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Resumo

ESTEVES, I. M. Gerador de estimulos visuais naturalisticos para pesquisar o
sistema visual da moscas. 2010. 71p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Fisica de
Sao Carlos — Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2010.

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a validagao de um gerador de estimulos vi-
suais naturalisticos, GEN, utilizado em experimentos com o sistema visual de moscas. Tal
gerador projeta a imagem em um anteparo que abrange todo o campo visual da mosca.
Um espelho acoplado a um motor linear movimenta a imagem horizontalmente de acordo
com velocidades predefinidas pelo experimentador. Ao contrario dos tradicionais gerado-
res com monitores de raios catédicos - que apresentam imagens através de uma sequéncia
de quadros entre 60 e 200Hz - o GEN apresenta a imagem de forma continua. Além de
eliminar o problema das altas taxas de quadros por segundo exigidas nestes experimen-
tos, 0 novo sistema também gera imagens com uma maior resolucao, brilho e contraste.
Durante a apresentagao dos estimulos visuais foram registrados os potenciais de agao do
neuronio H1 da mosca Chrysomya megacephala, localizado na placa lobular e responsavel
pela deteccao de movimentos horizontais. Os resultados deste trabalho mostram como
a resposta do neuronio estudado depende de parametros do estimulo tais como: veloci-
dade, luminancia, campo visual estimulado e frequéncia espacial da imagem utilizada. A
influéncia destes parametros na resposta neural demonstram a importancia de possuir ge-
radores capazes de simular em laboratério estimulos que a mosca encontra em seu habitat
natural.

Palavras-chave: Spike. Gerador de estimulo. Neurociéncia. Codificacao.
Mosca.






Abstract

ESTEVES, I. M. Naturalistic visual stimuli generator for research in the blowfly’s
optical system. 2010. 71p. Dissertacao (Mestrado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos
— Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2010.

This work presents the development and the validation of a naturalistic visual stimuli
generator, NSG, to be used in neuroscience experiment with the fly’s visual system. To
satisfy the requirement of naturalistic stimuli, the new generator projects a slide onto a
screen covering the whole visual field of the fly. A mirror controlled by a linear electrical
motor moves the image horizontally according to a predefined velocity profile. In addition,
the NSG shows the image continuously as opposed to usual stimuli generators with ca-
thode ray monitors having a frame rate between 60 and 200Hz. A further advantage of the
NSG is its high luminance, brightness and contrast. During the stimulus presentations,
the activity of the H1 neuron of the blowfly Chrysomya megacephala was recorded, this
neuron is sensitive to horizontal image displacements. The results show how the response
of the studied neuron depends on stimulus parameters such as speed, luminance, visual
field stimulated and the spatial frequency of the image used. The influence of these pa-
rameters on neural response demonstrates the importance of generators that reproduces
in laboratory the fly’s natural habitat.

Keywords: Spike. Stimuli generator. Neuroscience. Neural codification.
Blowfly.
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1 Introducao

1.1 A Neurociéncia

Um dos objetivos da neurociéncia é compreender o principio de funcionamento dos
circuitos neurais e como seus neuronios representam, codificam e transmitem informacoes

entre si (1).

Umas das formas com que os circuitos neurais transmitem informacao é através de
sequéncias de pulsos elétricos, chamados de potenciais de acao ou spikes, e neuronios

sensoriais sao importantes para compreender como este processo € realizado.

Os neuronios sensoriais realizam um ajuste constante do ganho para evitar saturacao
ou perda de sensibilidade, sem esse ajuste sua limitada faixa de resposta nao conseguiria
codificar os estimulos externos, que sao geralmente vérias ordens de grandeza maior. A
intensidade da luz, por exemplo, chega a variar cerca de oito ordens de magnitude num
intervalo de oito horas e isso torna a codificagao sensorial uma tarefa bastante complexa
(2).

Um método bastante utilizado para realizar pesquisas nesta area consiste em estimular
o 6rgao sensorial estudado e registrar a resposta fornecida pelo sistema responsavel por
codificar o estimulo (3) (4). Em geral, o estimulo é repetido varias vezes e a média da
resposta, devido as varias repetigoes, é considerada como sendo sua parte significativa

devido ao estimulo apresentado.

Este trabalho mostra resultados de experimentos com o sistema visual da mosca

Chrysomya megacephala com a finalidade de estudar a codificacao da informacao sen-
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sorial realizada pelos neurdnios. Seu sistema visual é relativamente simples e bastante
adequado para estudar como ocorre a deteccao de movimentos. Possui um grupo de
neuronios gigantes - diametro superior a 10um - classificados e bem conhecidos sob o
ponto de vista biolégico, situados em uma camada mais externa do cérebro, responsaveis

pela deteccao de movimentos (5).

Com estes neuronios é possivel realizar, de forma pouco invasiva, aquisi¢oes extracelu-
lares in vivo de dados neurais que podem ser registrados de forma estavel durante um
intervalo de tempo relativamente longo, fornecemdo informacoes suficientes para carac-

terizar o neurdnio estudado (6).

O que motiva pesquisas com moscas sao as caracteristicas marcantes que elas possuem.
Uma mosca pesando menos de 100mg consegue atingir uma velocidade angular de até
2000°/s, uma aceleracao de 10°/s e um tempo de reagao menor que 30ms (7). Resultados
obtidos em pesquisas nesta area indicam que, devido a sua simplicidade e robustez, os
melhores modelos de visao computacional poderao ser inspirados em sistemas visuais como

este.

1.2 Motivacao

Existem varios fatores que precisam ser considerados para projetar um gerador de
estimulos visuais para pesquisas em neurociéncia. Dois destes fatores, por exemplo, sao
o tempo de resposta do sistema visual e sua frequéncia critica para que um estimulo
discretizado seja percebido de forma continua (flicker fusion). Para a mosca, o tempo de
resposta varia entre 30 e 50ms e o flicker fusion pode estar entre 400 e 500Hz, dependendo

da temperatura (8).

O fato do flicker fusion da mosca ser muito maior que 30Hz - suficiente para o sistema

visual humano - limita a utilizacao de monitores de uso geral, com tubos de raios catédicos
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(TRC), para realizar experimentos com este tipo de inseto.

O maior problema existente quando se utiliza monitores de video com TRC é o tempo
de decaimento e a persisténcia do fésforo, que impossibilita gerar estimulos com a alta taxa
de atualizacao necessaria. O tempo de apresentagao dos quadros da imagem nao pode ser
menor que a persisténcia e o tempo de decaimento do fésforo, caso contrario havera uma

fusdo da imagem do quadro atual com a luminancia residual do quadro anterior (9).

Devido a dificuldade de se gerar estimulos visuais mais complexos, com uma taxa
de atualizacao da imagem compativel com o sistema visual da mosca, a maioria dos
experimentos sao realizados utilizando estimulos visuais simples, tais como barras de
baixa luminancia e baixo contraste. Porém, um grande nimero de pesquisadores tém
questionado se a realizacao de experimentos com estimulos simples conseguem fornecer

informagoes necesséarias para compreender como a informacao visual é codificada (10).

Experimentos recentes mostraram que a informacao transmitida pelo neuronio au-
menta em ambientes com cenas naturalisticas e com maior luminancia (6)(3), o que re-
forgou ainda mais a necessidade de utilizar estimulos mais complexos que possibilitem a

apresentacao de cenas mais naturais.

Por este motivo, varios laboratorios pesquisam a deteccao de movimento utilizando
estimulos que tentam simular situacgoes proximas as encontradas no habitat natural destes
insetos (Capitulo 2). Tal fato gerou uma grande demanda de instrumentacao adequada

para suprir esta necessidade.

Os fatos mencionados acima motivaram o desenvolvimento de um sistema capaz de
gerar imagens naturalisticas com velocidade suficiente para estimular o sistema visual de
moscas, sem o problema de resolucao, flicker fusion, aliasing, contraste e baixa luminancia,
que sao caracteristicas tipicas dos sistemas de geracao de estimulos visuais utilizados

atualmente.
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2 Atuais Sistema Geradores de
Estimulos Visuazis

Na literatura, existem varias referéncias a equipamentos utilizados para gerar es-
timulos visuais para moscas que foram considerados relevantes para a realizacao deste
trabalho. Apesar das limitagoes mencionadas no capitulo anterior, os sistemas geradores
de estimulos visuais mais comuns sao os que utilizam TRCs com deflexao eletromagnética

ou eletrostatica.

Existem também geradores de estimulo implementados com painéis de leds e esta
tecnologia elimina alguns problemas apresentados pelos monitores, porém possuem outras

limitagoes tais como baixa resolugao espacial.

2.1 Innisfree Picasso

O Innisfree Picasso image Synthesizer, apresentado na Figura 1, é um exemplo de ger-
ador de estimulo que utiliza monitor de deflexao eletrostatica. Trata-se de um sintetizador
de imagens que ¢é utilizado para controlar, através de sinais analégicos, a intensidade e a
entrada dos eixos X/Y do monitor. Sua interface, com conectores BNC e potenciomen-
tros, fornece um controle analdgico das entradas que simplificam os ajustes necessarios
durante os experimentos (11). Em geral, o Innisfree Picasso para gerar estimulos visuais
para moscas com taxa de atualizacao da imagem maior que 200 quadros por segundo
(12)(13)(14). Sua arquitetura permite gerar apenas estimulos simples, tais como padroes

de barras horizontais e, apesar de ainda ser bastante utilizado, nao existe mais disponi-
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bilidade deste dispositivo no mercado.

Figura 1 — Gerador de estimulos visuais Picasso

A Figura 2 apresenta um padrao criado por Reinagel (15) que utiliza o sintetizador

Picasso, com uma taxa de 200 quadros por segundo.

Figura 2 — Padrao gerado pelo Picasso

A vantagem de realizar experimentos com sistemas visuais utilizando monitores com
deflexao eletrostatica é que eles possuem a capacidade de apresentar imagens com taxa de
atualizacao de até 500Hz. O controle do feixe de elétrons nos eixos X/Y e a modulagao
da luminancia sao realizados por sinais analogicos externos, fornecidos ao monitor e isso
permite uma grande versatilidade na faixa de frequéncia de operacao destes sistemas.
Porém, este controle é uma tarefa bastante complexa, o hardware dedicado (em conjunto
com softwares especificos) precisa integrar o sistema de geracdo com o de aquisi¢do de

uma maneira deterministica e sincronizada.
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2.2 ViSaGe

O ViSaGe é um exemplo de um sistema que utiliza como display um monitor com
deflexao eletromagnética (Figura 3). O controle do monitor é realizado por uma placa
grafica de video com tecnologia PCI-Ezpress e hardwares dedicados. Ao contrario dos
monitores com deflexao eletrostatica, o controle da imagem é realizado por sinais gerados
pelas placas gréficas que utilizam sinais externos apenas para sincronizac¢ao e controle do

video.

Figura 3 — Gerador de estimulos visuais ViSaGe (16)

O ViSaGe apresenta resolugoes da ordem de 512x480 pixels, com taxa de atualizacao
da ordem de 200Hz e normalmente ¢é utilizado em experimentos no campo da psicologia
com humanos ou em experimentos de monitoragao de atividades neurais de pequenos

mamiferos (6).

A frequéncia de operacao maxima dos monitores com deflexao eletromagnética é es-
tabelecida pelo fabricante e depende de como os geradores internos de onda horizontal e

vertical realizam a deflexao magnética do sistema. Este tipo de monitor consegue apre-
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sentar imagens a 200Hz, porém a programacao das placas grafica é complexa e sinais para
sincronizagao nao sao disponiveis. Estas caracteristicas dificultam a criacao de estimulos

mais rapidos e complexos, de forma deterministica com o sistema de aquisigao.

Entre os softwares utilizados para realizar esta interface pode ser citado a biblioteca
da Vision works da Vision research Graphics (17) e os pacotes open source: VisionEgq

(11) e Psychopy (18).

2.3 Fly-O-Vision

O Fly-O-Vision é um exemplo de um sistema que utiliza um painel de leds para realizar
experimentos com insetos, implementado no California Institute of Technology pelo grupo
do Michael Dickinson (19). Seu display, Figura 4, é uma arena cilindrica com 44 painéis
formados por matrizes de 8x8 leds controlados por microprocessadores. Cada um dos
44 painéis (2816 leds) possui um microcontrolador (ATmega8) que recebe os dados do

controlador central e realiza o acionamento destas matrizes.

Figura 4 — Fly-O-Vision

O controlador central 1¢ os dados da memoria e recebe as diretivas do programa de

controle (software escrito em MATLAB) para gerar os padroes de imagem e controlar o
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acionamento do display como um todo (20).

Os displays com leds podem apresentar altas taxas de atualizagao, porém possui uma
baixa resolucao espacial e necessitam de dispositivos eletronicos complexos para controlar

o acionamento de uma grande quantidade de leds de forma individual, sincrona e precisa.

O Fly-O-Vision consegue gerar imagens com uma taxa de atualizacao maior que 372Hz
e com oito niveis de cinza. A limitagao apresentada por este sistema é que a resolucao da
imagem depende do tamanho dos leds e a sua taxa de atualizagao depende do tamanho e

da complexidade do padrao de imagem utilizado, geralmente simples.

2.4 FliMax

FliMax (Figura 5) é outro exemplo de sistema de geracdo de estimulo visual que
possui um display com 7000 leds da Universidade de Groningen. Neste sistema, uma placa
grafica VGA (Diamond Stealth S540 PCI) é programada especificamente para atualizar

a luminancia de cada led individualmente a uma taxa de 370Hz.
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Figura 5 — Gerador de estimulos visuais FliMax
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Ao contrario dos monitores com tubo de raios catédicos (que atualizam a imagem a
uma taxa constante mesmo se ela for a mesma), o FIiMAx utiliza 7000 circuitos sample-
and-hold para manter a luminancia de cada led estavel quando uma imagem constante é
apresentada (21). A resolugao da imagem gerada pelo Flimax também estd limitada pelo

tamanho do led (5mm) e a méxima luminancia atingida com este sistema foi 420cd/m?.

Os painéis de leds conseguiram eliminar varios problemas presentes nos sistemas que
utilizam monitores eletrostatico ou eletromagnético, pois conseguem atualizar a imagem
a uma taxa maior que 200Hz e estimular uma maior drea do campo visual. Porém, eles
nao sao capazes de gerar estimulos naturalisticos por apresentarem limitagoes no que se
refere a resolucao, cor e luminancia da imagem gerada, além de necessitar circuitos de

extremamente complexos para seu controle.

2.5 Experimento ao ar livre

Um sistema capaz de realizar experimentos com estimulos visuais naturalistico foi
desenvolvido pela NEC' Research Institute, em Princeton (3) (6). Neste sistema, a mosca
¢é colocada em um suporte acoplado a um motor de passo que simula as oscilagoes que ela
teria se estivesse em voo livre em ambiente externo (Figura 6). Um eletrodo inserido na

regiao da placa lobular da cabeca da mosca capta a resposta neural durante o movimento.

Apesar de ser um sistema inovador, este sistema nao leva em considera¢ao o movimento
de translacao e com ele nao é possivel repetir mais de uma vez o mesmo experimento,
pois o estimulo depende de fatores ndo controlados (como nuvens, ventos e sol) ja que é

realizado em um ambiente externo ao laboratorio.
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campo visual

eletrodo

masca

4— eixo de rotacio

Figura 6 — Sistema de simulacao de voo livre

2.6 VSGImG-Dipteralab/IFSC

O Visual Stimuli Image Generator, VSImG, é o modulo de geragao de estimulos visuais
utilizado para realizar experimentos no Dipteralab-IFSC. Este sistema apresenta a mosca
uma imagem gerada por um monitor de deflex@o eletrostatica (Tektronix 608), composta
um bitmap com diferentes niveis de contrastes, atualizada a uma taxa de 500 quadros por

segundo (Figura 7).
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Figura 7 — VSGImG

O controle do movimento horizontal é realizado analogicamente por um hardware
dedicado que envia sinais ao canal de varredura horizontal a uma taxa de 500Hz, que
posiciona a imagem em cada frame. Apesar deste sistema conseguir uma alta taxa de
atualizagao, a imagem apresentada pelo monitor possui apenas 256 niveis de cinza com
uma resolucao de 256x256 pixels, o que torna invidvel a geracao de imagens mais naturais

em monitores deste tipo devido a baixa luminancia e area do display.
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3 Metodologia

Este capitulo apresenta o desenvolvimento de um gerador de estimulos visuais, con-
struido no laboratério Dipteralab-IFSC, com a finalidade de se obter estimulos naturalis-
ticos. A montagem e a validacao deste sistema foram feitas tendo como parametro o

gerador de estimulo existente no laboratorio, VSImG.

Com o novo sistema, foi possivel realizar aquisicoes de dados neurais variando parame-
tros da imagem, tais como: luminancia, tamanho do campo visual estimulado e imagem
utilizada. Neste capitulo, também serao introduzidos os conceitos tedricos utilizados para

realizar a analise dos dados obtidos.

3.1 Projeto de montagem do gerador de estimulo na-
turalistico - GEN

O novo gerador de estimulos é formado por um sistema de projecao de slides, um
conjunto de lentes, dois espelhos e um motor linear com a fungao de movimentar a imagem

projetada em um anteparo.

A luminancia da imagem é controlada por um dimer do médulo de iluminagao e um
motor, adaptado para receber o sinal de controle que movimenta a imagem através de um

amplificador de poténcia.

Durante o experimento, o slide é iluminado pelo projetor e sua imagem passa pelas

lentes, pelos espelhos e é projetada em um anteparo translhicido que exerce a funcao do
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display (Figura 8). A imagem gerada se movimenta horizontalmente no anteparo em

funcao do sinal de estimulo enviado para o motor acoplado ao espelho.

Espelho

y e

.. ] Projetor de Slide

Motor

Anteparo

Sinal de
Estimulo

Spikes
Discriminado

Ampliﬂcado

PC Hospedeiro

Figura 8 — Gerador de estimulos visuais naturalistico

O gerador de estimulo naturalistico (GEN) pode ser dividido nas seguintes partes:
1- Moédulo de Iluminagao

A Figura 9 mostra o médulo de iluminacao do sistema, que consiste basicamente em
um projetor de slide adaptado, com uma lampada de 300W, lentes condensadoras e um

dimer.

Figura 9 — Médulo de Iluminagao
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O dimer foi projetado para tornar possivel o controle da luminancia, devido a sua im-
portancia nos experimentos. O circuito da Figura 10 mostra o circuito do dimer utilizado

para controlar a poténcia fornecida a lampada.

Figura 10 — Diagrama esquematico do dimer

2-Anteparo

A parte do sistema que exerce a funcao do display é mostrada na Figura 11. O
anteparo é formado por papel acetato que oferece um meio translicido para projetar as

imagens para a mosca, que ¢ posicionada do lado oposto da projecao.

Figura 11 — Anteparo de projecao
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3-Moédulo de Movimentagao da imagem

Devido a dificuldade de se obter um motor linear de alta precisao, optou-se pela
adaptacao de um motor de disco rigido para movimentar a imagem do sistema. A Figura
12 mostra a forma como o motor, retirado do disco rigido SEAGATE mod-ST33240A, foi

adaptado para que seu braco fosse utilizado para realizar a deflexao do espelho do sistema.

Ezpelho

Haste

Atuador

Brago

Figura 12 — Motor utilizado para realizar a deflexdao do espelho

Dois imas foram inseridos na montagem para aumentar o torque do motor sem inserir
atrito, permitindo que a méxima tensao aplicada na entrada do motor estivesse dentro de

seus limites fisicos.

A Figura 13 mostra o esquema do amplificador projetado para amplificar o sinal de
estimulo. O amplificador também determina a posigao de repouso e a excursao do espelho

através do ajuste da tensao de offset e da amplitude do sinal, respectivamente.

— 10 uF

3.3k Ohm 33 k Ohm 33 k Ohm

Entrada (DAC)

10 k Ohm 33k Ohm TIP31
TLOTA

1 Ohm

10k Ohm ANN\——e Saida (MOTOR)

TIP30C

s 1
1

10 uF

Figura 13 — Circuito amplificador para alimentagao do motor
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O circuito amplificador de poténcia mostrou-se ser o mais indicado para controlar o
motor por ser robusto e estdvel, mesmo tendo um alto consumo de corrente. A opcao de
se utilizar pwm (pulse-width modulation) para controlar o motor foi descartada por ser
uma fonte indesejavel de ruido eletromagnético ao sistema de captacao dos sinais neurais,

devido ao chaveamento em alta frequéncia existente neste tipo de controle.

Esta montagem possui a vantagem de permitir que o movimento da imagem que incide
no espelho seja realizado pelo mesmo sinal elétrico que movimenta a imagem gerada no
monitor do VSImG. Isto permite que os dois geradores utilizem o mesmo sistema que
movimenta o estimulo visual, além de utilizar também o mesmo sistema que registra os
dados experimentais. Durante o projeto do GEN foram tomadas as medidas necessarias
para que os dois geradores de estimulos do laboratoério fossem totalmente compativeis com

a instrumentacao existente no Dipterlab.

3.1.1 Caracterizacao do motor linear

A resposta em frequéncia do motor foi medida utilizando o procedimento esquemati-

zado na Figura 14.

Com a métodologia acima foi possivel determinar a velocidade do motor conhecendo
o intervalo de tempo que o feixe de laser (refletido pelo espelho) demora para passar pelos
dois fotodetectores. Segue abaixo as medidas das distancias, utilizadas para calcular o

movimento angular que o espelho sofre quando o laser passa pelos dois fotodetectores :
D = 50cm - distancia entre o espelho e o anteparo
d = 5 cm - distancia entre os dois foto transistores

6= 2 arctag[(d/2)/D] = 5,72° - movimento angular maximo do espelho
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Figura 14 — Metodologia utilizada para medi¢ao dos parametros do motor

Um gerador de sinais (Tektronix CFG253) foi utilizado para movimentar o espelho,
com um sinal de onda quadrada na estrada do circuito amplificador do motor. Um os-
ciloscopio TektronixTDS524A foi utilizado para medir o intervalo de tempo ocorrido para
que o laser, refletido pelo espelho, percorresse a distancia entre os dois fotodetectores
(Figura 15). Esses dados forneceram a velocidade angular do motor em fungao do fre-

quencia do sinal de entrada.

Bun: 25 0k5/% cample

s

R 260V i yiaw W olimed CHT 7 TETY 13ul 2008
174344

at Al

Figura 15 — Tela capturada do osciloscopio para obter o intervalo de tempo At
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Na figura acima, os canais 1 e 2 mostram a saida dos dois fotodetectores, com o trigger
do osciloscopio no canal 1. O primeiro pulso do canal 2 corresponde ao instante de subida

e o segundo pulso corresponde ao instante de descida do sinal de onda quadrada.

A Figura 16 mostra o grafico da velocidade angular do motor em funcao da frequéncia

de um sinal de entrada.

1000

9001 7

800r o o 7

7001 7

Velocidade (°/s)

6001 7

500r 7

400O 5 10 15 20 25 30 35

Frequéncia (Hz)

Figura 16 — Velocidade do motor

As velocidades medidas, ao variar a frequéncia, mostraram que com este motor é
possivel estimular a mosca com velocidades até 1000°/s, que é uma faixa de velocidade

adequada para gerar estimulos visuais para mosca (7).

3.2 Aspectos Experimentais

O neurénio H1 é bastante estudado (22) para compreender como informagoes senso-
riais sdo transmitidas e codificadas pelos neur6nios (4) e a Figura 17 ilustra o comporta-

mento desta célula.
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Figura 17 — Comportamento do neurénio estudado (23)

Quando o sistema visual estda submetido a estimulos com movimentos horizontais na
dire¢do preferencial (de tras pra frente) o neurdnio é polarizado e dispara uma sequéncia

de pulsos. No sentido contrario os disparos desta célula sao inibidos (23).

No Dipteralab-IFSC, o sistema utilizado para realizar os experimentos possui dois
blocos principais: o bloco de aquisicao de dados neurais e o bloco de geragao de estimulos

visuais, que gera e controla o movimento da imagem.

Para realizar a aquisicao dos dados emitidos pelo neurdnio H1, a mosca é inserida
em um suporte plastico, imobilizada com cera, e sua cabega é mantida fixa ao térax em
uma posicao que permite o acesso a placa lobular (onde se encontra o H1). O exosqueleto
protetor e a camada de gordura da parte posterior da cabeca sao removidos com a ajuda
de um microscépio para ter acesso ao axonio do H1 (Figura 18). A referéncia do sistema
de aquisicao é fornecida por um fio de prata colocado na hemolinfa, no canto inferior
da cabeca. O sinal do neuronio é captado de forma extracelular por um micro-eletrodo
de tungsténio posicionado em uma regiao proxima ao axonio. Os sinais captados podem

variar em torno de 10 a 100u V.
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Figura 18 — Parte posterior da cabega da mosca aberta com o fio de prata inserido na hemolinfa
para servir de referéncia. A regido quadriculada mostra a possivel localizacdo do
axonio do H1 (24)

A Figura 19 mostra o diagrama de blocos do sistema de aquisicao de dados neurais.
O Front End analégico é a parte do sistema responsével por captar, amplificar, filtrar e
discriminar o sinal do neurénio. Além disso, este sistema também possui um hardware
digital dedicado, controlado por um computador hospedeiro, que gera o sinal de estimulo
que movimenta a imagem, registra os instantes que ocorreram os spikes (timestamps) e

fornece um sinal de sincronismo do gerador de imagens (25).

Front End Analdgico

(2) 3) *Monitor de Audio Hardware Digital pc (5)
I 1 Dedicado
Head-Stage Pré-Amplificador Filtro Passa Banda “Dciiiomiios (4) e
— |+ PA-300Hz PB-7KHz e Hospedeiro
s i Chmax
£ |ow e ] 2 g T =
) X100 X100 wm UK X m
B LMin
Prog.
LS-Limite Superior
*Micro-eletrodo Li-Limite Inferior |—> SPKin Controle
. LMax-Largura Max.
EstimuloVisual Front End Analégico LMinLargra Min.
%\ T™-Tempo Moty
(1) \ /'/ 01001001001
: ] 00010100100
\J 00011001110
00101010000

Sinal do Neurdnio : ;
Ref. timestamps

Figura 19 — Digrama de blocos do Front End analégico (25)
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O sinal captado requer um processamento analdgico adequado por apresentar, além
do sinal do H1, ruidos intrinsecos do sistema biolégico assim como ruidos eletromagnéticos

provenientes de equipamentos eletronicos e rede elétrica.

O Front End analdgico é o responsavel por realizar este processamento através de
filtro passa faixa e circuitos eletronicos com estagios iniciais de alto ganho em tensao,
baixo ruido, alta impedancia de entrada e alta rejeicdo de ruido de modo comum. A

instrumentacao eletronica do Front End analdgico é composta pelas seguintes partes:

Micro-eletrodo de tungsténio e a interface com o meio extracelular;

Amplificador AC diferencial para micro-eletrodo (head stage) com um ganho de 100;

Pré-amplificador com um ganho de 100;

Filtro Bessel passa-banda de quarta ordem;

Monitor de audio, para monitorar o sinal captado pelo eletrodo;

Discriminador do sinal neural.

O micro-eletrodo fornece as duas entradas do amplificador diferencial do head stage,
uma das entradas recebe o sinal do H1 e a outra recebe a referéncia (do fio de prata, lo-
calizado na hemolinfa). Além de amplificar o sinal 100 vezes, o amplificador atua também

como um filtro passa alta, para frequéncias acima de 300Hz, e fornece como saida um

sinal AC.

A saida do head stage é novamente amplificada 100 vezes e filtrada por filtros passa
faixa com frequéncia de corte entre 300Hz e 7TKHz, com o objetivo de eliminar componentes

de alta e baixa frequéncia indesejaveis que aumentam a relagao sinal/ruido.

As saidas destes filtros passam por um discriminador analdgico/digital, que dispara
um pulso no padrao TTL, quando recebe um sinal valido, e o envia para o hardware para
ser registrado. O sinal considerado valido pelo discriminador é previamente ajustado pelo

usuario que define uma janela com limiar superior (LS) e inferior (LI).
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O hardware dedicado registra os instantes de ocorréncia dos spikes e os envia ao com-
putador hospedeiro através de interrupcoes geradas pelo proprio hardware, com resolucao

de 1pus.

3.3 Aspectos Teoricos

Nesta se¢ao serao apresentados os conceitos tedricos necessarios para realizar as aquisicoes
e analisar os dados neurais registrados, utilizando os dois geradores de estimulos do labo-

ratério.

-Movimentacao do estimulo

A imagem é movimentada horizontalmente com um sinal analégico entre 0V e 5V,
fornecido pelo hardware dedicado, que posiciona a imagem no display a uma taxa de

atualizacao de 500Hz.

O sinal, S(t), utilizado nos experimentos foi gerado via software de forma recursiva
através de um processo estocastico que determina a correlacao (7.) da posicao atual em
funcao das posigoes anteriores. A velocidade de S(t) possui um valor médio igual a zero,
sendo que a correlacao e o desvio padrao sao previamente determinados pelo experimenta-
dor. S(t) possui 10s de duracao e é repetido 90 vezes para quantificar a fragao dos dados
neurais que esta relacionado com o estimulo e a fracao que esta relacionado com ruidos,

externos ou inerentes ao sistema biologico.

A Figura 20 mostra o sinal S(¢) gerado para posicionar a imagem durante os experi-

mentos.
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Figura 20 — Sinal de estimulo

-Digitalizacao dos trens de pulsos

Os spikes gerados durante a apresentagao do estimulo visual sao tratados como eventos
idénticos. Desta forma, para compreender a codificagao neural, a resposta do neurénio
é caracterizada pelo timestamps, que é a sequéncia dos instantes, t;, que ocorreram os

disparos, onde i representa cada um dos n spikes registrados (i = 1, 2, ... , n) (26).

A Figura 21 ilustra a digitalizacdo do trem de pulso. A parte superior do gréfico
apresenta o sinal analégico do neurénio (captado pelo eletrodo), o sinal do meio apresenta,
os pulsos da saida do discriminador e logo abaixo é mostrado o trem de pulsos discretizado

em janelas de 2ms, com “0” nos instantes que nao houve disparo e “1” em todo instante ;.

lolo/1]o]o|ololol1]0l0]o|ol1]0]o]o]o]1]o]o]e]o]o]o]

Figura 21 — Sinal digitalizado
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Uma representacao da resposta neural pode ser fornecida pela soma de fungoes Delta

de Dirac (ou impulsos), d(t), localizados nos instantes t; (26).

n

p(t) = S8t — 1) (3.1)

i=1
O estimulo visual é apresentado varias vezes porque um mesmo estimulo normal-
mente produz respostas neurais levemente diferentes. A média sobre as repeticoes serd

representada neste trabalhos utilizado o simbolo ().
-Taxa de Disparo

Existem varias definicdes de taxa de disparo. A mais simples é a que realiza apenas
uma média temporal do nimero de disparos ocorridos, n, em um certo intervalo de tempo

T, também conhecida como taxa de disparo baseada na contagem (spike count rate).

r=n/T = 1/T/0 p(T)dr (32)

Esta taxa ¢é util quando o estimulo ¢é estacionario ou varia pouco ao longo do tempo.
Entretanto, quando o neuronio estudado codifica estimulos que variam em escalas de
tempo muito rapidas é necessario caracterizar a variagao da taxa de disparo ao longo do

tempo (equagao 3.3).

r(t) = n(t;t + At) /At (3.3)

A taxa de disparo dependente do tempo, r(t), conta o niumero de spikes emitidos
entre ¢t e t + At, sendo At um intervalo de tempo pequeno (27). Esta taxa, dependente
do tempo, também pode ser calculada a partir da resposta neural (equagao 3.4), sendo

r(t)At a probabilidade de um spike ocorrer no intervalo de tempo t + At.

r(t) = 1/A /t T oy (3.4)
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Existem outras maneiras de se definir uma taxa de disparo dependente do tempo,
porém a taxa representada pela equacao 3.4 sera a definicao utilizada neste trabalho por

se de facil implementacao.
-Estimulo médio

A propriedade média do estimulo que faz com que o neurdnio dispare um spike é rep-
resentado por C(7). Seu valor é obtido calculando o valor médio do estimulo apresentado

nas proximidades de cada um dos spikes, durante todo o experimento.

—(1/n Y St = ) = U [ (p0)S(e i (35)

A Figura 22 esquematiza o procedimento computacional utilizado para realizar este
célculo. As janelas em destaque representam o estimulo, S(t), apresentado 7 segundos
antes de cada disparo. A curva ao lado direito representa o estimulo médio, que é a média

dessas janelas.

P )
=+ I < &

:’LIJ_“_‘IIH Estimulo médio
sl -7wr1
+

Figura 22 — Estimulo Médio. Adaptado de (4)
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No estimulo médio o spike ocorre no instante 7 = 0 . Nos instantes em que 7 < 0,

C(7) representa a média do estimulo apresentado 7 segundos antes do spike disparar.
-Histograma dos intervalos entre spikes- IST

O histograma dos intervalos entre dois spikes consecutivos (ISI-Interspike Interval)
é uma estatistica util para caracterizar alguns padroes na resposta neural. Com ele é

possivel conhecer a probabilidade de ocorréncia de todos os intervalos registrados.

Em uma resposta neural com N spikes o ISI fornece a distribuicao dos intervalos
interspikes separados por um intervalo de tempo At, para os N — 1 intervalos interspikes
existentes. No H1 At pode variar de 2ms - periodo refratario do neuronio - até algumas

dezenas de milisegundos.
-Funcao de Auto-correlacao do trem de pulso

A fungao de auto-correlagao da resposta neural, ),,(7), fornece a probabilidade con-
junta de ocorrer dois spikes (ndo necessariamente consecutivos), independente dos eventos

ocorridos entre eles (4).

Quyl(r) = 1/T / (p(0)(p(t + 7))t (3.6)

A correlacao cruzada é semelhante a convolugao de duas fungoes. A convolucao envolve
uma inversao do sinal, seguido de um deslocamento e de uma multiplicagao; na correlagao

(Equagao 3.6) o sinal nao é invertido, apenas ¢ deslocado e multiplicado.

Analogamente, o mesmo método pode ser utilizado para analisar trens de pulsos de
diferentes experimentos ou de diferentes neuronios. Isto possibilita medir similaridades
entre as duas respostas em funcao do deslocamento aplicado a uma delas e mostra se

existe ou nao sincronismo entre os disparos.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Validacao do GEN

Esta secao mostra os experimentos realizados para validar o novo sistema (GEN),
tendo como parametro o gerador de estimulo que utiliza o Tektronix (VSImG). A ve-
locidade da imagem no display dos dois sistemas é controlada por um sinal de estimulo

anal6gico, S(t), que é atualizado pelo hardware dedicado a uma taxa de 500Hz.

Os dois sistemas utilizam o mesmo sinal para movimentar a imagem. No Tektronix, o
posicionamento da imagem ¢ atualizado a cada 2ms, gerando descontinuidades temporais.
No GEN, a inércia de sua parte mecanica minimiza este artefato indesejavel e movimenta a
imagem de forma mais continua. Para reduzir o artefato inserido pela taxa de atualizacao
da imagem foi construido um filtro passa-baixa de primeira ordem com constante de
tempo varidvel para interpolar S(t). O efeito do filtro pode ser observado na Figura 23,
que mostra um trecho do estimulo original sobreposto com o mesmo trecho filtrado com

trés constantes de tempo, RC, diferentes.

Nos experimentos, o anteparo do GEN foi limitado para ficar com o mesmo tamanho
do monitor (12.5cm X 10cm). Além disso, o slide utilizado apresentou a mesma imagem
gerada pelo VSImG - um bitmap de 256x256 pixels formado por um conjunto de barras

paralelas com diferentes larguras (Figura 24).
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Figura 23 — Efeito do filtro na velocidade do estimulo

Figura 24 — Imagem utilizada no experimentos

Com um luximetro digital MLM-1333 da marca Minipa, a luminancia da barra verde
do slide foi calibrada com o dimer para ficar igual & do monitor (24lux) e a barra preta foi
mantida em zero lux, garantindo que a imagem dos dois sistemas também apresentassem o
mesmo o contraste. Os trens de pulsos gerados pelo H1 foram registrados durante noventa

repeti¢oes de um estimulo, S(t), de 10s, com tempo de correlagao, 7., de 14ms.
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As Figuras 25 e 26 mostram trés graficos do tipo raster das aquisigoes realizadas em
cada sistema utilizando o filtro com RC igual a 2ms, 14ms e 25ms, respectivamente. O
raster é um grafico eficiente para analisar visualmente os dado obtidos nos experimentos.
O eixo x mostra o tempo, referente aos 10s de S(t), e o eixo y indica as 90 repeti¢oes. Os
pontos azuis de cada linha representam os spikes disparados e cada linha corresponde a

uma repeticao diferente.

Além do raster, as Figuras 25 e 26 mostram a velocidade do estimulo S(t) (curva
vermelha) e a taxa de disparo r(t) (curva preta). A linha que cruza o sinal de estimulo
representa S(t) = 0. Velocidades positivas movimentam a imagem na dire¢ao preferencial

do H1, gerando alta taxa de disparo, enquanto que velocidades negativas inibe o H1.
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Figura 25 — Raster das aquisi¢oes utilizando o VSImG com sinal de estimulo filtrado com trés
constante de tempos diferentes. O valor da constante, RC, do filtro utilizada na
aquisicao do primeiro raster é 2ms, do raster do meio é 14ms e do ultimo é 25ms



48

o

=2ms

L 115 b Rl

A

N h O ©
o O O
T

Sist.Optico RC

lJJJu

o

o

14ms

N A O ©
o O

o

Sist.Optico RC

o

=25ms
(@]

N B O @©
o O O

Sist.Optico RC

OO
N
N
w
N
()]
»
~

tempo(s)

Figura 26 — Raster das aquisigoes utilizando o GEN com sinal de estimulo filtrado com trés con-
stantes de tempo diferentes. O valor da constante de tempo, RC, do filtro utilizada
na aquisicao do primeiro raster é 2ms e no ultimo é 25ms

De acordo com as figuras anteriores, 25 e 26, pode-se ainda observar que a resposta
do neuronio nao é instantanea. O sistema leva um tempo finito, ¢y,ocesso, para transmitir

a informacao dos fotoreceptores até o neuronio. No caso do HI t,,cess0 €std entre 30 e

60ms.

O estimulo médio das aquisi¢oes mostra que a constante RC' do filtro gerou respostas
no GEN com propriedades semelhantes comparado com o VSImG, proximos ao instante

que ocorreu o disparo (Figura 27).

A velocidade com que o estimulo médio tende a zero, a medida que 7 vai aumentando
em modulo, depende da correlagao estimulo com a resposta para 7 < 0 e para 7 > 0
o tempo de decaimento depende da correlagdo do estimulo com ele mesmo (correlagao

estimulo-estimulo), uma vez que a resposta neural ndo depende de estimulos futuros.
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Figura 27 — Estimulo médio das aquisigoes registradas nos dois sistemas, com sinal de estimulo
original e filtrado, utilizando filtros com trés constantes de tempos diferentes. 7 < 0
representa o estimulo médio antes do disparo do spike e 7 > 0 representa o estimulo
médio pds-disparo. O disparo ocorre em 7 = 0

O gréfico 27 mostra que a medida que RC' diminui apenas estimulos com amplitudes
maiores conseguem gerar disparos. Mostram também o aumento da correlagao do estimulo
quando RC' aumenta. Quanto maior for o tempo de decaimento do estimulo médio, apds

a ocorréncia do spike (7 > 0), mais correlacionado é o estimulo.

O célculo da correlacao cruzada (pi(t)p2(t)), Figura 28, permite comparar a dis-
tribuicao dos intervalos entre os spikes das aquisicoes realizadas sem filtro com aquisi¢oes

utilizando o filtro, em cada um dos sistemas.



50

Tektronix
1.6 T

-5 : [ P1:re=oms ~ P2:rc=oms
P1.re=oms ~ P2:rc=2ms

] P1:re=oms ~ P2:re=14ms

P1:rc=oms ~ P2:rc=25ms| |

0 5 10 15 20 25
RC filtro(ms)

TP, (0P, (-0 P6

6.0C

Sistema Optico
1.6 T T T

p1: RC=Oms pZ:RC:Oms

P1:rc=oms ~ P2:re=2ms

P1:rc=oms ~ P2:re=14ms

P1:rc=oms ~ P2:rc=25ms| |

0 5 10 15 20 25
RC filtro(ms)

TP, (0P, (- P6

| | |
-0.02 0 0.02
tempo (s)

|
0.06 0.08 0.1

6. | | | |
—8.1 -0.08 -0.06 -0.04 0.04

Figura 28 — Correlagao cruzada entre os trens de pulsos registrados com o sinal de estimulo
original e filtrado utilizando o VSImG e o GEN. A curca azul a esquerda mostra o
deslocamento da fungéo em relagdo ao instante zero

O atraso das respostas utilizando filtro, em relagao a aquisicao realizada sem filtro,
é observado pelo deslocamento dos picos destas fungoes (curva azul no canto superior da
figura). Quanto menor for o deslocamento dos picos maior é a sincronizacao das respostas

das duas aquisicoes analisadas.

4.2 Sensibilidade temporal do H1: resposta com es-
timulos filtrados

As aquisigoes realizadas filtrando S(t) com diferentes constantes RC' mostraram que
o sistema visual da mosca percebe descontinuidades no estimulo em escalas menores que

o periodo refratario do H1.
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A Figura 29 mostra o histogrma dos intervalos entre dois spikes consecutivos, IS, das
trés aquisi¢Oes realizadas com o VSIMG (Hrek, Ro—omss Hrek, Ro=2ms: Hrek, Ro=14ms) € das
trés aquisigoes realizadas com 0 GEN (Hopt rc—=oms, Hopt. Re=2ms, Hopt Re=14ms), variando

a constante RC do filtro de 0 a 14ms.
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Figura 29 — ISI das aquisigoes registradas nos dois sistemas utilizando estimulos original e
filtrado com RC igual a 0, 2 e 14ms

O deslocamento das distribuigoes para a direita a medida que RC' aumenta, em ambos
os sistemas, mostram que os spikes do trem de pulso passam a se separar por intervalos de
tempo maiores, ou seja, a mosca dispara de forma mais lenta. A distribuicao dos ISIs com
os dois sistemas mostrou também que o VSImG gerou sequéncias de spikes separados por
intervalos de tempo maiores. Isto pode ser observado melhor na Figura 30 que mostra
a diferenca entre as distribuicoes, 0 Hrc=xms = Hrek,ro=xms — Hopt=xms, sendo X a

constante RC do filtro utilizado.

Na Figura 30, pode-se observar que o H1 gerou com o GEN um maior nimero de

intervalos entre 2ms e 5ms, indicado pela parte negativa do 6 H.



52

N

N

- 8 Hrc=oms =Hrekre=oms “Hoptre=oms - 8 Hceams =Hrekre=2ms “Hoptre=oms

[
(3}
L
[
(3}

(=]
(=]

'

N
'

N

Probabilidade (%)
. <)
1
Probabilidade (%)
. <)
1

L
Ul

'

N
'

N

-

-5 Fre=tams “Hrexre=1ams “Hoptre=1ems

o
3l

(=]

'
o

Probabilidade (%)
. S
a1
Probabilidade (%)

L
Ul
1

6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
intervalo de tempo(ms) intervalo de tempo(ms)

'
N

o
N
I

Figura 30 — Diferenca entre os intervalos das resposta com sinais filtrados com RC' identica nos
dois sistemas

Esta maior quantidade de intervalos curtos é um indicio de que o neuronio H1 é
sensivel a variagbes numa escala temporal menor que 2ms (que é a taxa de amostragem

da imagem no VSImG).

O resultado anterior é confirmado na Figura 31, que mostra a diferenca entre os IS1s
utilizando S(t) sem filtro com o mesmo S(t) interpolado com o filtro com RC = 2ms
no GEN, ou seja: Hopt Ro=0ms — Hopt, Ro=2ms- O maior nimero de intervalos entre 2 e
4ms mostra que o H1 é sensivel as altas frequéncias presentes em S(t) nao filtrado, pois o
filtro passa baixa com RC=2ms atenua as frequéncias maiores que 500Hz. Este resultado
mostra que o H1 percebe estimulos com frequéncias maiores que o seu periodo refratario
- 2ms - ou seja, apesar do H1 nao conseguir disparar dois spikes em um intervalo menor
que 2ms, ele consegue perceber e codificar estimulos que possuem frequéncias maiores que

500Hz.
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Figura 31 — Diferenca entre os intervalos da resposta com sinal de estimulo sem filtro e filtrado
com RC = 2ms no GEN

4.3 Aquisicao variando luminancia da imagem

Esta secao mostra o resultado das aquisicoes realizadas nos dois sistemas utilizando a
mesma imagem de barras, da secao anterior, com diferentes luminancia e a uma tempe-
ratura em torno de 25 a 26°C. Foi utilizado um estimulo S(¢) com correlagao 7. = 20ms
e filtrado com RC = 85ms para que a imagem se movimentasse de forma continua, sem

passos bruscos.

O VSImG apresentou um imagem com 6.92lux de luminancia, enquanto que o GEN
apresentou uma imagem com 579lux. Para reduzir o valor destas luminancias, foram
colocados na frente do monitor e do projetor trés camadas de vidro semi-translicido.
Isto fez com que a luminancia da imagem caisse para 0.09lux no VSImG e para 3.6lux
no GEN. Luminancias intermediarias - 1.83lux e 0.21lux no VSImG e 142lux e 16.2lux
no GEN - foram obtidas retirando uma ou duas camadas de vidro, respectivamente. A
Figura 32 e 33 mostram os rasters das aquisi¢oes nos dois sistemas em ordem decrescente

de luminancia.
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Tektronix6.92Lux

Tektronix1.83Lux

Tektronix0.21Lux

Tektronix0.09Lux
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Figura 32 — Raster de aquisigoes utilizando o VSImG com diferentes luminancias. O primeiro
raster representa a aquisicdo com uma imagem com maior luminancia (6.92 lux) e
o ultimo raster representa uma aquisi¢do com a mesma imagem mais escura(0.09
lux)

Sist.Optico16.2Lux ~ Sist.Optico142Lux ~ Sist.Optico579Lux

Sist.Optico3.6Lux

tempo (s)

Figura 33 — Raster de aquisi¢oes utilizando o GEN com diferentes luminancias. O primeiro
raster representa a aquisigdo com uma imagem com maior luminancia (579 lux) e o
ultimo raster representa uma aquisigdo com a mesma imagem mais escura(3.9 lux)
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Os rasters da Figura 32 mostra o resultado das aquisi¢oes no VSImG com a imagem
a 6.92lux, o segundo a 1.83lux, o terceiro a 0.21lux e o dltimo a 0.09lux. O estimulo,
S(t), utilizado e a taxa de disparo, r(t), estdo sobrepostas em vermelho e em preto,
respectivamente. Analogamente, a Figura 33 mostra os rasters, S(t) e r(t) das aquisigoes

utilizando o GEN em ordem decrescente de luminancia (579, 142, 16.2 e 3.6lux).

Em ambos os sistemas é possivel notar, pelo raster e pela taxa de disparo, que a medida
que a imagem escurece o numero de disparos aumenta quando o estimulo é inibitério
(negativo). Isto indica que imagens mais escuras geram respostas menos repetitivas e
mais ruidosas quando o mesmo estimulo é repetido varias vezes. Mesmo no GEN, com

luminancia quase 100 vezes maior, os resultados obtidos sao semelhantes.

Para uma melhor analise, a Figura 34 mostra a taxa de disparo do H1 nos dois sistemas

em funcao do tempo para diferentes valores de luminancia da imagem.
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Figura 34 — Sinal de estimulo e taxa de disparo dependente do tempo das aquisicoes registradas
utilizando o VSImG e o GEN variando a luminancia
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Nesta figura ainda se pode observar que 0 t,,ocess0 aumenta a medida que a luminancia
da imagem diminui. No VSImG o tempo de processamento médio das respostas foi de
62ms, 74ms, 108ms e 210ms para as aquisicoes utilizando a imagem com 6.92lux, 1.83lux,
0.21lux e 0.09lux, respectivamente. No GEN 0 t,,,4cesso medido foi de 40ms, 56ms, 80ms e

108ms para aquisicao utilizando a imagem com 573lux, 142lux, 16.2lux e 3.6lux.

O calculo do estimulo médio nos dois sistemas (Figura 35) confirmou o resultado
obtido com a taxa de disparo. O atraso dos picos (grafico no canto superior da figura),
em relacao ao instante em que ocorreu o spike, T = 0, foram préximos aos calculados
utilizando as taxas de disparo: 64ms, 82ms, 108ms e 190ms no VSImG e 40ms, 52ms,

76ms e 110ms no GEN.

Tektronix
T T T T L
0.1 s0f T ToT T —6.92Lux}
P —1.83Lux
o 0.08E % 74 —0.21Lux|
TI: < -150 —0.09Lux
£ 0.06 B
< 201 2 3 4 s
< 0.04+ luminancia(u B
0.02+- .
0 L L
Sistema Optico
T T T T T L
0.1 -50 —579Lux j
—142Lux
O 0.08@ -100, —16.2Luxp
v < 150 —3.6Lux
£ 0.06+ B
a -200
) 0 100 200 300 400 500 600
ﬁ- 0.04- luminancia(lux) B
0.02
| | | | | |

|
-06 -05 -04 -03 -02 -01 0 0.1 0.2 0.3
s)

Figura 35 — Estimulo médio das aquisigdes registradas utilizando o VSImG e o GEN variando a
luminéancia das imagens. A curva azul no canto da figura mostra o atraso dos picos,
At, em relagao a 7 =0

O que se pode observar com os resultados acima é que o H1 nao é sensivel a valores
absolutos de luminancia da imagem. O ?p,0cess0 € Proporcional a relacao existente entre a

luminancia da imagem apresentada e o valor da luminancia maxima.
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Apesar do GEN ter gerado a mesma imagem com uma luminancia quase 100 vezes
maior, a Figura 36 mostra que a relacao entre os atrasos foram semelhantes porque a
reducgao da luminancia foi realizada de forma proporcional nos dois sistemas. Em ambos os
sistemas houve uma reducao de aproximadamente 70% da primeira para segunda imagem
com maior luminancia e de aproximadamente 98% da primeira para terceira. As imagens
mais escuras nao forneceram dados muito conclusivos devido a precisao do instrumento

de medida.
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Figura 36 — Tempo de processamento do neurénio em fungao da luminancia

Este resultado deixa evidente a acomodagao visual realizada pelo H1, apesar de ima-
gens com maior luminancia estimular respostas mais rapidas, mecanismos de adaptagao
presentes no sistema visual da mosca realizam ajustes na faixa de resposta em funcao da
intensidade do estimulo apresentado. Este mecanismo é o que permite que o neuronio se

torne mais sensivel a pequenas variagoes do estimulo.
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4.4 Aquisicao variando o campo visual

Os experimentos variando o tamanho do campo visual foram realizados utilizando
somente o GEN, ja que no VSImG a area ttil é pequena. O slide, o estimulo e o fil-
tro utilizados em tais experimentos foram os mesmos utilizados na secao anterior e as
aquisicoes foram realizadas explorando quatro diferentes areas do campo visual, delimi-
tadas por um anteparo. Inicialmente, o anteparo foi limitado para ficar com o mesmo
tamanho do VSImG, que possui 10cm de altura e 12.5cm de largura, resultando em uma
drea de 125cm?. Os préximos trés campos visuais foram obtidos duplicando, triplicando e
quadruplicando a altura e a largura do anteparo para fornecer areas com 500cm?, 1125¢m?

e 1500cm?, respectivamente.

A Figura 37 mostra o raster das aquisi¢oes utilizando os quatro campos visuais, junto

com a taxa de disparo e o estimulo utilizado.

Area 125cm?

Area 500cm?

Area 1125¢m?

Area 1500cm?

tempo (s)

Figura 37 — Raster de aquisi¢tes utilizando o GEN explorando diferentes tamanhos de campo
visual. O primeiro raster mostra a aquisicdo utilizando uma imagem de 125¢m?, o
segundo raster a drea do display utilizada passou para 500cm?, o terceiro 1125¢m?
e na aquisicdo do tltimo raster a drea do display passou para 1500cm?
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Pelo raster, com as duas menores areas pode-se observar o aumento da repetibilidade
da resposta do H1 a medida que o campo visual estimulado aumenta. Porém, nao é
possivel detectar grandes diferencas entre as respostas quando se utiliza os dois campos

visuais maiores.

O resultado obtido pode ser explicado devido a uma possivel saturacao quando se
utiliza estimulos que abrangem um campo visual muito grande e isto pode ser melhor

observado pela taxa de disparo.

A Figura 38 mostra um aumento da taxa e um atraso na resposta a medida que a
area do campo visual aumenta, porém, partir de uma certa area a resposta do H1 nao
sofre grandes alteracoes quando se aumenta o campo visual. Tanto pela taxa de disparo
como pelo raster, as respostas registradas nas aquisi¢oes utilizando o terceiro e o quarto

maior campo visual apresentam poucas diferencas entre si.
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Figura 38 — Sinal de estimulo e taxa de disparo dependente do tempo das aquisicoes registradas
utilizando o GEN, variando o tamanho do campo visual
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Os histogramas dos intervalos, IS, mostram na Figura 39 que a resposta utilizando o
menor campo visual possui spikes separados por intervalos de tempo muito mais longos,
comparado a resposta da segunda area; e a medida que o campo visual aumenta as

diferencas entre os ISIs diminui.
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Figura 39 — ISI das aquisi¢Oes registradas no GEN variando o tamanho do campo visual. O
grafico a direita mostra a relacao do intervalo em que a distribuigdo é maxima nos
quatro campos visuais utilizado

Conforme a area do campo visual aumentou os niimeros de intervalos curtos também
aumentaram, porém de forma menos acentuada para as duas maiores dreas (curva azul
a direita). Isto confirma os resultados obtidos com o raster e com a taxa de disparo,
estimulo que abrange um campo visual com 4rea superior a 1125¢m? nao influencia a

resposta do H1 devido a uma possivel saturacao da resposta neuronio.

4.5 Aquisicao variando o estimulo visual

Os préximos experimentos permitem comparar a resposta do H1 utilizando difer-

entes imagens, sendo uma delas a imagem composta por barras verticais - utilizada nos
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experimentos anteriores - e a outra uma imagem naturalistica. Os experimentos foram re-
alizados com o anteparo limitado em uma drea de 1125¢m? (30.0cm x 37.4cm) e utilizando

o estimulo com 14ms de correlagao e filtrado com uma constante RC' = 14ms.

A Figura 40 mostra duas fotos tiradas do anteparo com a projecao das imagens uti-
lizadas: Na esquerda estd a foto do slide de barras e a direita esta a projecao de um slide

naturalistico utilizado nos experimentos.

Figura 40 — Imagens utilizadas nos experimentos

Antes de analisar os resultados, foi necessario realizar uma andlise mais detalhada
destas duas imagens. Os sistemas visuais re-escalam o valor da luminancia das ima-
gens refletidas para um valor médio, tornando-se sensiveis apenas a variagao do contraste
em torno desta luminancia média (28). Por este motivo, foram calculadas as flutuagoes
logaritmicas das intensidades de cada pixel em relagao a intensidade média da imagem
apresentada nos experimentos - ao invés utilizar os valores absolutos dos pixels. O con-
traste logaritmico é dado por ¢(z) = In(I(x)/1,), onde I(x) representa a intensidade de
cada pixel e I, é definido como sendo um valor para que a média dos contrastes dos pixels
seja zero - (In(I(x)/1,)) = 0 (29). A utilizagdo de ¢(x), ao invés de I(x), simula o com-
portamento dos fotoreceptores e permite comparar diferentes imagens, independente dos

valores absolutos da luminancia de cada uma delas.

O espectro de poténcia - dado pelo quadrado do valor absoluto da Transformada
de Fourier do contraste médio - fornece informacoes importantes a respeito da imagem.

Imagens naturalisticas apresentam um espectro altamente correlacionado, geralmente pro-
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porcional a £~ sendo f é a frequéncia espacial bidimensional e 7 é uma constante
pequena. Neste caso, o espectro de poténcia unidimensional de qualquer linha da imagem

serd proporcional a f~(1=7 (30).

O grafico a esquerda nas Figuras 41 e 42 mostra o contraste médio das linhas e o lado
direito mostra o espectro de poténcia das duas imagens utilizadas. Os eixos do espectro
estao em escala logaritmica e a frequéncias espacial é unidimensional, no sentido x da

imagem.
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Figura 41 — Contraste médio e Transformada de Fourier do slide com barras. A linha vermelha
representa o melhor ajuste linear do espectro, cuja equagao esta escrita no grafico

Para a imagem naturalistica utilizada se obteve n = 0, 104, que é o coeficiente angular
da reta que melhor se ajusta ao espectro (linha vermelha na Figura 42). Valor positivos
para n indica que existe maior poténcia nos detalhes localizados a longa distancia (fre-
quéncias baixas) e que a medida que a frequéncia espacial aumenta a poténcia do espectro
diminui linearmente. No caso da imagem de barras verticais apenas uma parte do espectro
pode ser dita proporcional a f~(=" para frequéncias baixas a energia do espectro deixa

de ser linear.
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Figura 42 — Contraste médio e Transformada de Fourier do slide naturalistico. A linha vermelha
representa o melhor ajuste linear do espectro, cuja equacao esta escrita no grafico

O raster da aquisigao realizada utilizando as duas imagens mencionadas acima esta

apresentado na Figura 43.
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Figura 43 — Raster das aquisicoes variando a imagem
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Quando se utilizou o slide naturalistico o neuronio respondeu as 90 apresentagoes de
S(t) de forma mais repetitiva e também com poucos disparos nos trechos com velocidade
negativa S(t) < 0. Enquanto que utilizando o slide de barras o nimero de disparos nos

trechos em que o estimulo era inibitério foi significativamente maior.

Analisando a taxa de disparo, foi possivel observar maiores diferencas entre as respos-
tas (Figura 44), na qual a velocidade do estimulo esté representada pela curva vermelha
e as curvas azuis e verde representam a taxa de disparo utilizando o VSImG e o GEN,

respectivamente.
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Figura 44 — Comparacao da taxa de disparo dependente do tempo com o sinal de estimulo que
movimentou as duas imagens

Nota-se que quando se utiliza o slide de barras, o H1 é mais sensivel a estimulos
excitatérios de baixa intensidade. Porém, sua resposta mostrou nao ser tao repetitiva
quanto a resposta obtida utilizando o slide naturalistico. A outra observacao obtida com
as duas taxas é que, utilizando o slide naturalistico, o neuronio demora 14ms a mais para

responder ao estimulo se comparado com resposta obtida utilizando o slide de barras.
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O ISI (Figura 45) mostra outra diferenga encontrada entre as respostas utilizando os
dois slides. Pode-se observar uma maior quantidade de intervalos curtos quando se utiliza
o slide naturalistico. Isto sugere que o neuronio percebe a riqueza de detalhes presente em
cenas naturais e isto é indicado pelas diferengas entre o tempo de processamento (devido
ao aumento da quantidade de informagcao do estimulo) e pela reducao dos intervalos entre

os spikes do trem de pulso.
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Figura 45 — Histograma das aquisi¢des variando a imagem
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5 Conclusoes

Os resultados obtidos na primeira secao permitiram validar o GEN por ter fornecido
respostas parecidas com as registradas utilizando o VSImG, com a mosca sujeita as mes-

mas condig¢oes de temperatura, umidade e estimulo visual.

Utilizando os filtros, foi possivel constatar que o sistema visual percebe diferencas
entre estimulos apresentados de forma continua e apresentados a uma taxa menor que o

periodo refratario do neuronio, 2ms.

Este trabalho também mostrou a importancia de sistemas geradores de estimulo vi-
suais capazes de gerar imagens com maior luminancia. Apesar de existir uma adaptagao
dos fotoreceptores, o neuronio passa a responder de forma mais rapida, precisa e repetitiva

a medida que a luminancia aumenta.

As aquisigoes realizadas variando o tamanho do campo visual mostraram que a res-
posta do neuronio H1 sofre um atraso e a distribuicao do intervalo interspike diminui

conforme o campo visual vai aumentando e satura a partir de uma determinada area.

Foi observado também diferencas entre as respostas quando se utilizou um slide com-
posto por barras e um slide com uma cena naturalistica. O slide de barras gerou res-
postas mais sensiveis a variacao de velocidade enquanto que o slide naturalistico gerou
spikes separados por intervalos de tempo menores, mostrando que existe um aumento da

informacao transmitida pelo duto éptico quando se utiliza uma imagem naturalistica.

A resposta gerada por neuronios visuais sensiveis a movimento, como o HI, é de-
terminada por pelo menos quatro parametro do estimulo: velocidade, orientacao, con-
traste e frequéncia espacial. O GEN mostrou ser uma ferramenta bastante adequada

para pesquisar a codificacao neural realizada por este tipo de neuronio, tornando possivel
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experimentos inéditos variando todos os parametros citados acima e permitiu simular o
habitat natural da mosca com a vantagem de nao possuir as limitagoes presentes nos

outros sistemas geradores de estimulos visuais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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