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CAVALCANTI, Leila Raulino Camara Cavalcanti. Proposta Metodolégica para
Experimentos de Investigagao de Atividade Senséria em Nervos Periféricos.
Trabalho de Conclusdao de Curso, Graduagdo em Engenharia Biomédica,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 76p., 2015.

RESUMO

Esforcos cientificos tém sido dedicados a busca por padrdes de atividade neuronal
com potenciais aplicagdes em reabilitacdo. Ainda sem abordagem clinica, a area que
motiva a realizagcdo deste trabalho é a de restauragdo sensorial em proteses. O
Center for Implantable Devices (CID), da Purdue University, onde este trabalho foi
concebido, € um laboratério com diversas pesquisas em interface cérebro-maquina e
proteses neurais. O emergente projeto desse laboratério para investigagdo de
reabilitagdo tatil conduziu a necessidade de se ter uma metodologia experimental
com esse intuito. O presente trabalho aborda os procedimentos envolvidos na
utilizacdo do modelo animal (ratos Long-Evans), na fabricagcédo de eletrodos tipo cuff,
bem como em toda a instrumentacdo necessaria, incluindo o software Autonomous
Neural Control, de autoria do CID. A metodologia proposta se baseia na estimulagao
mecanica sensorial, utilizando filamentos de von Frey; na microestimulagcéo elétrica
de nervos periféricos e no registro eletrofisiolégico do nervo quando as estimulagdes
sao realizadas. O procedimento proposto foi aprovado pelo comité de cuidado e uso
animal da universidade e um experimento preliminar foi realizado. Dos eletrodos
fabricados, 72,5% e 92% passaram respectivamente nos testes de qualidade
mecéanica e elétrica. O registro do nervo mediano enquanto 98mN foram aplicados
como estimulo tatil destacou peculiaridades dos potenciais de agdo compostos
observados em 37% dos sinais coletados diante tentativas de evocar respostas no
nervo durante o estimulo fisico. Os resultados indicam que esta metodologia podera
ser utilizada em outros estudos que associem estimulacdo tatil e padrbes de
resposta em nervos periféricos, auxiliando o entendimento e o desenvolvimento de
préteses bidirecionais.

Palavras-chave: Neurociéncia. Reabilitagcdo sensorial. Registro eletrofisiolégico.

Microestimulacao elétrica.



CAVALCANTI, Leila Raulino Camara Cavalcanti. Methodological Proposal for
Experiments to Investigate Sensory Activity in Peripheral Nerves. Conclusion
Work Project, Biomedical Enginnering Bachelor Degree, Federal University of Rio
Grande do Norte, 76p., 2015.

ABSTRACT

Scientific efforts have been dedicated to finding patterns of neuronal activity with
potential applications in rehabilitation. Still with no clinical approach, sensory restore
in prostheses is the field that motivates this work. The Center for Implantable Devices
(CID), at Purdue University, where this work has been conceived, is a laboratory with
several researches in brain-machine interfaces and neural prostheses. The emerging
project at this center for investigating tactile rehabilitation leaded us to create an
experimental methodology to make this study possible. This work presents the
procedures involved in using animal model (Long-Evans rats), in cuff electrodes
fabrication, as well as in all the necessary instrumentation, including the Autonomous
Neural Control software, signed by the CID. The proposed methodology is based on
sensorial mechanic stimulation, using von Frey filaments; on electrical
microstimulation of peripheral nerves; and on nerve electric-physiological recording
while the stimuli are performed. The proposed procedures were approved by the
Purdue Animal Care and Use Committee and one preliminary experiment has been
performed. From all fabricated electrodes, 72.5% and 92% passed in the mechanical
and electrical quality tests, respectively. The median nerve recordings while 98mN
were applied as tactile stimulus, have highlighted peculiarities of the compound
action potentials observed in 37% of the collected signals when trials were done to
elicit responses from the nerve. Results indicate that this methodology can be
utilized in other studies with association between tactile stimulation and patterns of
peripheral nerves responses, supporting the understanding and the development of
bidirectional prostheses.

Keywords: Neuroscience. Sensorial rehabilitation. Electric-physiological recording.

Electrical microstimulation.
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1 INTRODUGAO

O Center for Implantable Devices (CID — Centro de Dispositivos Implantaveis)
€ um laboratério de pesquisa alocado no departamento de Engenharia Biomédica da
Purdue University, West Lafayette - IN, Estados Unidos cujo objetivo € desenvolver
estudos transdisciplinares em dispositivos implantaveis. Nesse laboratorio,
coordenado pelo Prof. Pedro lIrazoqui, Ph.D., as pesquisas sido focadas
essencialmente em problemas de interface entre microeletrbnicos implantaveis e
circuitos neurais. Além de direcionar investigacbes para aplicagcbes em BCI (Brain-
Computer Interfaces — Interfaces Cérebro-Maquina), o laboratério concentra
trabalhos em epilepsia, lesbes medulares, glaucoma, depresséo, disturbios gastricos
e problemas relacionados a interfaces crénicas com o sistema nervoso, como
biocompatibilidade e transmissao de poténcia elétrica em sistemas sem fio.

Um emergente projeto de pesquisa no CID é o de investigagdo de padroes da
atividade elétrica em nervos periféricos em resposta a estimulos tateis. Esse projeto
tem como motivacido o desenvolvimento de estimulacdes artificiais que mimetizem a
resposta a estimulos mecanicos realizados nos mecanorreceptores da pele. Assim,
a sensibilidade natural pode ser restaurada em um paciente amputado, por exemplo,
através da aplicacao artificial de estimulos elétricos em seu sistema nervoso.

Uma perspectiva emergente desse estudo €, portanto, o estabelecimento de
bidirecionalidade em préteses, ou seja, adicionar sensibilidade a um membro
artificial cuja funcionalidade seja apenas motora. Com isso, as vantagens para o
usuario da prétese nao se limitam a melhorar a capacidade funcional da interacao
dele com o mundo que o cerca, por estar tendo o retorno sobre informagdes de
textura, peso, maciez, temperatura e formas dos objetos em contato com a prétese.
Esse avancgo auxilia na propria fungdo motora, uma vez que um sistema de controle
fechado pode ser otimizado ao processar o quanto de pressao, forga ou detalhe nos
gestos devem ser feitos de acordo com a resposta de interagao tatil. Ou seja, com
uma protese bidirecional, o usuario consegue, apos ter bem integradas as fungdes
propostas, agir de forma mais natural, adquirindo o membro artificial de uma forma
mais fisiolégica. Além de melhorar a performance ao desenvolver as atividades
cotidianas e ocupacionais, o individuo tende a se sentir mais confiante e
independente, tendo sua reinser¢ao no trabalho e na vida social de uma forma mais

rapida e eficaz.
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A ideia geral dos experimentos para tal investigagao gira em torno do registro
de sinais eletrofisioldgicos enquanto a estimulagéo tatil é entregue na superficie da
pele. Mecanorreceptores sado ceélulas receptoras especializadas que, quando
estimuladas por pressao, vibragdo, toque transformam essas informacgdes
mecanicas em impulsos elétricos que viajam pelos nervos, levando a informagao do
feedback sensorio para a medula espinal (PURVES, 2012). O sinal é, entdo,
integrado e redirecionado ao encéfalo, onde, em nivel de cortex cerebral
somatossensorial, é interpretado, gerando as sensagbes de toque, vibragéo, dor,
calor, frio. A Figura 1.1 abaixo ilustra esse caminho de conducéo da informacéao e

onde o registro dessa atividade neuronal é feito.

Figura 1.1 - Circuito sensorial e registro em nervo. Representagdo esquematica do circuito de
informagdo aferente sensorial e o do registro de atividade eletrofisiolégica em nervo periférico.
llustracdo adaptada de imagens disponiveis no site do Departamento de Fisiologia da University of
Calgary e de LECHNER, 2013.

A dificuldade inicial dessa pesquisa é estabelecer uma metodologia
experimental para esse fim, a comecgar por determinar métodos de coleta de dados,

uso animal (incluindo técnica cirurgica com aprovagao de protocolo por comité de
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ética da instituicdo), definicdo de instrumentacdo a ser utilizada, fabricagdo de
eletrodos e métodos de processamento de dados. Muitos s&o os tipos de eletrodos e
metodologias para se fazer o registro de atividade neuronal no sistema nervoso
periférico, como os revistos e analisados em (NAVARRO, 2005). A intencédo no CID é
ter a fabricacdo propria de eletrodos, podendo controlar variaveis como dimenséo,
adaptacdo a configuracdo experimental, teste de impedancia elétrica em meio de
simulagao biolégica, economia e, sobretudo, melhor adequagao da aplicagdo dos
eletrodos, ndo s6 em termos de aquisicdo de dados, como também de adequacgao a
conexao dos eletrodos a instrumentagao dos circuitos amplificadores e de conversao
analdgica-digital, mais discutidos nas metodologias utilizadas. E nesse contexto que
o desenvolvimento deste trabalho se insere.

O intuito € que, com a metodologia desenvolvida, o tempo de cirurgia seja
melhor aproveitado e os contatos elétricos dos eletrodos fagam uma coleta efetiva
dos sinais, possibilitando conexao com toda a instrumentacio elétrica subsequente,
sem que os eletrodos sejam deslocados facilmente dos nervos, mesmo com a
exposigao da pata do animal a estimulos mecanicos.

Ha aparatos experimentais comerciais para estudo de sensibilidade tatil de
ratos, como o Dynamic Plantar Aesthesiometer (Ugo Basile), que foi desenhado para
ter acesso automatico a sensibilidade ao toque na superficie plantar de ratos e
camundongos, sendo conhecido como o von Frey eletrénico, de alta precisdo, com
corregdes experimentais de tempo de laténcia e controle de forgca entregue, mas de
custo néo justificavel para o orcamento do laboratério, que ja possui uma estrutura
de alto nivel para registros e estimulagdes em geral do sistema nervoso em ratos. A
necessidade é, entao, fazer adequacdes, dentro das limitagcdes e disponibilidades do
laboratério para fazer o novo projeto ter experimentos reprodutiveis.

O registro de sinais nervosos pode ser uma etapa desafiadora no desenvolver
da pesquisa, devido a caracteristica inerentemente ruidosa do sinal a ser capturado.
Para fazer tal coleta, eletrodos s&do implantados cirurgicamente nos nervos,
diminuindo interferéncias musculares e cutaneas. Devido a este carater invasivo da
pesquisa, um modelo animal é requerido, assim como a aprovag¢ao por um comité de
ética de um protocolo adequado para seu uso.

O modelo animal nesse experimento se faz necessario uma vez que 0s

processos fisioldgicos envolvidos nessa investigacdo séo de alta complexidade, nao
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havendo, por exemplo, simuladores computacionais que pudessem substituir o
modelo animal. Esses animais sao classicamente utilizados na esfera cientifica para
estudo de sensibilidade (BENNET, 1988; CODERE, 1987; FLEISCHER, 1983;
HANDWERKER, 1987; HANDWERKER, 1991; HELLON, 1975; KIM, 1992; KOW,
1983; LEEM, 1993; LYNN, 1982; SANDERS, 1986; SHIR, 1990). Os ratos possuem
uma carga genética muito semelhante a do humano, sdo de facil aquisigao,
manipulagédo, conservagao e de relativo baixo custo, justificando seu uso nesse
trabalho.

Para melhor elucidar cada etapa do procedimento, os paragrafos seguintes
introduzem os conceitos essenciais ao desenvolvimento das estimulagdes mecanica
e elétrica, da gravacéo dos sinais e do uso animal.

A estimulagdo mecanica € amplamente explorada em trabalhos cientificos na
investigacao do funcionamento dos mecanorreceptores, sendo o uso de filamentos
de von Frey um dos métodos mais discutidos na literatura (LEEM, 1993; BOVE,
2006; FRUHSTORFER, 2001). Os filamentos de von Frey s&o filamentos de nylon,
com a peculiar propriedade de manter constante uma forga entregue a superficie
com a qual ele faz contato, uma vez que o fio esteja curvado quando solicitado
axialmente por compressao (BOVE, 2006). Com a utilizagdo desses filamentos,
podemos ter o controle da magnitude de forgas aplicadas a pele e ter um parametro
para mapear como € dada a relacdo entre intensidade de forgca realizada na
superficie da pele e o padréo de atividade eletrofisiolégica no sistema nervoso.

A captura dos sinais decorrentes da atividade elétrica da estimulagao tatil é
dada com a utilizagdo de microeletrodos do tipo “bracadeira”, os chamados cuff
electrodes. Com a utilizagdo do software desenvolvido no CID, Autonomous Neural
Control, e cédigos desenvolvidos em MATLAB para processamento de dados, é
possivel filtrar informagdes importantes da atividade neuronal, como, por exemplo, a
velocidade de conducdo dos impulsos nervosos, e, com isso, identificar fibras em
atividade durante a estimulacao.

Este trabalho mostra como o procedimento experimental pode ser realizado,
incluindo o design e os métodos de fabricagdo de eletrodos para o registro dos
sinais eletrofisioldgicos, arranjo mecanico de estimulacado, definicdo de cuidado
animal, procedimento cirurgico, correlagdo anatomica e fisiolégica dos mecanismos

envolvidos na transmissdo da informacdo senséria e a especificacdo da



15

instrumentagado necessaria (circuitos amplificadores, conversor analdgico-digital e
software para controle do registro e processamento dos sinais coletados). Com isso,
almeja-se que o laboratério possa amadurecer as pesquisas nho campo da
investigacao sensorial tatil, com posterior modulagdo de estimulagdes elétricas que
mimetizem as respostas de estimulos externos. Com o mapeamento do padrdo de
respostas observadas nos nervos periféricos e a respectiva traducdo dessas
atividades em estimulos elétricos, podemos restaurar sensacbes perdidas em

usuarios de proéteses bidirecionais.

2 OBJETIVOS

O desenvolvimento de interfaces cérebro-maquina e préteses neurais (em
que a interface da maquina € dada com nervos e ndo com o cérebro) esta em pleno
crescimento nestes ultimos anos com grandes perspectivas de prosseguir no futuro.
Essa area da pesquisa esta especialmente em ascensdo com recentes e volumosos
investimentos dos Estados Unidos e da Europa voltados para a pesquisa do cérebro
e do sistema nervoso, como por exemplo o Brain Project.

Uma das grandes areas de investigagdo na neurociéncia € a reabilitagao.
Expressivos avancos na restauragao da fungdo motora em proéteses e orteses tém
sido mostrados tanto na pesquisa cientifica como na aplicagao clinica. No entanto, a
reabilitacdo sensorial de dispositivos de reabilitagdo ainda ndo chegaram a esfera
comercial e as pesquisas ainda tentam desvendar maneiras para conceber aparatos
artificiais que mimetizem sensacodes tateis. O desenvolvimento deste trabalho se
insere na area de experimentacdo animal para viabilizar uma solugdo em

neuroprostética para a reabilitacdo sensorial.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O CID realiza diversas pesquisas na area de préteses neurais e interfaces
cérebro-maquina e pretende desenvolver pesquisas na area de reabilitacao artificial
da sensibilidade por estimulacdo elétrica do sistema nervoso periférico. Este

trabalho tem como objetivo fornecer uma metodologia experimental que se adeque a
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infra-estrutura laboratorial existente e que possa permitir mapear padrées da
atividade em nervos periféricos diante de estimulacido tatil e, com isso, produzir
estimulos elétricos seletivos que mimetizem as sensag¢des naturais de um estimulo
mecanico. A Figura 2.1 resume esquematicamente a ideia geral que abrange a

grande area tangente a este trabalho.

Estimulacao Nervo
Mecénica Perfiférico

Comparacao

Modulacéo

Figura 2.1 - Mecanismo para reabilitagido sensdria. Esquema geral do mecanismo para a
reabilitagdo sensoria por estimulagao elétrica em nervo periférico.

A estimulacdo mecanica é realizada com a interacdo tatil na pele. A
estimulagao elétrica é realizada com base em respostas eletrofisioldgicas coletadas
do nervo periférico que inerva a regiao estimulada mecanicamente. Os padrbes de
potenciais de agdo compostos observados quando um estimulo tatil mecanico é
realizado sdo comparados com os obtidos quando o estimulo elétrico é feito. A
comparagao desses padrbes viabiliza a modulagcdo e o refino das respostas
evocadas artificialmente para se equiparar a uma resposta fisiolégica, dando ao
individuo uma restauragao de sensibilidade a partir de estimulo direto no nervo de
forma seletiva com a criteriosa definicdo de parametros de estimulagdo como

frequéncia, amplitude e duragao de pulso.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com esse trabalho objetiva-se compreender relagées anatdémico-funcionais
do sistema nervoso periférico no que se refere a sua habilidade discriminante tatil.
Objetiva-se também compreender como as respostas sensoriais sdao dadas no
sistema nervoso e como essa informagao pode subsidiar a concepgdao de uma
metodologia experimental que propicie pesquisas no CID na area de reabilitagao
sensoria.

Assim, é almejado com esse trabalho: 1. especificar procedimentos
experimentais para registrar atividade eletrofisiolégica de nervo periférico em modelo
de rato; 2. elaborar um protocolo de uso animal para ser aprovado pelo comité de
ética de uso animal da instituicdo; 3. caracterizar a fabricacdo de eletrodo especifico
para a aplicacao; 4. por em pratica o método de fabricacdo proposto; 5. testar
mecanica e eletricamente os eletrodos fabricados; 6. conceber a forma de manter o
controle na quantidade de estimulo tatil realizado no experimento; 7. especificar a
instrumentagcdo necessaria no aparato experimental; 8. verificar a viabilidade da
metodologia proposta para mapear padrdes de potenciais de agdo compostos
registrados no nervo em estudo e 9. identificar lacunas/problemas da proposta com

sugestao de abordagens futuras.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O SISTEMA NERVOSO

A divisdo mais simples do sistema nervoso pode ser dada em razdo da
natureza da informagao transmitida. Assim, podemos ter: a) O sistema sensorio, que
adquire e processa informacao do ambiente, como, por exemplo, os sistemas visual
e auditivo; e b) O sistema motor, que responde a informagdes recebidas com a
geracao de movimentos e outros comportamentos motores (PURVES, 2012). Uma
enorme quantidade de células e arranjos intercelulares integram esses dois sistemas

bem definidos de entrada e saida de informacdes. Ha também a classificagdo do



18

sistema nervoso em Central (SNC) compreendendo o encéfalo e medula espinal e
Periférico (SNP) incluindo os nervos que se projetam a partir de (ou para) regides
distais em relagcdo ao SNC, como a conexdo com receptores sensorios € com
circuitos de processamento relevantes do SNC. Inclui também os componentes de
atividades motora e visceral do corpo. A Figura 3.1 mostra essas divisdes de forma
esquematica (PURVES, 2012).

A Siztema Nerv2ao B Hervokd L]
CIAR— T Hemistérios cerebrals, diencéfalp, cerebelo, tronco i
- N encelalico ¢ medula espinal (ansise ¢ Integracao das 5
Encétalo - erariancs Informacoes sensorials e motoras) : ;
Medula Espinal Nervos | R — e B
cIpINaIs
Componentes motores
Siatema motar Seaterra wwptor
samasco g
. |
J
Amblerte Fierro ¢ B
- n—-- l ]
& Frrno ° L ‘

Figura 3.1 - Componentes do SN e suas relagées funcionais. (A) O SNC (cérebro e medula
espinal) e o SNP (nervos espinhais e cranianos) (B) Diagrama dos principais componentes dos
sistemas nervosos central e periférico e suas relagdes funcionais. Estimulos do ambiente externo
fornecem informagdes para circuitos de processamento no cérebro € na medula espinal, os quais
integram e interpretam os significados, enviando, posteriormente, sinais para os efetuadores
periféricos que movimentam o corpo e ajustam o funcionamento dos 6rgéos internos. Adaptado de
(PURVES, 2012).

Funcionalmente, o sistema nervoso executa trés distintos papéis. Os
receptores sensitivos detectam estimulos (internos ou externos) que séo traduzidos
como informacao a ser conduzida até o encéfalo e a medula por meio dos nervos
cranianos e espinais respectivamente. Essa é a funcdo sensitiva do sistema
nervoso. A fungdo motora é também papel do sistema nervoso, que se configura
como uma resposta adequada de acordo com a informacéo sensoria recebida, ou o
planejamento motor cortical, e realizada por efetuadores (musculos e glandulas).

Para que essa interagao entre sensibilidade e motricidade seja possivel, um terceiro
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papel desenvolvido no sistema nervoso € essencial, o de integragdo. O sistema
nervoso processa a informacgao sensitiva, analisando e armazenando uma parte dela
e tomando decisbes para fornecer respostas apropriadas. Um exemplo de fungao
integradora é a percepc¢ao, que € a consciéncia de um estimulo (TORTORA, 2010).
As unidades estruturais do sistema nervoso, neurdnios e células da glia, sdo
brevemente discutidas na sessao seguinte, abrangendo também o conceito de
atividade eletrofisiolégica do potencial de agao, importante para o entendimento de

geragao e coleta de sinais bioldgicos a luz da neuroengenharia.
3.1.1 Biologia Celular do Sistema Nervoso

A Figura 3.2 ilustra niveis de organizagdo da estrutura e fungdo do sistema
nervoso. Dependendo da abordagem do estudo, diferentes unidades estruturais ou

funcionais podem ser levadas em consideragédo (LEVITAN, 2001).

Moléculas

Células ‘ . I o
Individuais e .
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Individuo e seu oy
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Figura 3.2 - Niveis de organizacao do Sistema Nervoso. Diferentes niveis de organizagido para
estudo estrutural ou funcional do sistema nervoso. Adaptado de (LEVITAN, 2001).
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Nenhum nivel é inerentemente mais ou menos importante que outro e
informacdes vindas de todos os niveis podem ser necessarias para 0 mais
rudimentar entendimento de fungdes normais ou anormais do cérebro (LEVITAN,
2001). O SNC é constituido de dois tipos basicos de células: neurdnios e células da
glia. As células da glia s&o tradicionalmente conhecidas por suas func¢des de
migracao, protecao neuronal, proliferagao, direcionamento axonal e efeitos troficos,
sendo, provavelmente reconhecidas como as células mais versateis em nosso
corpo. Sao divididas em oligodendrocitos e células de Schwann (responsaveis pela
formagao e manutengao das bainhas de mielina no SNC e no SNP, respectivamente)
e astrécitos (responsaveis por defesa, sustentagao, nutrigdo neuronal e modulagao
de sinapses).

Além desses grupos celulares, também ha a chamada microglia, que abrange
o0 grupo de células responsivas imunologicamente e que s6 apresentam fungao
quando sdo essencialmente recrutadas (por exemplo, na presenga de um corpo
estranho). Por muitos anos as células da glia foram consideradas como simples
agentes de suporte para os neurbnios, mas recentemente tem se mostrado seu
importante papel no desenvolvimento e funcionamento neuronal (NDUBAKU, 2008).

Neurdnios (como o ilustrado na Figura 3.3) sdo mensageiros de informagao.
Algumas caracteristicas do neurdnio o tornam uma célula unica e viabilizam sua
funcionalidade no sistema nervoso. Existem trés elementos estruturais dos
neurdnios, que sao: corpo celular, que envolve a unidade de processamento da
célula, com nucleo e suas organelas; o axdnio, que é especializado na transmissao
de informacdo intracelular; e o dendrito, que é frequentemente o local onde a
informagdo € recebida de outros neurbnios. O local onde dois neurbnios se
comunicam, ou onde um neurbnio se comunica com uma célula efetora, chama-se

fenda sinaptica.
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NEURONIO

Figura 3.3 - Desenho esquematico do neurdnio. As setas vermelhas indicam o sentido da
condugéo de informacgao.

A maioria dos neurdnios tem seus axdnios envoltos por mielina, produzida por
células de Schwann, que € responsavel por aumentar a velocidade de conducéo do
impulso nervoso, dado de forma saltatéria. Uma classificagdo melhor detalhada das

fibras nervosas (axénios) € mostrada na sessao seguinte.

3.1.2 Classificagao das Fibras Nervosas

A classificacdo das fibras nervosas se da de acordo com o diametro dos
axoénios, que por sua vez é também funcdo da quantidade de mielina presente na
célula nervosa. Essa distingdo é importante pois associa-se a velocidade de
conducdo de impulsos sinapticos na fibra, caracteristica experimentalmente
mensuravel. A visualizagdo da vasta gama de velocidades pode ser obtida por meio
da estimulagao artificial de um nervo sensério com eletrochoque de curta duragao
(GASSER et al., 1941). Para tanto, dois eletrodos sao posicionados no nervo com
uma distancia conhecida entre eles. Um dos eletrodos, digamos o proximal, € usado
para entregar um microchoque de estimulagdo no nervo, e o outro, distal, serve
como eletrodo de registro. Os impulsos conduzidos por fibras mais rapidas serao
registrados no segundo eletrodo em um determinado tempo, e impulsos conduzidos
por fibras mais lentas terdo seu sinal detectado em um tempo maior. Assim, a
velocidade de condugao pode ser inferida como a razao entre a distancia conhecida
entre os eletrodos e o tempo gasto entre o microchoque de estimulo e o registro do
sinal no segundo eletrodo (GASSER et al., 1941).
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A classificagdo para os nervos periféricos inclui fungbes associadas as
categorias de fibras: as dos grupos A e B (cuja espessura inclui mielina) e as do
grupo C (ndo mielinizadas). O grupo A é subdividido em alfa, beta, gama e delta em
ordem decrescente de didmetro. As fibras menores sdo aquelas do grupo C, nao
possuindo mielina e portanto, com a menor velocidade de conducio. Fibras
mielinizadas dos grupos A e B possuem velocidades de condugdo que aumentam
progressivamente com o didmetro. A Tabela 1 mostra um resumo das classificagcoes
das fibras (KIERNAN, 2002). Em mamiferos, nervos motores sdo compostos em
fibras A-alfa, A-beta, A-gama, e C e fibras puramente sensérias sdo compostas por
componentes A-beta, A-delta e C (MANZANO et al., 2008).

Tabela 1 - Classificagdo das fibras nervosas (GASSER, 1941).

Grupo Diametro Velocidade  Fibra Funcgao
Externo de condugdo Mielinica
(um) (m/s)
A-aou lA 12-20 70-120 Sim Neurdnios motores (extrafusais);

propriocepgao dos fusos musculares.

AB-IB 10-15 60-80 Sim Propriocepgao tendinea (tenséo);
sensibilidade tatil e térmica

| 5-15 30-80 Sim Propriocepgao tonica dos fusos
musculares; tato discriminativo

Ay 3-8 15-40 Sim Motora para as fibras intrafusais dos
fusos musculares; sensibilidade tatil
e térmica

Ad oul lll 3-8 10-30 Sim Sensibilidades menos discriminativas

B 1-3 5-15 Sim Autbnoma pré-ganglionar (ramos

comunicantes brancos, nervos
cranianos lll, VII, IX e X)

CoulVv 0,2-1,5 0,5-25 Nao Dor e temperatura; olfagéo;
autbnoma pdés-ganglionar

Além de um embasamento estrutural do sistema nervoso, conceitos
funcionais importantes sdo relatados a seguir, de fundamental relevancia para o

estudo de aplicagdes em neuroengenharia e neurociéncia.
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3.1.3 Analise Funcional da Atividade Neuronal

Um potencial de agao (PA) é um sinal de natureza elétrica, do tipo tudo-ou-
nada, de ocorréncia rapida, da ordem de um milissegundo, que inverte o potencial
de membrana, seguido da restituicdo do estado de repouso (TORTORA, 2010). O
PA s6 surge se um estimulo for capaz de despolarizar a membrana, ou seja, se um
nivel critico, o limiar (em azul na Figura 3.4 a baixo) for atingido. Na primeira fase,
ascendente, o potencial de membrana vai se tornando cada vez menos negativo, até
que atinge o zero e alcanga valores positivos, em um pico. Em seguida, a
repolarizagao ocorre, em que o estado de repouso de potencial observado na
membrana é restabelecido, por volta dos -70mV. Esses eventos elétricos ocorrem

através da acdo dos canais de membrana de sodio e potassio, dependentes de
voltagem.
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Figura 3.4 - Grafico esquematico do potencial de agdao. O potencial de membrana mostrado é
hipoteticamente medido em um Unico ponto da membrana. Adaptado de (TORTORA, 2010).

Analises funcionais sdo uma poderosa ferramenta para entender o
funcionamento do sistema nervoso. Diversos métodos fisioldgicos estao disponiveis
para avaliar a atividade elétrica e metabdlica de circuitos neuronais que constituem o
sistema nervoso. Duas abordagens - registros eletrofisiolégicos e imagem funcional
do cérebro - tém sido particularmente uteis na definicdo de como sistemas neuronais
representam informagao (PURVES, 2012).
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O método eletrofisiolégico mais amplamente utilizado € o registro de sinal de
uma unica célula, através de eletrodos que penetram o tecido e registram a atividade
elétrica celular. Muitas vezes esse método abrange a captura de atividade de células
vizinhas, dando mais informacdes na aquisicdo de dados. Essa técnica tem sido
expandida e refinada para incluir o registro de multiplas células ao mesmo tempo

durante a investigacado de atividades cognitivas, sensoérias ou motoras (PURVES,

2012). A evolugcdo da manufatura de eletrodos permitiu que tipos de registros
diferentes fossem viaveis na investigacdo da atividade eletrofisiologica neuronal,
tanto no cérebro quanto nos nervos, de forma intra ou extracelular.

E possivel medir um unico potencial transmembrano através do chamado
patch-clamp, inserindo-se uma pipeta de vidro dentro de uma célula e registrando as
variagdes de potencial com relagdo ao meio extracelular, no qual repousa um

eletrodo de referéncia (ver imagem superior da Figura 3.6). Essa técnica intracelular
€ usada, por exemplo, para registrar o potencial de repouso de uma fibra muscular,
ou de um neurdnio, 0 que permite um registro bastante acurado da atividade de uma

unica célula, mas é muito dificil de ser realizada em uma fibra nervosa de vertebrado
e pode envolver consideraveis danos a membrana em volta da ponta do eletrodo.

Uma técnica que apresenta danos bem menores é o registro extracelular (ver
Figura 3.5), que envolve o posicionamento de um eletrodo o mais préximo possivel
de uma célula excitavel, mas ndo a penetra, tendo um eletrodo de referéncia no
mesmo local no fluido extracelular. Esse tipo de gravacdo de sinal registra as
variagcdes de potencial na superficie da membrana, e nao através da membrana.

Ao se entregar um estimulo suficientemente grande para que o nervo
responda com o disparo de atividade eletrofisiolégica, um sinal, um pouco diferente
de um PA, é observado. Esse sinal é chamado de Potencial de Acdo Composto,
PAC, e representa uma somagao algébrica de todos os PAs produzidos por todas as
fibras que foram disparadas pelo estimulo. Um nervo é feito de centenas de axénios

cujo tamanho, mielinizacdo e posicdo com relacdo aos eletrodos interferem na
medi¢cédo do PAC (McGILL, 2005).
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Nervo

Eletrodo

Figura 3.5 - O Potencial de Agdo Composto. A esquerda, uma representagdo esquematica da
posigao relativa do eletrodo e o feixe nervoso (nervo). A direita, exemplo da formagdo de um PAC,
sendo a somagéo algébrica de PAs gerados por varias células simultaneamente. Adaptado de McGill,
2015.

Ambos PA e PAC sao bifasicos, ou seja, possuem deflexdes positivas e
negativas, mas por razdes diferentes. A fase negativa do PA intracelular é atribuido
ao mecanismo de pos-hiperpolarizagéo. A fase negativa do PAC é devida a maneira

como o sinal é registrado (Figura 3.6).

PAC

Figura 3.6 - Comparacgao entre PA e PAC. Representacdes esquematicas comparando o modo com

que o sinal de PA é registrado (coletando informacédo de uma unica fibra) e o sinal de PAC, que é
resultado da gravagao de sinal realizada pelo eletrodo que capta informagéo de multiplas células. As
setas indicam a fase negativa, que na formagao do PA significa a hiperpolarizagdo da célula, e no

PAC, a fase negativa aparece devido intrinsecamente a forma de registro do sinal. Adaptado de
McGill, 2015.

Ha dois eletrodos de registro tocando o nervo, cada um conectado a uma
entrada de um amplificador diferencial. Antes do estimulo ser feito, ambos os fios do

eletrodo devem medir basicamente a mesma tensdo. Nao havera deflexdo
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registrada porque o amplificador pega a diferenca dos sinais registrados em ambos
os eletrodos antes de passar o sinal para o conversor analogico digital.

A situacdo muda a medida que o PAC trafega ao longo do nervo. Sua forma
dependera da distancia entre eletrodos, do tamanho do segmento do axénio
despolarizado por PAs e da velocidade de condugdo dos axbénios. Quando o PAC
chega ao primeiro eletrodo de registro, tal eletrodo torna-se transientemente
negativo em relagdo ao outro eletrodo. A diferengca de potencial entre os dois
eletrodos é detectada e a forma de onda é vista como uma deflexdo para cima.

Com a progressdao do PAC entre os dois eletrodos de registro, o potencial
gravado retorna ao baseline (sem diferenca de potencial entre os eletrodos). Quando
o PAC passa pelo segundo eletrodo, uma deflexdo de mesmo tamanho, mas de
sinal oposto, € entdo registrado. O sinal é negativo pela maneira como o
amplificador compara essas duas entradas.

Teoricamente, se os eletrodos estdo suficientemente longe um do outro, um
pequeno segmento de deflexdo nula sera gravado antes que o PAC chegue ao

segundo eletrodo de registro.

3.1.4 Mecanorreceptores medeiam o tato

Os mecanorreceptores sdo sensiveis a deformagdao mecanica do tecido no
qual eles estdo inseridos. Diante de um estimulo mecéanico na pele, essas células
especializadas provocam uma transdugcdo de energia mecanica em potenciais de
acao (energia elétrica). Impulsos elétricos trafegam pelas vias aferentes nos nervos
periféricos transmitindo a informacao tatil obtida pela deformacao detectada pelos
mecanorreceptores.

Os tipos de mecanorreceptores sao classificados de acordo com trés
caracteristicas: a sensacdo que transmitem, o taxa de adaptacdo e o campo
receptor. Existem quatro tipos de mecanoreceptores presentes na pele da palma da
mao: células de Merkel, corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini e
terminagdes de Rufini (KANDEL, 2014). A Tabela 2 resume os tipos de

macanorreceptores presentes na pele e medeiam o tato (PURVES, 2012).
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Tabela 2 - Propriedades de mecanorreceptores do tato. Adaptado de PURVES, 2012.

Merkel Meissner Pacini Ruffini
Diametroda | 7-11um 6-12um 6-12um 6-12um
fibra
Velocidade de 40-65m/s 35-70m/s 35-70m/s 35-70m/s
conducao
Funcao Percepcdo de Deteccao de Percepcéo de Percepcao de
sensoéria forma e textura movimento e  vibracao forcas
controle de tangenciais.
forca da méo direcédo de
movimento
Campo Pequeno Pequeno Grande Grande
receptor
Taxa de Lenta Rapida Rapida Lenta
adaptacao da
fibra

3.2 REGISTRO DE SINAIS ELETRICOS NO SNP

Existem maneiras diferentes de acoplar eletrodos ao sistema nervoso
periférico dependendo do tipo de sinal biolégico que se quer registrar (quimico,
mecanico, magnético ou elétrico). Quando se deseja coletar informagbes de
natureza elétrica, ou seja, mensuragdo de tensdes e/ou correntes, dispositivos de
microeletrodos que fazem contato com nervos periféricos ou musculos s&o os mais
comumente usados e sao os dispositivos de interface mais conhecidos (NAVARRO,
2005).

O regqistro de atividade eletrofisiolégica € comum na clinica para diversos
exames envolvendo técnicas nao invasivas de coleta de dados. No entanto, na
pesquisa e na investigagdo neurocientifica, o uso de eletrodos mais invasivos é
bastante frequente. Com o surgimento e o avango de solu¢gdes desenvolvidas para
disturbios neuronais ou para fins de reabilitacédo, eletrodos penetrantes estdo pouco
a pouco sendo utilizados em pacientes humanos e a continua melhora na
manufatura de eletrodos mais adequados a aplicagdes especificas € essencial para
emergirem resultados significativos para a pratica médica.

Eletrodos de superficie sdo comumente usados, por exemplo, para

estimulacédo funcional (FES) com finalidade de restauracdo de fungbes motoras,
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alivio da dor, estimulacdo elétrica transcutdnea de nervo, monitoramento
eletrocardiografico, desfibrilizagdo, ritmo da superficie cardiaca e sistemas
avancados de delivery de drogas (NAVARRO, 2005). Exames de eletrocardiografia
(ECG), eletromiografia (EMG) e eletroencefalografia (EEG) fazem uso de eletrodos
de superficie. A vantagem de serem nao-invasivos e de facil adaptagdo é
contrabalangcada com algumas desvantagens como baixa reprodutibilidade e
qualidade do sinal adquirido (NAVARRO, 2005), além de baixa resolugao temporal,
quando comparados, por exemplo com a eletrocorticografia.

Os eletrodos podem ser categorizados de acordo com 0 quao invasivos e
seletivos eles sdao. A Figura 3.7 mostra um grafico que relaciona o grau de

invasividade e seletividade para eletrodos utilizados em interfaces com o SNP.

Eletrodos de Interface com o SNP
Regenerativo
niraneura

Intertascicular

Invasvidade

Epineura

superficie

Seletividade

Figura 3.7 - Eletrodos de Interface com o SNP. Os diferentes tipos de eletrodos aplicados a
interfaces com nervos do SNP com classificagdo de acordo com a seletividade e invasividade.
Adaptado de NAVARRO, 2005.

3.2.1 Eletrodos extraneuronais

Eletrodos que sdo concebidos para serem posicionados em contato com o
nervo sobre o epineuro (pelicula que envolve o nervo), sédo classificados como
extraneuronais. Para a captura desses sinais em nervos periféricos, eletrodos
extraneuronais podem ser utilizados sabendo-se que o sinal coletado sera referente
a composicao de sinais oriundos de todo um nervo e ndao somente de uma fibra
nervosa. Assim, esse sinal se caracteriza como um PAC, uma vez que o eletrodo

envolve um nervo inteiro, € que deve ser dissecado e isolado de estruturas

anatdmicas vizinhas. Alguns exemplos sdo mostrados nos tdpicos seguintes.
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3.2.1.1 Eletrodos epineuronais

Sao eletrodos caracterizados pela composi¢cao de um longo fio que possui
isolamento elétrico feito por material biocompativel e que envolvem dois ou mais
contatos metalicos (usualmente de platina ou platina-iridio). Eles sdo posicionados
no nervo e suturados no epineuro, 0o que requer extrema delicadeza na técnica
cirurgica. Apresentam boa estabilidade, o que permite estimulagdes elétricas
bipolares e seletivas, com baixo grau de dano ao nervo. A Figura 3.8 mostra
exemplos desse tipo de eletrodo, que pode ser utilizado em aplicagbes em
Estimulagdo Elétrica Funcional (FES) para controle de respiragdo através de
estimulacdo do nervo frénico (LIBERSON et al., 1961) e para alivio de dor
neuropatica (STREGE et al., 1994).

0
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Figura 3.8 - Exemplos de eletrodos epineurais. A esquerda, da Finetech, e & direita, um eletrodo
helicoidal da Cyberonics (LIBERSON et al., 1961; STREGE et al., 1994).

3.2.1.2 Eletrodos do tipo cuff

Eletrodos cuff, do inglés, “bragadeira” (ver Figura 3.9), sdo compostos por um
tubo de material isolante que circunda todo o perimetro aproximadamente circular do
nervo. Dois ou mais contatos metalicos sao feitos na parede interna desse tubo que
envolve o nervo, possibilitando o contato elétrico com o tecido neuronal. Fios
isolados eletricamente emergem desse tubo e com eles é possivel conectar o
aparato experimental de registro de sinais eletrofisioldgicos ou estimulagdo do nervo.
Eles devem ser flexiveis, adaptando-se a circunferéncia do nervo, sem comprimi-lo

nem estica-lo, ao mesmo tempo que seja garantido o maximo de contato com o
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tecido nervoso. Em geral, s&do reconhecidos por reduzirem o dano ao nervo e a
magnitude da estimulagao elétrica, aumentando a relagdo sinal-ruido dos sinais
coletados (NAPLES et al, 1990).

Figura 3.9 - Exemplo de eletrodo do tipo bragadeira (CHEUNG, 2007).

A Figura 3.10 (CHU et al., 2012) mostra um diagrama de blocos que ilustra
como o eletrodo cuff é posicionado no nervo e como o sistema de coleta de dados

se procede com 0 seu Uso.

Visualizagdo grafica e
analise

Figura 3.10 - Sistema de registro de sinal em nervo periférico. Diagrama de blocos de um sistema
utilizando eletrodo do tipo cuff (CHU et al., 2012).

Varias vantagens do uso de eletrodos cuff podem ser apontadas. Permitem o
posicionamento correto dos fios do eletrodo, minimizando distorgbes mecénicas e

possiveis falhas do fio (rompimento com a natural movimentagdo necessaria no
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procedimento cirurgico) e a corrente elétrica entregue no polo de estimulagao fica
confinada no espaco interno do eletrodo, evitando que corrente se espalhe para
outros tecidos circundantes (LOEB e PECK, 1996). A magnitude de corrente elétrica
necessaria para estimulagdo neuronal é uma ordem de grandeza menor do que a
requerida por técnicas nao invasivas, ao mesmo tempo que o eletrodo cuff € menos
propenso a gerar danos no tecido que ele “abraca”, comparado com eletrodos mais
invasivos (revisados a seguir), sendo de mais facil técnica cirurgica, quando
comparados com os eletrodos epineurais. No entanto, devido a delicadeza dos
nervos e das propriedades fisicas do eletrodo, danos ao tecido sao inevitaveis
(LARSEN et al., 1998), especialmente se a implantagao for feita em nervos dos

membros, devido ao alto nivel de movimentacéao.

3.2.1.3 Eletrodos do tipo FINE

Esse tipo de eletrodo € uma variacéo do eletrodo cuff, com uma sutil diferenca
no design de sua concepg¢ao. A nomenclatura FINE deriva do inglés, flat-interface
nerve electrode. E um tipo de eletrodo extraneuronal, desenhado para remodelar o
formato do nervo, gerando uma geometria favoravel a uma estimulagdo mais
seletiva, pois um maior contato do eletrodo é feito com o nervo, que fica esmagado
dentro do eletrodo que o envolve. Sua maior vantagem € possibilitar seletividade de
estimulacdo com resolucdo espacial de acessar fasciculos individuais do nervo,
assim como fibras especificas de um fasciculo (TYLER e DURAND, 2002). No
entanto, danos provocados no nervo sado reportados mesmo quando o nivel de
esmagamento ao qual o nervo é submetido € pequeno, em casos crénicos de um a
trés meses de implantacdo (LEVENTHAL e DURAND, 2004).

3.2.2 Eletrodos intraneuronais

Eletrodos concebidos para serem posicionados dentro de nervos periféricos
tém sido cada vez mais desenvolvidos no intuito de se alcangar mais seletividade
(quando comparado com os eletrodos extraneuronais, por exemplo). Além da maior

especificidade no registro e na estimulagdo, com eletrodos mais invasivos, a relagao
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sinal-ruido da gravagao de sinais tem potencial de ser aumentada. O maior
empecilho para o desenvolvimento desses eletrodos € a invasividade, que além de
poder distorcer a informagao procurada - uma vez que os tecidos sao danificados -

também provoca reagdes de inflamacgao no tecido neuronal.

3.2.2.1 Eletrodos Intrafasciculares

Sao posicionados dentro do nervo, fazendo contato direto com a fibra
nervosa, tecido do qual se pretende registrar ou no qual realizar um estimulo. Com
isso, & possivel estimular determinadas fibras sem muita interferéncia de outras
vizinhas, permitindo a maior especificidade do estimulo. Assim, multiplos eletrodos
desse tipo podem ser implantados com objetivos distintos de estimulacdo. A
intensidade necessaria do estimulo € menor para atingir os mesmos efeitos quando
comparado com os eletrodos extraneuronais (YOSHIDA et al, 2000).

Ha um tipo especifico dessa classe de eletrodos que ficou bastante
conhecido, o eletrodo LIFE (Longitudinally Implanted intraFascicular Electrode) por
permitir a interface com subconjuntos restritos de axénios dentro de um unico nervo
fasciculado utilizando materiais como Kevlar, polimeros flexiveis e Pt-Ir para
aumentar a resisténcia mecanica ao mesmo tempo em que otimiza a relagao sinal-
ruido (LAWRENCE et al, 2004). Apesar da seletividade do LIFE ser alta, é ainda um
desafio a implantagdo cirurgica de varios eletrodos destinados a seletivamente
estimular feixes de fibras de forma independente e correta para realizar, por

exemplo, uma correta estimulagdo muscular (NAVARRO, 2005).

3.2.2.2 Matriz penetrante de eletrodos

Em se tratando de uma aquisi¢do de dados ainda mais especifica, o registro
de sinais de um unico neurdénio ou de uma populagcdo bem restrita de neurdnios, é
realizada com a utilizagcdo de microeletrodos do tipo unitario ou matriz de eletrodos

(array) (CAMPBELL, 2010). O registro com esse tipo de eletrodo é extracelular e

pode capturar sinais de PA ou potenciais de campo (quando a atividade elétrica
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detectada é resultante de mais de uma célula). Variagdes desses tipos dependem da

aplicagcao desejada em cada estudo, abrangendo configuragdes single-units para o
registro de uma célula e multi-units para registrar varias células ao mesmo tempo,
além de distribuigdes distintas de agulhas na superficie destinada a matriz, bem

como diferentes alturas para acessar profundidades diferentes, e portanto, multiplas

regides, como podemos ver na Figura 3.11.

Figura 3.11 - Eletrodos de Utah. O eletrodo de Utah (esquerda) € um eletrodo em trés dimensdes,
com 100 microeletrodos de silicone, cada um com a ponta tratada com platina. A direita, uma

variagdo desse tipo de eletrodo, em que os microeletrodos posicionados em degrau permitem o
estimulo de fibras de profundidades diferentes no nervo coclear (BADI et al., 2003).

A maior parte das matrizes de microeletrodos esta envolvida com a aplicagao
de interface com o cértex cerebral (NORHAUSEN et al., 1996), mas também possui
diversas aplicagdes em registro e estimulagédo de nervos periféricos (RUTTEN, 2002;
SHIMOJO et al., 2003, SMITH et al., 1999; TAKEUCHI et al., 2004, McCREERY et
al., 2004; BRANNER et al.,, 2001; AOYAGI et al., 2003; WARWICK et al., 2003)
incluindo aplicagdes para reabilitagcdo motora e sensoria para solugdes protéticas. As
vantagens do uso desses eletrodos para interfaces com o sistema nervoso séo que
eles permitem alta resolu¢cao temporal e espacial, permitindo registro ou estimulagao
simultdnea de grandes populagbes de neurbnios de forma independente, mas
possuem riscos associados a técnica cirurgica e ao processo inflamatorio
desencadeado apds a implantacéo, e a estabilidade do sinal adquirido é perdida ao

longo do tempo.
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3.3 ESTIMULACAO SENSORIAL

3.3.1 Estimulacao Mecanica

Em um estudo (LEEM et al., 1993) é mostrada uma estimulagdo mecanica no

intuito de investigar mecanoreceptores em pata de rato, através de, inicialmente,
estimulo suave com pincel de pelo de camelo seguido de toques com a ponta
arredondada de um bastonete de vidro. Estimulos de forca constante foram
utilizados com um estimulador mecénico de feedback controlado. Esse estimulador
foi desenhado para empregar uma forga constante de até 400mN ou deslocamento

de até 2500um. Esse aparato foi posicionado em uma armadura de um microscopio

articulado, possibilitando orientacdo em qualquer posicionamento, assim garantindo

consisténcia na localizagdo contanto que a ponta do corpo de prova de estimulagao

estivesse vertical a superficie da pele.

A utilizagdo de filamentos de von Frey, como ficaram conhecidos apds sua
primeira utilizagao por von Frey (ZUR, 1922), foi se expandindo e tornou-se um
padrao-ouro para o controle de estimulacdo mecanica. O uso desses filamentos é
detalhadamente descrito em um estudo (BOVE, 2003), destacando sua peculiar
caracteristica de manter a forca de contato constante uma vez que o filamento esteja
encurvado sob solicitagdo axial de compressao, ver Figura 3.12. Além disso, destaca
a importancia desses dispositivos para a determinacao de limiares de sensibilizacao
de campos receptores do sistema sensoério em animais para melhor compreender e

interpretar os comportamentos de feedback sensitivo € a conducado da informacao

no sistema nervoso.
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Figura 3.12 - Filamento de von Frey. A esquerda: Desenho esquematico do comportamento de um
filamento de nylon quando solicitado longitudinalmente em contato com uma superficie (BOVE, 2006).
A direita: Exemplo de filamento de von Frey, que é utilizado clinicamente em neurologia e em
pesquisa (DanMic Global®).

3.3.2 Estimulagao de temperatura

A analise e estudo de como o estimulo sensorial de temperatura se processa
no sistema nervoso é de grande valia para o entendimento mais completo desse

comportamento complexo, envolvendo a investigagdo dos receptores e das vias
aferentes, bem como o0s pormenores de como esse processo ocorre e que
informagdes séo trafegadas por que fibras. A variagdo de temperatura da superficie
da pele foi variada com a utilizagdo de enxague através de pipeta diretamente sobre
campos receptivos sensérios em um estudo com aves (NECKER, 1974). A
temperatura da agua pode ser ajustada para valores entre 10 e 50 graus Celsius,

sendo a temperatura sempre controlada por um termostato na ponta da pipeta.

Em outro estudo, utilizou-se contato com um tubo de ensaio com agua gelada
ou quente para estimular unidades termais de excitagdo sensoria (LEEM et al.,
1993). Limiares termais de sensibilizacdo foram determinados com um feedback
controlado, utilizando um dispositivo capaz de controlar a temperatura da pele entre
0 e 60 graus Celsius e produzir rapido aquecimento (8°C/s) e resfriamento (4°C/s) da

pele.

3.3.3 Estimulacao elétrica

A estimulacado elétrica funcional tem sido direcionada principalmente para a
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reabilitacdo de funcionalidade de membros (superior e inferior), intestino, bexiga,
além de fungdes respiratoria, sexual, visual e auditiva (DiLORENZO, 2008).

Os impulsos elétricos sao capazes de excitar os nervos através da indugao de
fluxo de ions transmembrano, com a subsequente geragdo de potencial de agao.
Esse estimulo pode resultar em uma contragdo muscular ou parestesia, dependendo
do tipo de nervo estimulado (TSUI, 2008).

Grandes esforgos cientificos e tecnoldégicos tém sido dedicados ao
desenvolvimento de sistemas bibnicos hibridos com érteses e proteses eletrénicas
e/ou robdticas, com o objetivo principal de restaurar fungdes motoras e sensorias em
pacientes com lesbes medulares, cerebrais, amputa¢des ou doengas degenerativas
(NAVARRO, 2005).

O desenvolvimento tecnolégico de implantes eletrénicos e do conhecimento
das fungbes neurais tornaram possivel a construcdo de interfaces cuja
funcionalidade é a troca bidirecional de informacdes entre o SNC e instrumentos
artificiais computadorizados através de matrizes de microeletrodos implantadas no
cérebro (LAUER, 2000; NICOLELIS, 2001; DONOGHUE, 2002) ou na medula
espinal (PROCHAZKA, 2001; ALO e HOLSHEIMER, 2002).

Uma analise quantitativa dos efeitos de estimulagao elétrica ndo invasiva por
eletrodos de superficie para determinar o maximo limite seguro de corrente foi
mostrado em um estudo (BESIO et al.,, 2010). Péde-se concluir que enquanto a
densidade de energia especificada aplicada for mantida abaixo de 0.92 A2/ cm* s,
a maxima temperatura celular ira permanecer dentro de limites seguros.

O uso mais frequente de interfaces com o SNP é para estimulacado elétrica
funcional, que tem como base a producido de contragdo através da estimulagao
elétrica, despolarizando o nervo motor, produzindo assim uma resposta sincrona em
todas as unidades motoras de um musculo. Este sincronismo promove uma
contragao eficiente, mas € necessario treinamento especifico, afim de evitar a fadiga
precoce que impediria a utilizagdo funcional do método com o objetivo

reabilitacional.
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3.3.4 Neuroprostética

A neuroprostética (também chamada de prostética neural) € uma disciplina
relacionada com a Neurociéncia e com a Engenharia Biomédica, cuja finalidade é o
desenvolvimento de préteses neurais, que sao um série de dispositivos que podem
substituir uma modalidade cognitiva, motora e/ou sensorial danificadas devido a um
acidente ou por doenga. Pela substituicdo ou melhoria de fungdes comprometidas,
esses dispositivos tém o objetivo de aprimorar a qualidade de vida de pacientes com
alguma deficiéncia. Varias pesquisas tém se concentrado no desenvolvimento e em
testes experimentais de interfaces com o SNP que nao provoquem danos as fibras
nervosas, permitindo acesso a informagdes provenientes de vias aferentes,
estimulacao seletiva de multiplas fibras nervosas, e permitir controle gradual de forga
muscular (BRANNER et al., 2001).

Esses dispositivos implantaveis também sao bastante usados em
experimentos animais, como uma ferramenta para ajudar neurocientistas a ter um
maior entendimento do sistema nervoso e seu funcionamento. Implantes neurais sao
projetados para possuirem o menor tamanho possivel, para que sejam minimamente
invasivos. No entanto, eletrodos para nervos tém um inerente potencial de provocar
danos as fibras nervosas, que sao extremamente delicadas.

A estimulagcdo de superficie € mais simples na manufatura e design se
comparado a outros modelos, pois o eletrochoque é aplicado por meio de um
dispositivo em contato com a pele e ndo com o nervo diretamente. Assim, néo é
exigido que os materiais com os quais os eletrodos séo fabricados sejam, por
exemplo microscépicos e biocompativeis.

O campo da neuroprostética visa desenvolver, por exemplo, controle de
atividade motora induzida por uma estimulacdo elétrica artificial proveniente de
feedback seletivo de fibras aferentes contendo informagdes de propriocepgao e
mecanorreceptores. Para isso, registros seletivos da atividade neuronal se fazem
necessarios com o uso de microeletrodos seguidos de uma analise de
reconhecimentos de padrées (NAVARRO, 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 CONFIGURACAO EXPERIMENTAL

A metodologia aqui proposta envolve a concepgao de um experimento de
registro e estimulagao de nervos periféricos que inervam a pata do rato. A Figura 4.1
mostra esquematicamente como o arranjo experimental € dado para atingir o

objetivo proposto com essa metodologia (rever Figura 2.1 da sessao de Objetivos).

Figura 4.1 - Esquema do arranjo experimental proposto. O rato encontra-se em posi¢ao supinada
com exposicdo da palma da mao para cima. A sigla A/D refere-se a conversao analégico-digital, D/A,
digital-analégico; DAQ, a placa de aquisicao de dados; ANC, ao software Autonomous Neural Control,
e HCP, Howland Current Pump.

Para analisar e modular a eletrofisiologia por tras do trafego de informagao
senséria nos nervos periféricos, um aparato elétrico e computacional é necessario,
envolvendo circuitos amplificadores, conversao analdgico-digital, computacéo para
visualizagao grafica do comportamento eletrofisiolégico registrado e gerar pulsos de
corrente de estimulagcdo. Tudo isso € ainda vinculado ao estimulo mecanico,
responsavel por evocar as respostas sensoérias no sistema nervoso. Podemos,
entdo, subdividir esse arranjo experimental em 5 blocos funcionais, com aparatos e

métodos de finalidades distintas, descritas nas sessdes seguintes (4.2 - 4.6).
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4.2 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO E ESTIMULACAO ELETRICA

Na Figura 4.1 vemos dois circuitos emergindo do brago do rato. Essa
emersao surge de pares de eletrodos implantados no nervo (radial, mediano ou
ulnar). Um par de eletrodos, de registro, € conectado a entrada de um pré-
amplificador (modelo P511 High Performance, da marca Grass Technologies),
mostrado no circuito superior do esquema. Depois, o sinal é convertido de analdgico
para digital, quando entdo € possivel gerar dados na interface computacional,
baseada em MATLAB, na plataforma Autonomous Neural Control (ANC) —
explicado mais a frente —, onde o registro eletrofisiolégico é graficamente
visualizado e o arquivo de dados coletados pode ser gerado.

Um segundo par de eletrodos, o de estimulagdo, € conectado a saida de um
HCP (Howland Current Pump), com fator de escala de corrente de 1mA/V, na
configuragédo de estimulagdo por eletrodo bipolar. Esse aparato (como mostrado na
Figura 4.2), consiste de uma fonte de corrente de alta impedéncia, cujo principio de
funcionamento baseia-se no fato de que as entradas de um amplificador operacional
podem ser usadas como bomba de corrente. O circuito basico é capaz de gerar em

sua saida tanto corrente positiva quanto negativa sob diversas cargas resistivas.
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Figura 4.2 - O circuito do HCP (Howland Current Pump).
O circuito garante boa razéo de rejei¢ao de sinal em comum (CMRR: common
mode rejection ratio), que atenua sinais em comum a ambas as suas entradas

(inversora e nao-inversora) e evidencia o sinal desejado (que € peculiar entre as
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entradas). O circuito permite também que a saida gere correntes da ordem de mili
ou micro amperes.

A estimulacéao limitrofe pode ser manualmente determinada aumentando-se a
amplitude do estimulo em passos de 0.5 mV até que o potencial de acéo
correlacionado ao estimulo, reproduzivel, seja associado. Alternativamente, o
programa pode selecionar um conjunto de parametros que esta previsto para
substituir os padrbées de resposta desejados e o padrao de pulsos de estimulos é
convertido para uma saida analdgica, lida pelo HCP.

A mesma placa de aquisicdo de dados (DAQ), National Instruments,
USB-6353 X Series, é usada para fazer também a conversao A/D e D/A, além de
intermediar a comunicagdo com o computador rodando o sistema ANC. Esse
sistema é capaz de calcular os parametros otimizados de estimulagdo para cada
padrdao de PAC observado no registro referente a uma resposta de estimulo

mecanico.

4.3 ESTIMULACAO MECANICA

A estimulagdo mecanica se da com a utilizagcado de filamentos de von Frey
(DanMic Global), disponiveis em 6 diferentes intensidades de estimulo possiveis:
0,49, 10g, 60g, 180g e 300g. Os filamentos s&o usados de forma progressiva em
relacdo a forgca nominal, e para evitar sensibilizacdo de nociceptores, as
estimulagdes sdo espagadas entre si de 10s.

Para manter o padrao e a consisténcia das estimulacdes, € necessario fazer
com que o filamento esteja curvado, pois sua propriedade peculiar de entregar a
forca especificada na superficie contra a qual é pressionado s6 é garantida uma vez
que seu filamento esteja curvado. A forga de curvatura € primariamente determinada
pela rigidez do fibra de nylon do filamento, dividido pelo quadrado de seu
comprimento (BOVE, 2006).

Os pontos de estimulagdo definidos conforme a Figura 4.7 (mostrada a
seguir), sdo demarcados na pata do rato com auxilio de uma caneta cirurgica. A
identificacdo dos pontos adotados é dada tomando-se como referéncia os coxins,

bastante proeminentes na palma do rato.
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Progressivamente, os filamentos de von Frey sdo usados para estimular
todos os pontos propostos observando na interface grafica computacional a
deflagracdo de um sinal expressivo caracteristico de um PAC. Assim, podemos
identificar qual o limiar de excitabilidade daquele ponto.

Ao mesmo tempo em que a estimulacdo sensorial mecanica € realizada, as
respostas do nervo sao registradas e monitoradas no sistema ANC. A ideia é se
fazer uma decodificacdo dos padrdes observados especificamente para cada
estimulo (intensidade de for¢a na sensibilizagéo tatil) correlacionada com um padrao

de atividade de PAC registrado.

4.4 O SOFTWARE ANC

Muitos recursos computacionais podem ser explorados na investigacao de
sinais bioldgicos, permitindo que analises mais robustas sejam viaveis para o
processamento de dados capturados de sistemas complexos, como de seres vivos.

O MATLAB é uma linguagem que permite acesso a uma ferramenta
computacional baseada em matrizes. Com sua versatilidade, esse software abrange

calculos matematicos, simulacdées e modelagens, processamento, visualizagdo de

graficos, e todo o respaldo numérico para solu¢gdes em engenharia (GILAT, 2011). O
sistema ANC - Autonomous Neural Control, baseado em MATLAB, foi concebido
pelos pesquisadores do CID, com o intuito de gerar uma interface grafica simples
para visualizagdo dos registros eletrofisioldgicos realizados no laboratério, bem
como proporcionar a classificagdo de fibras registradas e a auto-adaptagcdo de
padrdes de estimulos para uma série de aplicagdes distintas.

Na metodologia proposta, estimulos elétricos sdo gerados e os sinais
eletrofisiolégicos do nervo sdo registrados utilizando o ANC. Para a geragéo de
estimulo elétrico, o software pode seleccionar um conjunto de parametros que sao
previstos para produzir os padrées de resposta desejados, conforme descrito em
(WARD et al., 2015).

O ANC é um sistema de controle de ativagdo de um nervo, projetado para
eliminar a variabilidade de resposta de individuos e os efeitos ruidosos na interface

do dispositivo com o tecido bioldgico. Em ratos, o ANC aprende rapidamente como
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ativar mais eficientemente qualquer proporcao de fibras A, B e/ou C ao longo do
tempo. Ele fornece um novo mecanismo de dosagem com base na ativagéo
neuronal. Em tempo real, o ANC decodifica sistematicamente o PAC do nervo para
construir um perfil de ativagdo do nervo (PAN) especifico, que descreve como cada

populacado de neurdnios ira responder a qualquer intensidade de estimulagao.
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Figura 4.3 - Resumo esquematico do Autonomous Nerual Control (WARD, 2015).

No quadro do subsistema de controle e predicdo da resposta nervosa da
Figura 4.3, os perfis de ativagédo para as fibras A (azul), B (cinza) e C (verde) sao
tracados de acordo com as linhas previstas de duragao de carga do estimulo (topo)
para 0% a 100%, ativacdo maxima, em incrementos de 10%. A coluna da direita
mostra o PAN, que prevé como todas as fibras A, B e C no nervo responderao a
cada intensidade de estimulagao.

Durante a estimulacdo elétrica o ANC refina continuamente o PAN para
melhorar a sua precisdo da previsdo e para se adaptar a mudancgas na interface
tecido-dispositivo (Figura 4.3) (WARD, 2015). Esse refino € dado dentro dos limites
de seguranca (McCREERY et al., 1997, ALBERT et al.,, 2009), para controlar
seletivamente a ativagcdo do nervo. Ao fornecer a ativacdo do nervo de forma

consistente, o ANC permite experimentos reprodutiveis para delinear
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sistematicamente os mecanismos de PAN, simplificando o desenvolvimento de
sistemas totalmente personalizados de controle de circuito fechado para o
aplicagdes em proteses neurais.

A chave para a construcdo de um PAN esta baseada em uma relacéo
matematica previsivel que equaciona a corrente de reobase Irn (Que € a inclinagao
da reta de duragdo de carga (DC), descrita pelo equagcao de Weiss, mostrada na
Equacédo 1, e seu nivel de ativagado da fibra correspondente. Na expressao, SD
significa Strength Duration (duracdo de forga) e “st" refere-se a estimulagdo. De
modo que tsp é o periodo de aplicagao da carga e tst € o tempo que a estimulagéo é
feita. Quando todas as linhas CD possiveis sdo construidas a partir de um conjunto
de dados de estimulo-resposta, cada uma vai representar um nivel de ativagao
exclusivo. Se a inclinagdo de cada linha (Irn) € representada graficamente contra o
seu nivel de ativagdo correspondente, uma relagdo exponencial é observada (ver
parte inferior do Subsistema de Controle e Predicao de Resposta Nervosa, da Figura
4.3). Ele é unico para cada sujeito e cada nervo, e permite adaptar-se a alteragdes

na interface tecido-eletrodo durante o curso de uma experiéncia.

e

: / odT = Rt +78D) _ ¢ Equagéo (1)

O ANC desconstréi o PAC observado, gravado em uma distancia fixa do
catodo do eletrodo, para estimar o nivel e o tipo de ativacédo de fibras nervosas. A
velocidade de conducgao é usada para identificar grupos distintos de fibras nervosas
(ou seja, populagdes de neurdnios), referido como A (rapido, fibras mielinizadas), B
(lenta, fibras mielinizadas) ou C (fibras lentas, n&o-mielinizadas) (WOODBURY,
1990).

Ao gravar a uma determinada distadncia fixa e conhecida do catodo de
estimulacao, os picos das formas de onda do PAC sao separadas no tempo, devido
as diferentes velocidades de conducao de fibras A, B, e C. Derivando
individualmente relagdes estimulo-resposta para cada fibra, o efeito de qualquer
impulso de estimulo na atividade do nervo é diretamente mensuravel.

O ANC mede, entdo, uma série de relagdes estimulo-resposta para a

construcdo de um modelo empirico que descreve como cada tipo de fibra
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respondera a um estimulo elétrico. Este modelo, PAN, descreve a sensibilidade e a
variagao dinamica de cada tipo de fibra que pode ser identificado em um PAC. O
ANC atualiza continuamente o PAN para melhorar sua precisdo da previsdo ao
longo do tempo e se adaptar a uma variedade de fatores que influenciam a eficacia
da estimulagdo (por exemplo, dessensibilizacdo da fibra a estimulacédo). A
sensibilidade de cada grupo de fibra para a estimulagcdo do nervo é avaliada

utilizando dados de estimulo-resposta coletados em tempos distintos.

4.5 O USO ANIMAL

Os ratos sdo amplamente utilizados na esfera cientifica no intuito de
correlacionar as analises observadas com uma aplicacdo humana. Neste trabalho, o
protocolo de uso de rato Long-Evans é detalhado a seguir e todos os procedimentos
foram aprovados pelo comité de ética de uso animal da Purdue University. As
técnicas de armazenamento, manipulacéo, sedagao, anestesia, cirurgia, eutanasia e
despejo sdo baseados em procedimentos padrao adotados na instituicdo, com as
adaptacgdes, especialmente no protocolo cirurgico, para o procedimento desejado.

No CID sao realizados diversos experimentos agudos em ratos,
especialmente com pesquisas em epilepsia e investigacbes envolvendo o nervo
vago, sendo o rato Long-Evans o modelo animal apropriado e que oferece facilidade
operacional para os experimentos.

Um animal, do sexo feminino, de 305g, eutanasiado apds procedimento de
estimulagado do nervo vago foi utilizado para treinamento, estudo e identificagdo dos
nervos radial, ulnar e mediano. A Figura 4.4 mostra uma fotografia apds a
dissecacao de tecidos (como pele, musculos, tecido conjuntivo), da pata dianteira

esquerda do individuo utilizado em estudo.
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Figura 4.4 - Nervos periféricos em cadaver de rato. Fotografia de cadaver de rato Long-Evans
utilizado para identificagao dos nervos radial, ulnar e mediano.

Esses nervos foram identificados como os de interesse por serem o0s
responsaveis por inervar a palma da pata, e portanto, serem os nervos carreadores
de informacé&o senséria localizada na pata. A Figura 4.5 mostra esquematicamente

como a inervagao se distribui na pata, com associagao de cada nervo a uma regiao.

Figura 4.5 - Plexo braquial do rato. Identificacdo dos nervos do plexo braquial de rato na inervagéo
cutanea em seu aspecto ventral (a esquerda) e dorsal (a direita). Adaptado de LI et al., 2013.

Comparativamente, temos, na anatomia humana (Figura 4.6), uma
similaridade na distribuicdo dos nervos na porgdo dos membros superiores com
terminacdo sensoria das maos em relagcéo ao rato. Dessa forma, a investigacéo de
comportamentos neuronais em ratos dao respaldo a uma futura extrapolacao e

aplicagdo em humanos.
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Figura 4.6 - Terminagées nervosas na superficie da mao. Aspecto palmar a esquerda e aspecto
dorsal a direita. Adaptado de material de ensino a distancia da University of New England. (Distant
education department of University of New England, Autralia. Disponivel online: https://
www.studyblue.com/notes/note/n/u4-137-brachial-plexus/deck/3099772).

Podemos perceber que o nervo radial, nos ratos, abrange uma diminuta area
da regido palmar da pata e, nos humanos, nado chega a inervar a palma. Por outro
lado, os nervos mediano e ulnar sdo, em ambas as espécies, responsaveis por dar
uma cobertura completa da palma. Essa informacao é relevante na identificagao dos
nervos e a respectiva atividade eletrofisiolégica associada a estimulos em regides

especificas da pata do animal.

4.5.1 Definigcao de pontos de estimulagao

Com base na anatomia da inervagao da pata do rato e seus respectivos
mapas de terminacdes cutaneas, fez-se necessario definir os pontos apropriados
para a estimulagdo com os filamentos de von Frey. A Figura 4.7 mostra a definigao
desses pontos, em que a regidao delimitada em vermelho (contendo o ponto 1) é
inervada pelo nervo radial; em azul (com os pontos 2-6), pelo nervo mediano e em

verde (com os pontos 7 e 8), pelo nervo ulnar.


https://www.studyblue.com/notes/note/n/u4-l37-brachial-plexus/deck/3099772
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Figura 4.7 - Pontos de estimulag¢ao na pata do rato.

Para a definigdo dos pontos foi feita uma fotografia ao microscépio da pata do
cadaver utilizado para estudo anatémico anteriormente citado. Os diagramas de
inervagao cutanea indicaram a identificagdo dos pontos, facilitada pela presenca dos

coxins proeminentes da palma.

4.5.2 Procedimento cirurgico

Antes da cirurgia, o animal recebe acesso livre a agua e a comida quando
armazenados no biotério, localizado nos pordes do prédio da Engenharia Biomédica
da Universidade. O pré-operatério consiste em administragdo de um analgésico
opiodide, o Butorfanol, em dosagem de 0.5-2mg por kg do animal.

Todo o equipamento cirurgico que pode ser submetido a autoclave é
esterilizado por 20 a 30 minutos e os instrumentos que ndo podem, sdo submersos
por tempo minimo de 3 minutos em solugdo de Betadina 10%, sendo este um anti-
séptico iodado, seguido de submersdo em etanol 70% por tempo superior a 15
minutos.

O animal é recolhido do biotério em sua gaiola, levado ao laboratério coberto
por pano escuro, em carrinho adequado ao seu transporte por vias de acesso

restritas, evitando o estresse do animal. Esse é entdo pesado e posicionado na
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camara de anestesia, que é induzida por isoflurano (em oxigénio com fluxo de 1-3 L/
min).

Ainducéo é feita com a concentragédo de anestésico em torno de 5%, e para a
manutencio da anestesia durante o procedimento, a concentragao € diminuida para
entre 0.5% e 3%, sendo o fluxo de O2 mantido em 2L/min. Para testar se o animal
esta anestesiado de fato, a pata e/ou a cauda é prensada com auxilio de uma pinga
e o batimento cardiaco é conferido, bem como se ha reflexo de dor. A concentracéo
de isoflurano é aumentada sempre que alguma alteragéo for indicativa de dor.

Para manter o animal com a temperatura adequada, um colchdo de agua
morna circulante & posicionado sob o corpo e, para manté-lo hidratado, 2-3mL de
solugdo salina € injetada subcutaneamente a cada 3 horas de cirurgia/experimento.

Logo apéds a indugdo da anestesia, o animal é retirado da camara de indugao
anestésica e lhe é posicionada uma mascara especifica para boca e nariz do rato,
com intuito de fazer a manutencédo da anestesia. O animal é colocado em posicéo
supinada e entdo é submetido & preparacéo cirdrgica padrdo. E feita também uma
aplicacao de pomada oftalmolégica para evitar ressecamento dos olhos, que é
repassada conforme a necessidade durante o procedimento.

Subsequentemente, a regido de incisdo para acesso dos nervos - area ventral
entre a pata e a regido axilar - tem os pelos removidos com maquina de tosar e, para
maior remocado de pelos em detalhe, uma Iamina €& usada. A area tosada é
preparada com trés ciclos de limpeza alternando gaze umedecida com Betadine e
com alcool isopropilico 70%.

Para acessar a regidao ventral do animal, ele é colocado na estagao cirurgica,
equipada com microscopio e monitor de batimentos cardiacos e saturacdo de O
arterial. O campo cirurgico é preparado ainda com panos estéreis descartaveis.
Como a regido a ser acessada é no braco, a pata é fixada com fita adesiva para
estabilizar o membro durante a incisdo e minimizar movimentos relativos durante o
procedimento cirurgico.

Uma incisédo longitudinal é feita com bisturi desde um ponto mediano entre a
fossa axilar e a fossa cubital até uma porcdo mediana do antebraco, em uma
extensao de aproximadamente 2,5cm. A Figura 4.8 ilustra esquematicamente a

disposicao da inciséo.
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Figura 4.8 - Incisdo para acesso dos nervos. Desenho esquematico do rato em posi¢do supinada,
com destaque em vermelho mostrando a incisédo a ser feita cirurgicamente para acessar os nervos do
plexo braquial.

Os nervos radial, ulnar e mediano sao melhor identificados em porgdes mais
proximais, pois as bifurcagdes ainda ndo sao muito expressivas, facilitando a forma
de isola-los. O protocolo aqui desenvolvido permite que o experimentador os
identifique e escolha qual nervo sera estudado. A exposi¢cao do nervo € dada numa
extensao de aproximadamente 1cm e um elastico cirurgico de uso odontolégico é
usado para isolar o nervo dos tecidos circundantes e permitir acesso para
posicionamento dos eletrodos.

Para identificar cada nervo, é levado em consideragdo que 0s nervos
mediano e ulnar sdo acessados a uma distancia aproximada de 1cm medial acima
do cotovelo (e o ulnar se divide 0,5cm acima do cotovelo). O nervo radial é
localizado seguindo uma linha lateral longitudinal acima do cotovelo, no plano entre
o triceps e o musculo braquial.

O nervo em estudo é acessado utilizando tesoura cirurgica de ponta curvada
e nao cortante para afastar e dissecar os tecidos subcutaneos, até que a bainha do
nervo seja visualizada. Usando um pequeno par de retratores, os musculos sao
afastados e segurados para expor o nervo e nao fazer interferéncia no acesso
desejado.

Até dois dos eletrodos fabricados de forma customizada para essa aplicagao
(explicados na sesséo 4.6) sao posicionados de forma a abragarem a circunferéncia
do nervo. O design e o posicionamento do eletrodo garantem uma interagao estreita

entre os contatos metalicos e o nervo, mas sem provocar compressao demasiada.



50

Para a implantacido adequada, o posicionamento do eletrodo tipo cuff é feito com
auxilio de pingas e através de visualizagdo ao microscopio 6tico. No caso de ser
feito apenas o registro enquanto a pata é estimulada mecanicamente, apenas um
par de eletrodos é implantado, enquanto que na situacdo em que a estimulacao
elétrica também for realizada, o segundo par de eletrodos € implantado a uma
distancia de 7mm.

O acompanhamento dos parametros vitais do animal é feito de 15 em 15
minutos, com o preenchimento de uma ficha, em que sao anotados: a frequéncia
cardiaca, o nivel de saturagcdo de O2, quantidades e horarios de todas as injecbes
fornecidas com as respectivas concentragbes e dosagens e nivel de isoflurano
usado para manutencao anestésica.

Para apoiar o braco do rato em uma posicdo adequada ao acesso de
estimulo na palma da pata, foi concebido um suporte simples para elevar o brago do
animal, sendo posicionado abaixo do colchdo de aquecimento. Além disso, para
propiciar que a pata figue espalmada e favoreca o estimulo mecanico, uma fita
adesiva dupla-face é posta entre o leito cirurgico e a regiao dorsal do membro em
experimentagdo. Assim, nenhuma forma de amarrar a pata € necessaria, o que
poderia influenciar a excitagdo dos mecanorreceptores. A regido dorsal da pata,
como anteriormente visto na Figura 4.2 é inervada pelos nervos ulnar e radial, sendo
o0 mediano dedicado a inervagao da palma.

Apos o término do experimento, e finalizada a coleta de dados, a eutanasia é
feita com overdose intraperitoneal de solugcdo de pentobarbital sédico em doses de
150-200 mg/kg. Os batimentos cardiacos sao acompanhados, bem como a
coloracdo das patas. Apds o obito, o corpo € encaminhado para o congelamento, de
onde o descarte é feito pela administracdo do prédio de Engenharia Biomédica.

Todas as experiéncias de estimulagao e registro sdo realizadas enquanto o
rato estd sob anestesia, garantindo que o animal ndo sofra e ndo tenha dor. Uma
vez que os eletrodos sejam corretamente posicionados, o protocolo de estimulagao

mecanica e eléctrica pode ser realizado como mostrado a seguir.



51

4.6 ELETRODOS TIPO CUFF

4.6.1 Manufatura dos eletrodos

A fabricagdo customizada dos eletrodos a serem utilizados no experimento
proposto € crucial para promover a adaptagdo adequada aos nervos em estudo.
Diante das varias aplicagbes em eletrofisiologia do CID, varios eletrodos sao
utilizados no laboratério, desde comerciais a artesanais, especialmente para uso em
nervo vago. A explicagao a seguir mostra como, dentro da metodologia, os eletrodos
sao fabricados para otimizar o seu uso nessa aplicagao. A prépria metodologia de
fabricagcdo foi melhorada (em relagdo a limpeza, praticidade de manufatura,
produtividade e qualidades elétrica e mecanica) quando comparada com técnicas
adotadas previamente em aplicagdes para outros nervos e animais (camundongo e
coelho). Algumas metodologias falhas ao longo das tentativas de fabricagdo foram
descartadas e aqui sdo mostrados os passos da fabricacdo do método em que se
obteve sucesso para gerar uma producgao satisfatéria.

A Figura 4.9 mostra o resultado final da fabricagdo de dois pares de eletrodos
ainda unidos na mesma bracadeira de silicone. Podemos observar que o eletrodo é
composto por um longo fio entubado, que se conecta a bragadeira (a direita da
fotografia), onde os contatos metalicos ficam localizados. O perfil da bragadeira € em
formato de “C”, permitindo uma abertura pela qual o nervo é posicionado. A Figura

4.12 adiante mostra essa relacéao.
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Figura 4.9 - Eletrodo fabricado. Foto com um exemplar da fabricagdo de eletrodo, com dois pares
ainda na mesma bragadeira, espagados para posterior cisdo. Cada marcagao da escala corresponde
a 1tmm.

Assim, o eletrodo € superficialmente todo envolto por silicone, e internamente,
o contato com o nervo é feito com uma placa de platina-iridio (90% - 10%). O fio que
o conecta com o restante do aparato elétrico da configuracdo experimental, é feito
de uma liga metdlica baseada em cobalto - 35N LT, e encapada com material
isolante de espessura de 3.5um. Todo o processo € descrito nos tdpicos seguintes.
A) Preparagédo do componente metalico.

E utilizada uma fita de platina-iridio (Pt-Ir), de largura de 1.5mm, espessura de
0.1mm, para cortar pequenos retangulos, de comprimento de 2.9mm (ver Figura
4.10), com auxilio de paquimetro, microscépio e bisturi. A definicdo do comprimento
se deu com base no didmetro do nervo mediano de rato Long-Evans de

aproximadamente 305g, medido como 1mm de didmetro.
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Figura 4.10 - Dimensodes do eletrodo. Dimensdes da placa retangular (contato de Pt-Ir) do eletrodo
e a relagao de solda com o fio (regido desencapada).

O fio é desencapado numa extensao de 1.5mm e a uma distancia de 1.0mm a
partir de sua extremidade é demarcado o ponto onde se faz o contato de solda para
unir o fio a pequena placa retangular de Pt-Ir. A solda é realizada com uma maquina
de Spot Welding, cujo principio de funcionamento é tal que uma alta corrente de
pulso de curta duragdo € gerado entre o fio e a placa, e o calor gerado no fluxo da
corrente € capaz de realizar a solda muito especifica na escala de micrémetros. O
resultado, apds a solda é como mostrado na Figura 4.11. A placa de Pt-Ir é
posteriormente encurvada para “abragar" o nervo, como mostra esquematicamente a
Figura 4.12.
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Figura 4.11 - Fio soldado na contato de Pt-Ir. Fotografia ao microscépio otico.

Silicone

— Contato de
Platna-Iridio

T~ Fio35NLT

Figura 4.12 - Disposigao do nervo no eletrodo. Desenho esquematico da constituicdo do eletrodo
€ sua posi¢cao em relagao ao nervo.

O perimetro do “C" de Pt-Ir formado deve ser de 2.9mm, pois o nervo, de
1mm, possui uma circunferéncia de aproximadamente 3,14mm. Deixando em torno
de 30° do total de 360° da extensdo da circunferéncia para a abertura do “C”, o

comprimento da placa de Pt-Ir € de 2.88mm, aproximado para 2.9mm.

B) Fazendo bragadeiras de silicone

Duas placas de fibra de vidro reforcada com epoxy (usualmente utilizadas
para fabricagao de placas de circuito impresso) s&o utilizadas para formar um molde,
onde um vinco de 1Tmm de profundidade e 2mm de largura é feito em cada uma das
placas. Esses vincos, de extensdo de 7cm sao preenchidos com silicone

biocompativel de cura rapida (MED2 4420, NuSil, Silicone Technology) e um mandril
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de 1mm de didmetro € posto por cima do silicone de uma das placas e a segunda
placa é posicionada na parte superior. As duas placas sao firmemente fixadas com
auxilio de pregadores e o conjunto fica secando de um dia para o outro.

Assim, no vinco das placas é formada uma camada de silicone, com um
mandril entre as placas, internamente ao silicone. Apés a cura do polimero
biocompativel, o resultado € um tubo, cujo furo é formado com o mandril (que serve
de molde interno e de guia, mas € removido para dar espacgo a abertura onde o
nervo se posicionara), tendo didametro externo de 2mm e didmetro interno de 1mm.
Os excessos de silicone podem ser cortados com auxilio de um bisturi, para deixar a
superficie externa da bragadeira mais uniforme. Pequenos excessos de silicone nas
extremidades do mandril sdo cortados, para permitir a manipulagdo do tubo através
do préprio mandril (e ndo em contato com o silicone).

Uma vez que o tubo esta feito e com o silicone totalmente curado, a abertura
do “C" é feita prendendo-se as extremidades livres do mandril a uma superficie
rigida, como uma lamina histologica, e efetuando um corte longitudinal no silicone

com um bisturi.

C) Passando os fios para dentro da bragadeira

Ainda com o mandril dentro da bracgadeira, e fixo nas extremidades, utiliza-se
uma agulha de seringa, de 27-gauges, para penetrar a parede de silicone. A
perfuracdo € feita em apenas uma das paredes, proxima a abertura do C. Essa
agulha serve de guia para passar o fio do eletrodo (feito no passo A). Uma vez que o
fio é “costurado" através da parede de silicone, a agulha é removida. Uma distancia
de 1Tmm é medida com um paquimetro, e a agulha é inserida para repetir o
processo. A cada dois fios, um espacamento maior € dado para, posteriormente,
permitir a cisdo dos pares de eletrodos. Um maximo de 6 pares é possivel de ser
feito no mesmo tubo de silicone. Mais do que 12 fios sendo trabalhados ao mesmo
tempo torna o controle manual confuso e dificil. A Figura 4.13 mostra uma fotografia
do ponto até agora. E recomendado que as placas de contato de Pt-Ir na
extremidade inferior (da imagem mostrada) sejam posicionadas em alturas

diferentes para facilitar a manipulacado e acesso aos contatos no passo seguinte.
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Figura 4.13 - Etapa de fabricacao de eletrodos. Fotografia mostrando, na parte superior, o tubo de
silicone (com o mandril inserido em seu interior) com fios metalicos inseridos na parede da
bragadeira.

D) Encurvando os contatos de Pt-Ir

Um segundo mandril € utilizado para moldar a curvatura da pequena placa
retangular de Pt-Ir. A face da placa que contém a solda com fio fica voltada para
baixo, tocando o suporte rigido, e a sua superficie lisa fica em contato com o
mandril, que é posicionado sobre a placa. Com auxilio de pinca, a placa de Pt-Ir é
encurvada fazendo leves pressdes em volta da circunferéncia do mandril. A Figura
4.14 mostra uma fotografia dessa etapa em realizagdo, em que varios contatos

estao envolvendo a circunferéncia do mandril-molde (parte inferior da imagem).

Figura 4.14 - Contatos sao encurvados. Fotografia da etapa de fabricagdo do eletrodo em que os
contatos s&o encurvados com auxilio de um segundo mandril.
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Apds a curvatura de todos os contatos de Pt-Ir, 0 mandril-guia do tubo de
silicone pode ser delicadamente removido e o segundo mandril-molde, com as
placas de contato o envolvendo é puxado para dentro da bragadeira, encaixando os
contatos encurvados dentro do tubo de silicone, de perfil em “C”. O mandril-molde
pode ser removido deslizando-o longitudinalmente, até sair por completo de dentro
da bracadeira e dos contatos. Para garantir que os contatos figuem presos a
bracadeira, pequenas gotas de silicone MED2 4420 s&o postas entre a placa
encurvada e a parede interna da bracadeira.

Como os fios sao muito delicados e seréo sujeitos a manipulagao intensa na
cirurgia durante a implantagdo do eletrodo no nervo, bem como no arranjo de
conexao com o restante do aparato elétrico, eles sdo reforgados com um tubo de
silicone comercial. O fio € inserido no tubo e o contato com a parede externa da
bracadeira é feito com a colocagcédo de uma gota de silicone MED2 4420 e o conjunto
todo é deixado para cura por pelo menos 3 horas. Os pares de eletrodos sao

seccionados em cortes a cada dupla de fios, feitos com bisturi.

4.6.2 Teste de resisténcia mecanica

Para garantir um controle de qualidade nos eletrodos fabricados, eles sao
testados mecanicamente para validar a for¢a da solda feita entre o fio e o contato de
Pt-Ir. Para isso, primeiro, testes de tensdo sado realizados em eletrodos
comercialmente certificados para se ter como referéncia. Depois os fabricados com
a metodologia proposta sao testados levando em consideragcéo a curva de tensao-
deformagdo gerada para o eletrodo da Precision Joining Technologies. Assim,
podemos garantir uma maior qualidade do eletrodo e diminuir o risco de quebra no
momento da implantagcdo. O teste € realizado com um sistema Test Resource, do
Laboratério de Biomecanica do departamento de Engenharia Biomédica da Purdue
University, que conta com técnicos e estudantes para realizagdo dos ensaios
requeridos.

O ensaio de tragdo determina como um material reage em tensdo. Nesse
teste uma amostra deforma-se, tipicamente até a fratura, aumentando gradualmente
a uma carga uniaxial aplicada na tensao. A maquina de ensaio de tragao alonga o

espécime a uma taxa constante. Durante este procedimento, o sistema ira registrar o
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tempo, o deslocamento axial, e a quantidade de carga aplicada. A taxa de
deformacéo € a taxa a qual a deformacdo de uma amostra é submetida.

A maquina de teste de tensdo € ajustada para teste de tracdo e as
bracadeiras de suporte para imprimir a tensao desejada no elemento de prova sao
esquematicamente ilustradas na Figura 4.15. Pequenas garras sdo utilizadas para
segurar a placa de Pt-Ir e um grampo emborrachado, para prender o fio. Os

grampos devem estar apertando apenas ao redor da area que nao esta soldada.

Garra para prender Grampo emborrachado

a placa de Pt-Ir Solda para prender o fio

Fio

Placa de Pt-ir

Figura 4.15 - Disposicao do eletrodo no teste mecanico. Esquema de como o fio e a placa de Pt-Ir
sao acoplados na maquina de teste de tensao da solda.

O sistema realiza a aquisicdo de dados, com os quais € possivel tracar a
curva de tensdo (o) - deformacéo (¢). A tensao quantifica a resisténcia do material a
uma mudanga estrutural na presenga de uma carga aplicada (F) em relacéo a area

de seccgao transversal da amostra (Ao), segundo a Equagéo 2.

o=F/A (Equacao 2)

A deformacdo descreve a modificacdo estrutural do material quando é
aplicada a carga e esta definida na Equacéo 3, em que /o € o comprimento original

antes do ensaio e /; € o comprimento atual.
Al _ L=l (Equagao 3)
Tal como definido pela lei de Hooke, tensdo (o) e deformacédo (¢) séo

proporcionais durante a fase elastica (Equagéo 4). O mddulo de elasticidade (E) ou

de Young descreve a rigidez ou a resisténcia do material a deformacao elastica.
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o=Eg (Equacéo 4)

Os ensaios sdao normalmente concebidos para detectar uma deformacgao
elastica, o que significa que, quando a carga € removida a partir da amostra voltara
a sua forma original. Portanto, € importante para determinar a carga maxima que um
material pode experimentar sem sofrer deformagdo plastica ou deformacao
permanente nado recuperavel durante o ensaio de tracdo. Quando um material
deforma além da deformacéo elastica a lei de Hooke ndo € mais valida. A Figura

4.16 mostra um exemplo da relacédo tensdo-deformacédo de um material ensaiado até

a falha.
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Figura 4.16 - Exemplo de uma curva tensao-deformacao.

4.6.3 Teste de impedancia elétrica

Depois de fabricados, os pares de eletrodo precisam passar por um teste de
impedancia elétrica para simular o seu comportamento diante de aplicacbes
biomédicas, garantindo a maior qualidade do sinal e a seguranca do animal em
experimentacao.

Para tanto, é realizada uma espectroscopia eletroquimica de impedancia com
um sistema de potenciostato (Gamry Reference 600), submerso em solugao
tampao-fosfato (pH = 7.4). O ensaio eletroquimico é realizado em cada eletrodo,

com analise de resposta a frequéncia (ARF) e voltimetria ciclica (VC), para identificar
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a impedancia inicial, a capacidade de carga e qualquer dano na constru¢gdo, como
pontos quebrados (rompimento da solda por exemplo). Os ciclos de voltimentria,
consistindo de uma escala de -0.6 a 0.8 V com variagdes de 1V/s sao realizados
nesse intervalo pelo fato de que é uma janela de eletrdlise aquosa capaz de
proporcionar a oxidagao de platina e iridio, sem comprometer a integridade do
eletrodo.

De uma forma sucinta, os impulsos gerados ciclicamente sado usados para
produzir uma reagao de oxi-redugdo em meio aquoso (solugdo de fosfato) e assim
gerar oxido de iridio na superficie exposta ao meio de reacéo do eletrodo de Pt-Ir. A
camada de 6xido aumenta a area de superficie efetiva do eletrodo, cria mais estados
de oxidagdo, e desse modo diminui a impedancia da transferéncia de carga na
interface eletrodo-eletrdlito. Outra maneira de olhar para a reagao € que a pelicula
de 6xido permite que o eletrodo passe mais carga através da interface eletrodo-

tecido, usando menos energia do que seria necessario sem a camada de oxido.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A metodologia desenvolvida com este trabalho passou por aprovagao pelo
Comité Institucional de Cuidado e Uso Animal (IACUC) da Purdue University, onde a
concepgao deste trabalho se deu (Protocolo 1112000390A007), atendendo as
diretrizes cientificas abordadas nos Estados Unidos, referéncia mundial em
producao cientifica, seguindo o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratério,
publicado pela Academia Nacional Americana.

A seguir sdo mostrados os resultados obtidos com a aplicagdo da
metodologia proposta. Para a fabricagdo dos eletrodos, é feita uma analise
comparativa com a metodologia adotada anteriormente pelos pesquisadores do
laboratério, além de uma analise funcional de suas propriedades mecanica e
elétrica. Do experimento realizado com um rato s&o mostrados os dados gerados e

processamentos preliminares da informagao neuronal.
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5.1 CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS

Varios ajustes de otimizagcdo do processo de fabricacdo e especificagcdo de
dimensbes do eletrodo tipo cuff foram feitos para se chegar ao procedimento
descrito. Anteriormente a esta abordagem, a fabricagdo consistia basicamente em
utilizar um tubo de silicone comercial e um fio de Pt-Ir, que era desencapado em
uma pequena extensao, a qual era “costurada” dentro do tubo para fazer o contato
metalico na superficie interna da bracadeira. Por fazer uma area de superficie de
contato muito pequena, era comum que esses eletrodos ndo passassem pelo teste
de impedancia elétrica, tornando o processo, mesmo sendo simples, demorado para
alcancar eletrodos totalmente funcionais, por motivo de retrabalho.

Aquele processo, por ser mais simples, deixava a desejar na variabilidade de
aplicagdes, pois suas dimensdes nao eram configuraveis/ajustaveis e ainda havia
imprecisdo do contato elétrico com o nervo, associado a incerteza do quanto de fio
desencapado estaria em contato com o tecido nervoso. Com a emergente intengao
de se investigar nervos do membro anterior do rato, requerendo diferentes
dimensdes, a nova metodologia se fez imprescindivel.

A primeira etapa do processo de fabricagdo dos eletrodos envolve a solda do
fio de liga metalica baseada em cobalto na pequena placa retangular de Pt-Ir. Essa
unido é feita em escala microscépica, e o dispositivo resultante € manipulado
macroscopicamente em varias etapas até a sua implantagdo no nervo do animal,
sendo sujeito a tensdées no decorrer do experimento. Para diminuir o risco de falha
mecanica, por exemplo durante o procedimento cirurgico, o teste de tensao
mecéanica é realizado em cada conjunto fio-contato antes de proceder a manufatura
dos eletrodos em suas bragadeiras. O teste foi realizado no laboratério de
biomecanica do departamento de Engenharia Biomédica da Purdue University que
recebe a demanda de ensaios do departamento. Para ter como referéncia um
padrao de qualidade mecanica da ligacao entre o fio e o contato, eletrodos (apenas
o contato-fio) comerciais da Precision Joining Technologies foram testados. Cinco
eletrodos comerciais foram ensaiados até a falha e os resultados apontaram para
um modulo de elasticidade caracteristico de 865MPa e tensao de falha de 4,7MPa.

Foram enviados 40 fios soldados em contatos de Pt-Ir conforme especificado

no protocolo deste trabalho para teste de rigidez da solda. O ensaio n&o foi de
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fratura, e sim de teste para saber se, ao submeter uma tensao de até 4,7MPa,
ocorre falha. Caso ndo ocorra a falha (fratura da solda), o eletrodo € tido como
mecanicamente conferido para os proximos passos da fabricacdo do eletrodo tipo
cuff. Dos 40 elementos ensaiados, 11 apresentaram falha antes de 4,7MPa, dos
quais a meédia de tensdo de fratura foi de 3,45MPa. Os outros 29 que resistiram
apresentaram comportamento aproximadamente linear com modulo de elasticidade
médio de 863,5MPa.

De acordo com o aproveitamento obtido, podemos dizer que houve uma taxa
de sucesso mecanico de 72,5%. As Figuras 5.1 e 5.2 mostram graficos resultantes
para dois eletrodos testados (um em que a falha ocorreu antes dos 4,7MPa, mais
precisamente aos 3,88MPa, e outro exemplificando um caso em que eletrodo

resistiu sem fratura ao carregamento maximo).

Tensdo - Deformacao

Eletrodo #2 y = 18.379x + 1.098
R? = 0.93164

5
4 Fratura
&
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Deformag¢do (mm/mm)

Figura 5.1 - Tensdo-deformagao do eletrodo fabricado (#2). Exemplo de ensaio que culminou em
falha do eletrodo em esforgco menor que o especificado.
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Tensao - Deformacgao

Eletrodo #15 y =12.797x + 1.1692
R? = 0.98511
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Figura 5.2 - Tensao-deformac¢ao do eletrodo fabricado (#15). Exemplo de ensaio em que a solda
do eletrodo resistiu ao carregamento exigido (4.7MPa) sem falhar.

Um total de 25 pares de eletrodos foram fabricados (utilizando apenas
conjuntos de fio-contato com teste mecéanico aprovado) no periodo de 2 semanas,
em 6 horas diarias de trabalho, totalizando uma média de fabricacdo de 1.2 horas/
eletrodo. E importante lembrar que algumas etapas do processo exigem tempo de
cura do polimero superior a 12h, mas como varios eletrodos podem ser feitos em
uma unica bragadeira, em média o resultado final da produtividade pode assumir um
valor como de 1,2h/eletrodo. Essa produtividade foi menor do que a taxa de
fabricagdo com a metodologia anterior, que, segundo registros de planilhas de
controle de manufatura, era em média de 0,85 horas/eletrodo, uma diferenga de
30%, levando em consideracido todas as etapas que antecedem a caracterizacao
elétrica do eletrodo.

O teste de impedancia elétrica satisfatério para atender as especificagdes de
instrumentagao do arranjo experimental aponta para um valor desejavel menor que
3kQ, depois que o segundo ciclo de pulso de oxidagdo seja aplicado (quando a
superficie de contato ja esta maximizada com a formagao de 6xido de iridio). Em 5
casos, a impedancia apds o segundo ciclo de pulso foi ainda superior a 3kQ e foi
indicada a necessidade de verificar excessos de silicone por cima do contato
metalico e a sua remogao manual com pinga ao microscopio. Testes subsequentes,

gerando mais pulsos de oxidagdo foram feitos nesses 5 eletrodos, dos quais, 2
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persistiram com alta impedancia e conduziram ao descarte de dois pares de
eletrodos.

A funcionalidade satisfatoria do par de eletrodos considera também que a
impedancia ndo seja inferior a 1kQ. Essa limitacdo se da apenas por ser indicativa
de que o contato da placa de Pt-Ir pode estar desacoplada da bracgadeira,
duplicando a area de contato metalico do eletrodo com os fluidos fisiolégicos e
possibilitando a ocorréncia de curto circuito entre um par de eletrodos. Nos 3 casos
em que a impedancia menor que 1kQ foi observada, apenas em 1 verificou-se o
desacoplamento, que foi solucionado com uma nova aplicagdo de silicone
biocompativel MED2-4420 entre o contato e a bragadeira. A repeticdo do teste
confirmou uma impedancia entre 1kQ e 3kQ.

Assim, do total de 25 pares produzidos e testados eletricamente, 23 pares
foram tidos como integralmente funcionais para uso cirdrgico com seguranga elétrica
e mecanica garantida. Esse resultado conduz a um aproveitamento de 92% em
relacdo a propriedade de impedéncia elétrica. Se levado em consideragédo o
aproveitamento condicionado do desempenho mecéanico, a taxa de sucesso cai para
66,7%.

O grafico mostrado na Figura 5.3 sumariza os resultados obtidos em relagao
a produtividade do eletrodo tipo cuff (comparada com técnica adotada
anteriormente), ao desempenho mecanico e ao elétrico. Uma concluséo tirada a
partir desses dados é de que o aproveitamento total da implementagcdo da nova

metodologia atinge, baseada nesses parametros, um valor de 78,2%.

(6

22Uy/5

70.0% 229,76

Aproveitamento
Fracional

Produtividade Relativa Mecéanico Elétrico

Figura 5.3 - Aproveitamento da producdao de eletrodos. Grafico de barras mostrando o
aproveitamento da metodologia proposta para fabricacdo dos eletrodos tipo cuff, com base na
produtividade (comparada a metodologia anterior), no desempenho mecénico e no elétrico.
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5.2 RESULTADOS PRELIMINARES

5.2.1 Registro de nervo mediano e estimulagao tatil da pata de rato

Um primeiro teste de experimentagao foi posto em pratica com um rato Long-
Evans, sexo feminino, de 295g, para validar a capacidade do sistema proposto em
coletar dados, isso é, testar a habilidade de registrar funcionalmente potenciais de
acao compostos diante de estimulo tatil com filamento de von Frey. Tomando como
referéncia a Figura 4.1 do procedimento experimental, podemos dizer que o
experimento preliminar foi feito utilizando apenas o caminho superior daquela

imagem, destacado aqui na Figura 5.4 a seguir.

Figura 5.4 - Esquema experimental utilizado. Modelo experimental de teste para registro funcional
de PAC usando a metodologia proposta.

Para tanto, o nervo mediano foi escolhido para o registro, e apenas o ponto 6
(Figura 5.5) foi estimulado mecanicamente com o filamento de von Frey de 98mN,
cuja pressado nominal especificada pelo fabricante é de 669.3KPa. Um dos pares de

eletrodos fabricados foi escolhido para a implantagdo no nervo mediano.
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Figura 5.5 - Ponto de estimulagao utilizado. Pata do rato evidenciando o ponto 6 de estimulagéo
realizada no procedimento experimental preliminar.

Foram feitas 38 estimulag¢des tateis com o filamento de von Frey, espagadas
temporalmente uma da outra em aproximadamente 1 minuto (tempo superior ao
necessario, conforme especificado no protocolo para evitar a sensibilizagao de
nociceptores). Isso porque, como o ensaio foi realizado utilizando apenas um
filamento em um unico ponto de aplicagao da forga, para cada estimulo efetuado um
arquivo de dados foi gerado individualmente e, assim, permitindo maior tempo de

descanso do campo receptor.

5.2.2 Dados obtidos

O tratamento dos dados foi feito posterior ao experimento no MATLAB 2014R
e teve como base a construgdo de filtros passa-faixa (entre 0.3kHz e 10kHz),
suavizagao de curvas (atenuando frequéncias mais altas), apds o pré-tratamento ja
incluido no ANC para rejeicado de artefato. O grafico mostrado na Figura 5.6 mostra a
coleta feita no nervo mediano diante dos 38 estimulos, em uma janela de tempo dos

25ms iniciais.
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Figura 5.6 - Representacdo grafica de todos os registros realizados. Sinais eletrofisiolégicos
feitos no nervo mediano quando estimulagao mecanica foi realizada em 38 tentativas.

O passo seguinte foi a busca por curvas em que 0O sinal apresentasse
amplitude de pelo menos 3dB em relagdo ao nivel basal, desde que nao excedesse
100uV (essa magnitude seria caracteristica de um artefato e ndo de sinal desejado)
ou que ocorresse muito proximo ao zero temporal, sinal intrinsecamente associado a
artefato de iniciagao do sistema de coleta de dados (trigger de inicializagcdo do ANC).
Diante desses requisitos, da amostra coletada, de 38 tentativas, 14 sinais atenderam

a essa especificacéo e estao representados isoladamente na Figura 5.7.
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Figura 5.7 - Visdo 3D das curvas de PAC obtidas. Representacdo das janelas (cada uma de 2ms)
dos 14 potenciais de agao compostos observados dentre as 38 tentativas de evocar essa atividade
via estimulagéo tatil.

O fato de a estimulacdo com o filamento de von Frey ter sido realizada de
forma manual, a precisdo associada ao ponto em que forca é aplicada é
comprometida, podendo evocar a ativagdo de fibras distintas a cada interagao
realizada. Por isso, podemos observar no grafico da Figura 5.7 curvas com formas
de onda distintas.

Uma outra maneira de visualizar a similaridade entre os PACs gerados
nessas 14 coletas, € como ilustra a Figura 5.8, em que os PACs sao plotados em
sobreposi¢ao e uma curva da média desses 14 registros € destacada em preto com

a linha mais espessa e repetida em um grafico isolado, mostrado a direita.
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Figura 5.8 - Os PACs obtidos e a curva média calculada. A esquerda: representacdo grafica das
curvas de PACs sobrepostas incluindo a curva representativa da média dos 14 potenciais obtidos. A
direita: em destaque a curva da média dos PACs.

Com base nos graficos obtidos podemos apontar algumas tendéncias em
comum aos sinais. A amplitude do sinal, em relagcdo ao estado basal €, em média, de
36.5uV positivo ou negativo e sua duragdo, em torno de 1ms. A regido de
hiperpolarizagéo (deflexdo negativa inicial) estd associada ao artefato gerado devido
a prépria perturbacdo mecanica nos eletrodos quando a presséo ¢ feita sobre a pata
do rato. A deflexao positiva subsequente é caracteristica de quando o PAC chega ao
primeiro eletrodo de registro. Tal eletrodo torna-se transientemente negativo em
relacdo ao outro eletrodo do par de registro. A diferenga de potencial entre os dois

eletrodos € detectada e a forma de onda é vista como uma deflexdo para cima. Com

o trafego do PAC entre o par de eletrodos, o potencial gravado retorna ao nivel basal
(sem diferenga de potencial entre os eletrodos) e, em seguida, passa pelo segundo
eletrodo, e uma deflexao de sinal oposto é registrada.

As singularidades observadas, como diferentes amplitudes, periodo de
ocorréncia do PAC e a propria forma da onda obtida sdo dependentes do tamanho
do segmento do axdénio despolarizado por PAs e da velocidade de condugao desses
axoénios. Considerando a estimulagao feita manualmente, podemos inferir que a
discrepancia entre as curvas € dada pelo fato de a estimulacéo, a cada tentativa, ter
excitado mecanorreceptores diferentes, cujas vias aferentes trafegam por axdénios
distintos. As curvas que se apresentam com o comportamento similar, ou seja, com
amplitudes préximas e forma de onda igual, muito provavelmente sao derivadas de

um estimulo que evocou atividade da mesma fibra.
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5.3 DISCUSSOES

O teste mecanico é importante para diminuir o risco de se trabalhar com um
eletrodo que frature no momento do experimento, o que pode comprometer a coleta
de sinais eletrofisiolégicos. O teste feito primou por selecionar os eletrodos com as
soldas tao resistentes quanto aquela de um eletrodo comercial de qualidade
certificada. A desvantagem desse teste € que a tensdo submetida age
longitudinalmente ao longo do eixo do fio do eletrodo, mas forgas criticas, no seu
uso pratico, ocorrem quando a forca é aplicada perpendicularmente na extremidade
do fio (durante a manipulagcdo em uma implantagao cirurgica, por exemplo). Além
disso, o teste é feito com a placa de Pt-Ir reta, mas em etapas subsequentes na
fabricacao do eletrodo, o contato é encurvado, o que expde mais a solda, tornando-a
mais susceptivel a ruptura.

A proposta metodoldgica mostrou que é possivel fazer a coleta de dados com
uma porcentagem de 37%. Das 38 tentativas de estimulo mecanico tatil, houve
extragao de informagao de potencial de acdo composto em 14. Esse valor tende a
aumentar com o aprimoramento de um sistema de automatizagédo, por exemplo
utilizando um microcontrolador e atuadores em uma armadura estereotaxica que
teria o filamento de von Frey acoplado para garantir: 1. precisdo na posi¢ao de
aplicagao da forca nos pontos especificados da pata do rato e 2. sincronizagao do
estimulo com o gatilho de iniciagdo do sistema de coleta de dados (que também,
posteriormente, controla a estimulacao elétrica artificial).

Com esse direcionamento futuro, melhorias da metodologia podem ser
aplicadas e o trabalho tem potencial para expansao do projeto de mapeamento de
padroes de PACs deflagrados nos nervos radial, ulnar e mediano, associados a
diferentes e controladas intensidades de forga, bem como a localizagao precisa da
aplicagdo da forca. Com um levantamento completo, a predicdo de pulsos de
estimulo elétrico que devem evocar os mesmos padroes de atividade elétrica sera
possivel tendo como base as respostas fisiolégicas anteriormente mapeadas, dando
maior respaldo para o refino das estimulagdes e suas respectivas respostas nas

sensacdes provocadas.
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6 CONCLUSOES

Com o presente trabalho foi possivel abordar diversas esferas do
conhecimento tangentes a Engenharia Biomédica, caracterizando-se fortemente
pela integracdo da tecnologia com sistemas biologicos. Essa integracado foi ainda
associada ao estudo da neurociéncia, que estd em plena produtividade. Existem
muitas perguntas ndo respondidas de como o cérebro - e 0 sistema nervoso como
um todo - computa informagdes e como podemos aplicar conhecimento para gerar
novas ferramentas em prol da saude. Diante do exposto, a busca por novas
abordagens em pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, nessa area, foi o que
motivou a realizagao deste trabalho.

Sendo possivel decodificar padrées de atividade eletrofisiologica registrados
em nervos periféricos e, com isso, modular estimulagdes elétricas do sistema
nervoso para provocar respostas controladas no organismo, pesquisadores do CID
investigam, em diversos sistemas fisiolégicos, formas de fazer interfaces artificiais
de controle para interagir com o cérebro e nervos periféricos.

Pensando em aplicagbes para proteses bidirecionais, ou seja, dando
funcionalidade sensorial aos dispositivos de reabilitacdo motora, este trabalho teve
inicio com a concepg¢ao de um modelo experimental para viabilizar pesquisas nesse
sentido. Com a metodologia proposta, o registro eletrofisiologico de nervos
periféricos, a estimulagcdo mecanica de forga controlada para interagao tatil e a
estimulacao elétrica que busca mimetizar as respostas naturais durante um estimulo
mecanico foram concebidos para estudo das vias aferentes responsaveis pela
informacéao sensorial tatil em pata de rato Long-Evans.

A metodologia proposta exigiu embasamento tedrico em instrumentagao
elétrica e mecanica, além de conhecimento do sistema sensorial, abrangendo
peculiaridades anatdmicas aplicadas para o modelo animal sugerido.

A fabricagdo de eletrodos é uma etapa critica para a condugdo de
experimentos no CID para viabilizar a adequagédo dos sinais coletados e os de
estimulagdo. O protocolo de fabricagdo foi todo repensado para atender as
especificagdes necessarias ao estudo dos nervos radial, ulnar e mediano, garantindo
a qualidade do produto final baseado em bicompatibilidade, resisténcia mecéanica e

impedancia elétrica.
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A experimentagao preliminar confirmou a viabilidade de se registrar os sinais
do nervo mediano de rato enquanto uma estimulagéo tatil era deflagrada na palma
de sua pata. Mais além, justificativas acerca das diferengcas e similaridades
encontradas nos potenciais de agao compostos registrados s&o sugeridas,
levantando também possiveis reajustes na melhor configuragdo experimental para
evitar erros quanto a localizagao precisa do estimulo tatil.

Em suma, com esse trabalho foi possivel compreender relagées anatébmico-
funcionais do sistema nervoso periférico e como as respostas sensoriais sao
processadas, subsidiando a concepg¢ao da metodologia proposta. A especificagao
dos procedimentos experimentais para registrar atividade eletrofisiolégica de nervo
periférico em modelo de rato, a elaboragdo do protocolo para uso animal, a
caracterizacdo da fabricacdo do eletrodo necessario a aplicagdo; a fabricagcao
propriamente dos eletrodos com os respectivos testes mecanico e elétrico foram
etapas realizadas para esse trabalho. Além disso, a concepcdo do método de
estimulagao tatil, a especificacdo da instrumentagcdo necessaria no aparato
experimental foram detalhadamente descritos. A verificagdo da viabilidade da
metodologia proposta foi ainda um dos feitos para mostrar que é possivel mapear
padrbes de potenciais de agdo compostos registrados no nervo periférico, sendo
possivel identificar lacunas/problemas da proposta com sugestdo de abordagens
futuras.

Uma vez que a investigacdo prossiga, e se possa confirmar uma
decodificagao consistente de padrées de potenciais de agcdo compostos nos nervos
radial, mediano e ulnar, correlacionados diretamente a posicdo exata do estimulo e
sua intensidade, o legado deste trabalho pode se expandir para diversas outras
investigagdes que associem estimulagdo tatil e padrées de respostas
eletrofisiolégicas em nervos periféricos. Outros nervos, outras sensagdes e outros

modelos animais podem ser usados com as devidas adequacdes.
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