TESE DE DOUTORADO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS



TESE DE DOUTORADO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA ELETRICA E DE COMPUTACAO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS PARA ANALISE DE SINAIS
BIOLOGICOS NOS DOMINIOS TEMPO, FREQUENCIA
E TEMPO-FREQUENCIA: APLICACAO AO ESTUDO DA REGULACAO
DA PRESSAO ARTERIAL

Autor: MAURO ROBERTO USHIZIMA

Orientadores:

PRrROF. DR. EDUARDO TAVARES COSTA, DEB/FEEC/UNICAMP
PROFA. DRA. IDAGENE APARECIDA CESTARI, INCOR/FMUSP
Banca examinadora:

Prof. Dr. Eduardo Tavares Costa (FEEC/UNICAMP)
Prof. Dr. Eduardo Moacyr Krieger (InCor/FMUSP)
Prof. Dr. André Fabio Kohn (Politécnica/USP)

Prof. Dr. Jurandir Nadal (COPPE/UFRJ)

Prof. Dra. Rosana Almada Bassani (CEB/UNICAMP)

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computacao para
obtencéo do titulo de
Doutor em Engenharia Elétrica

Campinas, 2 de Marco de 2000
BRASIL



Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um conjunto de ferramentas para o processamento
de sinais nos dominios do tempo, da freqii€ncia e tempo-freqii€ncia e sua aplicacdo na andlise de
sinais bioldgicos. Foram desenvolvidos um editor de sinais para a preparacio de séries temporais
longas (1,35 10° pontos) e algoritmos para andlise espectral e de coeréncia usando método de
banda larga. Apresentamos um novo método através do qual os coeficientes dos filtros utilizados
na andlise de banda larga sdo obtidos a partir da resolucdo em freqiiéncia. Foram também
desenvolvidos algoritmos para andlise no dominio tempo-freqiiéncia, nominalmente o
espectrograma (STFT) e a distribuicdo de Wigner (DW). A distribuicdo de Wigner modificada
(DWM), uma nova forma de anélise tempo-freqiiéncia (ATF), € apresentada e comparada com o
STFT e a DW. Os algoritmos foram desenvolvidos em ambiente Matlab e testados quanto ao
desempenho e a funcionalidade utilizando-se sinais sintetizados. O método desenvolvido foi
aplicado ao estudo de sinais cardio-respiratorios: pressdo arterial (PA), intervalo de pulso (IP),
atividade nervosa simpdtica renal (ANS) e respiracio (RESP, obtido do eletromiograma
diafragmatico). Estes sinais foram registrados (90 minutos) em ratos acordados antes (n=8) e na
fase aguda da desnervagdo sinoadrtica (DSAa, n=8). Os algoritmos para andlise tempo-
freqliéncia desenvolvidos foram aplicados a andlise da PA e IP obtidos no rato durante
administracao de fenilefrina e nitroprussiato de sédio. O editor de sinais desenvolvido permitiu a
visualizacdo e pré-processamento dos sinais correspondentes a séries temporais de longa
duracdo. A andlise no dominio do tempo mostrou que a DSAa aumentou a PA e sua
variabilidade, diminuiu o IP e sua variabilidade, aumentou a atividade simpatica renal (integrada:
ANSi e média: ANSp) e diminuiu a freqii€éncia respiratéria (determinada a partir da RESP).
Foram identificadas as alteracdes nos espectros da PA, IP, ANS e RESP resultantes da remocao
dos pressoreceptores e quimioceptores pela DSAa. As coeréncias entre PA, IP, ANS e RESP
foram determinadas antes e ap6s a DSAa. As modificagdes encontradas sugerem a existéncia de
componentes em freqiiéncia dos sinais PA, IP, ANS e RESP acoplados pelos pressoreceptores e
quimioceptores. A aplicacdo da ATF de sinais sintetizados mostrou o melhor desempenho da
DW em comparacdo com o STFT e que a utilizacio da DWM resultou em atenuacao dos termos
cruzados da DW. A andlise da PA e do IP registrados durante aumento e diminui¢do da pressao
mostraram uma evolucdo dinamica das componentes espectrais estudadas. O editor de sinais, 0s
algoritmos para andlise espectral e de coeréncia de banda larga, incluindo o novo método para
determinagdo dos coeficientes de filtragem, e os algoritmos para ATF representam um conjunto
de ferramentas valiosas para o processamento de sinais € estudo dos sistemas cardiovascular e
respiratorio.

Palavras chaves: andlise de sinais, andlise espectral, andlise de coeréncia, desnervacao
sinoadrtica, pressdo arterial, respiracdo, atividade nervosa simpdtica renal, variabilidade de
sinais, distribuicdo tempo-freqiiéncia.



Abstract

This work describes the development of tools for signal processing in time, frequency and time-
frequency domains and their application in biological signal analysis. A signal editor for pre-
processing long time series (1.35 10° points) and algorithms for wide-band spectral and
coherence analysis were developed. We present an innovative method to calculate filter
coefficients for wide band analysis, based on frequency resolution. We also developed
algorithms for analysis in the time-frequency domain, namely spectrogram (STFT) and the
Wigner distribution (WD). The modified Wigner distribution (MWD), a new method for time-
frequency analysis (TFA), is presented and its performance is compared to STFT and DW. The
performance and functionality of the algorithms developed using Matlab were evaluated with
synthetic signals. We applied the method developed to study cardio-respiratory signals: blood
pressure (BP), pulse interval (PI), renal sympathetic nerve activity (SNA) and respiration (RESP,
obtained from diaphragm electromyogram). These signals were recorded (90 minutes) in
conscious rats before (n=8) and in the acute phase after sinoaortic denervation (SADa, n=8). The
time-frequency algorithm developed was applied to the analysis of PA and IP signals obtained in
rats during infusion of phenylephrine and sodium nitroprusside. The signal editor developed
allowed visualization and pre-processing of signals corresponding to long time series. Time-
domain analysis showed that SADa increased BP and its variability, reduced Pl and its
variability, increased sympathetic nerve activity (integrated: SNAi and mean: SNAp) and
reduced respiratory frequency (determined from RESP). The changes identified in BP, PI, SNA
and RESP power spectral profiles were attributed to baroreceptor and chemoreceptor removal
after SADa. Coherences between BP, PI, SNA and RESP were determined and compared
between rats before and after SADa. The changes observed suggest the existence of frequency
components in BP, PI, SNA and RESP signals coupled by baroreceptors and chemoreceptors.
The results of TFA of synthesized signals showed that the WD has a better performance when
compared to the STFT and the utilization of the MWD attenuated the WD cross terms. The
application of TFA to BP and PI signals recorded during blood pressure increase and decrease
showed a dynamic evolution of the spectral components. The signal editor, algorithms for wide
band spectral and coherence analysis including the novel determination of filter coefficients and
algorithms for TFA, represent a valuable tool for signals processing and for the study of
cardiovascular and respiratory systems.

Keywords: signal analysis, spectral analysis, coherence analysis, sinoaortic denervation, blood
pressure, respiration, renal sympathetic nerve activity, signal variability, time-frequency
distribution
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1 Introducao

1.1 Anadlise de Sinais Aplicada ao Estudo do Sistema Cardiovascular

Dentre os avancos recentes da pesquisa cardiovascular estd a obtengdo nao invasiva de
indices da atividade simpdtica e parassimpdtica utilizando sinais de pressdo arterial (PA) e
freqiiéncia cardiaca (FC). Espera-se que o desenvolvimento de ferramentas de processamento de
sinais bioldgicos contribua para a identificacdo de novos indices ou marcadores para a avaliagao
quantitativa do funcionamento do sistema cardiovascular. Este tipo de abordagem abre a
possibilidade do desenvolvimento de métodos ndo-invasivos de diagndstico e pesquisa clinica.

A variabilidade de sinais extraidos do sistema cardiovascular pode ser estudada nos
dominios do tempo (variancia, desvio padrao, erro padrdo da média) e da freqii€ncia (andlise
espectral). O estudo da variabilidade da PA e da FC pela andlise no dominio da freqiiéncia
ganhou destaque em fisiologia mostrando a ac¢do de diferentes mecanismos envolvidos na

regulacdo do sistema cardiovascular (Akselrod e col., 1981; Japundzic e col., 1990; Daffonchio e



col., 1995; Pagani e col., 1986). Na clinica médica, este tipo de andlise foi aplicado ao estudo da
variabilidade da freqii€ncia cardiaca associada ao aumento do risco de mortalidade apds infarto
agudo do miocardio (Kleiger e col., 1987), em pacientes chagasicos (Guzzetti e col., 1991), em
pacientes diabéticos (Bianchi e col., 1990) e na validacdo de método ndo invasivo para medida
ambulatorial da PA (Parati e col, 1989). No inicio da década de 70, estudos pioneiros mostraram
a aplicacdo da andlise espectral ao estudo da freqiiéncia cardiaca (Hyndman e col., 1971; Sayers,
1973). Estes estudos mostraram a existéncia de flutuacdes ritmicas da FC que ocorrem na mesma
freqii€éncia da respiratdria, conhecidas atualmente como ondas de Hering, e outra com freqiiéncia
menor que a respiratéria, atualmente denominada ondas de Mayer. Posteriormente, estudos com
bloqueios farmacoldgicos mostraram que estas flutuagdes estavam associadas a mecanismos
nervosos e hormonais (Akselrod e col., 1981). A partir deste momento, as componentes da
andlise espectral deixaram de ter uma interpretacio meramente fisica e passaram a ser
consideradas como possiveis marcadores da regulacdo nervosa sobre o sistema cardiovascular.
Parte das observagdes levantadas deram suporte a hipétese de Pagani (Pagani e col., 1986) de
que a poténcia espectral normalizada na faixa de Mayer (0,06 a 0,15 Hz) estaria associada a
modulacdo simpética e a faixa de Hering (0,15 a 0,5 Hz), a modulagao parassimpdtica. A razao
entre estas componentes estabelece um equilibrio também conhecido como balango simpato-
vagal. Esta hipdtese para interpretacdo bioldgica das flutuagdes € bastante atraente mas também
€ controversa (Eckberg, 1997, Malliani e col., 1998, Malik e Eckberg, 1998). Algumas condi¢des
experimentais como exercicio fisico intenso ou insuficiéncia cardiaca severa impdem restri¢des a
hipétese do balanco simpato-vagal (Malliani e col., 1994), mas ainda assim esta metodologia é
amplamente utilizada. No rato, sob diferentes bloqueios farmacoldgicos, foi mostrado que a
flutuacdo do intervalo de pulso (IP), inverso da FC, na faixa de Hering € mediada pelo vago e

que o bloqueio pela atropina nao modifica o espectro da PA nesta faixa (Japundzic e col., 1990).
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Ja a onda de Mayer encontrada no IP € diminuida por bloqueio [B-simpético e bloqueio
parassimpdtico. A onda de Hering observada na PA depende da variacdo do débito cardiaco e é
atenuada por bloqueio simpdatico. Também a flutuagdo da PA na componente de Mayer reflete a
modulacdo simpdtica sobre a resisténcia periférica (Japundzic e col., 1990, Daffonchio e col.,
1995). Estes achados formam a base da interpretacdo das componentes espectrais da PA e do 1P
refletindo a acdo dos mecanismos neurais de regulacdo sobre o sistema cardiovascular.
Basicamente, a estimativa espectral pode ser obtida por métodos paramétricos conhecidos
como modelos autorregressivos (AR, ARMA) ou ndo paramétricos (método de Welch,
transformada de Fourier da funcdo de autocorrelacdo). Uma ampla descricio de métodos para
andlise em freqiiéncia pode ser encontrada na literatura (Kay e Marple, 1981; Marple, 1987;
Pinna e col., 1996). A AR permite determinar a freqii€ncia de componentes ritmicas de forma
analitica, sendo ainda mais apropriada quando o comprimento da série € pequeno pois a
resolucdo em freqiiéncia da AR € menos dependente do comprimento da série que a
transformada rdpida de Fourier (TRF) (Parati e col.,, 1995). Algumas caracteristicas sao
especificas para cada método, por exemplo, a definicdo do tipo de janela e o algoritmo para
filtragem do espectro na andlise por TRF ou a definicdo da ordem do modelo AR na andlise
paramétrica. No entanto, resultados semelhantes podem ser obtidos pela utilizacio da TRF ou
AR quando a ordem do modelo aproxima-se do nimero de pontos ou o espectro obtido por TRF
¢ tratado (janela, segmentacdo e filtragem). De modo geral, ndo existe restricio quanto a
utilizacdo de uma ou outra abordagem e ambas sdo atualmente aplicadas no estudo do sistema
cardiovascular. Neste trabalho optou-se por utilizar um método ndo paramétrico conhecido como
método de banda larga. Este método utiliza a TRF e calcula a densidade de poténcia espectral

considerando uma faixa ampla de flutuagdes (Di Rienzo e col., 1996; Parati e col., 1995).



Um sistema pode ser estudado em condicdes estaveis ou através de perturbacdes impostas
ao mesmo. A andlise tempo-freqiiéncia permite identificar a evolug¢ao temporal do espectro. Este
tipo de andlise foi utilizado no estudo do comportamento da regulacdo da PA e do IP em
registros com 24 horas de duracdo (Di Rienzo e col., 1989) e no estudo dos efeitos do exercicio
fisico sobre as componentes espectrais da PA e do IP (Di Rienzo e col., 1992). A utiliza¢do da
distribuicio de Wigner, um algoritmo com melhor desempenho tempo-freqiiéncia, foi
apresentada no inicio da década de 90 no estudo da PA, da FC e do sinal respiratério (Novak e
Novak, 1993). Posteriormente, diferentes métodos tempo-freqiiéncia foram comparados na
andlise de sinais extraidos do sistema cardiovascular (Pola e col.,, 1996). Recentemente a
utilizacdo da freqiiéncia central instantanea obtida pela andlise tempo-freqiiéncia foi proposta
como um indice para a relacdo entre modulagdo simpdtica e parassimpatica durante a mudanca

postural (Jasson e col., 1997).

1.2 Regulacao da Pressao Arterial

A regulagdo da PA € realizada por mecanismos que atuam direta ou indiretamente sobre o
sistema cardiovascular para corrigir os desvios dos valores normais, momento a momento. A
acdo destes mecanismos pode ser estudada através das respostas a estimulos fisiolégicos como
mudancas posturais, atividades fisicas ou outros estimulos mais complexos, alguns deles
reprodutiveis experimentalmente. Neste trabalho apresentamos os mecanismos de regulacdo da
PA de forma simplificada, pois a apresentacdo detalhada dos mesmos foge ao escopo deste
trabalho e pode ser encontrado em Michelini (1999).

A regulacdo rdpida da PA ¢ feita principalmente pelo sistema nervoso que age em
diferentes niveis do sistema cardiovascular por meio de comandos transmitidos pelas eferéncias

nervosas simpdtica e parassimpdtica. A Figura 1 ilustra esquematicamente o sistema de controle
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neural da PA. De forma simplificada, o diagrama mostra que a partir da integracdo das
informacodes aferentes provenientes dos pressoreceptores e quimioceptores pelo sistema nervoso
central (SNC) s3o determinadas alteragdes nervosas sobre as eferéncias simpdtica e
parassimpdtica que agem modificando resisténcia vascular periférica, retorno venoso, FC,

contractilidade e débito cardiaco. O resultado final é a regulacao da PA.

SNC -, Sistema | Artérias e
Arterial Arteriolas o
\} Resisténcia
/y o Simpético Periférica
Ref. |, Sistema » Veiase
Venoso vénulas
Cardiopulmonares. _| Retorno
5 g ot ! v Venosp v
L lc\:/lu(s;fu 0 E » Coragﬁo 1 @ PI'CSS?IO
\ ardiaco 7y Volume Débito .
Contratilidade '
/, B Simpético ! :Ejetado Cardiaco Arterlal
S N |
" Nédulo
——»{ Sino-atrial Freqiiéncia
L NS Cardiaca
Parassimpético
Pressoreceptor
Quimioceptores

Figura 1. Representacio esquematica do mecanismo rapido de controle da PA.

Os pressoreceptores representam a principal aferéncia na regulacdo rdpida da PA. Os
pressoreceptores sdo sensores de estiramento que estdo localizados na bifurcagdo do seio
carotideo e na crossa da aorta. A sua ativacdo produz, inicialmente, diminuicdo da atividade
simpdtica seguida de aumento da atividade vagal e liberacdo de hormonios resultando em queda
da PA. A atividade dos quimioceptores, localizados no corpo carotideo e no arco adrtico,

aumenta com uma queda da pressdo parcial de oxigénio (PaO,), com um aumento da pressao



parcial de géas carbonico (PaCO;) ou com a queda do potencial hidrogenidnico (pH) (Pelletier,
1972). No rato anestesiado, a remocdo seletiva dos quimioceptores carotideos (0os mais ativos
nesta espécie) pela desnervacdo carotidea (DC), resulta em diminuicdo da atividade simpdtica
renal (Irigoyen e col., 1991; Cestari e col., 1996), sugerindo que os quimioceptores do corpo
carotideo exercam influéncia excitatéria tonica simpdtica. Também a remocgdo seletiva dos
quimioceptores resulta em leve hipotensao (~10 mmHg) mantida cronicamente, o que comprova
o efeito tonico excitatério dos quimioceptores arteriais sobre o tonus simpdtico (Franchini e
Krieger, 1992). Ainda, o aumento da pO, do sangue arterial aumenta a PA em ratos acordados
submetidos a desnervacgao sinoadrtica (Franchini e col., 1994), demonstrando a dependéncia do
aumento da PA em funcdo da pO, arterial em ratos desnervados. A ac¢do simpdtica para o sistema
cardiovascular pode ser dividida quanto aos receptores dos mediadores simpdticos que sdo do
tipo a (alfa) e B (beta). Os receptores a-adrenérgicos localizam-se sobre os leitos vasculares
arterial e venoso produzindo vasoconstricdo quando ativados. Isto resulta em aumento da
resisténcia periférica e do retorno venoso, respectivamente. Os receptores [-adrenérgicos,
localizados no coragdo, apresentam agao excitatdria das catecolaminas sobre os ndédulos sinusal e
atrio-ventricular produzindo aumento da FC e da contractilidade do musculo cardiaco. A a¢ao do
sistema nervoso parassimpdtico sobre o sistema cardiovascular se dd quase exclusivamente sobre
o coragdo, pela redu¢do da FC e pequena diminui¢do da contractilidade do musculo cardiaco.
Estes mecanismos de regulacdo operam geralmente em malha com realimentacdo negativa e
exibem complexidade e redundancia que explicam em parte a dificuldade encontrada na

investigacao da regulaciao da PA.



1.3 Flutuacoes de Parametros do Sistema Cardiovascular

Diversos sinais do sistema cardiovascular, inclusive a PA e a FC, apresentam flutuacdes
ritmicas e nado ritmicas que integram suas variabilidade. Estas flutuacdes sdo tradicionalmente
divididas em faixas de muito baixa freqiiéncia (MBF), baixa freqiiéncia (BF), média freqii€éncia
(MF) e alta freqiiéncia (AF). Os limites em freqii€éncia de cada faixa ndo sdo unicos e dependem
da espécie estudada. Como ilustracdo € apresentado na Figura 2 as faixas de flutuagdes
normalmente adotadas para o rato, espécie objeto deste estudo, € no homem no qual
comparativamente as flutuacdes ocorrem em freqii€ncias menores. Na parte inferior da figura é
apresentada a freqiiéncia (em Hz) e a ordem de grandeza da periodicidade das flutuagdes
(tempo). Assim, flutuacdes entre 0,017 e 1 Hz correspondem a periodos entre 1 e 60 segundos,

flutuagdes entre 0,00028 e 0,017 Hz correspondem a periodos entre 1 a 60 minutos € menores

que 0,00028 Hz a horas.

Ondas de Mayer Ondas de Hering

Sistema
Comportamento 1/f Renina-Angiotensina Atividade Atividade
Fractal ou Cadtico Termoregulacédo Vasomotora Respiratdria

Rato | MBF _BE ||| MF___]|[_AF |
l 0.02 e 0.1 ___——08—""3
Homenm | MBF III BF III MF III AF III |
0.02 0.06 0.15 0.5
| | | lIIIII, | | lllllll | | Illllll | | IIIIII| | | IIIIII|
104 1073 102 107! 1 10
Hz

<horas minutos >| < segundos milisegundos _
| Tempo

Figura 2. Faixas de flutuacdes de sinais do sistema cardiovascular. Faixa de alta freqiiéncia (AF), de média
freqiiéncia (MF) e de baixa freqiiéncia (BF) para o rato e para o homem. As barras ilustram os limites em
freqiiéncia das flutuacoes de cada faixa. O eixo inferior mostra o periodo equivalente das flutuacoes.



1.3.1 Flutuacoes de alta freqiiéncia ou ondas de Hering

O primeiro relato descrevendo a modulagdo respiratéria da freqiiéncia cardiaca foi
apresentado por Ludwig em 1847. Mudancas da FC com a respiracdo, no homem, foram
demonstradas por Hering em 1871 (Akselrod e col., 1981). Estas flutuacdes sdo denominadas
flutuagdes de alta freqiiéncia (AF) ou também ondas de Hering. Esta flutuagdes ocorrem na faixa
de 0,15 a 0,5 Hz no homem e entre 0,8 ¢ 3 Hz no rato. Duas hipéteses sugerem explicagcdo para
estas flutuagdes:

e Hipdtese mecanica: a variagdo ritmica da pressdo intra-tordcica provocada pela respiragao
influencia o retorno venoso que, desconsiderando-se a capacidade de reserva dos pulmdes,
reduz o retorno para o lado esquerdo do coragdo e, por conseqiiéncia, diminui a FC e a PA
(Hirsch e Bishop, 1981).

e Hipdtese central: hd "vazamento" de informagdes do centro respiratério para o centro
vasomotor e as informagdes responsdveis pelas flutuagdes (da PA e da FC em AF) estdao

contidas nas eferéncias nervosas (Gebber, 1980; Hirsch e Bishop, 1981).

1.3.2 Flutuacgoes de média freqiiéncia ou ondas de Mayer

As flutuagdes de média freqiiéncia (MF) ocorrem entre 0,06 a 0,15 Hz no homem e entre
0,2 a 0,8 Hz no rato. Os mecanismos envolvidos nas ondas de Mayer estdo associados com a
atividade vasomotora. Duas hip6teses sao propostas para as flutuagdes que ocorrem nesta faixa:
e Hipdtese central: sugere a existéncia de um oscilador central que dé origem a estas ondas.
e Hipdtese da ressonancia: as flutuacdes resultam de uma ressonancia que se instala na malha

barorreflexa da regulacdo da PA (De Boer e col., 1987).



1.3.3 Flutuacoes de baixa freqiiéncia e muito baixa freqiiéncia

As principais hipéteses sugeridas para as flutuagdes de baixa freqii€éncia (BF), menores
que 0,06 Hz no homem e 0,2 Hz no rato, t€ém sido relatadas como modulagdes associadas a
mecanismos lentos como a termoregulacdo e o sistema renina-angiotensina. (Akselrod e col.,
1981). Mais recentemente, a andlise de segmentos com algumas horas de duracdo mostrou a
existéncia de flutuagdes nado ritmicas de muito baixa freqiiéncia (MBF) com freqiiéncias menores
que 0,02 Hz. Um comportamento 1/f*, onde a poténcia espectral aumenta linear e inversamente
com a freqiiéncia (quando apresentadas em escala bi-logaritmica), vem sendo apresentado como
tipico desta faixa de flutuacdes (Musha, 1995; Di Rienzo e col., 1996). Alguns trabalhos
sugerem associacdo do comportamento 1/f* com sistemas que integram miiltiplas regulagdes ou
comportamento cadtico do sistema cardiovascular (Saul e col., 1988; Wagner e col., 1995). Uma
revisdo sobre a natureza cadtica do sistema cardiovascular pode ser encontrada em trabalho de

Wagner e Persson (1998).

1.4 Motivacao

A desnervacao sinoadrtica (DSA) remove as fibras nervosas aferentes pressoreceptoras e
quimioceptoras do arco adrtico e do seio carotideo. Na fase aguda da desnervacdo sinoadrtica
(DSAa), entre 6 a 8 horas pds operatdrio, observa-se hipertensdao, aumento da variabilidade da
PA, taquicardia e reducdo da variabilidade do IP (Krieger, 1964). H4 uma normalizagdo da
hipertensdo na fase cronica da desnervacdo sinoadrtica (DSAc), 8 dias pds operatdrio,
persistindo a grande variabilidade da PA e pequena variabilidade do IP.

Ap6s padronizagdo de registro direto da atividade nervosa simpatica (ANS) no rato

acordado a ANS passou a ser estudada através de metodologia especificamente desenvolvida
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para esta finalidade no Laboratério de Experimentacdo do Servico de Hipertensdao do InCor
(Irigoyen e col, 1988). Resumidamente, o eletroneurograma simpdtico renal registrado foi
amplificado e retificado em onda completa e integrado apds subtragao do ruido de linha de base.
Utilizou-se um integrador reinicializavel por limiar, gerando um sinal de saida semelhante a uma
barra, permitindo que a atividade nervosa fosse estimada através do nimero de barras produzidas
por ciclo cardiaco durante o periodo do registro. A Figura 3 traz um exemplo do registro da

ANS e da atividade integrada.

5l

CTRL DSAa

Figura 3. Exemplo do sinal registrado no estudo da atividade simpatica no rato controle e apés a DSAa. Na
parte superior da figura é ilustrado o ENG simpatico renal, no centro a integracio do ENG para obtencio da
atividade simpatica integrada por barras e na parte inferior a pressio arterial [modificada de Irigoyen e col,

1988].

Também pode ser observada na figura a modificagdo do padrdo de descargas. Esta
técnica permitiu demonstrar que a hipertensdo observada na fase aguda ocorria simultaneamente
a um aumento do tonus simpdtico (Irigoyen e col., 1991). Esta modificacdo foi confirmada em

trabalho posterior onde constatou-se que a DSAa apresentava um aumento do nimero de ciclos
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cardiacos com maior atividade simpética (Figura 4 - DSAa) e na fase cronica da DSA (Figura 4 -

DSAc) um maior nimero de ciclos cardiacos silentes (Irigoyen e col., 1995).

As variabilidades na DSAa e DSAc foram extensivamente investigadas (Krieger, 1964;

Franchini e Krieger, 1992; Irigoyen e col., 1995; Cestari e col., 1996; Di Rienzo e col., 1996;

Mancia e col.,

1999). No entanto, nestes trabalhos, as variabilidades foram estudadas

separadamente no dominio do tempo (PA, FC, ANS) ou no dominio da freqiiéncia (PA e IP).
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Figura 4. Histograma da Atividade Simpatica: Ocorréncia percentual de ciclos cardiacos em funcio da
atividade simpatica: Controle, DSAa e DSAc no rato WKY acordado em registro de 3 minutos [modificada

de Irigoyen e col., 1995]

Além da modificacdo do padrao de descargas da ANS a DSA altera o espectro da PA

(Irigoyen e col., 1991). Neste trabalho também € apresentado o efeito da DC sobre o espectro da

PAS, resultado ilustrado na Figura 5. A elimina¢do dos quimioceptores pela DC desloca o pico
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localizado em 1,2 Hz no controle (espectro A) para 0,8 Hz (espectro B). Apds a eliminagao dos
quimios e pressoreceptores pela DSA o pico em 1,2 Hz no controle é deslocado para 0,8 Hz
(espectro C) e o pico observado em 0,35 Hz tanto no controle como no DC é eliminado pela
DSAa. O aumento da variabilidade da PA apdés a DSAa € acompanhado por um deslocamento
“para cima” das componentes do espectro da PA (espectro C). Este trabalho foi o primeiro a
aplicar a andlise espectral na andlise da DSA e foi realizado em ratos anestesiados com registros

de 3 minutos de duracao.
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Figura 5. Efeitos da desnervacio carotidea (B) e DSAa (C) comparado com o controle (A) no rato WKY
anestesiado em registro de 3 minutos. Os graficos a esquerda ilustram a PAS e a ANS renal. A desnervacao
carotidea diminui a PA e a ANS enquanto a DSAa aumenta a PA e a ANS. Os grificos a direita ilustram a
analise espectral da PAS no controle (A), apos desnervacao carotidea (B) e apos a DSAa (C) [modificado de
Irigoyen e col, 1991]

Estas observacdes motivaram o aprofundamento dos estudos utilizando-se registros mais
longos realizados em animais acordados. Para tanto, foi necessério desenvolver ferramentas que

permitissem andlise mais refinada e precisa dos sinais de interesse nos dominios tempo,
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freqiiéncia e tempo-freqiiéncia. A andlise no dominio tempo-freqiiéncia vem sendo aplicada no

estudo da PA e do IP em diferentes condi¢des (Di Rienzo e col., 1989; Novak e Novak, 1993;

Pola e col., 1996 Jasson e col., 1997). Neste trabalho foi comparado diferentes métodos para

andlise tempo-freqii€ncia e suas aplicacdes durante estimulos produzidos pela administracdo de

drogas vasoativas partindo da experi€ncia prévia da aplicagdo da andlise tempo-freqiiéncia em

instrumentagdo (Costa, 1989; Costa e Leeman, 1989) e na andlise do ECG (Nina-Huallpa e col,

1992).

1.5 Objetivos

1y

2)

3)

4)

De acordo com o exposto até aqui, os objetivos especificos do presente trabalho foram:
Desenvolver um editor de sinais e aplicd-lo nos pré-processamentos necessarios as analises
nos dominios tempo, freqiiéncia e tempo-freqii€ncia.

Escrever os algoritmos para andlise nos dominios do tempo (média e desvio padrdao) e da
freqiiéncia (espectral e coeréncia de banda larga) utilizando-se programacdo para Matlab®
(The Mathworks, USA).

Aplicar as andlises nos dominios tempo e freqii€ncia aos sinais da PA (sistélica - PAS e
diastdlica - PAD), do IP, da atividade nervosa simpatica (ANS) e da respiracio (RESP)
obtidos em ratos WKY normais, acordados e identificar as modificacdes produzidas pela
desnervacdo sinoadrtica na fase aguda (DSAa).

Escrever os algoritmos para andlise tempo-freqiiéncia (espectrograma, distribuicdo de
Wigner e distribuicdo de Wigner modificada) utilizando-se programacgdo para Matlab® (The

Mathworks, USA).
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5) Estudar de forma qualitativa, através da andlise tempo-freqii€ncia, a evolu¢dao temporal do
espectro de sinais sintetizados e sinais transitérios da PAS, PAD e IP obtidos durante a

injec@o de drogas vasoativas em ratos normais.
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2 Material e Métodos (I)

Conforme vem sendo descrito, desenvolvemos algumas ferramentas que permitem a
andlise de sinais bioldgicos no dominio do tempo, freqii€éncia e tempo-freqiiéncia. Utilizamos a
média e o desvio padrao para caracterizar os efeitos da DSAa sobre a PA, IP, ANS e FR e suas
variabilidades. Utilizamos a andlise espectral e de coeréncia para caracterizar os efeitos da DSAa
sobre as componentes em freqiiéncia da PA, IP, ANS e RESP e os acoplamentos lineares entre
estas varidveis. Finalmente, utilizamos a andlise no dominio tempo-freqiiéncia para visualiza¢io
da evolucao espectral da PA e do IP durante administracdo de drogas vasoativas. Visando tornar
mais diddtica a exposicdo das ferramentas desenvolvidas e suas aplicagdes, optamos por
apresentar os procedimentos experimentais para obtengdo e registro dos sinais a seguir no item
2.1, “Protocolos Experimentais” , e em seguida as técnicas de processamento propriamente ditas

no item 3, “Material e Métodos (II)”.
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2.1 Protocolos Experimentais

2.1.1 Obtencao dos sinais para estudo da variabilidade de sinais

A obtencdo dos sinais para estudo da variabilidade dos sinais no tempo e para aplicagcdo
das analises espectral e de coeréncia € descrita a seguir. No restante do texto referiremos a este
protocolo como protocolo 1.

Foram estudados ratos Wistar (WKY) machos, acordados, com pesos entre 250 e 300 g
provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo mantidos em
ciclos alternados de luminosidade de 12 horas. Dois grupos experimentais foram estudados e
consistiram de animais DSAa (n=8) e ratos controles (n=8, CTRL), acordados, alojados
individualmente, livres no espaco da gaiola, com rag¢do e dgua ad libitum. No dia anterior ao
experimento o animal € anestesiado (pentobarbital sédico, 40 mg/kg, ip) e catéteres de
polietileno sdo implantados na artéria cardtida e na veia jugular. A cinula arterial (preenchida
com soro heparinizado) € utilizada para registro da PA e a canula venosa para administracdo de
drogas (solucgdo fisioldgica e anestésico). Um dia apds o implante dos catéteres, os animais sao
novamente anestesiados (pentobartial sédico, 40 mg/kg, iv), submetidos a desnervacdo
sinoadrtica e recebem implante dos eletrodos para registro do eletroneurograma simpatico renal e
do eletromiograma do diafragma. Os sinais foram registrados por 90 minutos ininterruptos,
sempre no mesmo periodo do dia, apds 6 horas de recuperacdo pds-operatéria. A Figura 6 ilustra

um exemplo das séries temporais observadas antes e ap6s a DSAa.
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Figura 6. Exemplo dos sinais estudados no rato acordado. A partir do topo da figura, tem-se a PA (mmHg), o
ENG simpatico renal (unidades arbitrarias, ua) e 0 EMG do diafragma (ua) registrados em um animal
controle (esquerda) e apos a DSAa (direita).

2.1.2 Obtencao dos sinais para analise tempo-freqiiéncia

O sinal de PA foi registrado durante aumento de pressdo obtido pela administracdo de
fenilefrina (100 pg/ml, Sigma Chemical Co.) e durante a queda da pressdo obtida pela
administracdo de nitroprussiato de sédio (100 pg/ml, Sigma Chemical Co.). O procedimento
para implante das canulas € similar ao descrito no protocolo 1. Foram estudados ratos WKY
normais acordados. O registro consistiu de 10 segundos controle seguidos de 30 segundos com
utiliza¢do de drogas vasoativas (2,5 ml/hora) administradas por bomba volumétrica (modelo 55-
2222, Harvard Apparatus, South Natick, MA, USA). A Figura 7 apresenta uma curva tipica da
PA registrada durante administracdo de fenilefrina. No restante do texto, referiremos a este

protocolo como protocolo 2.
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Figura 7. Curva tipica da PA registrada durante administracao de fenilefrina. O instante em que a bomba
volumétrica é acionada est4 ilustrado na parte inferior.

2.1.3 Técnica de desnervacao sinoaértica

A desnervacdo sinoadrtica (DSA) no rato foi realizada utilizando-se o método descrito
por Krieger (Krieger, 1964). Resumidamente, faz-se uma incisdo de aproximadamente 3 cm na
linha média da regido cervical anterior, seguida da separacdo dos musculos pré-traqueais e
localizacdo bi-lateral do conjunto vasculo-nervoso constituido pela artéria carétida, nervo vago e
tronco simpdtico. A desnervacdo propriamente dita consiste na seccdo das fibras
pressoreceptoras adrticas que trafegam junto ao tronco simpdtico ou podem ainda ser
encontradas como nervo isolado. Em alguns animais pode-se observar um contingente de fibras
aorticas junto ao nervo laringeo inferior. Este feixe € interrompido quando o nervo laringeo
superior € seccionado ou seccionando-se fibras isoladas que aparecem juntas ao laringeo inferior.
Para completar a DSA a bifurcacdo carotidea é localizada, exposta e dissecada completamente
nos dois lados seccionando-se as fibras carotideas e destruindo-se o corpusculo carotideo
(Irigoyen, 1991). Apdés a DSA, administram-se drogas vasoativas para alterar a PA
considerando-se a DSA completa quando esta alteracdo ndo € acompanhada por reflexo na FC

correspondente a variacdo maior que 5 bpm. O procedimento experimental foi realizado por
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pesquisador do Laboratério de Experimentagao do Servigo de Hipertensao do InCor, colaborador

deste projeto.

2.2 Instrumentacio

A PA carotidea, o eletroneurograma (ENG) simpdtico renal e o eletromiograma (EMG)
do musculo diafragmético foram registrados em ratos normais e ratos DSAa acordados. Os

procedimentos utilizados para obtencao dos sinais sdo descritos a seguir:

2.2.1 Condicionamento da pressao arterial

Para registro da PA a canula arterial, tunelada subcutaneamente e exteriorizada na base
do cranio do rato, é conectada a um transdutor de pressdo Statham P23 Db (Gould-Statham,
Oxnard, CA, USA). O sinal do transdutor € amplificado por um condicionador de sinais

(Stemtech, USA) e filtrado (passa-baixas com fc = 50 Hz, Bioengenharia-InCor, Sao Paulo).

2.2.2 Condicionamento do eletroneurograma do nervo simpatico renal

Para registro do eletroneurograma (ENG) um eletrodo bipolar de platina (didmetro ¢ = 50

z

um, Degusa, Guarulhos) é fixado ao redor do nervo simpdtico renal. A preparacdo €
cuidadosamente isolada com borracha de silicone (Wacker Sil-Gel 604). Os fios dos eletrodos
sao tunelados subcutaneamente e os terminais livres exteriorizados junto as canulas na base do
cranio do rato. O ENG ¢ amplificado (amplificador diferencial, Tektronix 5A22N, ganho =
5.000) e filtrado (passa faixa 100 Hz < fc < 3.000 Hz). Posteriormente o sinal € retificado em

onda completa (Bioengenharia-InCor, Sao Paulo).
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2.2.3 Condicionamento do eletromiograma do diafragma

Para registro do eletromiograma (EMG) do diafragma, um eletrodo bipolar de acgo
inoxidavel (didmetro ¢ = 100 um, Degusa, Guarulhos) € implantado diretamente no musculo
diafragmatico. Os terminais livres dos eletrodos s@o tunelados subcutaneamente e exteriorizados
na base do cranio do rato. O sinal € amplificado (amplificador diferencial, Tektronix 5A22N,
ganho = 5.000), filtrado (passa faixa 100 Hz < fc < 3.000 Hz) e retificado (Bioengenharia-InCor,

Sédo Paulo).

2.3 Registro Digital dos Sinais e Filtragem Anti-Aliasing dos Sinais

Para andlise no tempo e freqiiéncia os sinais de PA, ENG e EMG foram digitalizados
simultaneamente, cada sinal com freqiiéncia de amostragem f; = 250 Hz (DI220, 12-bits,
WinDAC-Dataq Instruments, USA.). A digitalizacdo foi precedida por filtragem anal6gica para
reduzir o efeito de sobreposi¢do espectral, aliasing, do sinal (filtro passa-baixa 4* ordem, tipo
Butterworth, freqiiéncia de corte f. = 50 Hz, InCor-Bioengenharia, Sdao Paulo). Outras
informacodes referentes ao filtro utilizado sdo apresentadas no Apéndice 7 (mddulo condicionador
de sinais).

Para andlise tempo-freqii€éncia o sinal da PA foi registrado com freqiiéncia de amostragem, f; =
800 Hz (DI220, 12-bits, WinDAC-Dataq Instruments, USA). A digitaliza¢ao foi precedida por

filtragem analdgica (passa-baixa, f. = 50Hz)

2.4 Critérios Observados Para Registro e Utilizacao dos Sinais

As ferramentas computacionais para manipulacdo e pré-processamento dos sinais

desenvolvidas neste trabalho ndo exigem que os sinais estejam livres de ruido. Ainda assim, as
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condi¢cdes para registro dos sinais foram padronizadas visando reduzir a interferéncia do

ambiente observando-se que:

e O nivel sonoro no ambiente de experimento fosse mantido o menor possivel

e A organizacdo fisica e funcional dos equipamentos de condicionamento e registro de sinais
fosse mantida

e O conjunto de equipamentos de registro nao ficasse préximo de possiveis fontes de ruido

e Todos os equipamentos utilizados fossem conectados a tomadas com aterramento comum.

e Os cabos de sinais fossem blindados e fossem utilizados amplificadores diferenciais para
condicionamento do ENG e do EMG

e Fosse adotada gaiola de Faraday

e O tempo de registro fosse igual ou maior que 4800 segundos.

e O periodo de registro fosse ininterrupto sem perda da base de tempo dos sinais

e O ENG nao apresentasse flutuacdes da linha de base ou saturac@o do sinal

e O EMG nao apresentasse flutuagdes da linha de base ou saturacao

e (Coeficiente de ajuste > > 0,999 para um minimo de 3 pontos na calibracdo do sinal de PA.
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3 Material e Métodos (II)

3.1 Pré-Processamento dos Sinais

A seguir, descrevemos as técnicas de pré-processamento e processamento de sinais
desenvolvidas. Os sinais foram preparados digitalmente para as andlises nos dominios tempo,
freqiiéncia e tempo-freqiiéncia. Para este fim, desenvolvemos um editor de sinais para
automatizar a deteccao dos eventos batimento a batimento e permitir a visualizagdo dos eventos

detectados.

3.1.1 Interpolacao

A interpolacdo de sinais tem como objetivo regularizar a periodicidade dos eventos
definidos a cada batimento cardiaco. Definimos uma freqiiéncia de interpolacdo, fi, 5 vezes
maior que a freqiiéncia de corte do filtro anti-aliasing. Assim, consideramos f; = 250 Hz.

Existem diversos modos de interpolagdo de sinais. A interpolacdo spline ctbica ¢é
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tradicionalmente a mais utilizada e foi adotada no editor desenvolvido. No Apéndice 6

apresentamos uma comparagao qualitativa entre diferentes modos de interpolacao.

3.1.2 Decimacao

A taxa de amostragem de um sinal pode ser diminuida com fator M sem aliasing se a
taxa de amostragem do sinal original for pelo menos M vezes a freqiiéncia de Nyquist ou se o
conteddo em freqiiéncia do sinal for primeiramente reduzido por um fator M por meio de
filtragem discreta (Oppenheim e Schafer, 1989). Para tanto, previamente a compressao do sinal,
utilizamos um filtro digital passa baixa para reduzir o efeito de aliasing.

A estrutura do filtro IIR utilizado € dada pela seguinte equagdo (eq. 1)

H(z)= 0 , sendo P=3. eq. 1

A equagdo de diferencas do filtro IIR apresentado na (eq. 1) € dada pela equacao (eq. 2):

aoy(n) = blx(n)+ bzx(n — 1)+ b3x(n - 2)— (aly(n — 1)+ azy(n — 2)+ a3y(n — 3)) eq. 2
O tempo utilizado na filtragem de um sinal € fun¢do da ordem do filtro utilizado, sendo que
quanto maior a ordem do filtro maior o tempo consumido no processamento. Para uma dada
especificacdo de filtragem, estudos comparativos mostram que filtros do tipo eliptico apresentam
melhor desempenho computacional se comparados com os filtros do tipo Butterworth ou Bessel.
Considerando-se a freqiiéncia de amostragem =250 Hz, freqiiéncia no limite superior da banda
de passagem f,=4 Hz, oscilacdo na banda de passagem R,= 0,2 dB, freqii€ncia no limite inferior
da banda de rejei¢do f.= 6,9 Hz e oscilacdo na banda de rejeicdo R.=20 dB, é possivel obter-se
um filtro de terceira ordem do tipo eliptico que satisfaz estes critérios. Os coeficientes deste filtro

sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Coeficientes do filtro digital passa-baixa pré-compressao

Coeficiente Valor

ag 1

a -2.83441636570308
a, 2.68895794280032
aj -0.85324993237615
by 0.01998826742383
b, -0.01934244506328
b, -0.01934244506328
bs 0.01998826742383

A resposta em freqiiéncia e a fase do filtro pode ser visto a seguir na Figura 8:

o =
S W

[a]
W

Magnitude (dB)
S

(5%}
(=}

0 20 40 60 80 100 120 140
Freqiiéncia (Hz)

(=)

9
S
—

-100 \
-150 \
-200
-250

Fase (graus)

0 20 40 60 80 100 120 140
Freqiiéncia (Hz)

Figura 8. Resposta do filtro passa-baixa pré decimacio. A) resposta em freqiiéncia e B) fase. Freqiiéncia de
amostragem Fs=250 Hz, freqiiéncia no limite superior da banda passagem Fp=4 Hz, oscilacao na banda de
passagem Rp= 0,2 dB, freqiiéncia no limite inferior da banda de rejeicio Rc= 6,9 Hz e oscilacao na banda de
rejeicao Rc=20 dB.

Adicionalmente a especificacdo do tipo do filtro, aplicamos uma filtragem direta e
reversa que permite compensar a defasagem em freqii€ncia produzida na utilizacao do filtro em
um sentido com a aplicacdo do mesmo filtro no sentido inverso. Isto resulta em uma filtragem
com defasagem igual a zero e amplitude modificada pelo quadrado da fun¢do de transferéncia do
filtro. Apds a filtragem realizamos a compressdo do sinal (Oppenheim e Schafer, 1989) de
acordo com a seguinte equagao (eq. 3):

x,(n)=x(nM) ; sendo M=18 eq. 3
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Para diminuir o tempo gasto durante a interpolagdo e decimagdo da série temporal
contendo os eventos batimento a batimento (~40.000 batimentos) adotamos um processamento
por segmentos (ver Figura 9). Este processamento consistiu em quebrar a série temporal total em

pequenas sub-séries parcialmente sobrepostas com comprimentos definidos de modo que as

séries resultantes das interpolagdes tivessem 65.536 pontos.

Série batimento
- a batimento

(aperiodica) i
(] 20 40 60 80 100
Segmentagao s1\82 Sn

= N
o o
o O
T
|

| T - o TS |

PAS [mmHg]
o

Re-amostragem

Agrupamento R1/R2 Rn
"o
Série = 200 —m il
re-amostrada E 100F | ~ ] 1
(periddica) » 0L ]
= 0 20 40 60 80 100

Tempo [s]

Figura 9. Segmentacio e Re-amostragem das séries temporais

Cada sub-série interpolada é decimada e imediatamente descartada para ndo ocupar espaco em
memoria. O processo € repetido preservando-se apenas as séries decimadas até finalizar a anélise
de toda a série temporal.

As distorcdes nas bordas de interpolacdo sdo compensadas pela sobreposi¢do adotada entre os

segmentos permitindo descartar os trechos com distor¢cdo sem perda da base de tempo. O
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resultado final de todo este processamento € a obtencdo de nova série temporal com pontos

regularmente espacados no tempo.

3.1.3 Obtencao das séries temporais da PA e do IP

Protocolo 1 — Para analise do sinal de PA batimento a batimento, os eventos sistolicos (PAS) e
diastélicos (PAD) da PA foram identificados e marcados. O IP foi estimado pelo intervalo entre
diastoles consecutivas. Apds inspe¢do visual de todas as séries obtidas fez-se a regularizacdo da
periodicidade por interpolacdo spline cubica (fi=250 Hz) e, ap0s isto, a redu¢do do nimero de
pontos por decimagdo (18 vezes). Para a analise espectral foram utilizados os primeiros 65.536
pontos de cada série temporal decimada o que compreende aproximadamente 80 minutos de
registro.

Protocolo 2 — Para a analise do sinal de PA batimento a batimento, os eventos sistolicos (PAS) e
diastdlicos (PAD) da PA foram identificados e marcados. O IP foi estimado pelo intervalo entre
diastoles consecutivas. Apds inspe¢do visual de todas as séries obtidas faz-se a regularizacido da
periodicidade por interpolacdo spline cubica (fi=800 Hz), apés o que o nimero de pontos foi
reduzido por decimagdo (54 vezes). Para a andlise tempo-freqiiéncia foram utilizados os
primeiros 512 pontos de cada série temporal decimada, o que compreende aproximadamente 35

segundos de registro.

3.1.4 Pré-processamento do eletroneurograma simpatico renal

A medicdo da atividade nervosa simpética direta pelo registro do eletroneurograma
(ENG) em animais acordados tem sido descrita em diferentes situagdes experimentais (Persson e
col., 1992; Ninomiya e col., 1993, Irigoyen e col., 1995). A atividade multi-fibra do ENG

depende da atividade individual de cada fibra, do acoplamento entre eletrodo e nervo e do
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numero de fibras nervosas existente no feixe nervoso (Hoop e col., 1986). Normalmente, utiliza-
se algum tipo de filtragem como procedimento para cdlculo da atividade nervosa (Irigoyen e col.,
1988, Hoop e col., 1986, Irigoyen e col., 1995; Lundin e col., 1984). Neste trabalho a ANS foi
determinada batimento a batimento através: 1) do valor de pico da atividade nervosa simpdtica
integrada (ANSi); e 2) do valor médio da atividade nervosa simpatica (ANSp). A seqii€ncia de

processamento adotada para obten¢do da ANSi e ANSp € ilustrada na Figura 10.

ENG
Simpatico ’%3
Renal Retificador
(ua) > — deonda
i D completa
Filtro

Passa1
-Baixa Q \ \ Hlﬁl

| [fat] daye EZ:>%??%T:??
Il

Reset ——
Normalizagéo Normalizagao
(Lundin & Thorén) PA RANAANNNANANA (Lundin & Thoreén)
Il (mmHg) | Il
i Intervalos de integragao
AN SI (Eventos diastélicos) AN Sp

Figura 10. Obtencao da atividade simpatica integrada (ANSI) e da atividade simpatica média (ANSp). O
eletroneurograma ¢ retificado e filtrado (passa-baixa, fc = 50 Hz). O sinal é entio integrado para obtencio da
ANSIi e dividido pelo intervalo de pulso para obtencao da ANSp.

Primeiramente o ENG original € retificado em onda completa, filtrado, digitalizado e integrado
no intervalo definido por eventos diastélicos consecutivos. Para a obtencao da ANSi os valores
obtidos pela integracdo (uVs) s@o normalizados pelo método descrito por Lundin (Lundin e col.,
1984). Nesta normaliza¢do foi adotado 1% minimo e maximo da distribuicdo da ANS como 0 e
100% da atividade de ciclo, respectivamente (Irigoyen e col., 1995).

A ANSI definida batimento a batimento é dada pela seguinte equacao (eq. 4):
28



ANSi(n) = L{l t“iENG(k)} eq. 4

| iy
onde: ANSI € a integral da atividade nervosa no batimento n em valores percentuais (%)
ENG € o eletroneurograma retificado e filtrado (uV)
L indica normaliza¢ao pelo método multi-fibra de Lundin
fs € a freqiiéncia de amostragem do sinal (Hz)
t, € o instante de ocorréncia de um evento diastolico

to+1 € 0 instante de ocorréncia do evento diastdlico consecutivo

A ANSp foi obtida dividindo-se os valores obtidos pela integracao do ENG pelos respectivos
intervalos de integracdo (equivalente ao intervalo de pulso do batimento) e normalizando o

resultado pelo método de Lundin de acordo com a seguinte equagdo (eq. 5):

ANSp(n) = LL; t‘iENG(k)} eq. 5

n+l = ‘n k=t

onde: ANSp é a média da atividade nervosa no batimento n em valores percentuais (%)
ENG € o eletroneurograma retificado e filtrado (uV)
L indica normaliza¢ao pelo método multi-fibra de Lundin
t, € o instante de ocorréncia de um evento diastolico
ta+1 € 0 instante de ocorréncia do evento diastdlico consecutivo

ta+1-ta € 0 intervalo de pulso cardiaco (ms) do batimento n

Ap6s a inspegdo visual das séries ANSi e ANSp, a regularizacdo da periodicidade foi feita por

interpolagao spline cubica (fi=250 Hz) e a reduc@o do nimero de pontos foi feita por decimagao
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(18 vezes). Para a andlise espectral foram utilizados os primeiros 65.536 pontos de cada série

decimada.

3.1.5 Pré-processamento do eletromiograma do diafragma

O eletromiograma (EMG) do musculo diafragmatico mostra a ativacdo do musculo
durante a inspiracdo e o relaxamento durante a expiracdo (ver Figura 6). A partir do EMG do
diafragma foram extraidas duas séries temporais: a freqiiéncia respiratéria, FR (Hz), para andlise
no dominio do tempo e a RESP analisada no dominio da freqiiéncia. A FR foi obtida pelo
inverso do intervalo entre inspiragdes consecutivas determinadas por méximo do EMG retificado
e filtrado (passa baixa, fc = 3 Hz). A RESP foi obtida por decimacao (M = 18 vezes) do EMG
retificado e filtrado (passa baixa, fc = 50 Hz). Para a andlise espectral foram utilizados os

primeiros 65.536 pontos da série decimada normalizada pelo desvio padrao.

3.2 Analises no Dominio do Tempo

As séries temporais obtidas PAS, PAD, IP, ANSi, ANSp e FR foram analisadas no
dominio do tempo pela média e desvio padrdo. As variabilidades dos sinais sdo apresentadas
pelo desvio padrdo. Para comparacdo entre os grupos foi utilizado teste t-Student (t-teste) nao
pareado ou Rank teste (Mann-Whitney). A significincia p < 0,05 foi considerada nos testes

estatisticos.

3.3 Anadlise de Banda Larga

A anélise de banda larga foi implementada seguindo-se a metodologia estabelecida por
Di Rienzo (Di Rienzo e col., 1996). Anteriormente, Saul (Saul e col., 1988) e também Musha
(Musha, 1995) estudaram as flutuacdes lentas apresentando os espectros em escala bi-

logaritmica. Esta abordagem, que mostra o espectro em escala bi-logaritmica, expande
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visualmente a faixa de freqii€ncia das componentes lentas. Na andlise tradicional, onde os
resultados sdo apresentados em escala linear, a medida que os segmentos temporais analisados
sao ampliados, as linhas espectrais relativas as componentes mais lentas sdo visualmente

comprimidas contra o eixo y na freqiiéncia zero.

3.3.1 Analise espectral de banda larga

A andlise espectral de banda larga (AEBL) foi utilizada no estudo dos efeitos da DSAa
sobre as componentes espectrais da PS, PD, IP, ANS e RESP. A faixa de freqiiéncia investigada
neste trabalho estd compreendida entre 0,0002 e 3 Hz. Apds remog¢ao da tendéncia linear do sinal
e da utilizacdo de uma janela temporal cossenoidal nos 10% iniciais e finais (eq. 7) é calculado

um unico espectro por TRF para a série com 65.536 pontos de acordo com (eq. 6):

yes ' 2 eq. 6
p(r, )= F(zh(n)x(n)eﬂfmk“j parak =0a 12
n=0
onde 1¢ onumero de pontos analisados por TRF
fs € a freqiiéncia de amostragem
e h(n) € calculada por uma janela (Di Rienzo e col., 1996) descrita por
_ cos(nT _
1 cos( 4.553) n=0,..,6.553
h(n) =11 ( ) n=6.554,..,.58.982 eq. 7
n—58.982)n _
—l+cos( 4553) n =58.982,..,65.535

A unidade da poténcia espectral P(fy) ¢ dada pela razdo entre o quadrado da unidade e a

freqiiéncia [unidade’/Hz] e utilizando-se o teorema de Parseval tem-se que:

1/2 f 1 1 )
D P> =1 x(n)|

I n=0
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Na AEBL a variancia da estimativa € diminuida, de forma progressiva, das componentes de
baixa freqiiéncia para as de alta freqiiéncia. A progressdo da filtragem € obtida variando-se o
tamanho da janela de um filtro do tipo média ponderada mével (MPM) em funcdo da equagdo
af®, onde f ¢ a freqiiéncia e “a” e “b” sdo os coeficientes que definem a progressdo da filtragem.
Estes coeficientes definem uma filtragem com méxima resolucao em baixa freqiiéncia e reducao
progressiva da variancia nas altas freqii€ncias. A varidvel N(fy) assume valores inteiros maiores
que zero e é obtida pela seguinte equacdo (eq. 9):
N(f,) =int(af) -1 eq. 9
onde: fi € a componente de freqii€ncia

“a” e “b” sdo coeficientes que definem a progressao da filtragem.
Neste trabalho apresentamos um método simplificado para cdlculo dos coeficientes de filtragem
“a” e “b” a partir da resolucdo em freqiiéncia em 1 Hz (item 4.2.1). Os coeficientes “a” e “b”
adotados para determinacdo do comprimento da janela de média moével para andlise espectral
foram calculados conforme este método. A resolugdo em freqii€ncia para a andlise espectral foi
definida em B.(1Hz)sg = 0,010 Hz resultando em a = 48,1859 e b = 0,4581. O comprimento da
janela triangular do filtro MPM ¢€ calculado pela seguinte equacao (eq. 10):
L(f,)=2N(f,) +1 eq. 10
A poténcia estimada com variabilidade controlada pelo método de banda larga, Py(fy), é
calculada pela equacdo (eq. 11). O calculo consiste da média ponderada dos valores estimados
P(fy) multiplicados pelos pesos w;.

N(fk) eq. 11
P (f,) = ZWiP(fk+i)

i=—N(fk)

Os pesos w; da janela triangular sdo calculados pela seguinte equagao (eq. 12):
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N(f ) +1-[i _ eq. 12
W= com: -N(fy) <1< N(fy)
(N(E)+D

A resolucdo em freqiiéncia da AEBL definida pela largura de banda equivalente, B., é calculada
pelo produto da largura da janela de média movel e do intervalo de freqiiéncia, Af (eq. 13). (Di
Rienzo e col., 1996), O valor de Af € calculado pela razdo entre a freqiiéncia do sinal re-
amostrado (250/18 Hz) e o nimero de pontos analisados por TRF (65.536 pontos).

B, (f, )= (N(f, )+ 1)Af eq. 13
A resolucdo em freqiiéncia definida pela largura de banda estatistica efetiva, B, € calculada a
partir da B, pela seguinte equacdo (eq. 14):

B,(f, )=1.5B (f,) eq. 14
A estimativa do fator de variancia, EFV é dada por (eq. 15):

N(f,) eq. 15
EFV= ) w; d

N

3.3.2 Anailise de coeréncia de banda larga

A andlise de coeréncia de banda larga (ACBL) permite analisar o acoplamento linear
entre dois sinais. Neste trabalho investigamos as coeréncias entre PS, PD, IP, AN e RESP (dois a
dois) na faixa de freqiiéncia entre 0,0017 a 3 Hz e a influéncia da DSAa sobre estas coeréncias.
Em contraste com a andlise espectral, a andlise de coeréncia exige alguma segmentacdo prévia
para evitar uma estimativa invaridvel igual a um. Considerando-se os sinais x(n) e y(n), a
segmentagao € obtida pela divisdo dos sinais originais em 8 segmentos com 8192 pontos. A TRF
de cada segmento x; e y; € calculada resultando em X;(fy) e Yi(fx). Para cada par do sinal
transformado, o autoespectro G € Gyy € 0 espectro cruzado G,y sdo calculados como segue (eq.

16):
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1 8
G, (f)= §Z|Xi<fk>|2
i=1
1 8
Gy (B = g 2N cq. 16

1
ny (fk) = gZXi(fk )Yi (fk)

A divisdo dos sinais originais em 8 segmentos reduz homogeneamente o erro da estimativa em
fun¢do da freqiiéncia. Na seqiiéncia, os termos Gy, Gyy € Gyy s@0 adicionalmente filtrados de
forma progressiva a partir das componentes de baixa freqiiéncia para as de alta freqii€ncia, de
acordo com a equacdo descrita a seguir (eq. 17):
N N ()
Gxx (fk) = zWtix (fk+i)

i=—N_(f,)

N, (f,

- )
ny(fk) = zWiny (fk+i) €q. 17

i=—N_(f,)
N.(f,)

ny(fk) = zWtiy (fk+i)

i=—N, (f,)
O comprimento da janela de filtragem e os pesos utilizados na MPM s@o determinados
pelas equacgdes (eq. 10) e (eq. 12) substituindo-se o termo N(fyx) por N¢(fx) de acordo com a eq.

18. A varidvel N(fy) assume valores inteiros maiores que zero dados pela seguinte equagao:
N_(f,)=int(af) -1 eq. 18
A resolugdo em freqii€ncia para a andlise de coeréncia foi definida em B.(1Hz)ac = 0,05

Hz. Os coeficientes adotados para determinagdo do comprimento da janela de média mével para

a analise de coeréncia foram calculados conforme item 4.2.1 e resultaram em a = 30,4912 e b =

~

0,5357. A coeréncia, |k(fk)|2, ¢ estimada a partir dos termos G nye ny substituidos na

XX’

seguinte equacdo (eq. 19):
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|k(fk12 = G (fk)éyy (fk) eq. 19

3.4 Analises Estatisticas Associadas a Analise de Banda Larga

Para cada grupo experimental a média da densidade de poténcia espectral foi calculada
considerando-se os valores individuais da AEBL obtida em cada rato. A diferenca estatistica da
densidade de poténcia espectral foi determinada por teste t ndo pareado apds normalizacdo por
transformacao logaritmica dos espectros individuais, P,(fx), como mostrado a seguir (eq. 20):

P, (f,) =log[P,(f, )] eq. 20

Para cada grupo experimental a média da coeréncia foi calculada utilizando-se os valores
individuais de cada rato obtidos pela ACBL. A diferenca estatistica da coeréncia entre os grupos
foi determinada por t-teste ndo pareado apds normalizacdo por transformacgdo arcotangente

hiperbdlica dos valores de coeréncia individuais (Di Rienzo e col., 1996) conforme eq. 21:

w(f) =arctan h{[k(f, )] eq. 21

3.5 Anadlise Tempo-Freqiiéncia

A andlise espectral permite decompor uma série temporal em suas componentes em
freqiiéncia e quantificar a amplitude relativa das mesmas, mas ndo permite determinar o instante
em que estas componentes ocorrem. Uma andlise tempo-freqiiéncia (ATF) permite determinar as
componentes espectrais e suas respectivas amplitudes no instante onde estas ocorreram, ou seja,
fornece um retrato da evolugdo do espectro no tempo. Uma ampla revisdo sobre conceitos e
métodos para obtencdo de distribuigdes tempo-freqiiéncia € apresentada por Cohen (Cohen,

1989). Neste trabalho a ATF € aplicada na anélise de sinais sintetizados e sinais biolégicos. A
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seguir sdo descritos o espectrograma (STFT), a distribui¢do de Wigner (DW) e distribuicao de

Wigner modificada (DWM).

3.5.1 Espectrograma

O espectrograma (STFT) € calculado pela TRF de segmentos do sinal definidos pelo
produto entre uma janela, hy e o sinal original, x(n). Cada espectro obtido € posicionado
consecutivamente formando o eixo do tempo (Kitney e Darvish, 1995). O comprimento da janela
movel e o nimero de pontos utilizados na TRF impdem um compromisso na relagdo de
resolucao tempo-freqii€éncia (Oppenhein e Schaffer, 1989). Para x(n) real a STFT resulta em um
matriz bi-dimensional que assume somente valores positivos (ver Figura 11). Alguma
sobreposicdo pode ser adotada no deslocamento da janela hy. Adotamos neste trabalho uma

sobreposicado igual a 90%.

hy

Série temporal

Segmentos i i i

e FiT F£T

Figura 11. Obtencao do espectrograma. Por simplificacao a sobreposicio no deslocamento da janela hy nao
foi representada.
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A resolugdo tempo-freqiiéncia é definida empiricamente, a partir das caracteristicas desejadas
para o sinal analisado. O espectrograma € obtido através da equacdo descrita a seguir (eq. 22):

e A eq. 22
STFT(n,w) = Y _x[n+mJhy[m]e ™" 1

m=-—0o0

onde: n é o indice da base de tempo
w € a varidvel freqiiéncia

hy € a janela temporal

3.5.2 Distribuicio de Wigner

A distribui¢do de Wigner (DW) pertence a classe de Cohen de distribui¢cdes conjuntas no
dominio tempo-freqiiéncia (Cohen, 1989). A DW foi originalmente proposta e aplicada na
mecanica quantica por Wigner (Wigner, 1932), dai o termo distribuicdo, bastante apropriado
para estimativas probabilisticas. O seu uso na andlise de sinais foi posteriormente proposto por
Ville (Ville, 1948) permanecendo relativamente obscura até a publicagdo dos trabalhos de
Claasen e Mecklenbrauker (Claasen and Mecklenbrauker, 1980-a; b; c). A DW possibilita
mostrar, em uma Unica representacao grafica, a evoluc¢do temporal do conteido em freqii€ncia de
um sinal, € uma transformac¢do quadrética de um sinal unidimensional (ver Figura 12) e tem-se
mostrado superior quanto a resolucio tempo-freqiiéncia quando comparada com a STFT. E
importante notar que o cdlculo da DW apresenta como resultado ndo sé componentes positivas
mas também negativas e também componentes localizadas entre os termos principais conhecidos
como termos cruzados. As componentes negativas e os termos cruzados sao inerentes ao método
e prejudicam a visualizagdo e a interpretacio da DW como uma ATF ideal. Estas componentes
podem ser minimizadas pela filtragem da distribuicdo ou pela utilizacdo de kernels (Cohen,

1989). A equagdo para obtencdo da DW discreta por TRF € descrita a seguir (eq. 23):
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< . ; eq. 23
DW(n,w)=2 > x(n+m)x (n—m)e " 9

m=-—0o0

onde: X~ é o complexo conjugado do sinal x(t).
n é o indice da base de tempo
w € a varidvel freqiiéncia

A DW serd calculada seguindo descri¢do anterior (Costa, 1989). Apds remocdo da
tendéncia linear o sinal original é multiplicado por uma janela cossenoidal nos 10% iniciais e
finais e por valor unitirio no segmento restante. O sinal analitico, x(n) € calculado pela
transformada de Hilbert e uma matriz bidimensional, ry(m,n), € construida multiplicando-se para
cada linha “m”, a série x(n) com deslocamento “m” a direita pelo seu complexo conjugado x*(n)
com deslocamento “m” a esquerda. A DW ¢ obtida tomando-se a parte real da TRF das colunas

da matriz ryy.

—>
Transtormada — . DW= Re [FFT(r,,(m,n))]
de Hilbert E> T X |:> »
Sinal ) (e ()
analitico  [xx<\ILI)= X(D+I)X (N-M

© Freqiiéncia
Figura 12. Obtencao da Distribuicao de Wigner (DW).

3.5.3 Distribuicao de Wigner modificada

A distribuicdo de Wigner modificada (DWM) foi calculada filtrando-se a DW em

freqiiéncia e no tempo. A Figura 13 ilustra a obten¢cdo da DWM a partir da DW.

il VAN
) 0 C) % -
© DW Freqiléncia c DWM Freqiiéncia

Figura 13. Obtencao da Distribuiciao de Wigner modificada (DWM).
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Foi utilizado um filtro do tipo média ponderada mével com pesos h(i) e g(i) definidos por uma

janela triangular descritos pelas seguintes equacdes (eq. 24)

N Lo+1-i
DWM; (n,w) = > g(H)DW(n,w +i), g(i) =2
i=——N (LN +1)
3 —i eq. 24
DWM(n,w) = Zh(i)DWMf (n+i,w), h(i) = Ly +1 21 q
i=-M (L, +1)

Os pesos h(i) e g(i) sdo definidos a partir do comprimento da janela utilizada. O controle dos

termos cruzados € funcdo do comprimento da janela triangular utilizado e neste trabalho foi

utilizadoN=3e M = 3.
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4 Resultados

4.1 Pré-Processamento dos Sinais: Desenvolvimento de um Editor de Sinais

A preparacdo de sinais para andlise consiste da associacdo de tarefas que consomem a
maior parcela do tempo gasto na andlise. Grande parte destas tarefas pode ser automatizada.
Também as interagdes do usudrio com o sinal podem ser simplificadas. As especificagcdes
adotadas na preparacdo dos sinais € o método de programacdo foram estabelecidos durante o
desenvolvimento do editor de sinais e consistem de:

e Manter o sinal digitalizado no formato bindrio para melhor desempenho em velocidade. Uma
comparacdo do tempo de abertura e recuperacdo de dados de arquivo armazenados nos
formatos bindrio, ASCII e planilha é apresentada no Apéndice 1.

e Evitar conversdes dos sinais para reduzir o efeito de arredondamentos em cascata.

e Processar o sinal e extrair informagdes do sinal no formato double (8 bytes)
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e Implementar os algoritmos de andlise para permitir execucdo direta na linha de comando do
Matlab® ou através de arquivo auto executavel

e Possibilitar a andlise de longos registros (> 60 minutos) por processamento em segmentos.

e Possibilitar o processamento de arquivos com varios sinais.

e Possibilitar a editoracdo de artefatos.

e Desenvolver rotinas para automatizar a detec¢do de maximos e minimos

e Disponibilizar um ambiente amigdvel para preparagdao dos sinais por meio de interfaces

grificas contendo menus, botdes de ferramentas, teclas rdpidas e o uso do apontador (mouse).

4.1.1 Editor de Sinais

O editor de sinais ¢ fundamental para a verificacdo visual das séries preparadas para as
andlises posteriores. A Figura 14 ilustra a interface grafica desenvolvida e integrada ao editor de
sinais.

e i " . 5 T o A3
I e Rl L L] Lo iy ki

Intervalos de pulso

Pt

= - | —— L il 1 TE

Série temporal :
: Vales Picos
;

Barra de rolagem horizontal

Semd ¢ el l'd- - I.Pr-.r-ll'_ ]'hrqu EENARIE oo Il'r-uhi ne e

Figura 14. Janela principal do editor de sinais. Na janela menor é apresentada a visulizacio de sinal e na
janela maior as séries de picos, vales e intervalo.
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Esta interface permite a visualizacdo simultinea das séries temporais digitalizadas (PA, ENG
simpatico renal ou EMG diafragmaético) e das séries temporais aperiddicas (PAS, PAD, IP, ANS)
extraidas batimento a batimento.

O comprimento do segmento da série temporal visualizado na janela do editor &
configurdvel, assim como o canal, a apresentacdo visual das séries (cor e espessura da linha, tipo

e tamanho do marcador), limites do eixo Y, entre outros.

Estio do Maicador Cor do
it - Wreslesele Marcador Tamanho
. do marcador
- ) 4 [
[+ dpresmaingiogosn WmE
H | 1
quaduaca F wiribesl #
dharnarie
I: I xiilo din Maicador T rmisnin
b} - F
4
penlagrama
rrr—— PP Y
- | : I Fecken
S v
. Espessura
= da linha
R

Figura 15. Caixa de dialogos da visualizacao das séries temporais. Os itens configuraveis sio: visibilidade,
estilo, cor e tamanho do marcador, estilo e espessura das linhas que unem os marcadores.

Para cada elemento configurdvel foi criada uma caixa de didlogos acessivel pelo menu
ou, em alguns casos, pela selecdo do objeto desejado diretamente com o apontador. A
disponibiliza¢do de caixas de ferramentas e da interface grafica auxilia a editoracdo das séries
temporais em todas as suas etapas, desde a deteccdo das sistoles e didstoles da PA até a
interpolacdo e decimacdo dos sinais. Todas as ferramentas para preparagdo dos sinais foram
agrupadas em uma caixa de ferramentas de facil acesso, com rotinas iniciadas pelo apontador,

ilustrada na Figura 16. Estas mesmas ferramentas podem ser acessadas pelo menu. Os eventos
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batimento a batimento de maximos e minimos podem ser inseridos ou removidos de modo
individual ou em segmentos definidos pelo apontador. A regularizacdo da periodicidade do sinal
(interpolacdo e decimacgdo) também pode ser iniciada por esta caixa de ferramentas ou pelo

menu.

o Inserir
o Q ‘S A
° S o S8 pagar
E <_g 2 = = Inserir Intervalo
s || B e | E a3 Apagar Intervalo
o E| e |8 |go
a|lldo || ||a|£fo
x\
et || e | eees || reee || e | T =
[=da =t
| G | B (] IR | Bl | A N |
v Individual
v Vales Esta Pagina
Picos Demais Paginas
|, Picos e Vales Selecionado

Figura 16. Caixa de ferramentas. Permite iniciar todos as func¢des disponiveis no editor envolvidas no pré-
processamendo dos sinais como inserir ou apagar picos e vales e intervalos. A aciao da-se de modo individual,
sobre a pagina visivel, a partir da pagina visivel ou em segmento selecionado pelo apontador.

4.1.2 Calibracao com miltiplos niveis

A forma de calibragdo criada permite a utilizacdo de multiplos de niveis calibragdo. Cada
segmento € selecionado com o apontador e a média de cada segmento € correlacionado com
valores conhecidos. Os coeficiente da regressdo linear sao utilizados no ajuste da escala do sinal
calibrado e o coeficiente de regressao adotado para aceitagdo da calibragdo foi * > 0,999. Por
exemplo a calibragcdo do sinal de pressao € feita por medidas realizadas simultaneamente por um
transdutor de pressdo (em Volts) e os valores lidos em coluna de mercurio devidamente calibrada
(realizada pelo mesmo individuo). A média dos segmentos selecionados e os valores conhecidos

de pressdo medidos com coluna de mercurio sdo correlacionados e os coeficientes da equagdo
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linear obtido por regressdo sdo utilizados no ajuste da escala para apresentagdo do sinal da PA
em mmHg. A calibracio é re-calculada toda vez que o coeficiente de ajuste 1* é inferior a 0,999
considerando-se um minimo de pelo menos 3 segmentos. A calibragdo por multiplos niveis dos

sinal da PA ¢ ilustrado a seguir na Figura 17.

e Crbdl  Wossies ComRECEl TR Eokw Cndds  sR

¢ Coiva de Diglogo: CalibracBo

Calibemsiaz [0 9020 30 7}
| {11 50100150 200 250]

Cancel | k. |

S1

7 e b Fuu a4 k—u-u:(l:l.l [ TERT SFRMTR B s i) Il.n...l Femi LU E I

Figura 17. Janela principal mostrando um sinal de calibracio de pressao com miiltiplos niveis. Cada
segmento (S1, S2,..., S6) é selecionado pelo apontador e a média de cada segmento ¢ correlacionado com
valores conhecidos. A obtencio de coeficiente de regressao inferior a 0,999 é alertada por caixa de dialogos
que solicita confirmacio da calibracao.

4.1.3 Obtencao dos picos e vales

Para deteccao das séries PAS e PAD foi utilizada uma janela para identificagdo dos
maximos e minimos definida pelo intervalo onde a PA € maior e menor que uma pressao média

(PAM), respectivamente. A PAM ¢ obtida pela filtragem digital aplicada no sentido direto e
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reverso da PA. Foi utilizado um filtro passa-baixa (tipo Butterworth, 2 ordem) com freqiiéncia
de corte igual a 1 Hz (configurdvel). Os maximos e minimos assim obtidos estdo localizados em
tempos discretos que sdo multiplos do periodo de amostragem (inverso da freqiiéncia de
amostragem). Para melhorar a estimativa dos mdximos e minimos o valor de pico foi
determinado igualando-se a zero a primeira derivada da pardbola (5 pontos, configurdvel)

ajustada a cada maximo e minimo discreto conforme ilustrado no detalhe da Figura 18 para um

evento minimo (diastole).

b A\ M\Jﬂ \

PA (mmHg)

VY

PAS

80

Janela - Janela -

PAM ‘
PA |

| Janela +

Figura 18. Obtencio dos eventos de pressio sistolica, pressiao diastélica e intervalo de pulso. Pressio arterial
(linha azul) e pressao média (linha vermelha). As janelas para procura dos maximos (janela +) e minimos
(janelas -) sdo definidas pela comparacio entre PA e PAM. No detalhe é apresentado a obtenciao de um
minimo pelo ajuste de uma parabola f(x) em cinco pontos e igualando a derivada primeira de f(x) a zero.

4.1.4 Obtencao da série temporal do intervalo de pulso

A estimativa do intervalo de pulso cardiaco, IP, pelo intervalo entre didstoles (ou sistoles)
consecutivas € uma abordagem amplamente utilizada que ndo resulta em distor¢des espectrais
significativas (Parati e col., 1990; Daffonchio e col., 1995). O IP entre didstoles é compardvel

com o intervalo entre as ondas R do eletrocardiograma (ECG). A utilizacdo do IP estimado pela
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PA apresenta uma vantagem eliminando os eletrodos de ECG da montagem experimental. Para
melhorar a estimativa do intervalo de pulso discreto foi utilizado o instante de ocorréncia do
minimo da pardbola ajustada ao minimo discreto (5 pontos, configurdvel) conforme detalhe

ilustrado na Figura 18.

4.2 Caracteristicas da Analise de Banda Larga

4.2.1 Determinacao dos coeficientes da filtragem de banda larga

Neste trabalho apresentamos um método que permite determinar os coeficientes “a” e “b”
a partir da resolucdo em freqii€ncia, B¢(f,), na componente f,=1 Hz. Os coeficientes “a” e “b”
sdao obtidos pela eq. 25 e eq. 26, respectivamente. O método simplifica a obtencdo dos
coeficientes de alisamento e t€ém como significado fisico a resolu¢do da andlise na freqii€ncia
unitdria. Para a andlise espectral, os coeficientes a = 48,1859 e b = 0,4581 foram obtidos a partir
deste conceito, considerando-se o menor valor de N(fy) como sendo unitdrio. A resolugdo
utilizada para andlise espectral no rato em f,=1 Hz é B.(1Hz)sg = 0,01 Hz. Os coeficientes a =
30,4912 e b = 0,5357 para a analise de coeréncia foram obtidos considerando-se a resolu¢do em

fo=1 Hz igual a B.(1Hz)sc = 0,05 Hz:

b
I
a=|— eq. 25

B.I
log( . j
b= s~/ eq. 26

onde f;¢é a freqii€éncia de amostragem da série analisada

I € o ntimero de pontos utilizados na andlise por TRF
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A deducdo matemadtica para a obtencdo dos coeficientes de filtragem da andlise de banda larga,
“a” e “b”, € descrita a seguir. Consideramos o comprimento da janela na freqiiéncia fy/I como
unitdrio, onde fs € a freqiiéncia de (re-)amostragem do sinal e I o nimero de pontos analisados
por TRF. Partimos do pressuposto que a resolu¢do em freqiiéncia em f,, B.(f,,), € conhecida.

O coeficiente “a” foi obtido a partir da equagdo (eq. 10) que define o comprimento da janela de

filtragem na primeira componente em freqiiéncia fy/I igual a unidade:

eq. 27
L(%‘] = 2N(fTs] +1=1 4

Da eq. 27 depreende-se que:
N(/D) =0 eq. 28
Substituindo o resultado da eq. 28 na eq. 9 e desconsiderando-se o arredondamento temos que

“a” € dado por:

(Ijb eq. 29
a=|—
fS

Para obter o coeficiente “b” consideramos a resolu¢cdo em freqiiéncia em f, conhecida.

Substituindo f, na eq. 9 temos:
N(f,) = int(af)—1 eq. 30
Considerando-se a eq. 13 em f, e substituindo-se Af = f/I temos:

B.(f.)= (N(foz+1)fs eq. 31

Da eq. 30 e da eq. 31 temos que:

N(f,)+1=int(af")= 1?;1 €. 32

S
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Re-arranjando e desconsiderando o arredondamento da eq. 32 temos “b” em fun¢do da

resolucao na freqiiéncia f, conhecendo-se B, f; e I:
(B te
log r
=_ N8/ eq. 33

A partir das equagdes eq. 29 e eq. 33 € possivel determinar os coeficientes de filtragem da

andlise de banda larga conhecendo a resolu¢do em freqiiéncia B.(f,). Particularmente nesta
deducdo a resolucao em B. da menor componente em freqiiéncia estudada foi fy/I. O Apéndice 3

apresenta um exemplo para obtencao dos coeficientes “a” e “b”.

4.2.2 Analise espectral

A andlise espectral de ruido branco apresenta, teoricamente, um espectro “plano”. Para
avaliar o controle da variabilidade espectral proposto pelo método da AEBL utilizamos a anélise
de segmentos de ruido branco (n = 8) com média zero. A Figura 19 ilustrada a média e o

intervalo de confiancga da anélise de ruido branco calculada pelo método de banda larga.
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Figura 19. Densidade de poténcia espectral (linha cheia) e intervalo de confiabilidade de 95% (linha
pontilhada) calculado pelo método de banda larga. O sinal analisado consiste de ruido branco (média zero)

com comprimento de 65.536 pontos, intervalo de amostragem de 72 milisegundos e coeficientes de alisamento
a=48,1859 ¢ b = 0,4581.
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O comprimento dos segmentos de ruido branco utilizados e a regularidade dos pontos no
tempo apresentam caracteristicas similares as dos sinais bioldgicos processados neste trabalho
(nimero de pontos I = 65.536 e intervalo de amostragem igual 72 milisegundos entre amostras).

A andlise espectral de banda larga € caracterizada por alguns paramentros com o
comprimento da janela (L), a resolucdo equivalente (By), a resolucdo estatistica (B.) e o fator de
variancia (EFV) . A Figura 20 ilustra estes parametros em func¢ao da freqii€ncia.
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Figura 20. Comprimento da janela da média ponderada mével (L), resoluciao em freqiiéncia (B; e B.) e fator
de reducio da variabilidade (EFV) considerando os coeficiente a = 48,1859 e b = 0,4581, comprimento de
65.536 pontos e intervalo de amostragem de 72 milisegundos.

4.2.3 Analise de coeréncia

A andlise de coeréncia entre dois segmentos de ruido branco resulta, teoricamente, em
valor invaridvel igual a zero. Na prética, por restricdes metodoldgicas, o resultado € diferente de
zero e pode ser interpretado como erro de tendéncia (bias) da estimativa de coeréncia. O

comprimento dos segmentos de ruido branco utilizados e a regularidade dos pontos no tempo
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apresentam as mesmas caracteristicas dos sinais bioldgicos processados neste trabalho
(comprimento I = 65.536 pontos e intervalo de amostragem igual 72 milisegundos). A Figura 21
ilustra a média e a parte positiva do intervalo de confianca da coeréncia calculada pelo método
de banda larga entre pares de ruido branco (n=8) .

0.4
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Figura 21. Estimativa do bias (b[|k|2]) da coeréncia calculado pelo método de banda larga. Analise de
coeréncia entre ruidos brancos (média zero, variancia igual a um) com comprimento de 65536 pontos e
intervalo de amostragem 72 milisegundos. Os coeficientes de alisamento adotados foram a = 30 e b = 0,5331.
A estimativa do bias da coeréncia (linha cheia) e a parte positiva do intervalo de confianca 95% (linha

pontilhada) é ilustrada.

4.3 Analise no Dominio do Tempo

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos na andlise dos sinais no dominio do
tempo. Os dados sdo apresentados pelas médias + desvios padrdes. A variabilidade é apresentada
pelo desvio padrdo. A seguinte legenda foi adotada para significancia: * para p<0,05, ** para

p<0,01 e *** para p<0,001. Os dados individuais podem ser encontrados no Apéndice 4.

4.3.1 Estatisticas descritivas

Pressao arterial — O efeito da DSAa sobre a PA ¢ ilustrado na Figura 22. A DSAa aumenta a
PAS (120,4£14,5 vs. 154,7+7,5*%** mmHg) e a PAD (90,9£11,8 v. 128,248, 1*** mmHg) como

ilustrado na Figura 22 - painel esquerdo. A variabilidade também encontra-se aumentada apds a
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DSAa tanto para a PAS (6,312,2 vs. 15,015,0%** mmHg) como para a PAD (6,9+2,4 vs.

11,144,8* mmHg) como ilustrado na Figura 22 - painel direito.
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Figura 22. Pressao arterial antes (barra vazia) e apés a DSAa (barra cheia). As médias das PAS e a PAD sao
ilustradas no grafico a esquerda e as variabilidades da PAS e da PAD sao ilustradas no grafico a direita.

Intervalo de pulso — O efeito da DSAa sobre o IP esta ilustrado na Figura 23. A DSAa diminui
o IP (143,4£19,6 vs. 125,6+10,8*, painel esquerdo) e diminui a variabilidade do IP (8,2+3,1 vs.

3,8+1,3** ms, painel direito).
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Figura 23. Intervalo de pulso antes (barra vazia) e apés a DSAa (barra cheia). A média do IP ¢ ilustrado no
grifico a esquerda e a variabilidade do IP no grafico a direita.
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Atividade nervosa simpatica renal - A atividade simpdtica renal (Figura 24) estimada pela
atividade integrada, ANSIi, estd aumentada apds a DSAa (45,3127 vs. 48,7£3,3* %). De forma
similar a atividade simpética média, ANSp, encontra-se aumentada apds a DSAa (42,5£3,0 vs.
47,913,7%* %). A variabilidade para ANSi (97,4£53,7 vs. 78,61£29,8 %, p=0,4 ) e ANSp (39,119

vs. 43,5221 %, p=0,6) nao estd modificada para a DSAa.
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Figura 24. Atividade nervosa simpatica antes (barra vazia) e apés a DSAa (barra cheia). A ANSi e ANSp sao
ilustradas no grafico a esquerda e a variabilidade da ANSi e ANSp no grafico a direita.

Freqiiéncia respiratéria - A FR (Figura 25) estimada pelo inverso do intervalo entre
inspiragdes consecutivas estd diminuida apés a DSAa (1,86t0,3 vs. 1,46+0,21** Hz). A
variabilidade da FR calculada pelo desvio padrao ndo € modificada de forma significativa pela

DSAa (0,49£0,15 vs. 0,37+0,07 Hz, p=0,07).
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Figura 25. Respiracio antes (barra vazia) e apés a DSAa (barra cheia). A FR é ilustrada no grafico a
esquerda e a variabilidade da FR ilustrada no grafico a direita.

4.3.2 Distribuicao da atividade simpatica

O histograma da ANSi mostra o ndimero percentual de ciclos cardiacos em classes de
atividade nervosa entre 0 e 110%. O ndmero de ciclos com atividade nas classes 0 e 10% da
ANSIi observadas no grupo DSAa é menor que no grupo CTRL (p<0,05 para ambas classes)
enquanto o nimero de ciclos de atividade na classe 40% da ANSi no grupo DSAa é maior que

no grupo CTRL (p<0,05).
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Figura 26. Histograma de ocorréncia (%) da atividade simpatica renal integrada. Média e desvio padrao do
grupo acordado controle (barras vazias, n = 8) e do grupo acordados apés DSAa (barras cheias, n = 8). (* p <
0,05)
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Este comportamento indica um deslocamento do pico da distribuicao da ANSi no grupo DSAa
para a direita e mostra que a hiperatividade simpatica € decorrente de uma mudanca do padrao de
descargas nervosas pela redugdo das atividades de baixa intensidade (classes 0 e 10%) e aumento
da atividade de maior intensidade (classe 40%). A Figura 26 apresenta o histogramas de
ocorréncia da ANSi. Embora ndo tenhamos observado aumento significativo da ocorréncia
percentual das classes de ANSi de maior intensidade (>50%) observamos uma tendéncia destas

componentes serem mais freqiientes no grupo DSAa do que no grupo CTRL.
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4.4 Resultados da Analise Espectral de Banda Larga

Houve aumento da densidade de poténcia espectral nas componentes de freqii€ncia entre
0,7 e 1,5 Hz e entre 0,001 e 0,15 Hz na PAS no grupo DSAa conforme ilustrado na Figura 27-A.
A variabilidade observada na PAS na anélise no dominio do tempo reflete 0 aumento da poténcia

espectral nas faixas de freqii€ncia acima citadas.
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Figura 27. Densidade de poténcia espectral da pressao arterial sistélica (PAS). PAINEL A - média do grupo
acordado intacto (linha azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha) e PAINEL B -
Significancia p < 0,05 indica diferenca entre grupos.
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Houve aumento da densidade de poténcia espectral nas componentes de freqii€ncia entre
0,8 a 1,5 Hz e entre 0,0015 a 0,05 Hz da PAD no grupo DSAa conforme ilustrado na Figura 28-
A. O aumento da variabilidade observada para PAD na andlise no dominio do tempo reflete o
aumento da poténcia espectral nas faixas de freqii€ncia acima citadas. O espectro da PAD
também apresenta uma inversdo na tendéncia a aumento da poténcia espectral na faixa de
freqiiéncia entre 0,2 a 0,5 Hz o que explica em parte a menor variabilidade observada no

dominio do tempo.
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Figura 28. Densidade de poténcia espectral da pressao arterial diastélica (PAD) . PAINEL A - média do
grupo acordado intacto (linha azul) e média do grupo acordados apés DSAa (linha vermelha) e PAINEL B -
Significancia p < 0,05 indica diferenca entre grupos.
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Houve uma consistente diminui¢do da densidade de poténcia espectral do IP no grupo
DSAa em toda faixa de freqiiéncia estudada. Esta diminuicdo foi significativa na faixa de
freqiiéncia entre 0,007 a 2 Hz e entre 0,0002 e 0,001 Hz conforme ilustrado na Figura 29. A
menor poténcia espectral do IP no grupo DSAa reflete a menor a variabilidade do IP na anélise

no dominio do tempo.
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Figura 29. Densidade de poténcia espectral do IP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul)
e média de 8 ratos acordados apés DSAa (linha vermelha) e PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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A densidade de poténcia espectral da ANSi apresenta pequenas faixas onde observa-se
diferenca significativa entre DSAa e controle. Conforme ilustrado na Figura 30 estas faixas sao
praticamente pontuais e ocorrem em 0,003 Hz, 0,007 Hz e em 0,4 Hz. Embora a faixa onde se
observa a diferenca ndo seja ampla, a ritmicidade observada em 0,4 Hz no controle estd

diminuida no grupo DSAa.
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Figura 30. Densidade de poténcia espectral da atividade nervosa simpatica renal integrada (ANSi). PAINEL
A - média do grupo acordados intactos (linha azul) e média do grupo acordados apés DSAa (linha vermelha)
e PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca entre grupos.
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Semelhantemente a ANSi, a densidade de poténcia espectral da ANSp apresenta
pequenas faixas onde observam-se diferencas significativas entre DSAa e controle. Conforme
ilustrado na Figura 31 estas faixas sdo pontuais em 0,003 Hz e em 0,4 Hz. Também, a

ritmicidade observada em 0,4 Hz no controle € parcialmente abolida na DSAa.
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Figura 31. Densidade de poténcia espectral da atividade nervosa simpatica renal média (ANSp). PAINEL A -
média do grupo acordado intacto (linha azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha) e
PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca entre grupos.
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A densidade de poténcia espectral da RESP no DSAa € significativamente diferente do
controle na faixa de freqiiéncia entre 1,1 a 1,2 Hz conforme ilustrado na Figura 32. Esta
diferenca estd relacionada com um deslocamento do pico da freqii€ncia respiratéria do controle
(em 1,7 Hz) para o DSAa (1,35 Hz) na freqiiéncia respiratéria. Este deslocamento do pico de AF
na RESP € similar ao obtido pela andlise no dominio do tempo da FR estimada pelo intervalo

entre inspiragdes consecutivas.
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Figura 32. Densidade de poténcia espectral da RESP . PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha
azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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4.5 Resultados da Analise de Coeréncia de Banda Larga

A DSAa aumenta de forma significativa o acoplamento entre PAS e PAD nas faixas entre
0,7 a 1,5 Hz (flutuacdes entre 0,67 a 1,43 s) e entre 0,01 a 0,03 Hz (33 a 100 s). Como ilustrado
na Figura 33 o acoplamento entre PAS e PAD € superior a 0,5 para as componentes menores que

0,7 Hz tanto no grupo controle como no grupo DSAa.
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Figura 33. Analise de coeréncia entre PAS e PAD. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul)

e média do grupo acordado ap6s DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre PAS e IP no grupo controle apresenta um pico com maximo na
freqiiéncia respiratéria (~ 2 Hz) e outro com maximo em aproximadamente 0,07 Hz (Figura 34).
No grupo DSAa € possivel observar o pico na freqii€ncia respiratéria mas nao o pico em 0,07
suprimido de forma significativa (0,06 e 0,1 Hz). O acoplamento € inferior a 0,5 para toda faixa

estudada para ambos grupos experimentais.
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Figura 34. Analise de coeréncia entre PAS e IP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul) e
média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre PAS e ANSi estd diminuido de forma significativa entre 0,08 a 0,1 e
0,18 a 0,6 Hz. Outra faixa que mostra acoplamento entre PAS e ANSi encontra-se entre 1 e 2 Hz,

com tendéncia a diminui¢ao do acoplamento apds a DSAa (Figura 35).
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Figura 35. Analise de coeréncia entre PAS e ANSi. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul)
e média do grupo acordado ap6s DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre PAS e ANSp € similar ao obtido para PAS e ANSi. Apresenta um
pico entre 0,8 e 3,0 Hz e outro entre 0,02 e 0,8 Hz. Apds a DSAa estes dois picos sio
diminuidos, apresentando significancia apenas segmentos na faixa de menor freqiiéncia (0,08 a

0,1e0,18 a 0,6 Hz), que ndo sdo completamente removidos (Figura 36).
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Figura 36. Analise de coeréncia entre PAS e ANSp. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha
azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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A andlise de coeréncia entre PAS e RESP nao mostra uma faixa consistente onde haja
diferenca entre DSAa e CTRL (Figura 37). Uma diferenca significativa é encontrada apenas na
freqiiéncia 0,003 Hz e uma tendéncia de aumento do acoplamento na faixa respiratéria nos grupo

DSAa.
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Figura 37. Analise de coeréncia entre PAS e RESP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha

azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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O acoplamento entre PAD e IP ap6s DSAa diminui na faixa entre 0,07 ¢ 0,13 Hz e na

freqiiéncia respiratdria desloca-se para a esquerda (Figura 38).
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Figura 38. Analise de coeréncia entre PAD e IP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul) e

média do grupo acordado ap6s DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre PAD e ANSIi apresenta um pico na freqiiéncia respiratéria e outro
entre 0,02 e 0,8 Hz. Apés a DSAa o acoplamento entre PAD e ANSi é diminuido de forma
significante na freqiiéncia 0,1 Hz e na faixa entre 0,2 a 0,7 Hz. Neste dltimo o acoplamento ndo é

completamente abolido apds a DSAa (Figura 39).
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Figura 39. Analise de coeréncia entre PAD e ANSi. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul)

e média do grupo acordado ap6s DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre PAD e ANSp € similar ao observado entre PAD e ANSi . Apresenta
um pico entre 0,02 e 0,8 Hz e outro na freqii€éncia respiratéria (~2 Hz). Apdés a DSAa o
acoplamento entre PAD e ANSp diminui de forma significativa na freqiiéncia de 0,1 Hz e na
faixa entre 0,2 a 0,7 Hz. Nesta tltima faixa o acoplamento ndo é completamente abolido apds a

DSAa (Figura 40).
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Figura 40. Analise de coeréncia entre PAD e ANSp. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha

azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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A coeréncia entre PAD e RESP mostra o aumento do acoplamento na faixa da freqiiéncia

respiratoria e na freqiiéncia 0,003 Hz apds a DSAa (Figura 41).
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Figura 41. Analise de coeréncia entre PAD e RESP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha

azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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O acoplamento entre IP e ANSi € diminuido pela DSAa entre 0,005 e 0,03 Hz e

modificado na freqiiéncia respiratdria conforme ilustrado na Figura 42.
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Figura 42. Analise de coeréncia entre IP e ANSi. PAINEL A - média de 8 ratos acordados intactos (linha azul)
e média do grupo acordado ap6s DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre IP e ANSp é diminuido pela DSAa entre 0,005 e 0,03 Hz e

modificado na freqiiéncia respiratdria conforme ilustrado na Figura 43.
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Figura 43. Analise de coeréncia entre IP e ANSp. PAINEL A - média de 8 ratos acordados intactos (linha
azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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O acoplamento entre IP e RESP aumenta na freqiiéncia respiratéria apés DSAa (Figura

44).
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Figura 44. Analise de coeréncia entre IP ¢ RESP. PAINEL A - média do grupo acordado intacto (linha azul) e

média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significancia p < 0,05 indica diferenca
entre grupos.
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O acoplamento entre ANSi e ANSp € superior a 80% tanto no grupo controle quanto no
grupo DSAa em toda faixa de freqiiéncia estudada (Figura 45). A coeréncia entre ANSi e ANSp

tende a aumentar nas componentes de menor freqiiéncia apés a DSAa.
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Figura 45. Analise de coeréncia entre ANSi e ANSp. PAINEL A - média de 8 ratos acordados intactos (linha
azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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O acoplamento linear entre ANSi e RESP antes e ap6s a DSAa € inferior a 0,3 em toda a
faixa de freqiiéncia estudada (Figura 46). No entanto, € interessante notar que o perfil de
acoplamento ndao € modificado de forma expressiva € que o acoplamento observado na
freqiiéncia respiratéria mant€ém a mesma magnitude apés a DSAa com deslocamento do pico

para a esquerda.
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Figura 46. Analise de coeréncia entre ANSi e RESP. PAINEL A - média de 8 ratos acordados intactos (linha

azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.

75



O acoplamento entre ANSp e RESP antes e apds a DSAa € inferior a 0,3 em toda faixa de
freqiiéncia estudada (Figura 47). O perfil de acoplamento ndo € modificado e o acoplamento
observado na freqii€ncia respiratéria mant€ém a mesma magnitude apds a DSAa, com

deslocamento do pico para a esquerda.
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Figura 47. Analise de coeréncia entre ANSp e RESP. PAINEL A - média de 8 ratos acordados intactos (linha

azul) e média do grupo acordado apés DSAa (linha vermelha). PAINEL B - Significincia p < 0,05 indica
diferenca entre grupos.
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4.6 Resultados da Analise Tempo-Freqiiéncia

As andlises de sinais sintetizados do tipo chirp e pulso gaussiano foram utilizadas para
ilustrar as caracteristicas das andlises tempo-freqiiéncia (espectrograma, DW e DWM) estudadas
neste trabalho e sdo apresentadas a seguir (item 4.6.1). Posteriormente no item 4.6.2. é

apresentada a aplicacdo da ATF na andlise de sinais biolégicos.

4.6.1 Analise de sinais sintetizados

O sinal ilustrado na Figura 48-A consiste de um sinal chirp com freqiiéncia inicial 0,2 Hz
evoluindo linearmente até atingir 1,5 Hz no instante 34,5 segundos. O espectrograma deste sinal
¢ ilustrada em perspectiva na Figura 48-B com as marginais no tempo e em freqiiéncia rebatidas
ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente. O mapa de contorno do espectrograma ¢é
ilustrado na Figura 48-C, onde a linha vermelha indica a fun¢do f(t) = 0,2+0,03769t
correspondente a freqiiéncia utilizado na sintese do sinal chirp.

O mesmo sinal chirp (Figura 49-A) foi analisado pela DW. A representacdo em
perspectiva da andlise DW deste sinal € ilustrada na Figura 49-B com as marginais no tempo e
em freqiiéncia rebatidas ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente. O mapa de contorno
da DW ¢ ilustrado na Figura 49-C, onde a linha vermelha indica a funcao f(t) = 0,2+0,03769t da
onda chirp.

A andlise pela DWM do sinal chirp € ilustrada em perspectiva na Figura 50-B com as
marginais no tempo e em freqii€ncia rebatidas ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente.
O mapa de contorno € ilustrado na Figura 50-C, onde a linha vermelha indica a fun¢do f(t) =

0,2+0,03769t da onda chirp.
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Figura 48. Espectrograma de um sinal chirp dado pela A) série temporal cos(2nf,t) para fo=0,2+0,03769t, B)

grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na freqiiéncia (densidade espectral de
poténcia) e C) mapa de contorno da espectrograma onde a linha vermelha indica o valor instantineo da
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freqiiéncia do sinal chirp.
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Figura 49. Distribuicao de Wigner de um sinal chirp dado pela A) série temporal cos(2nf,t) para
f0=0,2+0,03769t, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na freqiiéncia
(densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno da DW onde a linha vermelha indica o valor
instantaneo da freqiiéncia do sinal chirp.
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Figura 50. Distribuicao de Wigner modificada de um sinal chirp dado pela A) série temporal cos(2nf,t) para
f0=0,2+0,03769t, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na freqiiéncia
(densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde a linha vermelha indica o valor instantaneo da
freqiiéncia do sinal chirp.
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O sinal ilustrado na Figura 51-A consiste da soma de dois sinais chirps, um iniciando
com 0,2 Hz evoluindo linearmente para 1,0 Hz em 34,5 segundos e outro com freqii€ncia inicial
de 1,5 Hz evoluindo para freqii€éncia de 3,5 Hz no instante 34,5 segundos. O espectrograma deste
sinal € ilustrada em perspectiva na Figura S1-parte B com as marginais no tempo e em
freqiiéncia rebatidas ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente. O mapa de contorno do
espectrograma € ilustrado na Figura 51-parte C, onde as linhas vermelhas indicam as fungdo fy(t)
= 0,2+0.02319t e fi(t) = 1,5+0,05798t utilizadas na sintese das chirps que compdem o sinal
analisado.

O mesmo sinal (Figura 52-parte A) € analisado pela DW. A representacdo em perspectiva
da andlise DW ¢ ilustrada na Figura 52-parte B com as marginais no tempo e em freqiiéncia
rebatidas ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente. O mapa de contorno da DW ¢
ilustrado na Figura 52-parte C, onde as linhas vermelhas indicam as funcao f,(t) = 0,2+0.02319t
e f1(t) = 1,5+0,05798t das chirps.

A anélise pela DWM da soma de duas chirps € ilustrado em perspectiva na Figura 53-
parte B com as marginais no tempo e em freqiiéncia rebatidas ao fundoem f =0 Hze t =35 s,
respectivamente. O mapa de contorno da DWM ¢ ilustrado na Figura 53-parte C, onde as linhas

vermelhas indicam as funcao fy(t) = 0,2+0.02319t e f(t) = 1,5+0,05798t das chirps.
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Figura 51. Espectrograma da soma de dois sinais chirps dado por A) cos(2nf,t) + cos(2nf;t) para f, =
0,2+0.02319t e f; = 1,5+0,05798t, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na

freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno do espectrograma onde as linhas
vermelhas indicam os valores instantaneos das freqiiéncias dos sinais chirps.
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Figura 52. Distribuicio de Wigner da soma de dois sinais chirps dada por A) cos(2nf,t) + cos(2nf;t) para f, =
0,2+0.02319¢t e f; = 1,5+0,05798t, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na
freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde as linhas vermelhas indicam os

valores instantaneos das freqiiéncias dos sinais chirps.
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Figura 53. Distribuicao de Wigner modificada da soma de dois sinais chirps dada por A) cos(2nf,t) +
cos(2nfit) para f, = 0,2+0.02319t e f; = 1,5+0,05798t, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no
tempo (envelope) e na freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde as linhas

vermelhas indicam os valores instantaneos das freqiiéncias dos sinais chirps.

84



O terceiro sinal analisado consiste de 3 pulsos gaussianos com picos nas freqiiéncias 2, 3
e 1,5 Hz com méaximos nos instantes 8, 16 e 24 segundos, respectivamente. Este sinal € ilustrado
na Figura 54-A. O espectrograma deste sinal € ilustrada em perspectiva na Figura 54-B com as
marginais no tempo e em freqii€ncia rebatidas ao fundo em f = 0 Hz e t = 35 s, respectivamente.
O mapa de contorno do espectrograma € ilustrado na Figura 54-C, onde as marcas ‘+’ indicam as
combinacdes tempo freqii€éncia utilizadas na sintese dos pulsos gaussianos, (to,fo) = (8, 2), (16,
3)e(24,1,5).

O mesmo sinal analisado ¢ ilustrado na Figura 55-A, a sua DW ¢ ilustrada em perspectiva
na Figura 55-B com as marginais no tempo e em freqii€éncia rebatidas ao fundoem f=0Hz e t =
35 s, respectivamente. O mapa de contorno da DW ¢ ilustrado na Figura 55-C, onde as marcas
‘+’ indicam as combinacdes tempo freqiiéncia utilizadas na sintese dos pulsos gaussianos, (to,fo)
=(8,2),(16,3) e (24, 1,5).

O mesmo sinal analisado € ilustrado na Figura 56-A, a sua DWM ¢ ilustrada em
perspectiva na Figura 56-B com as marginais no tempo e em freqii€ncia rebatidas ao fundo em f
= 0 Hz e t = 35 s, respectivamente. O mapa de contorno da DWM ¢ ilustrado na Figura 56-C,
onde as marcas ‘+’ indicam as combinag¢des tempo freqii€ncia utilizadas na sintese dos pulsos

gaussianos, (to,fo) = (8, 2), (16, 3)e (24, 1,5).
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Figura 54. Espectrograma da A) soma de 3 pulsos gaussianos e “5in(2nf,t) onde t, =8, 16 e 24 segundos e f,
=2, 3 e 1 Hz respectivamente, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo (envelope) e na

freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde os marcadores ‘+’ indicam os
valores utilizados na sintese do sinal.
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Figura 55. Distribuicao de Wigner da A) soma de 3 pulsos gaussianos e'z(t'm)sin(Zrcf(,t) onde t, =8, 16 e 24
segundos e f, = 2, 3 e 1 Hz respectivamente, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no tempo
(envelope) e na freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde os marcadores ‘+’
indicam os valores utilizados na sintese do sinal.
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Figura 56. Distribuicao de Wigner Modificada da A) soma de 3 pulsos gaussianos e'z“'t”)sin(Zﬂ:fot) onde t, =8,
16 e 24 segundos e f, = 2, 3 e 1 Hz respectivamente, B) grafico em perspectiva ilustrando as marginais no
tempo (envelope) e na freqiiéncia (densidade espectral de poténcia) e C) mapa de contorno onde os
marcadores ‘+’ indicam os valores utilizados na sintese do sinal.
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4.6.2 Erro na Localizacao Tempo-Freqiiéncia

Para estimar o erro do espectrograma utilizamos uma varredura no plano tempo-
freqiiéncia para gerar pulsos gaussianos (PG) combinando instantes conhecidos, t,, entre 0 e 34
segundos com incremento de 0,5 segundos e freqii€ncias conhecidas, f,, entre 0,2 e 7,4 Hz com
incremento de 0,2 Hz. Foi calculado o espectrograma para cada PG e o erro no tempo foi
calculado pelas diferencas entre t, e os instantes dos médximos do espectrogramas dos PGs. O
erro no tempo € ilustrado na Figura 57-C. O erro em freqii€ncia foi calculado pela diferenca entre
f, e a freqiiéncia do maximo do espectrograma de cada PG. O erro em freqiiéncia € ilustrado na
Figura 57-B. O erro tempo-freqiiéncia foi calculado pelas distancias definidas pelas combinagdes
dos erros no tempo e em freqii€éncia e € calculado por (erro(t0)2+err0(fo)2)”2. O erro tempo-
freqii€ncia, erro(t,,f,)strr, € ilustrado na Figura 57-A.

De forma similar, para estimar o erro da DW foram gerados PG nos instantes t,, f, como
especificados anteriormente. O erro no tempo para a DW ¢€ ilustrado na Figura 58-C e foi
calculado pela diferenca entre to e o instante do méximo da DW para cada PG. O erro em
freqiiéncia para a DW ¢ ilustrado na Figura 58-B e foi calculado pela diferenca entre f, e a
freqiiéncia do maximo da DW de cada PG. O erro tempo-freqiiéncia, erro(t,,f,)pw, foi calculado
por (erro(to)2 + erro(fo)z)” 2 ¢ é ilustrado na Figura 58-A.

Para estimar o erro da DWM foi utilizado o mesmo procedimento descrito anteriormente.
O erro no tempo € ilustrado na Figura 59-C e foi calculado pela diferenga entre to e o instante do
maximo da DWM de cada PG. O erro em freqiiéncia € ilustrado na Figura 59-B e foi calculado
pela diferenca entre f, e a freqiiéncia do maximo da DWM de cada PG. O erro tempo-freqiiéncia,

erro(to,fo)pwm, foi calculado por (erro(to)2 + erro(fo)z)l/2 e € ilustrado na Figura 59-A.
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4.6.3 Anadlise Tempo-Freqiiéncia da PAS, PAD e do IP

O aumento da PAS durante o transitério de fenilefrina (FE) e os efeitos sobre as regides
de AF e MF sdo apresentados a seguir (Figura 60 e Figura 61, respectivamente). Na parte
superior de cada figura € apresentada a série temporal obtida com eixo Y a esquerda e esta
mesma série apos filtragem em AF (0,8 < fc < 3 Hz) e MF (0,1 < Fc < 0,8 Hz) com eixo Y a
direita. Os mapas de contorno resultantes das andlises espectrograma, DW e DWM sdo
apresentados nas figuras nesta ordem de cima para baixo. A componente ritmica em AF da PAS
¢ facilmente identificada nos mapas de contorno obtidos pelos trés métodos tempo-freqii€ncia no
transitério por FE. A visualizacdo da componente de AF analisada pela DW € prejudicada pela
presenca de termos cruzados. A componente ritmica da PAS na faixa de MF ndo é claramente
identificada no transitério FE e estd localizada no limite inferior da faixa MF estudada.

A queda da PAS durante transitdrio de nitroprussiato de sédio (NI) e os efeitos sobre as
regides de AF e MF sdo apresentados a seguir (Figura 62 e Figura 63, respectivamente). Na parte
superior de cada figura € apresentada a série temporal obtida com eixo Y a esquerda e esta
mesma série apos filtragem em AF (0,8 < fc < 3 Hz) e MF (0,1 < Fc < 0,8 Hz) com eixo Y a
direita. Os mapas de contorno resultantes das andlises pelos espectrograma, DW e DWM sdo
apresentados nesta seqiiéncia de cima para baixo. A componente ritmica em AF na PAS €
claramente identificdvel durante o transitério NI. A visualizacdo da componente de AF analisada
pela DW € prejudicada pela presenca de termos cruzados. A componente ritmica em MF no
transitério NI é parcialmente identificavel e apresenta um pico em 8 segundos identificado pelo

espectrograma e em 10 segundos pela DW e DWM.
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Figura 60. Analise tempo-freqiiéncia da PAS na faixa de AF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistolica (em preto) e a série temporal
sistélica apés filtragem na faixa de AF entre 0,8 e 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 61. Analise tempo-freqiiéncia da PAS na faixa de MF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de MF entre 0,1 e 0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 62. Analise tempo-freqiiéncia da PAS na faixa de AF durante administracao de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistolica (em preto) e a série temporal
sistélica apés filtragem na faixa de AF entre 0,8 e 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 63. Anilise tempo-freqiiéncia da PAS na faixa de MF durante administracio de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistolica (em preto) e a série temporal
sistélica apés filtragem na faixa de MF entre 0,1 e 0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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O aumento da PAD durante transitério de FE e os efeitos sobre as regidoes de AF e MF
sao apresentados a seguir (Figura 64 e Figura 65, respectivamente). Na parte superior de cada
figura € apresentada a série temporal obtida com eixo Y a esquerda e esta mesma série apds
filtragem em AF (0,8 < fc < 3 Hz) e MF (0,1 < Fc < 0,8 Hz) com eixo Y a direita. Os mapas de
contorno resultantes das andlises pelo espectrograma, DW e DWM sdo apresentados nesta
seqiiéncia de cima para baixo. A componente ritmica em AF observada na PAD ¢é facilmente
identificavel durante o transitério de FE. A componente ritmica da PAD na faixa de MF ndo ¢
clara no transitério de FE e estd localizada no limite inferior da freqiiéncia da andlise pelo
espectrograma, ndo sendo identificdvel pelas andlise DW e DWM.

Os mapas de contorno resultantes das andlises pelo espectrograma, DW e DWM durante
transitorio de NI sobre a PAD em AF e MF sao apresentados a seguir (Figura 66 e Figura 67,
respectivamente). A componente ritmica em AF observada na PAD ¢ bastante clara durante
transitorio de NI. Os termos cruzados da DW dificultam a observacao da componente ritmica em
AF na PAD. A componente ritmica em MF na PAD no transitério de NI € parcialmente
identificdvel e apresenta um pico em 8 segundos identificado pelo espectrograma e em 10

segundos pela DW e DWM.
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Figura 64. Analise tempo-freqiiéncia da PAD na faixa de AF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de AF entre 0,8 e 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 65. Analise tempo-freqiiéncia da PAS na faixa de MF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de MF entre 0,1 e 0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 66. Analise tempo-freqiiéncia da PAD na faixa de AF durante administracio de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de AF entre 0,8 ¢ 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 67. Analise tempo-freqiiéncia da PAD na faixa de MF durante administracio de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistolica (em preto) e a série temporal
sistolica apés filtragem na faixa de MF entre 0,1 ¢0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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O aumento do IP durante transitério de FE e os efeitos sobre as regides de AF e MF sao
apresentados a seguir (Figura 68 e Figura 69, respectivamente). Na parte superior de cada figura
¢ apresentada a série temporal obtida com eixo Y a esquerda e esta mesma série apds filtragem
em AF (0,8 < fc < 3 Hz) e MF (0,1 < Fc < 0,8 Hz) com eixo Y a direita. Os mapas de contorno
resultantes das andlises pelos espectrograma, DW ¢ DWM sao apresentados nas figuras nesta
ordem de cima para baixo. A componente ritmica em AF observada no IP € bastante clara
durante o transitério FE. A visualizacdo da componente de AF do IP analisada pela DW ¢
prejudicada pelos termos cruzados. Neste animal o espectrograma e a DWM mostram um
aumento da amplitude da componente de AF com pico entre 27 e 30 segundos durante FE,
respectivamente.

A queda do IP durante NI e os efeitos sobre as regides de AF e MF sdo apresentados a
seguir (Figura 70 e Figura 71, respectivamente). Na parte superior de cada figura é apresentada a
série temporal obtida com eixo Y a esquerda e esta mesma série ap6s filtragem em AF (0,8 < fc
<3 Hz) e MF (0,1 < Fc < 0,8 Hz) com eixo Y a direita. Os mapas de contorno resultantes das
andlises pelo espectrograma, DW e DWM sao apresentados nesta ordem de cima para baixo. A
componente ritmica em AF observada no IP € bastante clara durante o transitério NI. A
visualizagdo da componente de AF do IP analisada pela DW € muito prejudicada pelos termos
cruzados. Neste animal um aumento da amplitude da componente de AF do IP durante NI pode
ser observado apds o instante 10 segundos tanto pelo espectrograma como pela DWM. Os

termos cruzados da DW dificultam a observagdo do efeito NI sobre o [P em MF.
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Figura 68. Anilise tempo-freqiiéncia do IP na faixa de AF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistolica (em preto) e a série temporal
sistélica apés filtragem na faixa de AF entre 0,8 e 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 69. Analise tempo-freqiiéncia do IP na faixa de MF durante administracio de FE com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de AF entre 0,1 e 0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 70. Analise tempo-freqiiéncia do IP na faixa de AF durante administracio de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de AF entre 0,8 e 3,0 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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Figura 71. Analise tempo-freqiiéncia do IP na faixa de MF durante administracio de NI com inicio em 10
segundos. Na parte superior da figura sao ilustradas a série temporal sistélica (em preto) e a série temporal
sistolica apos filtragem na faixa de MF entre 0,1 e 0,8 Hz (em vermelho). As analises obtidas pelo
espectrograma (STFT), Wigner (DW) e Wigner modificada (DWM) sao ilustradas pelos mapas de contornos.
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5 Discussao

5.1 Pré-Processamento dos Sinais: Editor de Sinais

O editor de sinais desenvolvido neste trabalho possibilitou a preparacdo dos sinais de
PAS, PAD, 1P, ANSi, ANSp e RESP e envolveu rotinas para determinacdo automatica de
maximos e minimos, inser¢do e remocdo manual de eventos, interpolacdo parabdlica e re-
amostragens. A editoracdo de outros sinais (ECG e a atividade do nervo depressor adrtico)
também foi avaliada (resultados ndo apresentados) e confirma a generalidade dos algoritmos
adotados no editor. O algoritmo de re-amostragem (interpolacdo e decimacgao) foi desenvolvido
de forma a efetuar processamento por segmentos, permitindo a regularizacdo da periodicidade
das séries temporais com durac¢do superior a 90 minutos. Esta abordagem preenche uma lacuna
metodologica importante no processamento de sinais, sendo mais eficiente na preparacdo de
séries longas que os algoritmos que armazenam toda série em memoria. As bibliotecas do

Matlab® ndo dispdem de um editor de sinais com interface grifica e nem suportam
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processamento por segmentos. Comercialmente existem editores que permitem extrair
informacdes como méaximos e minimos, integrar e derivar sinais, realizar cdlculos aritméticos e
realizar filtragens (WinDaq Waveform Browser™-Dataq'; AcqKnowledge™-Biopac?,
Labview™-National Instruments3). No entanto, estes editores ndo dispdem da versatilidade do
editor apresentado neste trabalho, ndo fornecem um ambiente aberto, apresentam limitada
possibilidade de configuracdo das andlises e quase nenhuma possibilidade de extensdo das
ferramentas. Com os editores disponiveis as possibilidades na busca de informacdes contidas nos
sinais podem estar sendo limitadas mais pelo alcance dos editores do que pelas limitacoes
impostas pelo protocolo experimental. O desenvolvimento deste editor de sinais tendo como base
o Matlab permite a constante atualizacdo das fungdes existentes e a criagcdo de novas funcgdes
adaptadas as necessidades de cada andlise. O editor retine recursos de interface como menus,
teclas rdpidas e caixas de didlogos. As especificacdes finais que resultam das caracteristicas
integradas ao editor sdo: ambiente amigdvel para preparacdo dos sinais, diminui o nimero de
interacdes manuais entre usudrio e sinal, permite a padroniza¢do do processo de preparacao dos
sinais e € expansivel. Assim, todo o processo para detec¢do de maximos e minimos, integracao
de sinais, re-amostragem por segmentos de dados e a apresentacdo dos sinais de forma grafica
torna-se interativo e semi-automatizado. Estas caracteristicas fazem do procedimento exaustivo
de editoragdo dos sinais um processo simples, ndo exige o conhecimento prévio da linguagem
Matlab® e requer do usudrio apenas o conhecimento minimo das facilidades encontradas em

programas com janelas. O impacto do processamento de grande quantidade de dados é

' Marca registrada por Dataq Instruments, Inc., Akron, OH, USA, (www.dataq.com)
2 Marca registrada por Biopac System, Inc., Santa Barbara, CA, USA, (www.biopac.com)

3 Marca registrada por National Instruments Corporation, Austin, TX, USA, (www.ni.com)
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minimizado e ordenado. Grande parte do tempo consumido na andlise dos sinais durante a
editoracdo, mais especificamente, na fase de verificacdo e validacdo das séries temporais &
diminuido pelo uso da interface grafica que permite visualizacdo e gerenciamento das séries

temporais analisadas. O resultado final do processo de editoracdo é a obtencdo de séries

extensivamente verificadas e padronizadas para as anélises posteriores.

5.2 Algoritmos de Analise

O escopo da andlise no dominio da freqii€ncia é bastante amplo e permite, além das
andlises focalizadas neste trabalho, a andlise espectral e a andlise de coeréncia, a abordagem de
outras informacdes como a da funcdo de transferéncia, o diagrama de fase, distribuicdo de
Wigner cruzada, entre outras. Estas andlises sdo potenciais ferramentas para estender o
entendimento sobre o sistema em estudo e nao foram incluidos no presente trabalho. Os sinais da
forma como foram preparados ndo restringem a realizacdo destas andlises e poderdo ser

exploradas em trabalhos subseqiientes ficando como sugestdo para estudos futuros.

5.2.1 A analise espectral de banda larga

O método de banda larga proposto por Di Rienzo, por ndo utilizar segmentacao da série
temporal, € o que permite extrair por TRF a mais ampla faixa de informacdo contida na
variabilidade de um sinal. Este método diminui a variabilidade da estimativa espectral de forma
progressiva, das componentes de baixa para as de alta freqiiéncia. Deste modo, as informagdes
contidas nas freqiiéncias mais baixas sdo preservadas enquanto as informacdes nas altas
freqii€éncias, normalmente prejudicadas pela grande variabilidade espectral, sdao ressaltadas por

uma filtragem mais acentuada. O método de banda larga estende a interpretacdo do perfil

espectral para as componentes lentas e independe de faixas pré estabelecidas para a interpretacao
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do espectro. Pelo método tradicional a poténcia espectral € calculada e interpretada por faixas de
freqiiéncias. A existéncia de mecanismos de regulacdo que agem simultaneamente em mais de
uma faixa de freqii€ncia e da existéncia de diferentes mecanismos que agem sobre uma mesma
faixa espectral favorecem a utilizacdo do método de banda larga (Japundizic e col., 1990; Parati
e col., 1992; Daffonchio e col., 1995; Persson, 1997). Um dos principais focos da andlise
espectral € demonstrar a relagdo entre flutuagdes do IP e da PA com mecanismos de regulacio
neural, ou ainda, definir possiveis marcadores da atividade simpdtica e parassimpatica. Por outro
lado os mecanismos que relacionam os valores médios da ANS, PA e IP (componente tonica)
com as oscilacoes (componente fésica) destes mesmos sinais sdo ainda desconhecidos.
Interpretar quantitativamente os resultados obtidos através da andlise espectral com a atividade
simpdtica ou parassimpdtica (tonus ou modulacdo) deve ser ainda testado em modelos

experimentais que permitam consubstanciar tal associagao.

5.2.2 A analise de coeréncia de banda larga

A andlise de coeréncia de banda larga (ACBL) permite estimar o acoplamento linear
entre duas varidveis em funcdo da freqiiéncia. Desta forma, quando existe uma relacdo linear
entre duas varidveis e ruido insignificante, a coeréncia serd préxima a um. A existéncia de ruidos
ou uma relacdo ndo linear diminui a coeréncia até zero. Pelo método de banda larga a
variabilidade da estimativa da coeréncia € diminuida de forma progressiva das componentes de
baixa para as componentes de alta freqiiéncia. Uma caracteristica importante do método de
ACBL € a sua associagdo com a andlise estatistica. Esta abordagem permite comparar cada
componente da coeréncia de forma individualizada, possibilitando a interpretacdo da coeréncia

com valores inferiores ao tradicionalmente aceito. Através da ACBL pode-se identificar as
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componentes em freqiiéncia que sdo acopladas e desacopladas em conseqiiéncia do protocolo

experimental.

5.2.3 Coeficientes da filtragem de banda larga

(1P

A obtencdo dos coeficientes de filtragem de banda larga “a” e “b” requer, além do
conhecimento do método de banda larga, certa experiéncia para obtencao da melhor combinagdo
entre a resolucdo e a redugdo da variabilidade espectral. O significado fisico destes coeficientes
pode ser traduzido pela resolu¢do em freqii€ncia aplicando-se a eq. 13. Desta forma define-se, a
partir de dois coeficientes empiricos que nao apresentam um significado fisico, uma funcdo que
representa a resolucdo em freqiiéncia. Para facilitar a obtencdo destes coeficientes, essenciais na
andlise de banda larga, invertemos a ordem normalmente adotada para determinacdo dos
mesmos. Assim, partimos da resolu¢do em freqii€ncia para determinarmos os coeficientes de
filtragem “a” e “b”. Esta abordagem parte de um parametro com significado fisico claro e resulta
na obtencao matemaética dos coeficientes de filtragem. Os coeficientes de filtragem sdo diferentes
para cada espécie. No rato os coeficientes foram a = 48,1859 e b = 0,4581, e para a andlise de
coeréncia a = 30,4912 e b = 0,5357. No gato, os coeficientes adotados em descricdo anterior
foram a = 65,0 e b = 0,44 enquanto para a andlise de coeréncia de banda larga forama=31,2eb

= 0,47 [Di Rienzo e col, 1996].

5.3 Efeitos da DSAa sobre a PAS, PAD, IP, ANS e Resp no Rato.

Pressao Arterial — Ap6s a DSAa houve aumento de 28% na PAS e 41% na PAD. O aumento na
PA foi acompanhado de aumento de variabilidade sendo 138% na PAS e 61% na PAD. Estas
duas caracteristicas, aumento da PA e da variabilidade da PA, s@o esperadas na fase aguda da

DSA (Franchini e Krieger, 1994; Irigoyen e col., 1995). Na fase cronica da DSA (8 dias pds
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DSA), tem-se observado uma normalizagdo dos niveis de pressdo permanecendo, no entanto,
uma maior variabilidade similar a encontrada da fase aguda (Franchini e Krieger, 1994; Irigoyen
e col., 1995). Evidéncias hemodindmicas (Krieger, 1967; Zhang e col., 1995), alteracdao da
atividade simpadtica (Irigoyen e col., 1995) e alteragcdes bioquimicas (Saavedra e Krieger, 1987)
indicam uma hiperatividade simpdtica levando a um aumento da PA na fase aguda da DSAa. Foi
demonstrado por Franchini que a eliminagdo dos pressoreceptores resulta em hipertensao
enquanto a elimina¢do dos quimioceptores (Franchini e Krieger, 1992) resulta em queda (~10
mmHg) da pressao.

O aumento da variabilidade da PA no grupo DSAa sugere uma predominancia das
componentes de poténcia de maior intensidade se comparado com grupo controle. De fato, a
andlise espectral mostra que, no rato, os mecanismos modificados pela DSAa agem como um
filtro ou de forma contra-oscilatéria na PAS (Figura 27). Isto também ocorre na PAD (Figura
28), havendo no entanto, uma inversao desta tendéncia entre 0,2 e 0,5 Hz. A presenca da
modulacdo respiratdria tanto na PAS como na PAD, apés a DSAa, sugere que a integridade da
malha reflexa nao € necessdria para manutencio desta flutuagdo ritmica. Isto favorece a hipétese
mecanica que considera a modulag¢do da pressdo intra-tordcica sobre o retorno venoso (Julien e
col., 1995) como responsdvel por esta componente ritmica da PA ou ainda a hipétese central da
influéncia do centro respiratério sobre o centro vasomotor. A componente de AF observada na
PA no grupo DSAa € maior que a observada no grupo controle e o pico espectral em AF estd
deslocado para a esquerda. A eliminacdo dos quimioceptores inibe o centro respiratério e
aumenta a densidade de poténcia espectral em AF conforme ilustra a Figura 5 (Irigoyen e col.,
1991), o que explica o deslocamento do pico respiratério para a esquerda e o aumento da
densidade de poténcia espectral em AF no grupo DSAa. Pitzalis observou uma relagdo inversa

entre a freqiiéncia respiratéria e densidade de poténcia espectral em AF, podendo ser uma
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explicacdo alternativa para o aumento da densidade de poténcia espectral da PA em AF no DSAa
(Pitzalis e col., 1998). Observamos que a flutuacdo ritmica na regiao de Mayer (0,1 a 0,8 Hz) é
claramente observada no animal controle € menos nitida na DSAa. Isto ocorre tanto para a PAS
como para a PAD. As componentes espectrais da PAS ndo sao modificadas na faixa central de
MEF entre 0,2 e 0,7 Hz enquanto as componentes do espectro da PAD entre 0,2 e 0,7 Hz invertem
a tendéncia de maior densidade de poténcia espectral no DSAa. Nas componentes espectrais
menores que 0,02 Hz nao foi observada nenhuma tendéncia de saturacdo ou achatamento do
comportamento 1/f* no espectro da PA. Os resultados mostram que os pressoreceptores agem em
uma ampla faixa de freqii€ncia atenuando a variabilidade da PA, desde componentes rdpidas
entre segundos a minutos, como também nas componentes mais lentas entre minutos e horas

concordando com dados publicados anteriormente no gato (Di Rienzo e col., 1996).

Intervalo de pulso - O IP observado na DSAa € 12% menor que valores basais e ¢ acompanhado
de reducdo de 54% na variabilidade. A taquicardia estd relacionada com a hiperatividade
simpdtica existente na fase aguda da DSA. O desvio padrao do IP indica uma prevaléncia de
componentes espectrais com menor densidade de poténcia espectral. De fato, a DSAa diminui a
variabilidade espectral do IP (Figura 29) em toda faixa de freqii€ncia estudada. Isto mostra a
importancia da integridade da malha reflexa para a regulacdo da ritmicidade cardiaca e sugere
que a alta variabilidade do IP € extensamente solicitada reflexamente para manter a regulacdo da
PA. O pico de AF no IP € deslocado para a esquerda e a densidade de poténcia espectral nesta
faixa € menor no grupo DSAa. A componente em AF no IP pode ser observada nos dois grupos
experimentais, o que mostra a existéncia de mecanismos independentes da malha reflexa na

manutencdo desta componente ritmica. Neste trabalho ndo foi possivel observar uma
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componente ritmica em MF no IP ou mesmo em freqiiéncias mais baixas. Este fato ¢é
caracteristico da andlise espectral do IP obtido em registros de longa duragdo e ja foi observado

no homem (Saul e col., 1988), no gato (Di Rienzo e col., 1996) e no rato (Ushizima e col., 1997).

Atividade nervosa simpatica renal - A atividade simpdtica renal estimada pela atividade
simpdtica integrada (ANSi) apresentou aumento de 8% no grupo DSAa e de 13% quando
estimada pela atividade simpdtica média (ANSp). As variabilidades da ANSi e da ANSp ndo
foram modificadas pela DSAa e concordam com dados previamente publicados (Irigoyen e col.,
1995, Cestari e cols., 1996). O histograma de descarga da ANSi mostra um deslocamento do
pico do histograma da atividade nervosa para a direita indicando uma modificacao do padrao de
descargas nervosas e a prevaléncia de ciclos com maior atividade concordando com dados
previamente publicados (Irigoyen e col., 1995). A hiperatividade simpdtica observada no
presente trabalho foi menor que a encontrada por Irigoyen, possivelmente pelo diferente tempo
de registro ( 3 vs. 80 minutos no trabalho atual). A andlise espectral da ANSi (Figura 30) e
ANSp (Figura 31) no grupo controle apresentou duas componentes ritmicas: uma em AF (1,8
Hz) e outra em MF (0,4 Hz). No grupo DSAa a componente ritmica em AF manteve-se
inalterada enquanto a componente em MF, embora mantida a poténcia espectral em niveis
equivalentes, deixou de apresentar a ritmicidade observada no grupo controle. Isto sugere que a
integridade da malha baro e quimiorreflexa é importante para a manutengdo desta componente
ritmica. Preiss e Polosa, utilizando um aparato especifico para controlar as flutuacdes da PA,
mostraram a persisténcia das flutuacdes de Mayer na ANS (Preiss e Polosa, 1974). Isto sugere
que a hipdtese central das flutuacdes de Mayer ndo pode ser descartada e pode explicar a
manutencdo da poténcia espectral em 0,4 Hz mesmo apds a DSAa. As componentes de BF e

MBF apresentam uma tendéncia a aumento significativo apenas em alguns segmentos nestas
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faixas. Os resultados obtidos ndao permitem identificar as contribui¢des especificas do sistema
nervoso simpatico e parassimpdtico na regulacio da PA e do IP. A ferramenta desenvolvida
permitird a realizagdo de outros estudos, por exemplo, utilizando bloqueios farmacolégicos no
rato DSA. Isto possibilitard individualizar a acao da atividade simpdtica e parassimpatica sobre a
regulacdo das variabilidades da PA e do IP.

Existem diferentes métodos para estimar a atividade nervosa e a andlise das componentes
espectrais da PA e do IP é proposto como um deles. No entanto, a validade de qualquer
estimador deve ser cuidadosamente verificada e no caso da atividade nervosa nio existe um
padrao especifico. Métodos diretos (eletroneurograma, microneurografia) e indiretos (captura de
noradrenalina marcada) sdo utilizados para se estimar a atividade nervosa simpética (Esler e col.,
1984; Kingwell e col., 1995) mas todos apresentam restricdes que devem ser consideradas

(Lundin e col., 1984; Hoop e col., 1986; Irigoyen e col., 1988).

Freqiiéncia respiratéria - A DSAa provoca uma inibi¢cdo do centro respiratério o que resulta
em uma freqii€ncia respiratéria 22% menor quando estimada pelo intervalo entre inspiragdes
consecutivas (Figura 25) e 20% menor quando estimado pelo pico em AF do espectro da RESP
(Figura 32). A desnervacdo seletiva mostra que a eliminagdo dos quimioceptores € responsavel
pela inibi¢dao do centro respiratério o que resulta em redugdo da freqiiéncia respiratéria (Martin-

Body e col., 1986; Franchini e Krieger, 1992; Franchini e col., 1994).

5.4 Efeitos da DSAa Sobre o Acoplamento Linear entre PAS, PAD, IP, ANS e Resp.
Nos ratos estudados o acoplamento foi, em diversos segmentos, inferior a |k|2 =0,5, valor
tradicionalmente adotado como limiar de significancia em sinais bioldgicos. No entanto, o erro

da coeréncia estimada pelo método de banda larga na andlise de segmentos de ruido branco
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mostra valores inferiores a |k|2 = 0,15 para freqiiéncia fi = 0,0002 Hz e inferiores a |k|2 =0,02 na
maior freqiiéncia estudada fy = 3 Hz. Embora estes valores sejam diferentes do valor nulo
idealmente esperado para a andlise de ruido branco, eles demonstram a possivel utilizacdo de
limiares de significancia inferiores a 0,5 para a interpretacdo dos resultados da coeréncia. O
acoplamento linear em MF (pico em 0,4 Hz) entre PAS e ANSi (Figura 35), PAS e ANSp
(Figura 36), PAD e ANSi (Figura 39) e PAD e ANSp (Figura 40) foi 40 a 75% menor no grupo
DSAa comparado ao grupo controle. O acoplamento linear entre IP e ANSi (Figura 42) e IP e
ANSp (Figura 43) foi consistentemente menor que |k|2 = 0,35 e relativamente menor que a
coeréncia observada entre PA e ANS. Este comportamento também foi observado por Brown
(Brown e col., 1994) que sugere que no rato as flutuacdes da PA em 0,4 Hz refletem melhor a
modulacdo simpdtica do que as flutuagdes do IP nesta freqiiéncia. Uma observacdo importante é
a diminuicdo do acoplamento entre PA ¢ ANS em 0,4 Hz apés a DSAa. Isto mostra que o
acoplamento nesta freqiiéncia é parcialmente dependente da malha reflexa pressoreceptora e
quimioceptora. O acoplamento residual na DSA € provavelmente estabelecido pela ANS
controlando a PA uma vez que a modulacgdo da PA sobre a ANS estd interrompida no DSA.

O acoplamento IP x RESP em AF aumenta com a DSAa. Isto mostra que os pressoreceptores
agem dasacoplando a modulacdo respiratéria imposta a FC, diminuindo o efeito da acgdo
mecanica normalmente responsavel pela flutuacdo do IP em AF (Figura 44). Apés a DSAa o
acoplamento linear entre PAS e PAD aumenta sugerindo que a malha presso e quimiorreflexa
agem desacoplando PAS e PAD. O acoplamento linear em 0,1 Hz entre PAS e IP e entre PAD e
IP € menor no grupo DSAa que no grupo controle sugerindo que esta componente em 0,1 Hz
seja um possivel marcador de sensibilidade dos pressoreceptores como também € sugerido por
Robbe (Robbe e col., 1987). A anestesia com pentobarbital ndo modifica o acoplamento entre

PA e ANS em 0,4 Hz mas diminui a densidade de poténcia espectral da PA, da ANS e da FC
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(Brown e col., 1994). Neste trabalho os sinais foram coletados em animais acordados mas a
influéncia da anestesia ndo deve ser desconsiderada em possiveis diferencas encontradas na

poténcia espectral embora as coeréncias se mantenham preservadas.

5.5 Analises Tempo-Freqiiéncia

As andlises tempo-freqiiéncia estudadas neste trabalho foram caracterizadas pela andlise de
sinais sintetizados. Esta andlise permitiu demonstrar a potencialidade do espectrograma, da DW
e da DWM na caracterizagdo da evolugdo espectral de sinais chirps e pulsos gaussianos. A
andlise de sinais do tipo chirp mostra que o espectrograma (Figura 48) apresenta um
desempenho inferior que a DW e DWM quando a informagao desejada € a freqii€ncia do sinal
original (Figura 49 e Figura 50). Embora as condi¢des marginais (a densidade de poténcia
espectral e o envelope) no tempo e em freqiiéncia sejam satisfeitas (Figura 49) a DW do sinal
chirp apresenta valores instantaneos positivos e negativos que dificultam a interpretacao intuitiva
de uma distribuicao tempo-freqiiéncia (Cohen, 1989). A DWM, na andlise do sinal chirp, associa
o melhor do espectrograma e da DW na estimativa da freqiiéncia central instantanea e na
representacdo da amplitude da distribuicao tempo-freqiiéncia. A andlise de sinais compostos pela
soma de chirps ou soma de pulsos gaussianos mostra outra limitacio da DW quando comparada
com o STFT. A presenga de termos cruzados, componentes que aparecem entre 0s termos
principais, dificulta a interpretacdo da DW, muitas vezes impossibilitando a visualizagdo dos
termos principais (Figura 52 e Figura 55). Para melhor entendimento da DW, faz-se necessario
diminuir a influéncia dos termos cruzados que pode ser conseguido utilizando-se filtragem da
distribuicdo tempo-freqiiéncia ou utilizando janelas bidimensionais (kernels). Neste trabalho
utilizamos a filtragem da DW que pode ser ajustada definindo-se o comprimento da janela

utilizada na média movel aplicada na distribuicdo fornecida pela DW em freqii€ncia e no tempo.
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A DWM representa melhor a amplitude da distribui¢dao (Figura 50) quando comparada com a
DW, reduzindo os termos cruzados na soma de chirps (Figura 53) e facilitando a interpretacdo da
soma de pulsos gaussianos (Figura 56). A caracterizagdo do erro utilizando pulsos gaussianos
fazendo uma varredura no plano tempo-freqiiéncia mostra que o erro da STFT (512 pontos, 128,
0,9 sobreposi¢do) apresenta maior dependéncia no tempo (Figura 57-C) do que em freqiiéncia
(Figura 57-B). Este erro € menor quando a DW (Figura 58) ou a DWM (Figura 59) € utilizada. A
utiliza¢do de pulsos gaussianos nao evidencia o erro em freqiiéncia que se observa na andlise de
chirps (Figura 48 e Figura 51) o que indica uma limitac¢do da utilizacdo de pulsos gaussianos na
estimativa do erro para localizacao instantanea tempo e freqiiéncia das componentes de um sinal.
Atualmente € possivel encontrar uma biblioteca para andlise tempo-freqii€éncia implementada por
Swami (Swami e col., 1998) e comercializada pela Mathworks. Comparando de forma
qualitativa os resultados da andlise DW dos sinais sintetizados por Swami e a andlise feita com o
algoritmo DW descrito por Costa (Costa, 1989) e adotado neste trabalho, observamos respostas
similares. Nao foi realizado um teste comparativo rigoroso, mas a diminuicdo dos termos
cruzados observada para a DWM descrita neste trabalho e pela ATF utilizando kernel
exponencial (Choi e Williams, 1989) apresentada por Swami € qualitativamente similar na

analise de sinais sintetizados.

5.6 Analises Tempo-Freqiiéncia na Analise de Sinais Biol6gicos

O amplo conhecimento ja reunido para a aplicacdo da andlise espectral no estudo do sistema
cardiovascular ndo se repete para a andlise tempo-freqiiéncia. Esta vem sendo aplicada de forma
exploratdria e utiliza como base tedrica a relevancia fisiolégica ja estabelecida para a andlise
espectral. Os dados préticos para o entendimento da regulacdo da PA e do IP durante estimulos

ainda sdo escassos mas sdo potencialmente importantes para a compreensao dos mecanismos
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nervosos agindo durante um transitério. Apesar de preliminares, os resultados obtidos na
aplicacdo das ATFs nas alteragdes produzidas por drogas vasoativas sobre a PAS, PAD e IP
permitem mostrar que durante o transitério as componentes espectrais modificam-se
extensivamente no tempo. Neste trabalho, analisamos apenas um transitério hipertensor e um
hipotensor, o que ndo permite conclusdo sobre a acdo efetiva das drogas vasoativas. Para uma
andlise mais aprofundada serd necessdrio estabelecer metodologia que permita reunir e
comparar, quantitativamente, as informagdes extraidas pela ATF com informagdes obtidas por

outros métodos.
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6 Conclusao

O editor de sinais desenvolvido possibilitou a visualiza¢dao das diversas etapas envolvidas
na preparacdo de sinais, forneceu uma plataforma de trabalho aberta e extensivel, e &
suficientemente versatil para a pesquisa e o desenvolvimento de novas técnicas de
processamento de sinais biolégicos. O editor de sinais desenvolvido foi amplamente testado e
permitiu a preparagdo de sete sinais registrados no rato durante 90 minutos a uma taxa de
amostragem de 250 Hz (PAS, PAD, 1P, ANSi, ANSp, RESP, FR, n=16 em dois grupos). Estas
caracteristicas ilustram o potencial do editor desenvolvido.

Desenvolvemos os algoritmos para andlise no dominio da freqii€ncia como funcdes para
Matlab e apresentamos metodologia inédita para determinacdo dos coeficientes de filtragem
utilizados no método de banda larga. Os algoritmos para andlise tempo-freqii€ncia também
foram desenvolvidos para Matlab. Apresentamos a distribuicio de Wigner modificada e

mostramos a possibilidade de se atenuar a influéncia dos termos cruzados através da filtragem da
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distribuicado de Wigner. Mostramos que a DWM melhora a apresentacao da evolugdo espectral
de sinais sintetizados.

Caracterizamos a variabilidade da pressao arterial, intervalo de pulso, atividade nervosa
simpadtica renal e respiracdo no dominio do tempo e pela andlise espectral em ratos acordados
antes e apds a DSA. Identificamos as modificagcdes do espectro provocadas pela DSA. As
andlises no dominio da freqiiéncia permitiram aprofundar o conhecimento sobre os efeitos da
desnervacao sinoaédrtica sobre a PA, IP, ANS, e RESP. Confirmamos a presenga de flutuagcoes
ritmicas em AF em todos os sinais estudados nos grupos controle e DSAa e na faixa de Mayer
nos sinais de PAS, PAD, ANSi e ANSp. Observamos o desaparecimento da flutuacdo ritmica
observada em MF apés a DSAa tanto na PA como na ANS, embora ndo houvessem
modificagdes significantes na poténcia espectral nesta faixa.

As ATFs aplicadas na anédlise de sinais obtidos durante o transitério por fenilefrina e
nitroprussiato de sédio, embora preliminares, mostram amplas alteracdes no tempo das
componentes espectrais da PAS, da PAD e do IP as quais ndo poderiam ser analisadas com as
abordagens convencionais nos dominios tempo ou freqiiéncia.

Os algoritmos desenvolvidos neste trabalho em ambiente Matlab representam uma
ferramenta prética e de grande abrangéncia para aplicacdo a andlise de sinais biolégicos nos
dominios do tempo, freqii€ncia e tempo-freqiiéncia. Espera-se que a aplica¢do deste método na
pesquisa bdsica ou na investigacdo clinica possa fornecer novos indices ou marcadores dos
mecanismos de regulacdo do sistema cardiovascular e que estes permitam identificar

anormalidades em diagndsticos precoces.
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Apéndices

Apéndice 1. Estimativa dos tempos de abertura e leitura de arquivos

Neste apéndice € mostrada uma comparagao dos diferentes formatos de abertura e leitura
de arquivos exportados do Windaq para o Matlab. Os sinais digitalizados pelo Windaq sao
armazenados no formato bindrio precedidos por um cabecalho contendo configuragdes
especificas do sistema Windag/Playback. Estes sinais podem ser exportados em diferentes
formatos para uso em editores de texto, planilhas e editores de sinais. De forma similar o Matlab
dispdoe de funcdes que permitem a leitura de dados em diversos formatos entre eles ASCII,
planilha e bindrio. Cada formato apresenta um relacdo diferente de conversao numérica e nimero
de dado/byte que definem por conseqiiente o tempo de acesso dos dados. O melhor método para
gerenciamento dos dados € entdo definido pela relagdo de conversao dado/bytes e pela estimativa
dos tempos relativos de abertura de um exemplo executado em computador compativel IBM-PC
(Pentium 166MHz/16Mbyte de RAM). No WINDAQ foi aberto o arquivo sample.wdq do
Windaq, marcado o inicio dos dados pressionando a tecla F4, definido compressdo do sinal em
valor unitdrio. Posicionar o cursor no final dos dados e exportar os arquivos (File/SaveAs) nos
formatos ASCii (.asc), SpreadSheet (. txt) e bindrio sem cabegalho (.bin).

No Matlab os arquivos em formato SpreadSheet e ASCii podem ser carregados diretamente
utilizando a fungdo load na linha de comando enquanto o arquivo no formato bindrio, pelas
funcdes da biblioteca “iofun” (fopen, fseek, fread). Os dados do arquivo bindrio sdo
representados em 2 bytes e os dados Spreadsheet e ASCii em 8 bytes. Os tempos relativos para
abertura dos arquivos referenciados ao tempo de abertura do arquivo bindrio, definido unitério,

foram 2,9 vezes maior para arquivos Spreadsheet e 2,6 para arquivo do tipo ASCii. E interessante
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notar que os dados exportados nos formatos Spreadsheet e ASCii utilizam a calibra¢do padrao do
Windaq (Volts). Isto significa que os dados bindrios sdo convertidos ja no primeiro transporte
dos dados. O formato bindrio apresenta a melhor relacdo byte/dado e a melhor relacdo
byte/tempo quando comparados com os formatos Spreadsheet ¢ ASCii. A perda da calibracao
padrao Windaq no transporte bindrio tem pouca importancia se considerada a possivel calibracao
disponibilizada pelo editor de sinais apresentado neste trabalho e a recomendada reducdo de
conversdoes entre o sinal digitalizado e o sinal extraido para andlise. Os arredondamentos
sucessivos por conversao devem ser minimizados sempre que possivel. Especificamente para o
sinal de pressao arterial € interessante notar que métodos de calibracdo que consideram mais de
dois pontos permitem compensar os erros de leitura na coluna de mercirio (pressao de

referéncia) e ainda verificar a linearidade do transdutor.
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Apéndice 2. Comparacao qualitativa do intervalo de pulso estimado pela PA e pelo ECG.

A Figura AP2 ilustra a andlise comparativa entre espectros do IP estimado pelo intervalo entre

diastoles e pelo intervalo RR registrado simultaneamente.
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Figura AP2. Comparacio do IP estimado pelo intervalo RR do ECG e pelo intervalo entre diastoles
consecutivas em um rato. A parte superior esquerda da figura traz a série temporal (n = 5840 batimentos
cardiacos) estimada pelo intervalo RR do ECG (IPrg =215,25 ms e desvio padrio = 5,48 ms) e a parte inferior
esquerda o intervalo entre diastoles consecutivas da PA (IPpp = 215,27 ms e desvio padrio = 5,57 ms). Na
parte direita da figura os respectivos espectros (NTRF=512 pontos, janela hanning, sobreposi¢cao 50 %,
freqiiéncia de amostragem 13,9 Hz).
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Apéndice 3. Coeficientes de alisamento da analise de banda larga

Exemplo: Calcular “a” e “b” para fs = 13,889 Hz, I = 65536, f,= 1Hz e B.(f,) = 0,010 Hz

Substituindo em (VII)
0,010x2'°
logl ———
13,89
b= - =0,4581
1x2
log
13,889

substituindo em (III) temos

516 0,4581
a:(13889j =48,1859

Variantes desta deducdo podem utilizar comprimento da janela na primeira componente de
interesse maior que 1. A Unica ressalva a ser observada € que primeira componente espectral,

Py(fy), serd dada para fi=((L-1)/2)f/I.
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Apéndice 4. Dados individuais da estatistica descritiva

Tabela AP4a. Ratos intactos acordados controle - CTRL e desnervados sinoadrtico na fase aguda - DSAa .Os
dados sao apresentados pela média(desvio padrao da média) individuais. PAS, PAD, IP , ANSi e ANSp.
Significancia, * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p<0,001

CTRL Pressdo arterial (mmHg) IP (ms) Ativ. Simpética (%) FR (Hz)
PAS DP PAD DP 1P DP  ANSi DP  ANSp DP FR DP

1 134,4 5.4 100,2 6,2 1445 109 429 128,7 40,6 499 1,64 ,59
2 129,0 11,4 101,9 12,2 1169 5.8 41,9 91,3 40,3 32,7 1,75 42
3 101,0 4,3 79,5 48 1322 34 45,2 67,8 444 440 1,53 25
4 135.,4 6.1 100,4 83 1653 12,0 495 75,3 39,0 53,2 1,85 ,50
5 118,2 4,6 84,3 48 159,1 10,1 448 39,5 44,8 30,6 2,51 53
6 96,8 5,8 70,7 6,2 1241 37 49,0 169,1 474 29,7 1,95 ,30
7 127,5 6,7 100,6 6,7 1355 719 450 1716 39,8 378 1,98 ,67
8 121 5.9 90,0 59 1699 12,0 439 35,8 43,77 35,0 1,68 ,62

Média 1204 6,3 90,9 6,9 1434 82 45,3 97,4 42,5 39,1 1,86 0,49
(dp) (14,5) 22 dALg) @4 196 @1 @27 637 @G0 00 (03 (015

DSAa Pressdo arterial (mmHg) IP (ms) Ativ. Simpética (%) FR(Hz)
PAS DP PAD DP P DP  ANSi DP  ANSp DP FR DP

1 153,3 18,6 128,6 123 1294 4.2 49,7 50,6 49,3 29,7 1,63 0,29
2 154,0 13.9 123,5 10,2 1474 47 55,0 80,6 54,4 25,8 1,82 0,31
3 170,8 19,8 142,1 12,9 1225 55 50,6 98,6 49,6 30,3 1,45 0,32
4 149,7 11,7 132,7 9,1 113,8 2,7 47,3 38,2 47,0 31,2 1,47 0,46
5 153,5 7,3 124,6 6,2 1241 25 45,9 56,6 45,6 45,3 1,49 0,46
6 151,1 12,6 126,0 8,6 112,6 2,1 49.8 98,4 49,1 88,4 1,31 0,36
7 146,1 23,5 1147 21,6 128,6 52 46,9 77,2 46,4 65,0 1,33 0,40

8 158,9 12,4 133,5 8,0 1262 34 444  128,8 41,7 32,2 1,15 0,38

média  154,7 15,0 128,2 11,1 1256 3.8 48,7 78,6 479 43,5 1,46 0,37
(dp) *xk *xk *xk * * * * NS *% NS *% NS
(75 G0 @ 48 108 (1,3 (33 (298 (G722 (021 (0,07
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Tabela AP4b. Distribuicao (%) da atividade simpatica. Valores individuais de ocorréncia (%) em cada faixa
de atividade simpatica renal (0-110%) de 8 ratos intactos e 8 desnervados. (* Significincia p<0.05)

CTRL Ratos Controle
Faixa de .
ASR (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 média(DP)
0 14,79 10,71 7,67 4,14 5,91 4,05 7,18 8,58 7,01(2,26)

10 28,87 22,55 26,58 19,30 18,87 14,37 30,94 22,83 | 22,31(5,03)
20 19,71 17,56 23,59 28,01 19.91 20,90 22,15 20,04 | 21,71(3,10)

30 13,23 13,30 16,66 24,02 16,84 19,49 14,80 16,44 | 17,30(3,25)

40 9,08 10,64 10,59 11,38 12,80 15,39 9,55 12,42 | 11,78(1,79)
50 5,69 8,69 6,64 5,61 9,48 10,84 6,17 8,67 7,98(1,78)
60 3,44 6,47 3,69 3,04 6.83 6,66 3,77 5,14 5,06(1,48)
70 2,12 4,51 2,07 1,76 4,20 3,87 2,08 2,75 3,02(1,05)
80 1,20 2,73 0,92 0,93 2,57 2,07 1,19 1,36 1,67(0,71)
90 0,73 1,56 0,49 0,58 1,37 1,10 0,62 0,63 0,90(0,40)

100 0,39 0,70 0,21 0,28 0,55 0,54 0,31 0,31 0,42(0,17)
110 0,24 0,29 0,16 0,20 0,22 0,29 0,21 0,22 0,23(0,04)

DSAa Rato Desnervados
Faixa de L
ASR (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 média(DP)
0 3,91 2,26 3,90 4,82 6,41 3,24 3,49 7,81 4,48*%(1,81)

10 18,73 5,92 11,79 17,25 23,69 13,63 11,85 24,17 |15,88%(6,29)
20 26,61 10,69 17,12 23,03 27,00 25,08 17,41 22,34 | 21,16(5,66)

30 22,39 15,20 18,47 20,56 21,16 25,62 16,90 16,68 | 19,62(3,46)
40 13,97 17,91 16,69 14,28 12,16 17,45 15,04 10,52 |14,75%(2,58)

50 6,92 18,08 12,80 9,03 5,30 8,35 11,48 7,22 9,90(4,11)
60 3,15 14,07 8,97 5,06 1,84 2,97 8,76 4,70 6,19(4,11)
70 1,55 8,18 5,18 2,64 0,77 1,24 6,10 2,71 3,55(2,65)
80 0,86 4,32 2,61 1,51 0,32 0,67 4,18 1,74 2,03(1,55)
90 0,58 1,82 1,20 0,68 0,26 0,49 3,01 0,90 1,12(0,90)

100 0,36 0,67 0,54 0,43 0,20 0,31 1,64 0,53 0,59(0,45)
110 0,22 0,22 0,24 0,24 0,14 0,33 0 0,25 0,21(0,10)
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CTRL

DSAa

Figura AP4. Histograma individual da atividade nervosa simpatica no rato controle e no rato
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Apéndice 5. Exemplos de Pulsos Gaussianos, exp(-wz(t-to)z), paraw=1,2e3.

Neste exemplo € ilustrado a obtencdo de pulsos gaussianos (C) a partir de um sinal
senoidal (A) e de uma janela gaussiana (B) utilizando diferentes valores para w. Pulsos

gaussianos calculados deste modo foram utilizados nos testes da anélise tempo-freqii€ncia.

1 1
0.8 0.8
0.6 0.8 0.6
g 0.4 0.4
3 0-3 0.6 0.2
=
= 0
%—0.2 0.4 02
<-04 04
-0.6 0.2 | 06
-0.8 : 0.8
-1 0 H

1 2 3 4 5 6 17 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

0
Tempo [segundos] Tempo [segundos] Tempo [segundos]

Figura AP5. A) Onda Senoidal com f = 2Hz, B) Janela gaussiana exp(-wz(t-to)z) paraw=1,2e3eto=3se(C)
Pulso Gaussiano obtido pelo produto A e B.
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Apéndice 6. Comparacao qualitativa dos espectros em diferentes modos de interpolacao

Para ilustrar a distorcdo espectral decorrente de diferentes modos de interpolagcao
calculamos o espectro de uma senoide com freqii€ncia f (sinal original) e da reconstrucao desta
mesma senoide re-amostrada aproximadamente a 4.46f e reconstruida por interpolacdo degrau,
linear e spline cubica. O espectro obtido apds reconstru¢do do sinal por interpolacdo degrau,
linear e spline cubica é comparada com o espectro do sinal sintetizado sin(2*pi*f*t) ilustrado na

Figura AP6 (sinal original).

o L J \J \/ \/ S )

e SN AN /\ | :
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i
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Figura AP6. Comparacao qualitativa entre diferentes modos de interpolacao: O sinal orignal consiste de uma
senoide que ¢ amostrada e interpolada pelo modo degrau, linear e spline. A direita sdo apresentados os
respectivos espectros.
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Apéndice 7. Médulo condicionador de sinais (MCS98).

Apéndice 7a. Painel frontal do condicionador de sinais
O MCS98 consiste de dois retificadores ativos de onda completa e 4 filtros 4* ordem tipo
Butterworth com freqiiéncia de corte configuravel externamente. A faixa de excursdo do sinal de

entrada € de 5 Volts e todos os conectores de entradas e saidas de sinal sdo do tipo BNC fémea.

2 retificadores
de onda completa

4 filtros
Butterworth
43 ordem
f, configuravel

Figura AP7a. Médulo condicionador de sinais (MCS98)
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Apéndice 7b . Guia rapido para escolha dos componente do filtro anti-aliasing.

Cada filtro anti-aliasing consiste de dois sub-filtros 2* ordem tipo Butterworth conectados
em série. A freqiiéncia de corte pode ser configurada combinando resistores e capacitores em um
soquete conectado externamente no painel frontal do médulo MCS98. O gréfico ilustrado a
seguir sugere o valor da resisténcia em fun¢do da freqiiéncia de corte do filtro e de valores de

capacitancia 1nF, 10 nF e 47nF.

4
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1
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10 10
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Figura AP7b. Curvas freqiiéncia de corte pela resisténcia em trés valores de capacitancia (1nF, 10nF e 47nF)
para configuracio dos filtros Butterworth 4* ordem.
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