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PREFACIO

En la actualidad, en las areas de la neurologia y neurociencias, existe la necesidad de
realizar estudios cada vez mas precisos y actualizados del cerebro humano y sus enfermedades.
Segun datos del INEGI en el periodo comprendido entre el 1 de enero y el 26 de mayo de 2016, en
Meéxico han ocurrido 33,166 defunciones causadas por enfermedades cerebrovasculares.”

En la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM),
existe un grupo de investigacion en neurociencias que crea e implementa protocolos de
investigaciéon con el objetivo de desarrollar farmacos capaces de tratar enfermedades
cerebrovasculares y trastornos neuroldgicos como el infarto cerebral en humanos. Debido a ello,
este grupo de investigacion tiene la necesidad de mejorar y adaptar técnicas para el desarrollo de
dichos farmacos. Uno de los métodos empleados es la obtencion de imagenes, con el objetivo de
construir los denominados mapas cerebrales. Este tipo de mapas se obtienen al aplicar un estimulo
en el cuerpo de un sujeto de pruebas para que, de manera simultanea, por medio de técnicas de
adquisicion de imagenes basadas en la reflexion de la luz en el cerebro, se detecten las respuestas
bioldgicas en dicho 6rgano dada la estimulacidon. Estos mapas cerebrales permiten al neurocientifico
conocer a qué seccion del cerebro corresponden las diferentes extremidades y areas sensoriales de
los individuos y por lo habitual se realizan en ratones debido a las semejanzas estructurales que
tienen sus cerebros en comparacion con los cerebros humanos.

Una vez que se realiza el proceso de obtencion de los mapas cerebrales de un ratéon y con
ello se conoce con certeza qué area cerebral corresponde con las diferentes regiones de su cuerpo,
se procede a realizar un dafio en el cerebro utilizando un laser. El dafio realizado en el tejido
después de aplicar el laser tiene las mismas caracteristicas que presenta el tejido cuando ocurre un
infarto cerebral y es bajo estas circunstancias que se puede someter a tratamiento para recuperarlo.

Se sabe que esta condicion cerebral se puede dar por diversos motivos en un punto concreto
de la vida de un ser humano y es por ello que es importante realizar estudios que permitan
desarrollar farmacos u otras alternativas para permitir que el individuo, una vez que ha sufrido
dicho problema, se pueda recuperar en la mayor medida posible.

El presente trabajo comprende la investigacion, el desarrollo y las pruebas realizadas en un
sistema de electro-estimulacion y adquisicion de imagenes que permitan al neurocientifico
desarrollar las pruebas necesarias en ratones y que, gracias a ello, posteriormente se puedan probar
y desarrollar fArmacos adecuados para tratar dichos problemas de salud en humanos. Este sistema
consta de dos mddulos fundamentales: un electro-estimulador que es el encargado de proporcionar
por medio de electrodos estimulacion al cuerpo del raton sin dafarlo, cuya sefial de electro-
estimulacion es controlada desde una computadora central; y una camara que permite adquirir
imagenes suficientes, con buena calidad y que estén sincronizadas con el proceso de electro-
estimulacion. El proceso posterior que involucra dafiar el tejido cerebral del raton por medio de un
laser no se realiza con este sistema, sino que se hace una vez que se han adquirido los mapas
cerebrales.

[*] http://www?3.inegi.org. mx/sistemas/sisept/Default.aspx?t=mdemo 107 &s=est&c (consultado el 17 de octubre, 2016)







CAPITULO 1

INTRODUCCION

En este capitulo se presenta una introduccion con el fin de entender en qué consiste un sistema de
electro-estimulacion, su uso y la importancia que tiene este tipo de tecnologia para diversas areas
de la ciencia como la biologia, la medicina y las neurociencias.

1.1. Electro-estimulacion en neurociencias

Desde la época de la Ilustracion se sabe que todas las actividades motrices que son capaces de
realizar los seres vivos, en la gran mayoria de los casos, se deben gracias a que sus cuerpos se
encuentran conectados directamente a una unidad de control. Dicha unidad de control, como bien
sabemos, es el cerebro. En cuanto a los seres humanos se refiere, el cerebro controla todas las
actividades conscientes e inconscientes que ocurren en todos los sistemas y subsistemas
anatomicos/biologicos, sin embargo, a pesar de conocer la funcion de dicho 6rgano, no siempre han
sido claros los mecanismos mediante los cuales el cerebro controla al cuerpo.

Debido a que se sabe que cualquier actividad motriz y sensorial en el cuerpo de un individuo
sucede gracias a la conexidn que existe entre este y su cerebro, surgio la idea de buscar alternativas
para conocer claramente cuédles son las diferentes areas cerebrales y cudles de estas controlan
directa e indirectamente determinado tejido biologico, 6rgano y/o extremidad del cuerpo. Es durante
principios del siglo XX que, en areas de la salud como la neurologia y las neurociencias, se presento
la necesidad de contar con instrumentos capaces de realizar algin tipo de registro sobre este hecho.
A este tipo de registro, por la cuestion de tratarse de la relacion directa entre el cuerpo y el cerebro,
se le conoce como mapa cerebral.

Estos mapas cerebrales se realizan aplicando algin tipo de estimulacidon en la extremidad o
tejido de un individuo y registrando mediante cierto mecanismo la respuesta cerebral. Dicha
estimulacion se puede realizar de diversas maneras como colocando en la extremidad pequefios
motores que la muevan o aplicando, mediante la utilizacion de electrodos, un voltaje o una
corriente.

Por otro lado, pensando en la complejidad que este tipo de instrumentos representarian tanto en
desarrollo como en implementacion, fue que se pensé que la mejor forma de realizar los
denominados mapas cerebrales seria mediante el uso de animales de prueba. En este caso particular
fue necesario utilizar animales que presentaran suficientes similitudes cerebrales con los seres
humanos. De esta manera seria posible realizar una aproximacion lo suficientemente precisa y
conocer, de manera indirecta, el funcionamiento del cerebro humano.




1.2. Sistemas de electro-estimulacién

Debido a la aplicacion tan especifica que este tipo de instrumentacion tiene actualmente, los
electro-estimuladores son de suma importancia para diversas areas de la ciencia como la electro-
fisiologia, la biologia y la neurologia.

Un electro-estimulador internamente consta de ciertos componentes fundamentales como
circuitos para generacion de pulsos, fuentes de corriente y/o de voltaje, elementos para aislar al
sujeto bajo estimulacion como transformadores, circuitos acopladores de impedancias, en algunos
casos baterias, perillas y salidas en donde se conectan electrodos. Sin embargo, la cantidad y tipo de
elementos que los componen son completamente dependientes de la aplicacion final para el que
quiera ser utilizado, como por ejemplo aplicaciones en tejidos biologicos in vitro, in vivo, seres
humanos o animales.

Para poder desarrollar un electro-estimulador es importante tener clara su aplicacion final
debido a las diferencias sutiles e importantes que existen en su disefio y construccion. Los
electro-estimuladores, como su nombre lo indica, hacen uso de alguna variable eléctrica para
realizar estimulacion en alguna extremidad o tejido de un individuo. Como se sabe, las variables
eléctricas de las cuales podemos echar mano son la intensidad de corriente (1) y la diferencia de
potencial o voltaje (V). Algunos electro-estimuladores interactian controlando una sola variable
eléctrica pero existen modelos que, por medio de una perilla, tienen la posibilidad de elegir entre
cualquiera de las mencionadas magnitudes eléctricas para realizar la estimulacion. Es importante
hacer énfasis en que la electro-estimulacion nunca se realiza sobre el tejido cerebral, sino que esta
se hace sobre una extremidad o seccién de tejido del cuerpo de un individuo para el que se desean
realizar los mapas cerebrales mencionados, y que, ya sea la | o el V la variable eléctrica utilizada,
unicamente se utiliza una de las dos a la vez y no ambas durante el proceso de electro-estimulacion.

En términos eléctricos los electro-estimuladores cuentan con ciertos parametros, algunos
variables y otros constantes, que permiten moldear la sefial de estimulacion (1) y asegurar que las
magnitudes eléctricas a la salida serdn como se esperan (2). Ademas es importante notar que,
eléctricamente hablando, cualquier individuo o seccion de tejido que sea conectado entre los
electrodos del aparato, representa para este tltimo una carga (RL).

Algunos parametros que pueden ser modificables para moldear la sefial de estimulacion (1) son:
la magnitud de la sefial de | o de V y el rango de esta, frecuencia, ciclo de trabajo, periodo y si esta
serd unipolar o bipolar. En cuanto a asegurar que las magnitudes eléctricas a la salida son las que se
esperan (2), tenemos que hablar de cualidades como el tiempo de levantamiento (T.) que es el
tiempo que tarda el aparato en proporcionar a su salida la sefal solicitada; la minima y la maxima
carga que se puede conectar entre los electrodos, asi como el voltaje de complianza (Vcomp) que, a
medida que este sea mayor, se puede asegurar casi inmediatamente que la magnitud de las cargas
conectadas (RL) pueda ser mayor.

A continuacion se presentan algunos modelos de electro-estimuladores comerciales y prototipos
hallados en los articulos consultados para la realizacion de este trabajo.

En la FIGURA 1.1 se puede observar un electro-estimulador comercial construido por la
empresa World Precision Instruments Inc.! cuyo modelo es el A360LA y que cuenta con las




siguientes caracteristicas. Este modelo comercial es empleado principalmente en aplicaciones

bioldgicas.

Figura 4.1. Electro-estimulador comercial A360LA de World Precision Instruments Inc. USA.

Este modelo incluye:

Voltaje de complianza (Vcomp) de hasta 130[V]

Rango de corriente de salida 10[mA], 1.0[mA]y 100[uA]

Emplea baterias recargables

Maxima resistencia de carga (R.): 12[kQ] a 10[mA], 120[kQ] a 1[mA] y 1.2[MQ] a
100[uA]

Tiempo de levantamiento de corriente: 2[us] con una carga de 1[kQ] y 5[us] con
una carga de 10[kQ]'




En la FIGURA 1.2 se aprecia otro electro-estimulador comercial construido por la empresa
A.M.P.1..2 cuyo modelo es el ISO-Flex y que cuenta con las siguientes caracteristicas eléctricas y de
estimulacion:

Figura 1.5. Modelo ISO-Flex de A.M.P.1.2

Este modelo incluye:
e Voltaje de complianza (Vcomp) de hasta 90[V]
e Rango de corriente de salida O)fmA] a 10[mA]
o Funciona mediante baterias recargables
e Maxima resistencia de carga de 9[k(1]
e Esposible seleccionar por medio de una perilla la variable de estimulacion




En la FIGURA 1.3 es posible ver la caratula frontal de un electro-estimulador comercial
construido por la empresa Digitimer/Neurolog® cuyo modelo es el NL80OA y que cuenta con las
siguientes caracteristicas eléctricas y de estimulacion:

Figura 1.6. Modelo NL80OA de Digitimer/Neurolog.’

Caracteristicas:

e Tiene una entrada a través de la cual se alimenta una sefal pequefia que el aparato
posteriormente acondiciona para realizar la electro-estimulacion

e Voltaje de complianza (Vcomp) de hasta 44[ V]’

e Rango de corriente de salida seleccionable por medio de una perilla de 10[uA],
100[uA], 1[mA]y 10[mA]

e Maixima resistencia de carga de 4.4 [k{1]

¢ Funciona mediante baterias recargables

Como se pudo observar los electro-estimuladores anteriormente descritos presentan
caracteristicas semejantes entre si pero no todos tienen la limitante de sélo estimular con corriente o
con voltaje, sino que en ocasiones cuentan con una perilla para realizar la seleccion del tipo de
estimulacion.

Hay varias razones importantes a partir de las cuales un electro-estimulador realizara su labor
por medio de corriente o por voltaje. La primera razon radica en el hecho de que, al construir un
electro-estimulador basado en corriente, el disefio de este se facilita desde el punto de vista de la
instrumentacion involucrada. La segunda razén, que es sumamente importante se debe a que, como
bien se sabe, el exceso de corriente puede ocasionar dafios en el tejido bajo pruebas y/o en el
circuito involucrado. De esta manera es claro entender que, al ser la corriente la que puede dafiar,
existe una necesidad considerable de tener control sobre ella.*

En la FIGURA 1.4 es posible observar una comparacion de los resultados que se deben medir al
aplicar voltaje o corriente respectivamente en una carga.




Figura 1.4. Comparacion al aplicar voltaje y corriente.

De la FIGURA 1.4, podemos observar que

L=V (1.1)
RL= R
por lo que I = 0.01[ud], mientras que
Vra = Ryl (1.2)

entonces Vg, = 1[V]

Es importante notar que, si se aplica corriente (caso 2), la variable a medir sera un voltaje cuya
magnitud es considerablemente mayor a que si se aplicara voltaje (caso 1). En el caso 1 la corriente
a medir se encontraria en el orden de 10 Amperes, con lo cual, al realizar una medicion, la relacion
sefial a ruido (SNR por sus siglas en inglés) seria considerablemente mas grande que en el caso 2 y
por ello la instrumentacion necesaria para realizar las mediciones seria mas complicada y costosa.

1.3 Planteamiento del problema

Algunos electro-estimuladores generan pulsos eléctricos de voltaje controlados, de corriente y/o
ambos para poder manipular tejido bioldgico y con ello obtener reflejos a dichos impulsos en
determinadas regiones cerebrales.

Al estimular fisiologicamente diferentes areas en las extremidades de un sujeto de pruebas, es
posible determinar y generar un mapa cerebral de las zonas del cerebro en donde la mencionada
extremidad se encuentra conectada. Para ello, se recurre a técnicas de monitoreo cerebral como la
que se basa en la deteccion de la reflexion de luz que es absorbida por la sangre en el cerebro,
siendo esta la que se utilizo en el presente trabajo.>*

Posteriormente a la localizacion exacta de la conexidon extremidad-cerebro, se hace uso de una
técnica para dafiar parte del tejido en el cerebro, simulando con ello un infarto cerebral.’ Esta
técnica llamada foto-trombosis consiste en hacer incidir durante pocos segundos luz laser de baja
potencia de alrededor de 100[mW] directamente sobre el area elegida del tejido cerebral. El efecto
obtenido con este laser es que el tejido en dicha area se dafie y, con ello, los procesos comunes del
cerebro se ven mermados y casi carentes de funcion. Mediante esta técnica se logra emular la
situacion del cerebro en el caso de que exista un infarto cerebral, en donde, al tener dafiada cierta
zona del tejido cerebral, dejan de existir reflejos fisiologicos para las extremidades que se
encuentran directamente ligadas con dicha area dafiada.




1.4 Sistema de electro-estimulacion y monitoreo de la respuesta eléctrica propuesto

El sistema que se presenta en este trabajo fue desarrollado para el grupo de investigacion en
neurociencias de la Facultad de Medicina de la UNAM en el que se realizan investigaciones para
tratar enfermedades neurologicas como el infarto cerebral y el Alzheimer, apoyando al desarrollo de
farmacos capaces de tratar dichos padecimientos.

La realizacién de este trabajo comprende el hecho de que, aunque actualmente existen gran
cantidad de alternativas en cuanto a equipo se refiere para realizar electro-estimulacion asi como
para construir mapas cerebrales suficientemente ricos en informaciéon para el neurocientifico, se
presentan importantes inconvenientes ya que la gran mayoria de los equipos médicos existentes
usualmente representan una carga econdmica importante para las instituciones médicas y para los
cientificos que laboran realizando experimentacion enfocada a las neurociencias aunado al hecho de
que este tipo de equipo no es suficientemente versatil ni facil de instalar y utilizar.

Este trabajo busca disminuir las dificultades técnicas que al neurocientifico le puede ocasionar
utilizar equipo construido por las empresas mencionadas, pero, ademds de ello, el sistema de
electro-estimulacion y adquisicion de imagenes construido no se trata Uinicamente de un electro-
estimulador, sino de un instrumento que permite realizar electro-estimulacion y adquisicion de
imagenes de manera simultanea, por lo que fue necesario desarrollar mecanismos de comunicacion
entre ambos dispositivos.

Se busco que el sistema cumpliera con las siguientes caracteristicas:

1. Empleo de corriente como variable de electro-estimulacion

2. Corriente de la sefial de electro-estimulacion configurable entre O[uA] y 580[uA], con pasos
unitarios controlados digitalmente

3. Frecuencia de la sefial de electro-estimulacion configurable entre O[Hz] y 500[Hz], con pasos
unitarios controlados digitalmente

4. Ciclo de trabajo de la sefal de electro-estimulacion configurable entre 0% y 100%, con pasos
unitarios controlados digitalmente

5. Voltaje de complianza de 180[ V]

6. Maxima resistencia de carga de hasta 300[k{]

7. Aislamiento galvanico entre el electro-estimulador, el sujeto de pruebas y el circuito de
potencia

8. Aislamiento optico entre el electro-estimulador y la computadora central

9. Control y configuracion de los parametros de electro-estimulacion realizado desde una interfaz
de usuario en la computadora central

10. Interfaz de usuario corriendo en una computadora personal

11. Software de control para una cdmara de 12 bits y para ordenar imagenes proporcionados por
esta

12. Bajo costo

13. Portable




En este capitulo se explicd qué son los electro-estimuladores, por qué son importantes en
diversas areas de la ciencia y cuales son algunos de los que existen actualmente en el mercado. Por
otro lado, se explico de forma general el funcionamiento del sistema de electro-estimulacion y
adquisicion de imagenes, pensando en la versatilidad técnica que este sistema deberia tener. En el
siguiente capitulo se abordan los aspectos tedricos sobre los cuales un sistema de este tipo esta
fundamentado, asi como los bloques tecnoldégicos que permiten el correcto funcionamiento del
sistema.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Para poder describir al sistema construido en el presente trabajo es necesario mencionar
todos los bloques tecnol6gicos involucrados en este, de esta manera la comprension de todos los
términos que se utilizaran tendran una base tedrica fundamentada.

2.1. Respuesta eléctrica en tejidos bioldgicos

En términos eléctricos se puede decir que el tejido biologico posee una impedancia, la cual, para
este caso, se denomina bio-impedancia. Dicha impedancia es una propiedad fisica de los tejidos que
representa la resistencia de estos con respecto a la frecuencia angular (w) y es por lo tanto
cuantificable en términos de una magnitud y una fase:

w = 2nf [Hz] (2.1

Desde el punto de vista electrostatico, un tejido bioloégico puede ser modelado como un circuito
eléctrico de parametros concentrados, de tal forma que un circuito equivalente (FIGURA 2.1) se
considera un elemento resistivo asociado a la conductividad (o) del tejido y un elemento capacitivo
(e) asociado a la permitividad eléctrica de éste.

Riw)

Figura 2.1. Diagrama eléctrico general del tejido bioldgico.

Es importante recordar que, debido a que este circuito sera excitado por una corriente alterna a
una frecuencia ®, ambos elementos se pueden modelar empleando las ecuaciones de la impedancia,
de donde se desprende que la impedancia eléctrica del circuito mostrado en la FIGURA 2.1 es:

1
Z=R+— 2.2)
jwC
1
X, = 2.3)

jwC




De las ecuaciones 2.1 y 2.2 podemos observar que la parte real corresponde a la resistencia y que
la parte imaginaria corresponde Uinicamente al capacitor que es dependiente de la frecuencia de
excitacion o.

Si utilizamos la ecuacion 2.2 podemos tomar en consideracion dos posibles casos:
1. La frecuencia o es muy grande, es decir

w— © (2.4)
2. La frecuencia o no existe, es decir, el ciclo de trabajo de la sefial de excitacion es del

100%, por lo tanto
w=0 (2.5)

Por lo tanto podemos observar del caso 1 que X; — 0, por lo que el circuito es meramente
capacitivo, ya que toda la corriente (i) pasara unicamente por el capacitor, como se puede apreciar
en la FIGURA 2.2.

Clw)

Figura 2.2. Diagrama eléctrico general del tejido biologico cuando w — co.

1 . .
Por otro lado podemos observar del caso 2 que X, = 5 = %, por lo que el circuito es meramente

resistivo, ya que toda la corriente (i) pasara inicamente por la resistencia, como es apreciable en la
FIGURA 2.3.

L AAA——
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Figura 2.3. Diagrama eléctrico general del tejido bioldgico cuando w = 0.

Debido a lo anterior es que a partir de este punto se nombrara al tejido bioldgico estimulado
como resistencia de carga, considerando que la reactancia capacitiva se encuentra implicita en dicha
carga.




2.2. Respuesta dptica en tejidos bioldgicos

Existen muchos mecanismos para conocer opticamente la respuesta del tejido biologico a
determinados estimulos. Para el caso particular de este trabajo es importante poder detectar
opticamente el momento en el que el electro-estimulador proporciona corriente eléctrica al sujeto de
pruebas, asi como el momento en que este deja de proporcionar el estimulo eléctrico y el momento
en el que se permite que el tejido tenga un momento de reposo de dicha estimulacion. Esta ultima
parte podria considerarse que es tan importante como la estimulacion en si, debido a que los tejidos
biologicos deben pasar por una denominada etapa basal, la cual s6lo ocurre posteriormente a la
estimulacion y se refiere a los instantes de tiempo en los que sucede el menor reflejo cerebral a
nivel anatémico dada la estimulacién.'

El principio de monitoreo del tejido cerebral que se utiliza en este sistema se basa en el
mismo fundamento que utilizan otros sistemas médicos como los oximetros. Estos aparatos
permiten conocer la saturacion de oxigeno en la sangre y algunos funcionan haciendo pasar luz a
través de tejido del individuo para posteriormente cuantificar la cantidad de luz que logré atravesar
dicho tejido.

Se sabe que la sangre tiene muchas propiedades. Una de las mas importantes, al menos para
esta aplicacion, es la concentracion de oxigeno (O2) que esta tiene en determinado momento. Se
dice que la sangre oxigenada es la denominada oxi-hemoglobina, mientras que la sangre carente de
oxigeno o con poca concentracion de oxigeno es la denominada de-oxi-hemoglobina.

Por otra parte, se sabe que la luz es absorbida y reflejada de forma diferente en distintos
materiales. Para el caso de la sangre oxigenada (Oxihemoglobina), conocemos el hecho de que esta
absorbe mas luz infrarroja (800 a 1400[nm]) que luz roja (700 a 635[nm]), pero como lo que nos
interesa medir en este sistema es la cantidad de luz reflejada, podemos aplicar el concepto a la
inversa e iluminar con luz roja a nuestro sujeto de pruebas para detectar la cantidad de luz reflejada.
En este experimento se utilizo luz a 617[nm] emitida por un LED (Light Emitting Diode), la cual es
considerada como una luz rojo-naranja.

Ademas de utilizar luz rojo-naranja en algunas pruebas se recurre a la utilizacién de luz
verde (550[nm]), debido a que esta resalta los vasos sanguineos del cerebro y permite obtener una
imagen mucho mas clara de la reflexion de luz buscada. Debido a ello, este tipo de luz se emplea
para realizar imagenes de control o referencia durante las primeras repeticiones de experimentacion
para posteriormente cambiar a luz rojo-naranja.'*

2.3. Instrumentacion para electro-estimulacion en tejidos bioldgicos

Como se ha mencionado existen diferentes formas de realizar electro-estimulacién a un
tejido biologico. Para cualquiera que sea la variable eléctrica elegida al realizar la electro-
estimulacion, es muy importante que el electro-estimulador presente aislamiento eléctrico con el
sujeto a estudiar y una buena relacion sefial a ruido (SNR).

Normalmente los electro-estimuladores comerciales se utilizan para trabajar con rebanadas
de tejido cerebral, es decir, se trata de muestras de tejido in vitro. En este tipo de aplicaciones es
fundamental que el electro-estimulador sea lo mas inmune al ruido electromagnético debido a que




las sefiales que se miden en este tipo de experimentacion son sumamente pequefias, en el orden de
10°[A]y 1072[V].

Una de las propuestas que los fabricantes de electro-estimuladores proporcionan para
disminuir lo mas posible el ruido eléctrico/magnético es la utilizacidén de baterias para el circuito de
salida del electro-estimulador. Es por esta razén que no es habitual encontrar este tipo de aparatos
con un cable para conectarlos a una toma de corriente eléctrica comun, sino que funcionan
independientes gracias a su bateria recargable. La propuesta de utilizar baterias es bastante
ventajosa en términos de ruido debido a que de esta manera se cuenta con una tierra flotante
completamente independiente de circuitos externos al electro-estimulador, confiando en que
cualquier sefial externa afiadida que se pudiera llegar a detectar no sera eléctrico; sin embargo, una
desventaja importante del modelo basado en baterias es que incrementa el costo final del equipo
debido a que este tipo de baterias son dificiles de adquirir y aumentan el tamafio y el peso del
aparato considerablemente, al mismo tiempo que afiade la necesidad de recargar las baterias con
cierta regularidad.’

Por otra parte, los electro-estimuladores comerciales también pueden ser utilizados con
tejido in vivo. El principio de funcionamiento de este tipo de propuesta se basa en el hecho de
colocar los electrodos (salida del electro-estimulador) en determinada extremidad del sujeto de
pruebas sin perder de vista que, para que el experimento funcione, es necesario conocer de
antemano el area cerebral en donde ocurrira una respuesta en caso de que dicha extremidad sea
estimulada.

Cuando se realiza el disefio de un electro-estimulador es importante decidir qué variable
eléctrica, ya sea V o |, sera la que se utilice para realizar la estimulacion. Al elemento clave en esta
decision se le conoce con el nombre de fuente eléctrica, y esta es la encargada de proporcionar ya
sea una sefial de voltaje o una sefial de corriente al circuito de salida del electro-estimulador.
Debido a ello podemos recordar que existen las fuentes independientes y las fuentes dependientes,
es decir, aquellas cuya salida no estd controlada por otra variable eléctrica y aquellas cuya salida
estd controlada por otra variable eléctrica, respectivamente. A continuacion se hablard acerca de
ambos tipos de estimulacion y las implicaciones que existen en ambos casos.

2.3.1. Electrodos

Los electrodos son dispositivos importantes debido a que son los encargados de llevar los
pulsos eléctricos de estimulacion desde la salida del electro-estimulador hacia el sujeto bajo
pruebas. Consisten en un par de cables terminados por un lado con algtn tipo de conector banana o
BNC (Bayonett Neill-Concelman) y por el otro por un par de puntas o parches.

A los electrodos que terminan en puntas se les conoce como electrodos sub-dérmicos
debido a que dichas puntas se insertan en la piel del individuo, consiguiendo con ello que la electro-
estimulacion ocurra por debajo de esta. En la FIGURA 2.4 se aprecia un modelo de electrodos de

5
punta.




Figura 2.4. Electrodos sub-dérmicos.

Por otro lado, los electrodos que terminan en parches son utilizados cuando se trabaja con
un individuo cuya piel es sensible o simplemente cuando no se busca electro-estimular directamente
la parte inferior de la piel. Consisten en una parte eléctrica que es la encargada de servir como
conductor del estimulo desde el electro-estimulador hasta el parche, y en una parte mecanica que
realiza la conexion entre la punta del electrodo y el parche en cuestion. En la FIGURA 2.5 se puede
apreciar un ejemplo de este tipo de electrodos.

Figura 2.5. Electrodos de parche.’
2.4. Adquisicion de imagenes

La adquisicion de imagenes necesita basarse en una o varias técnicas que permitan convertir
la luz en algun tipo de sefial que pueda representar la magnitud de esta en determinado ambiente. En
la gran mayoria de los casos los fotones captados son transducidos en sefiales de voltaje de forma
directa o indirecta mediante diferentes mecanismos electronicos. Por otro lado, no hay que perder
de vista que para cualquiera de las tecnologias utilizadas para el fin de adquisicion de imagenes,
todos los sensores existentes constan de cuadriculas de pequeiios elementos electronicos
denominados pixeles.




A continuaciéon se abordard de manera muy general el funcionamiento de dos de las
tecnologias base que se emplean para adquirir imagenes, siendo una de ellas la que se utiliz6 en este
trabajo para llegar al objetivo final.

2.4.1. Adquisicién basada en CMOS (Complementary Metal-Oxide-Semiconductor)

En este tipo de sensores cada uno de los pixeles existentes estan formados por celdas
individuales tipo CMOS, en donde la conversion carga a voltaje se realiza en el pixel; sin embargo,
esta conversion no es directa: primero ocurre la conversion foton-electron en la celda central del
pixel, mientras que la conversion electrén-voltaje ocurre gracias a un transistor CMOS que se
encuentra junto a la placa encargada de captar la luz.* En un proceso posterior se requiere de la
utilizacion de un convertidor analdgico digital para que las sefiales indirectas de la luz puedan ser
interpretadas. En la FIGURA 2.6 se muestra un diagrama representativo de este tipo de arreglo.

Figura 2.6. Chip CMOS.*
2.4.2. Adquisicién basada en CCD (Charged-Coupled Device)

Los sensores de este tipo de tecnologia estan conformados por CCDs colocados en
columnas o filas logrando con ello que estos sean individualmente pixeles. Estos dispositivos
electrdonicos, al ser colocados uno contra otro en dicha configuracion, pueden transferir cargas entre
si. En los bordes de las columnas también hay CCDs; estos ultimos se encargan de transferir las
cargas captadas por los CCDs centrales de la cuadricula de pixeles hacia un convertidor analdgico
digital, que permite interpretar mas tarde las sefiales capturadas. En este tipo de tecnologia la
conversion foton-electron ocurre en el pixel mientras que la conversion electron-voltaje ocurre en el
tiltimo CCD de cada una de las columnas que conforman la cuadricula.* En la FIGURA 2.7 se
puede apreciar un chip de este tipo:




Figura 2.7. Chip CCD.*
2.5. Sistema de electro-estimulacion y adquisicion de imagenes

El sistema final propuesto debe ser capaz de proporcionar, con la suficiente flexibilidad,
parametros eléctricos de estimulacion, a saber: frecuencia, amplitud y ancho del pulso de
estimulacion, al mismo tiempo que debe permitir la configuracion de los parametros de adquisicion
de imagenes.

La comunicacion entre el electro-estimulador desarrollado y la cdmara se realiza desde una
computadora funcionando con un software escrito para tal fin. Dicho software, al mismo tiempo que
proporciona la interfaz grafica para poder manipular todo el sistema, también es el encargado de la
importante sincronizaciéon de todos los componentes involucrados en el experimento. Esto se
menciona porque una de las tareas mas importantes que este programa debe realizar es la capacidad
de sincronizar el momento previo a la estimulacion, asi como los momentos que suceden durante y
después de la estimulacion, al mismo tiempo que asegura que el nimero de imdgenes que se
obtienen durante ello siempre sea constante.

Los electrodos utilizados para la experimentacion realizada durante la realizacion de este
trabajo fueron el modelo 27GA de 1.2[mm] de largo hechos de silicon, no estériles,* de la marca
Rochester Electro-Medical. Estos fueron insertados de forma sub-dermal a ~2[mm] de las
denominadas “almohadillas™ de las patas del raton, consiguiendo con ello asegurar que la electro-
estimulacion ocurriera, ya que esta parte de las patas del animal esté repleta de terminales nerviosas.

A lo largo de la realizacion de este sistema se trabajo con ratones de la cepa C57BL/6, la
cual ya ha sido estudiada durante décadas y que, por dicha razén, se conocen gran cantidad de sus
mecanismos cerebrales y anatomicos.

Para efectos del experimento con el electro-estimulador, se denomina “protocolo” al
conjunto de caracteristicas eléctricas y temporales a las cuales es expuesto el sujeto de pruebas. Es
importante saber que un protocolo se puede repetir n cantidad de veces y que pueden existir tiempos
de descanso para el sujeto de pruebas entre cada repeticion del protocolo dentro de los cuales no
existe estimulacion eléctrica ni adquisicion de imagenes. Debido a que el protocolo de estimulacion




se repite como minimo 30 veces, como resultado se tiene un conjunto de imagenes. Este conjunto
total de imagenes resultantes es posteriormente procesado por diferentes algoritmos de tratamiento
de imagenes.

El resultado final de todo el proceso es un video hecho a partir de todas las imagenes
capturadas durante el experimento. Dicho video es creado a partir del conjunto de imagenes
obtenido después de todas las repeticiones del protocolo y proporciona informacién acerca del area
cerebral que fue estimulada de manera indirecta al aplicar corriente eléctrica a una cierta frecuencia
y duracién. Evidentemente, la duracion del video resultante es dependiente del tiempo que dure el
protocolo de estimulaciéon multiplicado por el nimero de veces que dicho protocolo fue repetido.

Cuando existe estimulacion en cualquier extremidad del sujeto de pruebas se presenta un
reflejo en el tejido cerebral. Este reflejo es detectable debido a que una vez realizada la estimulacion
se presenta irrigacion sanguinea en el area cerebral para la cual esta mapeada dicha extremidad.

Sabemos que a mayor cantidad de sangre hay menor reflectancia (dado que al haber
estimulacion la sangre tiene muchos componentes de oxi-hemoglobina) y viceversa. Es por ello
que, dado que el experimento se basa en la reflectancia de la luz incidiendo en el tejido cerebral
expuesto a través del craneo del ratén, si existe un estimulo, la cdmara captara menor cantidad de
luz en las diferentes regiones cerebrales para las cuales la extremidad estimulada corresponde. El
resultado final de ello es que se apreciara en las imagenes obtenidas que comienza a crecer un area
obscura en el momento en que ocurre la estimulacion y en momentos posteriores a esta.

Un aspecto importante a mencionar respecto a la adquisicion de las imagenes es que la
camara, una vez que se encuentra enfocando directamente la corteza cerebral del animal, debe ser
desenfocada colocandola ~250[um] hacia el craneo.” Esto es debido a que, al momento de realizar
el analisis de las iméagenes, no se logra apreciar ninguna respuesta como la descrita porque los vasos
sanguineos (venas y arterias) proporcionan demasiado ruido bioldégico a la imagen final; en otras
palabras, al desenfocar la camara se logra evitar que la imagen resultante muestre los vasos
sanguineos y con ello se consigue que Unicamente se aprecie el area en donde ocurre el reflejo, es
decir, la corteza cerebral.>?




A lo largo de este capitulo fue fundamental explicar con mayor detalle los bloques
tecnologicos que era necesario conocer para poder desarrollar todo el sistema de electro-
estimulacion. Aunado a ello también fue necesario explicar el mecanismo mediante el cual el
sistema oOptico logra adquirir los resultados de electro-estimulacion asi como algunos de los
componentes de la sangre que permiten realizar el monitoreo de la variable buscada: la reflexion de
la luz. En el siguiente capitulo se explicaran los bloques que constituyen el sistema de electro-
estimulacion y adquisicion de imagenes, asi como el control de la camara y de todo el sistema.
Ademas se mostraran las pruebas de calibracion realizadas para poder asegurar que el sistema opera
correctamente.
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CAPITULO 3

DISENO E INTEGRACION DEL SISTEMA

En este capitulo se profundizara en los blogues tecnol6gicos que componen al sistema de
electro-estimulacion y adquisicién de imagenes.

Se comenzard explicando la unidad de control para posteriormente explicar los bloques

gue componen a todo el sistema, desde la generacion de las sefiales de electro-estimulacion hasta
el subsistema de adquisicion de las imagenes, el banco de pruebas y la interfaz de usuario desde la
gue se realiza todo el control.

3.1. Unidad de control

El sistema que se construyd para el presente trabajo estd compuesto por varios bloques
funcionales que se comunican entre si. Dichos bloques llevan a cabo tareas muy particulares que, al
ser realizadas con la debida sincronizacion, permiten obtener sefales de electro-estimulacion y
conjuntos de iméagenes organizadas.

La unidad de control es el corazdén del electro-estimulador y estd compuesta por el par de
componentes microcontrolador—interfaz de usuario. Este par de importantes componentes son los
encargados de comunicarse entre si para que el resto de los bloques presentes en todo el sistema
puedan funcionar.

Como se puede apreciar en la FIGURA 3.1, el sistema de electro-estimulacion consta de
varias capas, tanto de software como de hardware que permiten realizar cada una de las etapas de
acondicionamiento de la sefial de estimulacion, asi como la correcta sincronizacion de la toma de
imagenes y el ordenamiento de estas desde el momento en que el experimento se ejecuta en una
computadora central.

Figura 3.1. Diagrama de bloques del sistema de electro-estimulacion y adquisicion de imagenes.




El programa que gobierna a todo el sistema presenta una interfaz de grafica que permite
controlarlo por medio de ciertos controles e indicadores. En estos controles se colocan los
parametros de la sefial de estimulacion que, al ser interpretados por el microcontrolador, el
subsistema de electro-estimulacion se encarga de generarla. Como se puede apreciar, dicho
subsistema esta constituido por la fuente de corriente controlada por voltaje (FCCV) y la etapa de
aislamiento eléctrico.

El programa se comunica, por medio de una interfaz de hardware y software, con un
microcontrolador colocado en el electro-estimulador y con la cdmara que capturara las imagenes del
cerebro del ratén. Finalmente, los resultados de todo el proceso son conjuntos de imagenes que son
ordenadas y almacenadas. El proceso de almacenamiento se lleva a cabo por el sistema operativo de
la computadora central. Ademas del diagrama de bloques en donde se aprecian todos los modulos
que componen al equipo, en la FIGURA 3.2 se muestra un diagrama de flujo del proceso.
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Figura 3.2. Diagrama de flujo del proceso de electro-estimulacion y adquisicion de imagenes.




El diseno del electro-estimulador se centra en un micro-controlador de 8 bits Atmega™
328P de la marca Atmel™ que se encarga de interpretar todas las instrucciones provenientes del
programa que se ejecuta en la computadora central. La arquitectura de este microcontrolador es
Harvard modificada propietaria de Atmel™ tipo RISC (Reduced Instruction Set Computer) y
funciona a 20[MHz]. Sus highlights son 32 kilobytes de memoria de programa flash, 512 kilobytes
de memoria de datos y hasta 2 kilobytes de memoria estatica interna. En cuanto a sus periféricos se
refiere, cuenta con tres contadores o timers, dos de 8 bits y uno de 16 bits, asi como seis lineas
PWM (Pulse Width Modulation), un modulo programable USART  (Universal
Synchronous/Asynchronous Receiver/Transmitter) y dos moédulos ADC (Analog to Digital
Converter), uno de 8 canales a 10 bits y otro de 6 canales a 10 bits."

Se eligi6 este microcontrolador por varias razones:

1. Su tipo de arquitectura permite al usuario tener suficiente flexibilidad al
programarlo, asi como su velocidad de procesamiento es suficiente para esta
aplicacion.

2. No es necesario demasiado poder de computo desde el punto de vista del electro-
estimulador, ya que su microcontrolador Uinicamente se utiliza para asegurar la
sincronizacion de todo el programa y de mandar y recibir la informaciéon
relacionada con la sefial de estimulacion.

3. No se penso que el procesamiento de los resultados del experimento, es decir, las
imagenes, se realizara desde este dispositivo debido al costo computacional que
este procedimiento implica. Este se realiza desde la computadora central, la cual
también es la encargada de recibir dichos resultados.

El microcontrolador interpreta y genera sefiales con los parametros definidos por el usuario
desde la computadora central. Estos parametros representan la amplitud, la frecuencia y el ancho del
pulso de la sefial de electro-estimulacion. Los pulsos generados por el microcontrolador son
enviados a una etapa de conversion de voltaje a corriente a través de una interfaz que cuenta con
aislamiento optico. Para esta etapa se emplean opto-acopladores con el objetivo de proporcionar una
capa de seguridad buscando con ello que las diferentes etapas eléctricas/electronicas se encuentren
separadas lo mas posible, evitando asi que, en caso de que alguna de estas falle, el resto del circuito
se dafie o que el raton sufra dafio.

En la FIGURA 3.3 se aprecia el sistema minimo del microcontrolador, asi como las etapas
de comunicacion que este tiene con la computadora central y con el programa residente en ella.

Figura 3.3. Diagrama del sistema minimo y comunicacion.




3.2. Subsistema de electro-estimulacion

El electro-estimulador consta de diversas etapas que deben ser sincronizadas. A nivel
conceptual es necesario explicar cudles son las etapas que conforman a todo el sistema de electro-
estimulacion, es decir, a todos los subprocesos o sub-modulos involucrados en la construccion de la
sefial de electro-estimulacion que sera aplicada a una cierta carga.

3.2.1. Sefales de excitacion

La excitacion del tejido se realiza por medio de pulsos de corriente con una amplitud que
puede ser sintonizada entre 0 y 580[¢A]. En cuanto a la frecuencia, esta puede ser variada entre 0 y
500[Hz], asi mismo es posible configurar el tiempo de duracion en nivel alto de los pulsos, entre 0 y
100%. Para lograr lo anterior el microcontrolador fue programado para que, una vez recibidos en su
puerto RX los parametros de la sefial de estimulacion, genere dos sefiales, a saber:

1. Senal cuadrada 1, también llamada SC1: es una sefal cuadrada TTL (Transistor-
Transistor Logic) que tiene un voltaje y frecuencia constante generada por el timer 0 de
8 bits del microcontrolador. El Gnico parametro variable de esta sefial es el ciclo de
trabajo entre 0 y 100% y es mediante el cual se toma indirectamente el voltaje de la
sefal de estimulacion final al hacerla pasar por un filtro paso bajas de segundo orden a
una frecuencia de corte de = 6[Hz] (tan cerca de 0[Hz] como sea posible).

La ecuacion 3.1 permite calcular la frecuencia de corte del filtro paso bajas de segundo
orden construido:

__ 1 1 3.1)
B 27TRF1C1 27TRF2C2

fc

Es importante notar que este voltaje Vpulso no es el empleado en la senal final de
estimulacion sino que representa la amplitud escalada de dicha sefial.

2. Sefal cuadrada 2, también llamada SC2: es una sefal cuadrada TTL cuyo voltaje es
constante pero su frecuencia y ciclo de trabajo son variables. Es generada por el timer 1
de 8 bits del microcontrolador. Estos dos parametros variables son los mismos que
tendra la sefial de estimulacion final.

En cuanto a la sefial de estimulacion se refiere, sabemos que el ciclo de trabajo (ancho del
pulso) de esta sefial puede ser variado entre 0 y 100%, por lo tanto resulta importante conocer cual
es el voltaje promedio de esta sefial, dado que es un tren de pulsos cuyo ancho depende del ciclo de
trabajo seleccionado. Para calcular el voltaje promedio se recurre a la ecuacidon 3.2 en donde Vp
representa el voltaje promedio de la sefial de estimulacion, T es el periodo de dicha sefial y Vp(t) es
la sefial en cuestion:

1 (T 3.2
Vp=?f v (t)dt 32
0




En la FIGURA 3.4 se puede observar el mecanismo descrito para construir la sefial de
excitacion:

RF1 RF2
@ L a
3.3kQ i 33kQ
I1l]uF *30uF

L
Icz

Figura 3.4. Diagrama del filtro paso bajas y construccion de sefiales SC1, SC2 y Vpulso.

Como se puede observar, la seiial de Vpulso se construye a partir del voltaje proporcionado
a la salida del filtro paso bajas de segundo orden asi como de la frecuencia y el ciclo de trabajo de la
sefial SC2.

3.2.2. Fuente de corriente controlada por voltaje

Una fuente de este tipo es un dispositivo capaz de convertir un voltaje V a una corriente
proporcional a dicho voltaje. En la FIGURA 3.5 se aprecia el diagrama general de este tipo de
fuente dependiente.
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Figura 3.5. Diagrama general de una Fuente de Corriente Controlada por Voltaje (FCCV).




De acuerdo a la ley de Ohm se puede observar que:

VRL = RLiRL = Rilrama (3.3)
Y ademas que:
i — Vpulso (3-4)
RL 1?2

Para disefiar la fuente de corriente controlada por voltaje es necesario saber cual sera la
carga (Ry) maxima conectada a ella. Segiin la Ley de Ohm, si se conoce la carga (en ) que se
podria tolerar conectar a la fuente, es necesario definir un voltaje maximo que pueda variar. A dicho
voltaje se le llama voltaje de complianza, el cual corresponde al voltaje que cumple con el
compromiso de que la corriente a la salida de la fuente no variard a medida que cambien las cargas
conectadas a ella. Sin embargo, existe un limite superior para la fuente de corriente, es decir: no se
pueden conectar cargas mas grandes para las que el voltaje de complianza permita, de otro modo, es
imposible asegurar que la corriente sera constante a la salida de la fuente después de sobrepasar la
carga maxima permitida.

3.2.3. Obtencion del menor tiempo de respuesta posible

El tiempo de respuesta se refiere a aquel requerido para que los pulsos de corriente puedan
ser considerados como tales a la salida del electro-estimulador. Considerando que una de las
caracteristicas de éste es que el tiempo de respuesta debe ser lo suficientemente pequefio, se realizo
la prueba empleando FETs (Field Effect Transistor) y BJTs (Bipolar Junction Transistor), a fin de
verificar cual de ellos presenta una respuesta transitoria adecuada para el disefio.

En la FIGURA 3.6 se muestra el oscilograma para un transistor FET modelo IRF630 para
una frecuencia de 100[Hz]. El tiempo de respuesta obtenido para esta prueba fue de 5.08[us].

Figura 3.6. Tiempo de respuesta del FET IRF630 a 100[Hz].




En la figura anterior se observa que el FET IRF630 tiene un tiempo de respuesta de 5.08[us]
pero ademas se aprecia que ocurre un transitorio debido a la conmutacion lo cual indica que este
tipo de transistor, al menos para esta prueba, resulta poco eficiente y lento.

En la FIGURA 3.7 se muestra el oscilograma para un transistor BJT modelo 2N6515
funcionando a una frecuencia de 100[Hz]. El tiempo de respuesta obtenido para esta prueba fue de
2.4[s].
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Figura 3.7. Tiempo de respuesta del BIT 2N6515 a 100[Hz].

En resumen, para el disefio, los menores tiempos de respuesta se obtienen al emplear el BJT
2N6515 sin importar la frecuencia de estimulacion a la que se haya configurado el electro-
estimulador.

3.2.4. Voltaje de complianza y aislamiento eléctrico

De acuerdo con el principio de electro-estimulacion, es necesario proporcionar aislamiento
eléctrico entre el instrumento y el sujeto de pruebas, lo cual quiere decir que en ningun momento
este proporcionard sefiales indeseadas o alteradas con respecto a las que se supone deberia
proporcionar. Comunmente, el disefio de electro-estimuladores contempla este aislamiento eléctrico
alimentando al circuito mediante baterias; sin embargo, estas pueden ser un problema debido a que
es complicado obtenerlas, suelen pesar demasiado y hay pocos modelos existentes en el mercado.’

Eléctricamente, el aislamiento eléctrico se fundamenta en que parte de la corriente de
estimulacion podria fluir por la conexion a tierra fisica, provocando con ello que las sefiales de
monitoreo proporcionen inconsistencias y/o informacion incorrecta.* Ademas de ello, no todos los
electro-estimuladores pueden ser utilizados para diferentes aplicaciones debido al nivel de
aislamiento que pueda proporcionar.

Dado que el electro-estimulador serd utilizado para experimentos in Vivo es importante
recordar que el aparato trabaja con un voltaje de complianza relativamente grande de 180[V], y por
ende, es importante que este también proporcione aislamiento eléctrico entre el sujeto de pruebas y
su etapa de potencia. Para tal fin, se colocoé un transformador de relacion 1:1 entre la linea de




127[V] a 60[Hz] y el electro-estimulador. Dicho transformador se conect6 a un rectificador de onda
completa y a un filtro para obtener una sefal de voltaje directo que determina el voltaje de
complianza. Dicha configuracion se puede apreciar en la FIGURA 3.8.

127[V] @ 60[Hz] |:> EH{ |:> . |:> _l F |:> 180[V] D.C.

+

0|

Figura 3.8. Construccion del voltaje de complianza.

3.2.5. Interaccion fuente de corriente-tejido biol6gico

De acuerdo con el disefio y las ecuaciones vistas anteriormente, siempre y cuando la
resistencia del tejido conectado entre los electrodos no exceda los 300 [k€], la fuente de corriente
del electro-estimulador proporcionara una amplitud constante de corriente en el intervalo de 0 a
580[uAl.

Desde el punto de vista de la fuente de corriente la carga conectada a ella variard su
magnitud debido a diversas circunstancias experimentales relacionadas con los electrodos, tales
como:

La distancia al ser colocados en el tejido.

La longitud tanto de las puntas como del cable.
El calibre del cable.

La profundidad con que se coloquen en el tejido.

kb=

El material del que estén hechos.

Ademas de los puntos mencionados, algo importante a considerar es que a medida que
cambian algunas variables como la distancia entre los electrodos y la profundidad a la que estos son
colocados en el tejido, el efecto que se consigue es que la estimulacion cambie biolégicamente
debido a que el campo eléctrico tendra una distribucion diferente, con lo cual el resultado final
también se vera afectado. Es por ello que la metodologia con la que se colocan los electrodos debe
ser bastante controlada para evitar tener resultados poco consistentes.

3.2.6. Calibracion del electro-estimulador

Para verificar experimentalmente el funcionamiento del electro-estimulador fue necesario
realizar la validacion y calibracion de éste. Dicha calibracion debid cubrir dos aspectos:




1. Conociendo la resistencia de carga conectada entre los electrodos es posible
conocer la corriente que fluye a través de estos y se busco que dicha corriente fuera
constante sin importar qué carga se conectase.

2. Obtener el menor tiempo de retardo en la generacion de los pulsos mediante el uso
de diferentes tipos de transistores.

3.2.6.1. Voltaje en la carga vs ciclo de trabajo

Como primera prueba se modifico el ciclo de trabajo de la sefial cuadrada SC1 entre el 0 y
el 100% y se midi6 el voltaje en la carga Ry siguiendo la relacion entre la carga conectada y la
corriente suministrada de acuerdo al voltaje promedio de la sefial PWM vy el voltaje del pulso
Vpulso:

Veomp _ (3.5)
MAX

lRLMAX

De esta manera, si i = 600[uA] y sabiendo que V.,mp = 30[V] entonces usando 3.5
sabemos que la maxima carga que se puede conectar al electro-estimulador manteniendo dicha
corriente asegurada es Ry, = 50[kQ].

En resumen, si el voltaje de complianza (Vcomp) aumenta, evidentemente la carga que se
pueda conectar entre los electrodos puede ser mayor manteniendo el compromiso de la corriente
constante en ella.

3.2.6.2. Corriente constante en la carga

La verificaciéon del funcionamiento del sistema se realizd empleando resistencias de
diferente magnitud cada vez para asegurar que, cuando la magnitud de la carga Ry conectada no
excediera la calculada, la corriente se mantuviera constante. Las siguientes pruebas demuestran tres
casos:

1. Cuando R es menor para todo el rango del ciclo de trabajo de la sefial SC1.

2. Cuando Ry es menor para la mayoria de los valores del ciclo de trabajo de la sefial
SCl,y

3. Cuando Ry es mayor casi en todos los valores del ciclo de trabajo de la sefial SC1.

Prueba 1: Se tiene una resistencia de carga de 1000 + 50[€2] en donde al variar el ciclo de
trabajo de la sefial SC1 se midio el voltaje VR, . Se puede apreciar un comportamiento creciente en
el voltaje a medida que aumenta el ciclo de trabajo, sin que exista saturacion en la respuesta de
voltaje obtenida; este fendmeno no ocurre debido a que con la resistencia de carga de esta prueba y
el maximo ciclo de trabajo no se llega a exceder el voltaje de complianza (Vzomyp )

En la tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos de forma experimental, asi como los
calculos tedricos.




Tabla 3.1. Variacion del ciclo de trabajo SC1 empleando Ry = 1000 + 50[Q].

Tedrico Experimental Tedrico Experimental
CiclodeT.SC1| R.[Q] R.[Q] IR2 = IL[uA] | Vr[V] | IR2 = I[uA] | Vri[V]
0.00% 0 0 18.13 0
9.80% 61.73 0.06 54.40 0.06
25.49% 160.51 0.16 132.24 0.13
33.33% 209.90 0.20 173.80 0.17
49.02%| 1000 1000 £ 50 308.68 0.30 261.96 0.24
60.78% 382.77 0.38 333.75 0.32
80.39% 506.24 0.50 463.47 0.44
92.16% 580.33 0.58 549.11 0.52
100.00% 629.72 0.62 627.20 0.6

En la FIGURA 3.9 se muestran graficamente los resultados tedricos y experimentales del
Voltaje en la carga VrL como funcion del porcentaje del ciclo de trabajo de la sefial SC1 para una
carga Ry de 1000 £ 50[€Q2].
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Figura 3.9. Ciclo de Trabajo Sefal SC1 vs. Voltaje en la carga.

En la FIGURA 3.9 se observa que hay un comportamiento lineal y que existe un error

3

VRLrel -

relativo promedio expresado por:

ValorExperimental — ValorTeorico

ValorTeoOrico

CantidadMuestras

Por lo que para esta primera prueba se tiene que 8y, = 11.43%
re

x 100%

(3.6)




Prueba 2: Como segunda prueba se colocd una resistencia de carga de 50,000 + 500 [Q]. De
igual manera se modificd poco a poco el ciclo de trabajo de la sefial SC1 y con ello se modificé el
VR, . En la tabla 3.2 se muestran los resultados tedricos y experimentales obtenidos.

Tabla 3.2. Variacion del ciclo de trabajo SC1 empleando Ry = 50,000 + 500[Q].

Tedrico Experimental Tedrico Experimental
CiclodeT.SC1| R.[Q] R.[Q] IR2 = IL[uA] Vri[V] IR2 = L[uA] | Vri[V]
0.00% 0 0 18.13 0.86
9.80% 61.73 3.08 54.40 2.46
25.49% 160.51 8.02 132.24 6.2
33.33% 209.90 10.49 173.80 8
49.02% | 50,000 | 50,000 +500 308.68 15.43 261.96 11.9
60.78% 382.77 19.13 333.75 15.3
80.39% 506.24 25.31 463.47 21.1
92.16% 580.33 29.01 549.11 24.6
100.00% 629.72 31.48 627.20 24.6

En la FIGURA 3.10 se muestran graficamente los resultados tedricos y experimentales del
Voltaje en la carga VrL como funcion del porcentaje del ciclo de trabajo de la sefial SC1 para una
carga Ry de 50,000 = 500[€Q2].
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Figura 3.10. Ciclo de Trabajo Sefial SC1 vs. Voltaje en la carga.

En la FIGURA 3.10 se observa que, a pesar de existir un comportamiento lineal, la
saturacion antes mencionada comienza a ocurrir desde el 92.16% debido a que el voltaje de

complianza deja de ser suficiente. El promedio del error absoluto es 8y = 18.16%
re




Prueba 3: Se tiene una resistencia de carga mucho mayor a la maxima calculada, que es de
99.8 [kQ], con lo cual se puede observar casi inmediatamente que al tener un ciclo de trabajo
pequefio el voltaje de complianza no es suficiente para conservar las caracteristicas de disefio

buscadas:

Tabla 3.3. Variacion del ciclo de trabajo SC1 empleando R = 100,000 + 500[€2].

Tedrico Experimental Tedrico Experimental
Ciclode T. SC1 R.[Q] RL[Q] IR2 = IL[uA] | Vr[V] | IR2 =L[uA] Vr[V]

0.00% 0 0 18.13 1.90
9.80% 61.73 6.17 54.40 5.0
25.49% 160.51 16.05 132.24 11.70
33.33% 209.90 20.99 173.80 15.30
49.02% | 100,000 | 100,000 % 500 308.68 30.86 261.96 23.30
60.78% 382.77 38.27 333.75 25.50
80.39% 506.24 50.62 463.47 24.80
92.16% 580.33 58.03 549.11 23.80
100.00% 629.72 62.97 627.20 23.50

En la FIGURA 3.11 se muestran graficamente los resultados tedricos y experimentales del
Voltaje en la carga VrL como funcion del porcentaje del ciclo de trabajo de la sefial SC1 para una
carga Ry de 100,000 + 500[€2].
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Figura 3.11. Ciclo de Trabajo Sefial SC1 vs. Voltaje en la carga.

En la FIGURA 3.11 se observa que el comportamiento lineal se mantiene y que la
saturacion comienza a ocurrir en el 49.02%. El promedio del error absoluto para este caso es

8y, = 33.75%.




Como se puede concluir al observar el error en cada prueba, éste incrementa debido a que la
carga en cada caso se acerca cada vez mas a la maxima permitida por el voltaje de complianza

empleado.

3.2.6.3. Carga variable y voltaje en la carga

Una vez verificado el funcionamiento en cuanto a la generacion de corriente, a continuacion
se muestran los resultados obtenidos al medir el voltaje en la carga (Vri) como funciéon de la
resistencia de carga para diferentes valores del porcentaje del ciclo de trabajo de la sefial SC1. En la
tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos para 0%, 49.02% y 100%. Los datos que se aprecian
en color verde y rojo son los valores del voltaje Vgry para la carga indicada en la primera fila y el
ciclo de trabajo indicado en la primera columna. Las celdas de color verde indican que no hubo
saturacion mientras que las de color rojo indican que si hubo.

Tabla 3.4. Vg en funcion del ciclo de trabajo y de la magnitud de la carga Ry...

RL + 5%[Q]

1 10 | 100 | 1,000 | 2,000 | 5,000 | 10,000 | 20,000 | 50,000 | 60,000 | 100,000
% Ciclo 0 0 0 0 0| 0.036 0.088 0.18 0.33| 0.86 1.04 1.9
trabajo | 49.02 | 0.004 | 0.011|0.032| 0.248 | 0.504 1.27 2.5 492| 119 14.2 23.3
Sl 100 | 0.006 | 0.017|0.074| 06| 1.2 3.02 6.04 11.7| 24.6 25 23.5

En la FIGURA 3.12 se muestra el voltaje en la resistencia de carga en funcion de la

resistencia de carga. Cada curva representa el voltaje en la carga dada la resistencia de carga y el
ciclo de trabajo indicado.
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Figura 3.12. Voltaje en la resistencia de carga, en funcion de la resistencia para diferentes ciclos de

trabajo de SCI1.




En la FIGURA 3.12 se puede apreciar que ocurre saturacion a partir de que Vrr comienza a
acercarse al voltaje de complianza Vcomp el cual, en esta ocasion, fue de 30[V].

3.2.6.4. Calibracion del electro-estimulador empleando la corriente en la carga como

parametro

Para poder calibrar el electro-estimulador fue necesario emplear los resultados que ya se
han presentado en conjunto con la utilizaciéon del pardmetro buscado a la salida del sistema: la

corriente en la carga IrL.

A continuacion se muestran los resultados finales obtenidos para calibrar el sistema
adecuadamente. Para ello se estimo la corriente de estimulacion que se buscaba obtener a la salida

(lo) dados los parametros de estimulacion, es decir, la corriente de estimulacion solicitada (Is). Esta
prueba de estimulacion se realizd6 a una frecuencia y ciclo de trabajo de 100 [Hz] y 50%,
respectivamente, y los resultados se presentan en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Diferencia entre la corriente de estimulacion obtenida y solicitada.

s [uA] io [uA] |Diferencia | [uA]
0 0 0
50 0 50
100 37 63
150 79 71
200 128 72
250 176 74
300 232 68
350 280 70
400 336 64
450 388 62
500 452 48
550 510 40
600 565 35
630 615 15

En la FIGURA 3.13 se presenta la corriente de estimulacion obtenida (io) en funcion de la

corriente de estimulacion solicitada (Is):

y=1.0174x-57.90
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Figura 3.13: Corriente de estimulacion solicitada vs corriente de estimulacion obtenida.




En la figura anterior se aprecia que el comportamiento del electro-estimulador es lineal pero
que es necesario realizar un ajuste para que tanto la corriente obtenida como la solicitada sean
iguales en la mayor medida posible. Este fendmeno ocurre basicamente por dos razones:

1. Los componentes electronicos utilizados tienen una tolerancia en algunos casos del
+10% y en otros del +5%, lo cual provoca que exista un error.

2. La sintonizacion de la sefial de electro-estimulacion se realiza mediante el timer 0
del microcontrolador, el cual es un medio digital que unicamente puede efectuar
256 pasos. En caso de utilizar un timer con mayor resolucion, el error disminuiria
pero seria imposible eliminarlo completamente.

Por otro lado, como se puede apreciar, la ecuacion lineal de ajuste es la que se debe utilizar
para calibrar el sistema. Al emplearla, el sistema debe ser capaz de proporcionar la cantidad de
corriente que se aproxime lo mas posible a la que el usuario solicite. La pendiente de esta ecuacion
representa el error que existe entre la corriente solicitada y la corriente obtenida, mientras que la
ordenada al origen representa que la teoria siempre difiere de la practica, es decir, hay una
diferencia inicial de 57.90 unidades a partir de los cuales el electro-estimulador comienza a
proporcionar la corriente solicitada.

3.3. Subsistema de adquisicion de imagenes

3.3.1. Camara Mightex™ CCE-B013-U

Para realizar el proceso de adquisicion de imagenes se empled una cadmara Mightex™ CCE-
B013-U, mostrada en la FIGURA 3.11, cuyas caracteristicas técnicas mas relevantes se presentan
en la tabla 3.6:

Tabla 3.6. Especificaciones técnicas de la camara Mightex™ CCE-B013-U.?

Tiempo de | Profundidad de
Modelo Maxima Color/Mono | exposicion | las imagenes éCarcasa? Trigger In
Resolucion [ms] [bits] / Strobe
out
CCE-B013-U | 1392x1040 | Mono (escala 0.05 - 8/12 Si Si
de grises) 200,000 (configurable)

La camara empleada tiene un disparador por hardware que permite indicar en qué momento
se hace la toma de imagenes o, dependiendo de como esté configurado a nivel de software, indica
en qué momento comienza la captura de video. Este disparador es accesible fisicamente desde un
conector DINS colocado en uno de los extremos de la carcasa de la cdmara. Es mediante un par de
terminales de las 8 proporcionadas por este conector que es posible enviar una sefial cuadrada en
niveles TTL para proporcionar el disparo; sin embargo, este mecanismo no fue utilizado debido a
que no es lo suficientemente flexible para poder asegurar cuantas imagenes se obtendrian como
resultado final en cada repeticion del protocolo y porque no permite asegurar que el nimero de
imagenes en cada repeticion siempre sea el mismo.




A nivel de software es importante mencionar que el fabricante de la camara proporciona dos
alternativas para controlarla; la primera de ellas es un programa que permite capturar imagenes y
video pero que es muy poco flexible para realizar conexion de la camara desde diferentes
alternativas; la segunda es un SDK (Software Development Kit) lo suficientemente potente para
utilizar la camara a nivel de bloques. Esta segunda alternativa fue la que se utilizo para poder hacer
funcionar la cdmara de la forma deseada.

Figura 3.14. Camara Mightex™,

3.3.2. Lente de la camara

Como se puede apreciar en la FIGURA 3.14, la cdmara no cuenta con ningln tipo de lente
que permita modificar la forma en que se obtienen las imagenes, sino que Unicamente se trata del
sensor CCD expuesto por una ventanilla. Para analizar opticamente la respuesta en el tejido
estimulado fue necesario colocar un macroscopio que, mediante un arreglo de lentes, permite
amplificar y ajustar el foco de la imagen. Dicho macroscopio fue colocado en el extremo de la
camara a través de dos tubos extensores, cada uno de 40mm. como se muestra en la figura 3.15.

Figura 3.15. Camara Mightex™ con macroscopio.




3.3.3. Sistema de posicionamiento mecanico

Para poder colocar la camara sobre el area del cerebro perteneciente al sujeto de pruebas fue
necesario montarla sobre alglin tipo de soporte que mantuviera la posicion de la camara enfocando a
un punto de forma precisa. Esto se logro mediante una base sobre la cual se colocéd un micro-
manipulador de Thor Labs™.* Este dispositivo permite realizar recorridos micrométricos con una
resolucion de ~2[um] en los ejes X, Y y Z. Su importancia radica en que para lograr el objetivo del
experimento es necesario realizar un desenfoque micrométrico de la camara el cual debe ser del
orden de ~250[um] hacia el craneo.®

En la FIGURA 3.16 se aprecia el micro-manipulador mencionado. Notese que para cada
uno de los tres ejes de desplazamiento existe un tornillo para realizar el ajuste.

Figura 3.16. Base, micro-manipulador y la camara sujetos en una sola estructura.

3.3.4. Calibracion del sistema de vision

Para calibrar el sistema de adquisicion de imagenes temporalmente, la camara fue enfocada
a la cara superior de un LED (Light Emitting Diode) con el objetivo de asegurar que cada una de las
repeticiones proporcionara la misma cantidad de imagenes y que en cada una de las repeticiones se
tuviera la misma informacién visual.

La FIGURA 3.17 muestra en cada una de sus columnas las repeticiones realizadas, mientras
que en sus filas muestra la imagen correspondiente a cada repeticion:
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Figura 3.17. Pruebas de calibracion del sistema de vision empleando un LED.

Como se aprecia en la FIGURA 3.17 siempre se pudo capturar que en el fotograma 4 es
evidente que el LED encendio6 y que en el fotograma 8, el LED se apag6. Para lograrlo se cambio el
programa del micro-controlador para que este encendiera dicho LED conectado en uno de sus
puertos cada que recibiera un comando en su puerto serial.

La FIGURA 3.18 representa la corteza cerebral de un raton. Esta, como se puede apreciar,
se encuentra completamente enfocada, mientras que la FIGURA 3.19 es una de tantas que se
tomaron durante la experimentacioén y, como se puede apreciar, esta se encuentra desenfocada.




Figura 3.18: Imagen enfocada. Figura 3.19: Imagen desenfocada.

Ademas de desenfocar la imagen hacia el crdneo del raton, es necesario iluminar la escena
con luz de color rojo-naranja correspondiente a una longitud de onda A = 617[nm], pero ademas de
ello, es fundamental que la camara tenga cierto nivel de iluminacion. En la FIGURA 3.20 se
muestra un histograma en donde se puede apreciar el nivel de iluminacion por pixel, lo cual se
interpreta como la cantidad de luz que incide sobre este elemento y cuyo efecto es que la imagen
resultante se aprecie con mayor o menor claridad. El nivel de iluminacion o valor por pixel con el
que se realizaron los experimentos fue de un poco menos del 50%:
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Figura 3.20. Histograma que muestra la saturacion del CCD durante la experimentacion.




3.4. Banco de pruebas

Para poder realizar el protocolo experimental con todo el equipo integrado, es necesario
que, en primera instancia, se asegure la integridad del sujeto de pruebas. Para ello se debe contar
con un termémetro/regulador de temperatura y una mascarilla de anestesia que puede ser colocada
en la nariz del raton. Esto ultimo es necesario porque el raton tiene que permanecer dormido
durante todo el experimento, dado que se realiza una cirugia en la piel que cubre su craneo.

En la FIGURA 3.21 se aprecia al termometro/regulador de temperatura (2), el cual consta
de una pequeia mesa de trabajo sobre la cual se coloca al raton. Esta mesa de trabajo, ademas de
proporcionar una superficie rigida sobre la cual trabajar con el animal, es una estructura controlada
que aumenta o disminuye su temperatura por medio de un lazo de control. El sensado se realiza
utilizando un termdémetro que se inserta via rectal en el raton. Dependiendo de la temperatura del
animal, si esta no es igual a la indicada en el instrumento, esta mesa de trabajo aumentara o
disminuira la temperatura hasta llegar a un punto de equilibrio, asegurando con ello que el animal se
encuentre a una temperatura controlada de ~37°C.

Figura 3.21. Mesa de trabajo (1) con termémetro regulador de temperatura (2).

Por otro lado, la mascarilla de anestesia que se aprecia en la FIGURA 3.22 consta de dos
sujetadores, los cuales se colocan en las orejas del raton con el objetivo de mantener su cabeza lo
mas estable posible. En caso de que esto no se logre, es muy probable que la experimentacion no




proporcione los resultados esperados, ya que un movimiento tan sutil, como la respiracion del raton,
provocara que todas las imagenes no sean repetibles. Es también por esta razén que es muy
importante que el raton se encuentre en optimas condiciones fisicas y que el nivel de anestesia

permita asegurar que se encuentra lo suficientemente dormido sin que esto afecte importantemente
su frecuencia respiratoria.

Figura 3.22. Mesa de trabajo con la mascarilla de anestesia y las piezas de sujecion del craneo.

Finalmente, en la FIGURA 3.23, se muestra el arreglo de los dispositivos anteriormente

descritos siendo utilizados en el sujeto de pruebas, conformando asi el montaje de control
fisioldgico de este.

Figura 3.23. Banco de pruebas funcionando con el sujeto de pruebas (1). Craneo expuesto (2).




En la FIGURA 3.24 se aprecian todos los dispositivos involucrados en el
experimento:

Figura 3.24. Rig de estimulacion (1), adquisicion de imagenes (2), posicionamiento (3),
iluminacion (4), anestesia (5) y control de temperatura (6).

3.5. Interfaz grafica de control

La interfaz grafica de usuario corresponde al programa que corre en la computadora y el
programa que funciona con ella es el encargado de mandar informacion al microcontrolador del
electro-estimulador y a la camara.

Figura 3.25. Interfaz grafica de usuario (GUI) en donde se aprecian los controles para "moldear" la
sefal de estimulacion.




En la FIGURA 3.25 se muestra la interfaz grafica desarrollada y que permite manipular
todo el experimento desde una computadora. En ella se aprecia un apartado en donde se colocan los
parametros de electro-estimulacion ubicado en la parte superior izquierda. El resto de los apartados
indican la cantidad de veces que se requiere repetir el protocolo de electro-estimulacion, asi como
un indicador de las repeticiones transcurridas. La barra inferior permite ingresar el directorio en el
cual se guardardn las imagenes de todo el experimento, asi como un cronémetro cuya maxima
representacion es 99:59, util para que el experimentador sepa cuanto tiempo ha tomado el
experimento. En la parte superior izquierda hay un visor que muestra la primera fotografia
capturada durante cada repeticion del protocolo. Un par de botones permiten iniciar la
experimentacion y detener el programa, respectivamente. Finalmente, las imagenes son guardadas
en una carpeta ubicada en la direccion indicada en el apartado “Path imagenes principal”. Estas son
organizadas desde el momento en que son capturadas y se almacenan gracias a la interaccion que
existe entre el programa y el sistema operativo de la computadora.

Este capitulo describi6 la integracion de todos los bloques tecnologicos que componen al
electro-estimulador. Por otro lado se mostraron los resultados de la calibracion del sistema y de esta
manera los resultados experimentales tienen suficiente sustento teorico.

En el siguiente capitulo se mostraran los resultados obtenidos al realizar los protocolos
experimentales realizados en un sujeto bajo prueba.
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CAPITULO 4

RESULTADOS EXPERIMENTALES

En este capitulo se muestran los mecanismos involucrados en la obtencién de los

resultados que el sistema de electro-estimulacion y adquisicion de iméagenes debe proporcionar, asi
como el proceso de anélisis de dichos resultados para que el usuario pueda corroborar que la
electro-estimulacion se realizd correctamente en el sujeto de pruebas.

4.1. Procedimiento de medicion

Una vez que la sefial de electro-estimulacion es procesada la camara debe tomar 10
imagenes durante 5 segundos (frecuencia de muestreo de 2[Hz]), periodo durante el cual hay un
descanso para el sujeto de pruebas, es decir, no hay estimulacidon. Posteriormente, la sefial de
electro-estimulacion es enviada por los electrodos hacia las almohadillas de la pata del raton y es en
este paso en el que se toman 2 imagenes mas, esto es debido a que la sefial de estimulacion
unicamente dura 1 segundo. Finalmente, se toman las imagenes correspondientes al periodo post-
estimulacion que es de 30 imagenes (19 segundos de descanso). Con este procedimiento tenemos 50
imagenes a las cuales se les etiqueta con el nombre de “Repeticion del protocolo n”. No hay que
olvidar que este procedimiento llamado “protocolo” se repite n cantidad de veces, con lo cual al
final de todas las repeticiones se tiene una cantidad de imégenes representada por:

n-50 = Total de imagenes 4.1

Aunado a ello es importante mencionar que existe un periodo de descanso entre todo el
protocolo y la siguiente repeticion de éste. El descanso que se proporciona al sujeto es de 30
segundos, periodo durante el cual no existe estimulacion ni captura de imagenes. Considerando este
tiempo de descanso es posible plantear la siguiente ecuacidon que representa el tiempo total de todo
el experimento:

T.Experimental =n - (D.Prev.+T.Estim.+D. Post.+D.Comp.) 4.2)
en donde:
T. Experimental ~ => Tiempo total del experimento, en segundos
n => (Cantidad de repeticiones
D. Prev. => Descanso previo a la estimulacion, en segundos
T. Estim. => Duracion de la estimulacion, en segundos
D. Post. => Descanso posterior a la estimulacion, en segundos
D. Comp. => Descanso complementario (sin estimulacioén ni imagenes), en segundos

Para el experimento realizado se tuvo que el protocolo se repitid n = 30 veces, que hubieron
5[s] de descanso previo a la estimulacion, 1[s] de duracion de la estimulacion, 19[s] de descanso




posterior a la estimulacion, mas los 30[s] de descanso sin estimulacion ni captura de imagenes, por
lo cual este experimento durd 1650[s] = 27.5[min].

La FIGURA 4.1 muestra graficamente un unico protocolo que, como ya se menciono,
puede ser repetido varias veces.

.

a) 5[s] descanso
b) 1[s] estimulacio

=

c) 1g[s] descanso

d) 3o[s] descanso |

Figura 4.1. Diagrama de un protocolo de estimulacion.

La FIGURA 4.2 muestra una representacion grafica del comportamiento del tejido cerebral
del raton cuando hay descanso, estimulacion y un descanso mas prolongado que el primero (ocurre
una etapa basal).
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Figura 4.2: Representacion de la respuesta (irrigacion sanguinea) que ocurre en el tejido
cerebral del raton, con respecto al tiempo.'




4.2. Monitoreo de la respuesta cerebral por electro-estimulacion en ratones

En las imagenes que se presentaran a continuacion se explicara el proceso que fue necesario
realizar para obtener los resultados mostrados. Se busca con ello demostrar la secuencia de eventos.

En la FIGURA 4.3 se aprecian como el raton fue expuesto a una cirugia para abrir la piel de
su craneo. A edad temprana el craneo del animal es transparente, por lo que no es necesario abrirlo.
Con ello, toda la estructura cerebral se puede apreciar. La luz verde-turquesa resalta los vasos
sanguineos en la imagen de la camara.

Figura 4.3. Craneo del raton expuesto e iluminado con luz verde-turquesa.

En la FIGURA 4.4 se observa la colocacion de los electrodos en las almohadillas de la pata
trasera derecha del animal a aproximadamente una distancia entre si y una profundidad de 2[mm)].

Figura 4.4. Colocacion de los electrodos en la pata del raton.

En la FIGURA 4.5 se observa el equipo funcionando en conjunto. En la computadora se
“moldea” la sefial de estimulacion desde la interfaz de usuario y se cambia la luz que incide sobre el
sujeto de pruebas de verde-turquesa a rojo-naranja.




Figura 4.5. Sistema en funcionamiento.

Para la FIGURA 4.6 se observa que la electro-estimulacion se realizé cada 55 segundos. En
el osciloscopio que se muestra, la corriente de estimulacion se aprecia en el canal 1 (azul) y el
voltaje se muestra en el canal 2 (amarillo). Es importante notar que la escala de tiempo esta
configurada en 10[s] por division.

Figura 4.6. Senales de electro-estimulacion.




En la FIGURA 4.7 se observa que el macroscopio de la cdmara (1) y el craneo del ratén
expuesto (2).

Figura 4.7. Zoom in al experimento efectuandose en el sujeto de pruebas. 1) Camara. 2) Sujeto de
pruebas.

4.3. Procesamiento de las imagenes

Tras haber realizado la captura de todas las imdgenes para cada repeticién y tomando en
consideracion que durante cada una de ellas se debe capturar exactamente la misma cantidad de
ellas es necesario procesarlas para obtener los resultados. También es importante observar que todas
las imagenes adquiridas se hicieron a una resolucion de 1392 x 1040 pixeles, a una profundidad de
12 bits, con lo cual cada una de las imagenes ocupa 4.3MB de espacio en memoria secundaria de la
computadora central. El formato inicial de estas imagenes es BMP, para ser posteriormente
transformadas a formato TIFF. Realizando el célculo de la cantidad de memoria que este
experimento ocupa, se llega al resultado de 6450MB necesarios; sin embargo esta cantidad de
memoria no sera toda la que se ocupara debido a que cada conjunto de 50 imagenes que pertenece a
cada una de las repeticiones, es posteriormente agrupado en secuencias de imagenes para poder




normalizarlas y promediarlas en conjunto, procedimientos que tienen como resultado la utilizacion
de memoria adicional.

En la tabla 4.1 se puede observar el procedimiento por el cual se hacen pasar todas las
imagenes para llegar al resultado final.

Tabla 4.1. Descripcion del procesamiento de las imagenes.

Se almacenan todas las imagenes que se obtienen como
resultado después de cada repeticion; en este caso se obtienen
50 imagenes en cada una.

Para cada conjunto de 50 imagenes se forma una secuencia.

Una vez que se tienen todas las secuencias de cada repeticion
se procede a realizar un proceso estadistico con el cual se
promedia la reflexion presente en todas las imagenes previas
a la estimulaciéon. Ademas de ello se hace lo mismo con las
imagenes posteriores a la estimulacion. Finalmente se obtiene
la relacion entre ambos promedios y se procede a realizar una
normalizacion con respecto a las primeras imagenes que
representan los momentos previos a la estimulacion.

El resultado es una secuencia de 50 imagenes a partir del cual
se crea el video en cuyos primeros segundos se aprecian
tonalidades blancas/grises y conforme este avanza se aprecian
tonalidades grises/obscuras en el area cerebral dentro de la
cual ocurrio la estimulacion.

El resultado es un video en cuyos primeros cuadros podemos considerar que tenemos un
conjunto de pixeles blancos y/o grises. A medida que transcurren los fotogramas del video se vera
como en cierta area de la imagen los pixeles comienzan a cambiar a tonos grises mas obscuros hasta
llegar a negro. Lo que esto indica es que al existir una estimulacion en el area cerebral para la cual
estd mapeada la extremidad estimulada, existira mayor cantidad de sangre oxigenada (oxi-
hemoglobina) en el cerebro.”® Dicha 4rea, debido a la estimulacion, se apreciard en la imagen con
mayor cantidad de pixeles negros debido a que la sangre oxigenada que se presenté dada la
estimulacion absorbi6 la luz emitida por el LED rojo-naranja y, en consecuencia, la reflexion en
dicha 4rea fue menor con respecto al resto del tejido en donde no hay sangre oxigenada.* >




Es posible asegurar en qué momento del video se apreciara la estimulacion. Esto se debe a
que se sabe que la respuesta a nivel cerebral de la estimulacion se aprecia un segundo después de
que el evento eléctrico ocurre en la extremidad, ademds de que se sabe exactamente en qué nimero

de fotografia se comenzo a capturar el evento.

En la parte final del video se puede apreciar como poco a poco los pixeles regresan a
tonalidades blancas/grises claros debido a que es en este momento el tejido comienza a regresar a su

estado basal o de no-estimulacion.

La FIGURA 4.8 muestra una secuencia de imagenes cuyos colores han sido invertidos
pretendiendo mejorar el resultado. Estas imagenes fueron tomadas de los resultados del
procedimiento descrito y en ellas se aprecia el momento en que ocurre el efecto de la electro-

estimulacion en el cerebro de un ratén de 3 meses de edad.
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Figura 4.8.

Imagenes del craneo de un ratén estimulado e iluminado a 617[nm]. Efecto de la

absorcion por la hemoglobina oxigenada.




Lo que se logra apreciar en la figura anterior es el craneo del raton preparado como se ha
descrito previamente. Los puntos negros que aparecen poco a poco son los reflejos cerebrales que
ocurren tras realizar la electro-estimulacion.

A lo largo de este capitulo fue posible demostrar el correcto funcionamiento del electro-
estimulador gracias a que todo el proceso de disefio que involucré la construccion de este sistema se
sigui6 tomando siempre en cuenta que todos los bloques/mddulos que lo componen deben estar
conectados entre si de la forma mas integral posible, sin perder de vista que ninguno de ellos debe
fallar.

A continuacidn se presentan las conclusiones derivadas de la realizacion de este proyecto,
para finalizar con los anexos que permitiran ahondar en el lenguaje y conceptos técnicos necesarios
para realizar este proyecto.
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CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de este trabajo fue necesario describir los componentes fundamentales
desarrollados para construir el sistema de electro-estimulacion y adquisicion de imagenes. En el
capitulo 1 fue necesario conocer y entender qué es un electro-estimulador y por qué es importante,
sin perder de vista que este tipo de instrumentacion existe desde hace varios afios a nivel mundial.
En el capitulo 2 se hablaron los antecedentes teoricos de un sistema como el desarrollado, asi como
las respuestas optica y eléctrica que suceden en el tejido bioldgico y como es que ello permite
adquirir imagenes con la informacion buscada por el neurocientifico. En el capitulo 3 se hablo del
disefio e integracion del sistema, pasando por todos los bloques que constituyen al sistema
propuesto, como la unidad de control, la fuente de corriente controlada por voltaje, el voltaje de
complianza y el aislamiento eléctrico que debe existir en este tipo de instrumentacidn, asi como la
calibracién y posicionamiento de la cdmara empleada, para finalmente llegar a utilizar todo el
sistema integrado en un banco de pruebas con un raton de la cepa C57BL/6 anestesiado.
Finalmente, en el capitulo 4 se hablo del protocolo de estimulacion empleado, que constd de varios
segundos de descanso para el animal, seguido de un breve momento de electro-estimulacion para
dar cabida a otro periodo de descanso para finalmente pasar a una breve descripcion de los
mecanismos por los que tienen que pasar las imagenes obtenidas al procesarlas.

El sistema disefiado y construido, si bien pasdé por muchas etapas y modificaciones, es
posible en este momento describirlo como un sistema que permite realizar electro-estimulacion y
adquisicion de imagenes en ratones vivos. El electro-estimulador puede proporcionar pulsos de
corriente aislados que pueden ser variados en frecuencia hasta los 500[Hz], en amplitud hasta
580[uA] y en ancho de pulso hasta el 100%. La maxima carga que se puede conectar al aparato es
de 300[kQ] y el voltaje de complianza con el que este cuenta es de 180[V]. El electro-estimulador
es controlado por medio de un programa que funciona desde una computadora y este se comunica
con un microcontrolador de 8 bits embebido en él. La comunicacion entre ambos dispositivos se
realiza mediante el protocolo serial RS232 a 9600 bauds.

La utilizacién de un micro-controlador de 8 bits permiti6 trabajar suficientemente bien los
aspectos técnicos relacionados con la generacion de la sefial de electro-estimulacion y de
sincronizacion con la cdmara. Sin embargo, si se requiere escalar este proyecto en el futuro,
considero que el componente principal a cambiar seria dicho micro-controlador por uno que tenga
mas prestaciones de hardware y mas velocidad. Otra alternativa que se podria considerar y que
permitiria un nivel de escalabilidad superior seria la utilizacion de una FPGA (Field-Programmable
Gate Array). Esta permitiria realizar computo de manera paralela logrando también que gran parte
del computo involucrado en la etapa de resultados se pueda distribuir entre dicha arquitectura de
hardware y la computadora central, ademas de que dicha forma de construir el sistema permitiria
proporcionar mas resultados al neurocientifico durante la electro-estimulacion.

Para mejorar los resultados experimentales y obtener mejor calidad de imagenes, se podria
recurrir a una o varias alternativas tecnologicas relacionadas con el método de interaccion optico
entre el sistema y el sujeto de pruebas. Algunas alternativas serian utilizar una camara de una
profundidad de 16 bits o superior, con un tiempo de muestreo inferior, que repercute en obtener mas
imagenes en la misma cantidad de tiempo e incluso mayor resolucion final en las imagenes. Esto
debido a que durante la experimentacion la resolucion espacial que la camara utilizada proporciona
Ginicamente llega a cubrir un poco mas de Y del 4rea cerebral del raton (= 12mm?). Otra opcion a
considerar para mejorar al sistema es emplear una mascarilla que permita mejorar el




posicionamiento de la cabeza del raton cuando este se encuentra anestesiado ya que, debido a la
respiracion del animal, es complejo asegurar que las imagenes tengan la menor cantidad de
movimiento entre si. Esta variabilidad de condiciones provoca que se aprecie movimiento entre las
imagenes, ocasionando que no se obtengan resultados favorables al momento de realizar el
promedio y normalizacion de ellas.

Finalmente, el desarrollo y la integraciéon de un primer prototipo de sistema de electro-
estimulacion y adquisicion de imagenes permitido realizar las primeras pruebas aplicadas a
experimentacion real en neurociencias, teniendo como resultado una correcta sincronizacion entre la
estimulacion y las imagenes adquiridas en sujetos bajo pruebas, obteniendo con ello los mapas
cerebrales derivados de la irrigacion sanguinea en el cerebro del animal, al aplicar a este una cierta
corriente eléctrica. Debido a que se pudo comprobar el correcto funcionamiento del sistema en
pruebas reales, serd posible utilizar el sistema desarrollado para realizar mas experimentos
buscando generar bancos de imagenes que permitan al neurocientifico analizar diferentes procesos
cerebrales tales como desarrollo de fArmacos capaces de tratar el infarto cerebral en humanos.
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ANEXO B. MICRO-CONTROLADORES

El micro-controlador es un dispositivo contenido en un denominado circuito integrado.
Dicho tipo de circuitos son dispositivos almacenados en elementos mas sencillos desde el punto de
vista de que el usuario de estos no necesita conocer el funcionamiento del circuito contenido en
dicho paquete; lo inico que tiene que conocer son las entradas y salidas del circuito y trabajar con ¢l
sin conocer todo su funcionamiento a detalle. Los micro-controladores, al igual que los micro-
procesadores, son pequefias computadoras usualmente empaquetadas en dicho tipo de circuito.

Los micro-controladores son dispositivos estructuralmente complejos que permiten realizar
infinidad cantidad de tareas de control. Actualmente se utilizan en todo tipo de aplicaciones desde el
control de luces en los semaforos de las calles, el funcionamiento de pequefias pantallas en relojes y
celulares, control total o parcial de motores de combustion interna, aparatos electrodomésticos y
periféricos de computadoras, por mencionar algunos.

A menos que la tarea del micro-controlador est¢ enfocada a una tarea sumamente
especifica, este se componen de los siguientes elementos que, como ya se menciond, son
componentes fundamentales de toda computadora:

a) CPU (Central Processing Unit)

b) Memoria RAM (Random Access Memory)

¢) Memoria ROM (Read Only Memory) en sus diferentes presentaciones, como
EEPROM, EPROM, Flash

d) Lineas de comunicaciéon con el mundo exterior (Entrada y Salida) e
internamente (buses)

e) Modulos para realizar diferentes tareas como temporizadores, contadores,
convertidores de sefiales analdgicas a digitales (Analog to Digital Converter),
convertidores de sefiales digitales a analogicas (Digital to Analog Converter) y
para poder comunicarse con otros dispositivos similares (USART)

Este tipo de dispositivos tienen dos clasificaciones. Una se refiere a la forma en que
sus componentes internos estan interconectados (arquitectura) y la otra se refiere al nivel
de complejidad que tienen las instrucciones que permiten controlarlo (complejidad en su
juego de instrucciones)

Por un lado, la arquitectura se refiere a la forma en que los componentes internos
del micro-controlador (que al final de cuentas es una computadora) se comunican entre si y
como es que estos son utilizados, y por otro, la complejidad del juego de instrucciones esta
directamente relacionada con el nivel de sofisticacion que tenga el CPU y la memoria con
la que cuente el dispositivo.

1. Arquitectura Von-Neumann
De ella se destacan ciertas cualidades especiales que la distinguen de otro tipo de
arquitecturas:

e Hay un bus de control, de direcciones y otro que es compartido para datos e
instrucciones;
e Elprogramay los datos se almacenan en la misma memoria (RAM);




e FEjecutar una instruccion conlleva a buscarla en memoria y posteriormente
buscar el o los datos que funcionaran con dicha instruccion;

e Debido a lo anterior este tipo de arquitectura es lenta en cuanto a la tasa de
instrucciones por minuto se refiere;

e Esuna arquitectura barata de construir

2. Arquitectura Harvard

e Cuenta con dos memorias. Una de ellas almacena la informacion del programa
y la otra almacenar los datos. Debido a ello esta arquitectura es mas compleja
que la Von-Neumann y es por esta razén que esta arquitectura tiene muchas
ventajas sobre otras;

e Hay una simultaneidad en la busqueda de instrucciones y sus datos, ademas que
de esta forma el procesador puede ejecutar una instruccidon mientras continua
buscando la siguiente instruccioén con sus datos;

e FEl tamaio que tienen sus instrucciones es independiente del tamafio que tienen
sus datos;

e Es una arquitectura muy rapida y por ello se utiliza en aplicaciones de control
que requieren de respuestas rapidas;

e Esuna arquitectura poco barata de construir

3. Juego de instrucciones complejo (CISC: Complex Instruction Set Computer)

Se dice que un juego de instrucciones es complejo cuando este supera las 80
instrucciones y cuando estas requieren de muchos ciclos de reloj para completarse
totalmente. En la gran mayoria de estos conjuntos, las instrucciones estan relacionadas
entre si, es decir, para que una se realice es necesario que otras mas sencillas se
realicen en consecuencia (no hay independencia entre las instrucciones).

4. Juego de instrucciones reducido (RISC: Reduced Instruction Set Computer)

Son conjuntos de instrucciones no mayores a los 50 elementos y son sencillas
estructuralmente a un nivel tan inteligente que casi todas ellas tardan un ciclo de reloj
en ejecutarse. A diferencia de las instrucciones de una arquitectura CISC las
instrucciones RISC usualmente no tienen una dependencia entre si, lo que hace que el
software y el hardware sean sencillos.
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