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RESUMO

Usualmente as pesquisas de variabilidade da atividade cardiaca tem como metodologia um
estudo do controle autonémico cardiaco. Na experimentacdo animal, a obtencdo dos sinais
eletrofisioldgicos € feita com o emprego de métodos de contencdo quimica (farmacos) ou
mecanica (contensores), que produzem artefatos no sinal de interesse. Uma solugdo para
evitar os transtornos produzidos por esses procedimentos € o uso de sistemas de capta¢do sem
fio acoplados ao colete. Apesar de existirem equipamentos com essa tecnologia, a realidade
de laboratérios de pesquisa esbarra nas questdes de alto custo para aquisicdo desses
equipamentos e a dificuldade relativa ao tamanho dos coletes, 0s quais sdo produzidos para
caes e gatos, haja vista serem voltados para a clinica médica veterinaria de pequenos animais.
O presente manuscrito apresenta os resultados obtidos no desenvolvimento de um protétipo
de um software para interface grafica de um sistema ndo cabeado para registro de
eletrocardiograma de ratos Wistar. Para analise dos referidos resultados, os dados obtidos
foram confrontados com aqueles captados por meio de um sistema cabeado com uso de um
software comercial. Para isso, utilizou-se a analise de flutuacdo destendenciada (DFA) dos
referidos dados, onde ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
valores médios obtidos entre os sistemas. Levando-se em conta os resultados iniciais
obtidos,0 mesmo indica ser viavel para aprimoramento e futura utilizacdo na rotina
experimental com ratos Wistar, buscando a melhoria da qualidade dos dados e melhor
conforto para o modelo experimental.

Palavras-chave: analise de flutuacdo destendenciada; Arduino;eletrofisiologia experimental;
RatoWistar.



ABSTRACT

Usually, cardiac activity variability research has as its methodology a study of cardiac
autonomic control. In animal experiments, electrophysiological signals are obtained using
chemical (drug) or mechanical (container) containment methods, which produce artifacts in
the signal of interest. A solution to avoid the inconvenience produced by these procedures is
the use of wireless capture systems attached to the vest. Despite the existence of equipment
with this technology, the reality of research laboratories comes up against the high cost of
acquiring this equipment and the relative difficulty of the size of the vests, which are
produced for dogs and cats, given that they are aimed at the medical clinic. small animal
veterinarian. This manuscript presents the results obtained in the development of a software
prototype for a graphical interface of an unwired system for recording the electrocardiogram
of Wistar rats. To analyze these results, the data obtained were compared with those captured
through a wired system using commercial software. For this, the detrended fluctuation
analysis (DFA) of the referred data was used, where no statistically significant differences
were observed between the mean valuesobtained between the systems. Taking into account
the initial results, it indicates that it is viable for improvement and future use in the
experimental routine with Wistar rats, seeking to improve the quality of the data and better
comfort for the experimental model.

Keywords: detrended fluctuation analysis; Arduino; experimental electrophysiology; Wistar
rat
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1. INTRODUCAO

No Brasil hd uma elevada incidéncia de doencas cardiacas que acometem a populacdo
adulta, segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC (2021), cerca de 14 milhdes de
brasileiros tém alguma doenca no coracao e cerca de 400 mil morrem por ano em decorréncia
dessas enfermidades, o que corresponde a 30% de todas as mortes no pais, em 2021. Esse
fato tem despertado o interesse para o desenvolvimento de pesquisas voltadas a analise de
sinais bioldgicos correspondentes a eletrofisiologia cardiaca. Segundo Oliveira (2020) este
fato é de extrema importancia para a sociedade, pois ajuda a desenvolver e aprimorar métodos
matematicos e estatisticos que auxiliam na analise desse tipo de dado.

Nessa perspectiva, muitos pesquisadores utilizam modelos animais, em especial o rato
Wistar (Rattusnovergicusvar. albinus) para buscar entender a eletrofisiologia desse sistema
tanto em condi¢cbes normais, quanto mimetizando patologias relacionadas ao sistema
cardiovascular, buscando extrapolar os resultados encontrados para 0s seres humanos. De
maneira semelhante, com a evolugédo das especialidades da clinica médica veterinaria, cada
vez mais a compreensdo do significado bioldgico dessa atividade elétrica do coracdo tem
despertado interesse na area da pesquisa experimental. Entretanto, um dos gargalos para o
desenvolvimento deste tipo de analise € o alto custo relacionado a aquisi¢cdo de equipamentos
que permitam a captacdo deste tipo de sinal em laboratérios de pesquisa, como o
eletrocardiograma (ECG.).

Os biopotenciais sdo sinais que advem das atividades celulares e dos processos
fisiologicos gerados nos seres vivos. Como consequéncia de parte desses processos, pequenos
sinais elétricos podem ser medidos e analisados de maneira direta ou indireta por meio de
técnicas de captacdo dos mesmos. Desta maneira, € possivel avaliar o funcionamento de
algumas atividades bioldgicas, a exemplo da atividade cardiaca (RAMINHQOS, 2009). Com o
ECG é possivel obter-se um sinal que é o somatorio elétrico da atividade celular gerada no
musculo cardiaco. O mesmo é normalmente captado por meio de eletrodos localizados na
superficie corporal do toérax do individuo a ser analisado. O registro do ECG pode ser
utilizado no auxilio ao diagndstico de diversas alteragdes no sistema cardiovascular como
arritmias cardiacas, doencas cardiacas congénitas e constatacdo de areas do coracdo afetadas
por infartos (RAMINHOS, A. B.,2009).

Dado a relevancia da atividade elétrica do coracéo para o adequado funcionamento do
corpo, a avaliagdo do tracado do ECG traz informagdes que auxiliam na compreensdo da
fisiologia cardiaca. Esse biopotencial caracteriza-se por diferentes ondas no tragado do ECG:

P, Q, R, SeT. O estudo do complexo QRS e das ondas P e T permite avaliar o estado de
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salde dos individuos. Por exemplo, o intervalo entre dois picos R (intervalo R-R) fornece a
frequéncia de batimento cardiaco para um certo intervalo de tempo. O ritmo desse batimento é
regulado por células auto excitaveis presentes no atrio cardiaco (nodo sinoatrial). Alteracdes
deste parametro (arritmias) podem estar associadas a processos patolégicos que podem
comprometer a satde do individuo e a investigacdo das causas relacionadas a estas alteracbes
contribuem para um correto diagnostico e terapéutica do paciente, possibilitando ao mesmo a
preservacdo e melhoria da qualidade de vida (HALL, 2011).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAL

Prototipar um software para demonstracdo grafica da atividade elétrica cardiaca de

ratos Wistar captada por meio de um sistema ndo cabeado desenvolvido em Arduino

2.1.1 Objetivos especificos

e Desenvolver uma interface grafica utilizando a plataforma do Arduino para um
hardware de captacdo de ECG ndo cabeado;
e Comparar os resultados obtidos com aqueles adquiridos por meio de um software

comercial.
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3. HISTORICO
3.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

As pesquisas que sdo desenvolvidas na area de eletrofisiologia experimental utilizam
modelos animais, como roedores e lagomorfos, em decorréncia das similaridades dos sistemas
bioldgicos dessas espécies com o de humanos. Um exemplo é o trabalho desenvolvido no
Laboratério de Biofisica Teorico-Experimental e Computacional da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, campus sede, onde utiliza-se o rato Wistar albino como modelo animal
para pesquisas relacionadas a analise de biopotenciais por meio da técnica do ECG com um
sistema cabeado.

Apesar de ser um metodo classico, este ultimo apresenta algumas desvantagens que
comprometem a aquisicdo dos dados de interesse, em razdo da necessidade de contencédo
quimica e/ou mecanica que produz alterac6es no registro do biopotencial, seja em decorréncia
do efeito do farmaco ou do estresse produzido aos animais, respectivamente. Essa contencao é
necessaria em razdo do habito natural dos roedores gerar prejuizos quando o sistema cabeado
é utilizado, pois do contrério, 0os animais roem os fios, causando prejuizo material e
comprometendo a aquisi¢ao dos dados.

Uma maneira de solucionar a questdo da contencdo seja quimica ou mecéanica e as
perdas materiais observadas na aquisi¢do deste tipo de dados seria utilizar um sistema néo
cabeado (wireless). Embora existam alguns modelos disponiveis no mercado, além de
escassos, apresentam para a realidade do laboratorio a limitagdo do alto custo de aquisicéo e o
fato de que séo desenvolvidos apenas para pequenos animais (cées e gatos), voltados a clinica
médica de pequenos animais e ndo a pesquisa utilizando animais de laboratério. A captacdo
do sinal de ECG em ratos geralmente é realizada por meio de sistemas cabeados, de forma
analoga aquela realizada em humanos. Entretanto, para os roedores, isto apresenta algumas
desvantagens. Por exemplo, quando as medi¢bes sdo realizadas com os animais em vigilia
(acordados), os mesmos sdo colocados dentro de contensores, gerando estresse. Quando nédo
sdo utilizados contensores, 0s animais acabam danificando o equipamento, uma vez que
tendem a roer o0s cabos que ficam ao seu alcance.

O uso de farmacos tranquilizantes ou quando é utilizado o método de congelamento
por susto (frost) também alteram a atividade cardiaca normal dos animais. Estas situacdes
afetam o resultado final da analise do eletrocardiograma, comprometendo consequentemente a
analise dos dados e inferéncias realizadas com base nestes (KONOPELSKI; UFNAL, 2016).
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O uso da comunicagdo sem fio tem se mostrado eficiente para a realizacdo de pesquisas com
roedores, como nos trabalhos realizados por Liang et al (2011) e Sanyal et al (2012).

O desenvolvimento de equipamentos de baixo custo que possibilitem a aquisicdo e
analise de dados eletrofisioldégicos de modelos animais podem dar suporte as pesquisas em
diversas areas, em especial aquelas relacionadas a compreensdo dos processos fisioldgicos e

fisiopatol6gicos dos animais e humanos (OLIVEIRA, 2014).
3.1.1 Justificativa

As patologias do sistema cardiovascular sdo a principal causa de 6bito no mundo e
também no Brasil, segundo a Organizacdo Mundial de Salde. Dentre os diversos métodos
diagnosticos auxiliares utilizados para avaliar a funcdo cardiaca, o uso de equipamentos e
softwares é cada vez mais presente na rotina médica. Cada técnica possui uma particularidade
e especificidade, e neste sentido, o eletrocardiograma é o mais empregado para avaliar a
funcéo cardiaca, em especial as questdes relativas a atividade elétrica do coracdo, crucial para
a funcdo que este 6rgdo desempenha, interferindo inclusive em outros sistemas. Este tipo de
registro também ¢é utilizado na eletrofisiologia experimental utilizando como modelo animal
0s ratos Wistar, dentre outras variedades.

Com o desenvolvimento do hardware de baixo custo para captacdo de sinais de ECG,
foi-se observado que as interfaces graficas pré estabelecidas - inicialmente neste caso,
utilizou-se a interface grafica do proprio compilador do Arduino (Arduino IDE) - eram
extremamente simples e ndo apresentavam caracteristicas para a devida analise visual dos

sinais captados, tornando-se necessario desenvolver uma interface mais adequada.
3.2 ATIVIDADE ELETRICA CARDIACA

O masculo cardiaco atua como uma bomba propulsora responsavel pela ejecdo do
sangue no circuito vascular, fundamental para o transporte de oxigénio e nutrientes para 0s
tecidos e eliminacdo de metabolitos produzidos pela respiracdo celular, como o diéxido de
carbono. O movimento ritmico de contracdo e relaxamento dessa musculatura é controlado
pelo sistema nervoso autbnomo, responsavel pela geracdo de biopotenciais elétricos que se
propagam a partir do né sinusal, um conjunto de células musculares localizadas no atrio
direito (denominadas células P e que atuam como um marca-passo hatural) uma rede de fibras

musculares cardiacas especializadas cujas células sdo auto ritmicas e auto excitaveis, fazem
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sinapse com as células miocérdicas atriais, se propagando até o atrio esquerdo, como ilustrado

na figura 1.

Figura 1: Sistema de conducdo do coracdo, evidenciando a sequéncia de despolarizacdo que

se inicia no né sinusal (SA).

O sombreado em

purpura nos passos2a5s
representa a despolarizacio.

Fonte: Silverthorn, 2017.

O sistema de conducdo do coragdo demonstra a sequéncia de despolarizagcdo que tem
inicio no no sinusal (SA), promovendo a despolarizacdo dos ventriculos e se propagando
progressivamente pelas vias nodais até o né atrioventricular (AV) e, em seguida, ao fasciculo
atrioventricular, alcancando as fibras de Purkinje nos ventriculos direito e esquerdo do

coracgdo. 1sso resulta na contracdo das camaras cardiacas.
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A despolarizacdo é o processo pelo qual as células cardiacas perdem a sua polaridade
elétrica, ou seja, ocorre uma inversao na distribuicdo dos ions de carga dentro e fora da célula.
No sistema de conducgéo do coracdo, a despolarizacdo ocorre de forma sequencial, iniciando-
se no no sinusal (SA).

O no sinusal (SA) é o marca-passo natural do coracdo, responsavel por gerar o
impulso elétrico que inicia a contracdo cardiaca. Esse impulso se propaga para 0S atrios,
promovendo a despolarizacdo atrial. Em seguida, o impulso elétrico é conduzido ao no
atrioventricular (AV) através das vias nodais.

No n6 AV, ocorre um leve atraso na conducdo do impulso elétrico, permitindo que os
atrios se contraiam completamente antes que o impulso atinja os ventriculos. Ap6s o0 n6 AV, o
impulso e transmitido ao longo do fasciculo atrioventricular e se difunde pelas fibras de
Purkinje nos ventriculos direito e esquerdo.

Essa sequéncia de despolarizacdo no sistema de conducgéo do coracéo é fundamental
para garantir uma contracdo coordenada e eficiente das cdmaras cardiacas, resultando em um
bom funcionamento do sistema cardiovascular.

A partir do n6 SA, o impulso elétrico e transmitido por meio de vias condutoras para
0s atrios e para 0 nd AV. Dessa forma, o potencial de a¢do gerado neste ultimo se propaga ao
longo do complexo estimulante do coracdo e se dispersa para estimular as fibras musculares
contrateis atriais e ventriculares (TORTORA; DERRICKSON, 2010).

Essas alteracdes sdo causadas pelo deslocamento de ions entre o interior e 0 exterior
da célula cardiaca atraves de proteinas denominadas canais i6nicos voltagem-dependentes. Ao
serem transmitidas as células cardiacas, o estimulo elétrico promove a abertura de canais
ibnicos dependentes de voltagem. Os fluxos dos ions (corrente ibnica) resultam na inversdo
do potencial de membrana (para valores positivos) e caracterizam as fases do potencial de
acdo muscular cardiaco, ilustrado na figura 2, onde: fase O - despolarizacdo (o potencial de
membrana alcanca valores positivos da ordem de +20 mV) promovida pela ativacdo de canais
rapidos de Na+ e influxo desse ion; fase 1 - repolarizacdo precoce e incompleta, decorrente da
abertura de alguns canais para K+, permitindo a fluxo desses cations para 0 meio extracelular;
fase 2 - platd cardiaco, decorrente da abertura de canais rapidos de Ca+2, que retardam a
repolarizacdo, mantendo a célula despolarizada por mais tempo e promovendo a manutencéo
do potencial de membrana em valores positivos; fase 3 - repolarizacdo propriamente dita, com
reducdo da permeabilidade ao Ca2+ e aumento da permeabilidade ao K+; fase 4 - a célula

retorna ao potencial de repouso (-90 mV).
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Figura 2: Etapas do potencial de acdo cardiaco.
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Fonte: Silverthorn, 2017

A figura 2 descreve os diferentes estagios da despolarizacdo. Vamos entender cada um

deles:

1. Estagio 0: Neste estagio, os canais de sodio (Na+) se abrem, permitindo a entrada de ions
de sodio para dentro da céelula cardiaca. Isso leva a uma rapida mudanca na polaridade elétrica

da célula, resultando em uma despolarizacéo rapida.

2. Estagio 1. Apds a rapida entrada de ions de sodio, os canais de sddio se fecham para
interromper o fluxo de ions de sodio para dentro da célula. Isso marca o fim do estagio de

despolarizacdo inicial.

3. Estagio 2: Neste estagio, os canais de calcio (Ca2+) sdo abertos, permitindo a entrada de
jons de célcio para dentro da célula. Essa entrada de ions de célcio contribui para a

manutencdo da despolarizacdo e prolongamento do potencial de acéo.

4. Estagio 3: Apds um periodo de tempo, os canais de calcio se fecham, limitando a entrada
de ions de célcio para dentro da célula. Ao mesmo tempo, os canais de potassio (K+) lentos
sdo abertos, permitindo a saida de ions de potassio da célula. Isso leva a uma repolarizacao
gradual da célula.

5. Estagio 4: Este estagio representa o potencial de repouso, onde a célula apresenta uma

polaridade elétrica estavel antes do proximo ciclo de despolarizacéo.
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No processo de despolarizagdo do sistema de condugdo do coragdo, ocorre uma
sequéncia de abertura e fechamento de canais idnicos que sdo responsaveis pela mudanca na
distribuicdo dos ions de carga dentro e fora das células cardiacas.

Esses diferentes estagios de despolarizacdo e repolarizacdo sdo essenciais para a
correta transmissdo do impulso elétrico no sistema de condugdo do coracgdo, garantindo uma
contracao coordenada e eficiente do musculo cardiaco.

Os sinais elétricos gerados no musculo cardiaco podem ser captados por meio do
eletrocardiograma, e na sequéncia, serem medidos e analisados de maneira direta ou indireta,
0 que permite avaliar o comportamento elétrico do coracdo (RAMINHOS, 2009). Esse
biopotencial € caracterizado por ondas tragadas no ECG, cujos aspectos podem ser usados
para identificar as anomalias ou arritmias cardiacas quando comparado ao sinal obtido em
condi¢des ndo patoldgicas(RAMINHOS, A. B.,2009). O referido sinal corresponde aos
potenciais elétricos que sdo gerados nas células do marca-passo localizadas no atrio direito
que percorrem 0s atrios e sdo conduzidos aos ventriculos e sdo responsaveis pelos
mecanismos de contracado e relaxamento cardiaco (fig. 3).

Figura 3:Biopotenciais no musculo cardiaco e o tragado do eletrocardiograma em um ciclo
cardiaco.

Segmento P-Q ou P-R:
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ventricular

Fonte: Silverthorn, 2017
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A onda P manifesta o impulso elétrico oriundo do né sinoatrial e a despolarizacéo
dos atrios. Ja o segmento P-R esta relacionado a conducdo do potencial de acdo desde o n6
sinoatrial ao nd atrioventricular. O complexo QRS indica a despolarizacdo ventricular
originada pelo ensejo do sinal elétrico do nd atrioventricular. A repolarizacdo atrial ocorre
também nesse periodo (CASCINO, 2021).

3.3 FRACTALIDADE DA ATIVIDADE ELETRICA CARDIACA

Os objetos fractais sdo caracterizados por ndo permitirem uma aplicacdo de
geometria euclidiana para sua analise. Esses objetos, inicialmente foram descritos por
Mandelbrot (1982) que observou a homogeneidade das estruturas e sua repeticdo ao longo do
tempo. Eles podem ser observados em diversas areas como a astronomia, processamento de
sinais e sinais fisiologicos. Pela natureza fractal dos sistemas bioldgicos, essa teoria tem sido
aplicada na area médica (NAYERI, 2017).

Esses objetos séo caracterizados por algumas propriedades: i) autossimilaridade, a
qual significa que partes de um objeto ou processo sdo semelhantes ao objeto ou processo
todo; ii) dependéncia de escala (scaling), que significa dizer que a medida da grandeza
depende da escala na qual foi medida; iii) dimensdo fractal, a qual prové uma descricdo
quantitativa da auto similaridade e dependéncia de escala e iv) as propriedades estatisticas
andmalas das grandezas fractais, que se caracterizam pela inexisténcia de medidas de
centralidade e dispersdo dos objetos e processos fractais (BASSINGTHWAIGHTE et al.,
1994).

Assim como um fractal geométrico, em que pequenos fragmentos se assemelham ao
objeto inteiro, uma série temporal é considerada auto-semelhante quando fragmentos menores
exibem flutuacBes estatisticamente semelhantes ao todo original, desde que devidamente
redimensionados. Este aspecto é relevante na analise da eletrofisiologia cardiaca,
especialmente em relacdo a variabilidade da frequéncia cardiaca, a qual pode refletir
processos autossimilares (CASTIOGLIONI et al., 2010).

Os ritmos de contracdo e relaxamento das camaras cardiacas representam
manifestacdes significativas do sistema cardiovascular. Tais ritmos podem ser tanto
periddicos quanto ndo-periodicos, dependendo das variacBes temporais e/ou espaciais.
Funcionamentos fisioldgicos, normais ou patoldgicos, podem ser associados as dinamicas

regulares ou irregulares dos sistemas biomédicos (SAVI, 2006).
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3.4 O ELETROCARDIOGRAMA EM MODELO ANIMAL

Os modelos animais vém enriquecendo o entendimento de varios aspectos referentes a
genética, doencas e interacbes medicamentosas dos farmacos. Neste sentido, o rato Wistar é
frequentemente usado, pois a sua fisiologia assemelha-se a da espécie humana (SILVANIA,
2013). Por ser um animal de porte pequeno, eles ocupam pouco espago e a criacdo torna-se de
baixo custo, como também por ter um ciclo de vida pequeno quando requerido 0s animais no
biotério requer uma espera de menor tempo. Os ratos constituem um modelo animal muito
importante e Gtil para o estudo da eletrofisiologia cardiaca experimental, devido a
possibilidade de utilizar derivacGes similares aquelas realizadas convencionalmente em
humanos e outras espécies (PEREIRA-JUNIOR et al., 2010). Um ECG padrdo possui 12
derivacOes separadas, em que seis delas sdo classificadas como precordiais, denominadas V1,
V2,V3,V4,V5e V6.

As demais derivacdes sdo classificadas como periféricas, podendo ser bipolares ou
unipolares aumentadas. As primeiras formam o chamado "Tridngulo de Einthoven" e séo
denominadas: DI, colocado entre 0 membro anterior direito e o esquerdo; DII, colocado entre
0 membro anterior direito e o posterior esquerdo; DIII, posicionado entre 0s membros anterior
esquerdo e posterior esquerdo. Ja as derivacdes unipolares captam o potencial elétrico entre
uma regido teorica do Triangulo de Einthoven e sua extremidade: aVR, avaliando potencial
absoluto no membro anterior direito; aVL, avaliando potencial absoluto no membro anterior
esquerdo; aVF, avaliando potencial absoluto no membro posterior esquerdo (SILVA, 2008;
TOMAZATI, 2010).

Figura 4: Rato wistar com eletrodos posicionados para captacdo do ECG exibindo derivacdes

periféricas DI, DIl e DIII.

Fonte: Guerra, 2015
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3.5 0 DESENVOLVIMENTO DE SOFTWARE E INTERFACE GRAFICA

O desenvolvimento de uma interface grafica consiste em criar uma interface humano-
maquina para que seja possivel aferir em tempo real os dados obtidos pelo hardware de
captacdo de sinal, utilizando a tela de um computador ou outro dispositivo para visualizar 0s
dados registrados.

Santori definiu 0 que é a instrumentacdo virtual como “um instrumento cuja fungédo
geral e recursos sao determinados em software” (SANTORI, 1990). E o pesquisador Goldberg
descreve que ‘“um instrumento virtual € composto de algumas subunidades, alguns
computadores de uso geral, alguns softwares, e um pouco de conhecimento” (GOLDBERG,
2000). De modo geral, os autores captaram a ideia inicial que uma maquina pode simular
como qualquer outra, desde que tenha o software instalado (SUMATHI et al., 2007).

O recurso de instrumentacdo virtual pode inserir novas técnicas que podem ser
empregadas para projetar diferentes interfaces que sejam necessarios aos processos reais, a
exemplo das inUmeras areas que lidam com sistemas de medicdo, aquisicdo e teste,
permitindo uma facil utilizacdo e integracdo com o meio e mutavel conforme as necessidades
que possam a ser colocadas. Os fatores mais notaveis dessa ascensdao sdo 0 rapido
desenvolvimento e disseminacdo dos computadores, e a elevada rapidez de conversdo de
dados (SUMATHI et al., 2007).

4. METODOLOGIA
4.1 ASPECTOS ETICOS E BIOENSAIOS

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido em conformidade com o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdao Animal — CONCEA, tendo sido submetido ao CEUA-UFRPE
(Licenca n. 4758160821).

Os animais utilizados no experimento foram fornecidos, mantidos e manipulados no
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE, seguindo
condicBes ambientais controladas, como temperatura de 25+1° C e umidade relativa de 50%,
aléem de um ciclo claro-escuro de 12/12 horas. Os animais tinham acesso livre a ragdo

comercial Presence® e gua potavel.
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Antes do inicio dos protocolos experimentais, 0s animais passaram por um periodo de
30 dias de manipulacdo. Em seguida, foram condicionados para a utilizacdo dos coletes
confeccionados e para permanecerem nos contensores.

A aquisicdo dos registros do ECG (eletrocardiograma) foi realizada no Laboratorio de
Biofisica Teorico-Experimental e Computacional (LABTEC) do Departamento de Morfologia

e Fisiologia Animal (DMFA-UFRPE), conforme as figuras 4 e 5 do projeto de pesquisa.

Figura 5: Captagdo do ECG utilizando sistema cabeado com contensao fisica (A) e sistema wireless (B).

Fonte: A autora, 2022.

4.2 CAPTACAO DOS SINAIS CARDIACOS

O dispositivo portéatil desenvolvido permite captar os sinais elétricos da atividade
cardiaca de ratos Wistar. Esses sinais sdo transmitidos via rede sem fio a uma placa com
microcontrolador por meio de eletrodos localizados no colete do animal. A placa é controlada
pela lilypad (arduino) associada a um modulo bluetooth. A recepcéo do sinal é feita por outro
mddulo bluetooth e os dados sdo controlados e processados por outro Arduino. Por fim, os
dados sdo demonstrados por meio de uma interface gréafica desenvolvida.

Essa tecnologia tem aplicacGes importantes na area da pesquisa cientifica, permitindo
0 monitoramento da atividade cardiaca de ratos de forma ndo invasiva e em tempo real. 1sso
possibilita a analise dos padrdes de atividade cardiaca e o estudo de possiveis alteraces ou

anomalias.
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Figura 6: Diagrama explicativo da captacdo dos sinais cardiacos e demonstragéo da interface

grafica.
Captacao dos sinais Recepcio via Modulo Interface para analise de
cardiacos Bluetooth BLE V4.0 dados

Demonstragao N

Sofware
Numerica e Grafica dos dad
are sera desenvoMde

Transmissao via Modulo Filtro para tratamento de software
Bluetooth BLE V4.0 ruidos

Fonte: A autora, 2022.

Um sistema de instrumentagcdo virtual consiste num software utilizado para
desenvolver testes computadorizados e sistemas de medicdo; para controlar dispositivos de
hardware de medigcdo recorrendo a um computador; e para exibir de modo grafico os
resultados da medicdo de dados no monitor do computador. Os dados resultantes do ensaio de
medicdo sdo adquiridos por um dispositivo externo ligado ao computador (GOLDBERG,
2000).

Na etapa de programacdo foi seguido o uso de uma interface grafica que possibilitasse
uma facil visualizacdo do sinal adquirido, seguindo uma l6gica que os dados sejam coletados
e colocados em uma meétrica internacional, para possibilitar internacional, possibilitando
realizar andlises, detectar as ondas e amplificar o sinal para melhorar a demonstracdo dos
gréficos. Para isto, os ciclos eram contados e somados num tempo médio de sete minutos
(tempo de registro realizado pelo hardware desenvolvido alimentado por um sistema de

bateria), e por fim demonstrando o grafico (fig. 7).

Figura 7: Fluxograma do desenvolvimento o software
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Fonte: A autora, 2022.
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4.3 ANALISE DE FLUTUACAO DESTENDENCIADA (DFA)

Do inglés DetrendendFluctuationsAnalysis (DFA), essa técnica permite eliminar a
tendéncia de uma série em diferentes escalas, analisando as flutuacdes inerentes aos dados,
considerando-se como flutuacdes a medida de variabilidade do sinal associada a variancia de
cada segmento da série em diferentes escalas e dados.

O método apresenta uma modificacdo da andlise da raiz quadratica média da
caminhada aleatéria, e baseia-se na analise de flutuacdes dos dados apds a retirada das
tendéncias das séries temporais. Dessa forma, o sinal de interesse é integrado a séries auto
similares. Para isso, obtém-se a série integrada a partir da série temporal original xi comi =1,
2,3, ...,N por meio da equacéo 1.

Y(l) =X, (@) - ) @),
onde x é a média dos valores x(i) com i =1, 2,..., N e k € um numero inteiro (PENG et al.,
1995).

A insercdo acima permite que a série se transforme em um processo auto similar. Em
seguida, a série y (k) é dividida em intervalos de comprimento igual n. A integracdo acima
permite que a série original seja transformada em um processo auto similar. Depois, a série
y(K) é dividida em intervalos de comprimento igual a n. Sao feitos ajustes usando funcGes
polinomiais para cada intervalo, sendo classificadas como: linear (DFA-1), quadréatica (DFA-
2) ou cubica (DFA-3), que representa a tendéncia em cada intervalo. A ordenada do segmento
linear (DFA-1), que representa a tendéncia no intervalo de tamanho n, é denotada (k).

A remocao da tendéncia é realizada com a subtracdo do valor do ajuste linear (k) do
valor correspondente da série integrada y(k). Conforme Peng et al. (1995), a funcdo que
representa o tamanho das flutuacbes para o tamanho n dos intervalos usados para remover a

tendéncia é dada pela equacéo 2:

F=E Sy -3 (0F @)

O calculo é refeito para varios tamanhos do intervalo n para determinar a relacdo entre
as flutuacdes (F(n)) e o tamanho do intervalo n. Para processos fractais (auto similares) F(n)

aumenta com n pela lei de poténcia,

F(n)~n* (3),
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O expoente de auto similaridade podendo ser calculdvel utilizando o coeficiente
angular da reta obtida por regressdo linear de grafico log F(n) versus log n (PENG et al.,
1995). O parametro de auto similaridade o da série integrada € relacionado com a fungéo de
correlacdo da série original da seguinte forma:

a < ¥: anti-correlacionado, sinal anti-persistente;

a =1/2: auséncia de correlacdo, ruido branco, ndo apresenta memoria;
¥ >a> 1: correlag@o de longo alcance do tipo persistente;

a =1: ruido tipo 1/f;

a > 1: ndo estacionario, como caminhos aleatorios;

a =3/2: ruido tipo browniano.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilks para verificar a normalidade da distribuicdo dos
dados do ECG obtidos pelo método desenvolvido. Os dados com distribuicdo gaussiana foram
analisados pelo teste t de Studentndo pareado (p < 0,05) utilizando-se o software Graphpad
Prisma ® 9.3.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O software foi desenvolvido em linguagem C. A programacdo criada esta na figura 8.

Para iniciar o programa, detalhamos os dados a serem coletados e as respectivas
unidades de medida. Na sequéncia detectamos as ondas arbitrarias e recebendo a cada ciclo de
tempo, e depois armazenando-o de forma circular, obtendo-se assim um periodo total de 5
ondas (PQRST).

Posteriormente, faz-se o reset da aquisi¢do realizada e inicia-se a coleta do préximo
circulo. Finalmente, obtém-se o grafico do sinal na tela, possibilitando sua posterior analise
por meio dos métodos matematicos. Aqui foram escolhidas as ondas QRS, pois elas
apresentam maior visualizagcdo grafica, tanto no wireless quanto no cabeado, como

demonstrado na figura 9 (A e B, respectivamente).
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Figura 8: Programacéo para armazenar e demonstrar os dados

#ifdef PLOTT_DATA
Serial.print (newData);

Serial.print("\t");
Serial.print (avgData);
Serial.print("\t");
Serial.print (avgData‘l.5);
Serial.print("\t");
Serial.print (maxData);
Serial.print("\t");
Serial.println(beatspermin);

fendif

prevData[roundrobin] = newData;//armazenar valor anterior

}

void setup() {
Serial.begin(115200);
}

void loop() {
newData = analogRead(34);
freqDetec();
if (period!=lastperiod) {

frequency = 1000/ (double)period;//timer rate/period fendif
if (frequency'6€0 > 20 & frequency'60 < 200) { // suprimir dados irreais lastperiod=period;
beatspermin=frequency’ 60; }
#ifndef PLOTT_DATA }
Serial.print (frequency) ; delay(5):
Serial.print(” hz"); }

#endif
prevData[roundrobin] = newData;//armazenar valor anterior

}

void setup() {
Serial.begin(115200);

void loop() {
newData = analogRead(34);
freqDetec():
if (period!=lastperiod) {
frequency = 1000/ (double)period;//timer rate/period
if (frequency*60 > 20 s& frequency*60 < 200) { // suprimir dados irreais
beatspermin=frequencyé0;
$ifndef PLOTT_DATA
Serial.print (frequency);
Serial.print(" hz");
Serial.print(" ");
Serial.print (beatspermin);
Serial.println(" bpm");

rquivo Editar Sketch Ferramentas Ajuda

sketch_oct25a §

Programacdo para armazenar e demonstrar os dados

#define PLOTT_DATA
fdefine MAX_BUFFER 100

1int32_t prevData[MAX_BUFFER];
uint32_t sumData=0;

uint32_t maxData=0;

v 2_t avgData=0;

uint32_t roundrobin=0;
uint32_t countData=0;

uint32_t period=0;

uint32_t lastperiod=0;
uint32_t millistimer=millis();
double frequency:

double beatspermin=0;

uint32_t newData;

void freqDetec() {
if (countData==MAX BUFFER) {

§ < ) D=
if (}?revnata[roundrol?in]. ..anga:a 1.5 & ne\’JDa:a =3 4ifdef PLOTT DATA
period = millis()-millistimer;//obter o periodo do v

void freqDetec() {

if (countData==MAX BUFFER) {

if (prevData[roundrobin] < avgData'l.S ¢s newData >= avgData'l.5){ // aumentando e cruzando o ultimo ponto médio
period = millis()-millistimer;//obter o periodo do valor atual do temporizador
millistimer = millis();//reset timer
maxData = 0;

}

}

roundrobin++;

if (roundrobin »>= MAX BUFFER) {
roundrobin=0;

}

if (countData<MRX BUFFER) (
countData++;
sumData+=newData;

} else {
sumData+=newData-prevData [roundrobin];

}

avgData = sumData/countData;

if (newData>maxData) (

maxData = newData;

}

Fonte: A autora, 2022.
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Optou-se por utilizar a linguagem C++ por ser mais visual, e para os loops das leituras
feitas com os dados coletados, utilizou-se MAX BUFFER. Ja para deteccdo de ondas
arbitrarias foi selecionada freqDetec() e para salvar os dados, 0 comando round robin.

Figura 9: Interface do sinal de ECG obtido pelo método wireless com prot6tipo Arduino (A) e pelo

sistema cabeado com Software Windag (B).
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Fonte: A autora, 2022.

A analise do DFA foi também aplicada a cada um dos registros da atividade cardiaca
obtida pelo método cabeado ¢ wireless, mostrando resultado de coeficientes a-DFA bem
semelhantes (wireless = 0,5402 £+ 0,0016, n = 28 e cabeado = 0,5286 + 0,021, n = 19), ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa entre os mesmos (t = 0,07323, p =

0,9419), como pode ser observado na figura 10.
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Figura 9: Grafico de Dispersdo dos valores de a-DFA dos ECGs de ratos Wistar
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Fonte: A autora, 2022.

O grafico de dispersdo dos valores de a-DFA dos ECGs de ratos Wistar foi obtido por
meio do sistema nao cabeado (wireless) desenvolvido e de um sistema cabeado com software
comercial (Windaq).

Castiglioni e colaboradores (2010) usaram a referida técnica sobre a frequéncia
cardiaca (intervalo R-R) para avaliar a resposta do sistema nervoso autbnomo em pacientes
humanos sem relato de alteracdo cardiaca submetidos a diferentes farmacos com efeito sobre
a pressdo sanguinea, obtendo valores desse parametro que variaram com caracteristicas
também de correlagdo de longo alcance (Y2 > a > 1).

Castro e colaboradores (2013) utilizaram o pardmetro do DFA para avaliar as
oscilacdes da frequéncia cardiaca em intervalos R-R do ECG obtidos em cées higidos adultos,
com o objetivo de estabelecer parametros quantitativos que caracterizassem alteracdes no
referido parametro durante situacGes de esforco e repouso, obtendo valores de mediana iguais
a a-DFA = 0,6618 ¢ a-DFA = 0,8293, respectivamente, com diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos experimentais. Assim, essa ferramenta pode ser utilizada para
parametrizar diferentes condi¢es fisiologicas (repouso e esfor¢o), com perspectiva de uso em

condicdes patoldgicas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados preliminares obtidos, podemos considerar que o protétipo do
software desenvolvido foi eficaz na demonstracdo grafica dos dados da atividade cardiaca de
ratos Wistar. Esses resultados foram comparaveis aos obtidos utilizando um sistema cabeado
e software comercial, indicando a possibilidade de desenvolver um sistema de baixo custo
para analise de biopotenciais em experimentos com animais.

No entanto, para aprimorar o sistema, algumas melhorias sdo necessarias. Uma delas €
a modificacdo do filtro para reduzir os ruidos presentes no gréfico coletado. Isso garantira
uma maior precisdo na andlise dos dados cardiacos. Alem disso, é importante tornar a
interface grafica mais intuitiva para os usudrios, facilitando a interpretacdo dos resultados e o
uso do sistema como um todo.

Essas melhorias futuras contribuirdo para o desenvolvimento de um sistema ainda
mais eficiente e confiavel para a analise de biopotenciais em experimentos com animais. Com
um sistema de baixo custo e alto desempenho, sera possivel realizar estudos mais detalhados
da atividade cardiaca em ratos Wistar, ampliando o conhecimento cientifico nessa area.

Considerando essas consideracdes, podemos concluir que o projeto do TCC obteve
resultados promissores e apresentou potencial para contribuir com avangos na pesquisa de
biopotenciais em experimentos com animais. Os resultados preliminares indicam a viabilidade
e a eficacia do sistema desenvolvido, além de identificar areas de melhoria para trabalhos
futuros. Com as melhorias propostas, espera-se que 0 sistema possa ser amplamente utilizado
em estudos experimentais, oferecendo uma alternativa de baixo custo e alta qualidade para a

andlise da atividade cardiaca em ratos Wistar.
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