externas a terra,
como as variacdes orbitais € mecanismo estocdstico interno, tais como fendmenos
oceanicos, atmosféricos, e errup¢des vulcanicas. Desde entdo, o fendmeno de
ressonancia estocdstica tem sido identificado em indmeros sistemas, quando o ruido e a
nao-linearidade competem para determinar um ganho na resposta do sistema. RE
ocorre, usualmente, em sistemas bi-estdveis, quando um sinal periddico de pequena
amplitude (por exemplo, um sinal senoidal) é misturado com um sinal estocéstico, o
ruido. A resposta do sistema é composta por uma combinacdo dos dois sinais que
competem e cooperam para fazer mudanca entre os dois estados estdveis. Quando o
sinal periddico € pequeno relativamente ao nivel limiar do sistema, o ruido é necessério
para que o estado do sistema se altere. Nesse caso, se o ruido € de baixa amplitude,
ocorre uma resposta muito baixa, principalmente aleatéria, sem periodicidade
significante na resposta do sistema. Quando o ruido € muito intenso, ocorre uma grande
quantidade de interrupcdes no periodo, e a resposta do sistema ndo mostra uma
periodicidade notdvel. Surpreendentemente, entre essas duas condigdes, existe um nivel
ideal de ruido, que cooperativamente compete com o sinal periddico, para a obtenc¢do de
exatamente uma interrup¢ao num periodo, Gammaitoni (1998).

Na Figura 2(a) ilustra-se um sistema de dois pogos de potenciais, representado
pelaeq. (1):

V(x)=x*+x? (1)

onde a coordenada horizontal corresponde a varidvel x, e a coordenada vertical, ao
potencial V(x). Os dois pogos representam estados estdveis, na auséncia do ruido. Na
presenca do ruido, os dois pogos variam os seus potenciais, conforme as quatro
situagdes do diagrama, percorridas circularmente, no sentido horario, por exemplo: a)
inicialmente, no diagrama do topo, os dois pogos estdo com os mesmos niveis de
potencial; b) em seguida no diagrama da direita, o potencial do pogo esquerdo eleva o
nivel, fazendo com que as particulas passem para o poco da direita; c) no diagrama
inferior, os dois potenciais se igualam novamente; e d) no diagrama da esquerda, o po¢co
da direita eleva o nivel de potencial, permitindo com que as particulas passem para o
poco da esquerda. Na Figura 2(b), vemos um diagrama de fun¢@o no tempo, onde a
posicdo das particulas nos pogos se alteram, na presenca do ruido. O tempo ¢é
representado na coordenada horizontal e a variagdo da posi¢do das particulas na
coordenada vertical.
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Figura 2. (a) Pocos de potenciais, ilustrando o fenomeno de Ressonancia
Estocastica de um sistema bi-estavel; (b) diagrama de tempo de posicao das
particulas nos pocos de potenciais, na presenca de ruido. Baseada em
Gammaitoni (1998).

Uma ilustragdo do fendmeno RE em amplificagdo de sinais € mostrado na Figura
3, MacDonnell (2002). Quando um sinal periédico de entrada tem uma amplitude
abaixo do nivel de limiar do amplificador, resulta em saida zero. Adicionando ruido ao
sinal de entrada (figura 3a), a amplitude do sinal resultante se torna suficiente para ser
amplificada e a saida mostra valores ndo zeros em rajadas, na mesma frequéncia do sinal
de entrada (figura 3b).
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Figura 3. Fendbmeno RE em amplificacdo de sinais elétricos, McDonnell (2002):
a) sinal periédico com ruido na entrada, (b) saida do amplificador.

3. Projeto de Amplificador com Ressonancia Estocastica

Nesta secdo € descrita uma proposta de circuito eletronico para amplificacdo e deteccao
de sinais capturados pelos microeletrodos da MEA, aplicando o fendmeno RE,
composto por: (a) um pré-amplificador para sinais capturados pelo microeletrodo da
MEA, com ajuste de ganho; (b) gerador de ruido térmico; (d) misturador de sinais e
estdgio de saida.

3.1. Pré-amplificador de ganho ajustavel

O sinal capturado pelo microeletrodo da MEA € aplicado a um buffer que usa um
circuito integrado LM358. Esse amplificador de ganho unitdrio, representa uma alta
impedancia de entrada (da ordem de 10 M) e baixa impedancia de saida (da ordem de
100€2), provendo a isolacdo entre o sinal da MEA e o resto do circuito, bem como,
evitando a propagacdo descontrolada do ruido gerado em direcio a MEA. Apds o
buffer, o sinal € aplicado a um outro estigio de LM358, em configuracio de
amplificador ndo-inversor, com ganho ajustdvel usando um frimpot VRI1, com valor
maximo de 100K. O ganho de voltagem desse estdgio pode ser ajustado entre 1 e 101

vezes. O circuito estd mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de circuito pré-amplificador com ganho ajustavel.

3.2. Gerador de ruido térmico

O circuito gerador de ruido (Figura 5) inicia-se com o conjunto de transistores
BC548BP, sendo um deles, o de coletor em aberto, o gerador de ruido térmico de baixa
amplitude (ruido branco). Esse ruido térmico é amplificado por dois circuitos de
transistors BF240 subsequentes. O sinal de ruido amplificado de saida € obtido através
do resistor de 35k. Neste circuito, existe uma chave que pode opcionalmente
desconectar o circuito gerador de ruido térmico, para propdsito de teste. O ruido de
saida € entdo conectado a entrada do circuito seguinte.
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Figura 5. Diagrama de circuito gerador de ruido térmico.

O ganho de cada amplificador é dado pela relacdo entre o resistor de coletor
(4k7) e o resistor de emissor (1k), ou seja da ordem de 4,7. Porém, a reatancia do
capacitor em paralelo com o resistor de emissor (dada por 1/27z f C, onde f é a

frequéncia e C, a capacitancia), deve ser considerada. Como o ruido branco tem
componentes em praticamente todas as frequéncias, fica dificil saber exatamente qual é
o ganho desta etapa, mas as frequéncias maiores serdo amplificadas mais vezes, devido
justamente a reatancia do capacitor de emissor.

3.3. Estagio misturador e de saida

O estagio misturador (Figura 6) é composto de trés transistores NPN de uso geral,
BC547, em configuracdo emissor comum. O primeiro transistor recebe o sinal de
entrada pré-amplificado, cuja amplitude € controlada pelo trimpot VR2. O Segundo
transistor recebe o sinal de ruido branco, com sua amplitude controlada pelo trimpot
VR3. Ambos os transistores tem ganho unitario, definido pela relagdo dos resistores de
coletor e emissor (12K e 15K). Os coletores desses dois transistores sao conectados ao

mesmo ponto de um terceiro transistor BC547, em configuracdo coletor comum, com o



seu coletor conectado diretamente a voltagem de +9V. Isso certifica uma distribuicao
equilibrada de sinal e ruido, e uma boa separacao elétrica desses sinais. A impedancia de
saida do estdgio de mistura é definida pelo resistor conectado ao emissor desse terceiro
transistor (15K). O sinal elétrico misturado € apresentado ao circuito de saida.
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Figura 6. Diagrama de circuito misturador e de saida.

4. Resultados de simulaciao e experimentos

Na Figura 7 ¢ mostrada uma curva que caracteriza o fendbmeno RE, onde na coordenada
horizontal temos a variagdo do nivel de ruido, e na coordenada vertical, o desempenho,
medido em razdo sinal-ruido. E possivel verificar que numa determinada faixa de nivel
de ruido o desempenho é maior, devido a ocorréncia do fendmeno RE, McDonnell
(2009).
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Figura 7. Curva caracteristica do fendmeno de ressonancia estocastica,
baseado em McDonnell (2009).

Para a obtencdo da razdo sinal-ruido (RSR) para séries discretas de tempo,
calcula-se a poténcia do sinal e do ruido, usando a equacgéo (2):

A 1 &

Poténcia= — " x; (2)
N i=1

onde x; € o valor no tempo i e N € o nimero total de elementos da série. Em seguida,

divide-se a poténcia do sinal pela poténcia do ruido, para a obtencdo de RSR.

Com a finalidade de constatar a existéncia do fendmeno de ressonancia
estocéstica num sistema de amplificagdo de um sinal eletrofisiolégico acrescentado ao
ruido aleatdrio, e também, para obter o nivel de ruido mais apropriado para a verificacao
do referido fendomeno, foi desenvolvido um simulador do circuito proposto, em Matlab.
Ao aplicar uma sequéncia de sinais de 1s de duracdo, registrado por um microeletrodo



numa cultura de neurdnios hipocampais de rato Wistar, Figura 8(a), foi obtida uma
curva de razdo sinal-ruido conforme Figura 8(b). Nota-se na regiao da curva préxima a
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Figura 8. (a) Diagrama de tempo de um sinal eletrofisiologico registrado por um
microeletrodo da MEA, numa cultura in-vitro de rato Wistar; (b) razado sinal-
ruido obtido para um simulador do circuito amplificador projetado, aplicando o
sinal eletrofisiologico (a).

No mesmo simulador do circuito proposto, ao aplicar uma sequéncia valores de
sinal periddico senoidal num tempo de 1s, Figura 9(a), foi obtida uma curva de

razdo sinal-ruido conforme Figura 9(b). O nivel de ruido onde se nota um melhor nivel
de razdo sinal-ruido é em torno de 80 mV.
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Figura 9. (a) Diagrama de tempo de um sinal periédico senoidal; (b) razao sinal-
ruido.

Os experimentos foram desenvolvidos no protétipo de um canal do circuito

proposto. Para proceder os experimentos, foi utilizado um sistema gerador de sinais
desenvolvido por Fambrini (2014), denotado Simulador de MEA (SimMEA), que
simula fisicamente o dispositivo MEA, gerando sinais apropriados nos terminais da
MEA, quando se usa um soquete apropriado, Figura 10(a). Na Figura 10(b) é mostrada
uma fotografia do protétipo de sistema amplificador implementado.

(b)

Figura 10. Fotos: (a) de um simulador de MEA, SimMEA, montado sobre um
soquete de MEA padrao; (b) protoétipo do sistema amplificador implementado.

Na Figura 11(a) mostra-se o ruido térmico gerado pelo circuito gerador,

capturado por um osciloscépio; e a Figura 11(b) mostra o sinal capturado na saida do
circuito amplificador com ressonancia estocdstica, para um sinal senoidal de entrada.
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Figura 11. (a) Ruido térmico gerado pelo circuito de geracao de ruido
desenvolvido; (b) Sinal obtido na saida do circuito amplificador com
ressonancia estocastica.

5. Conclusoes

Foi descrito o projeto de um sistema de amplificacdo com ressonancia estocdstica,
onde o sinal de ruido térmico € adicionado ao sinal de baixa amplitude. O
amplificador descrito é proposto para a amplificacdo e registro dos sinais de
microeletrodos de MEAs, numa tentativa de amplificar sinais de amplitude muito
baixa, menor que 100 WV, perto dos ruidos intrinsecos dos amplificadores
operacionais envolvidos, onde a linearidade da resposta ndo se aplica. A simulagdo
e os experimentos descritos mostram que o circuito de ressonancia estocdstica
proposto € capaz de capturar sinais de baixa amplitude.
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