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RESUMO:

A andlise dos comportamentos animais e de seus substratos neurais dependem de
metodologias sistematicas para classificagdo, registro e andlise das diversas categorias
comportamentais emitidas. O registro simultaneo de dados comportamentais e parametros
fisiologicos € interessante, pois permite correlacionar a expressao externa do animal com
mudangas funcionais subjacentes. Para a realizagdo desses registros simultaneos, prop0s-se
um sistema que realiza o armazenamento de sinais fisiol6gicos e sinais de imagem (video
digital), o sincronismo destes sinais e ferramentas para analise dos mesmos pelo usudrio.
Um moédulo para aquisi¢@o de variaveis fisiologicas foi acoplado a instrumentos digitais de
registros comportamentais (webcam), permitindo a associacdo dos sinais de video com
dados de temperatura corporal e registros eletrograficos (ECG, EEG, EMG). A analise
comportamental € realizada por um modulo ja existente, o Etografo, e associada aos outros
modulos, concretizando um sistema que realiza a integrag@o e analise dos sinais de imagem
e sinais fisioldgicos: o Etofisiografo. O desenvolvimento deste sistema possibilitou a
realizacdo do sincronismo temporal entre os sinais, de forma a permitir a analise do

relacionamento entre os fendmenos comportamentais e fisiolégicos emitidos pelo animal.



Este sistema oferece ferramentas interativas (e.g. filtros, decomposi¢cdo espectral,
freqiiéncia cardiaca instantanea e calculo do RMS — Root Mean Square relacionado aos
sinais eletromiograficos) para a anélise dos dados adquiridos. Dessa forma, permite-se ao
usuario a obtencdo de resultados mais consistentes sobre os efeitos comportamentais das
manipulagdes farmacologicas, neurais e/ou ambientais causadas no animal durante o
experimento. Assim, o usuario dispde da visualizagdo dos sinais sincronizados e
ferramentas subjacentes, além de ter acesso a um relatorio final possibilitando maior

consisténcia a analise etologica.
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ABSTRACT:

Behavioral analysis in animals and the study of their neural basis depend on
systematic methodologies for classification, recording and analysis of the several
behavioral categories emitted. The simultaneous recording of behavioral data and of
physiological parameters allows correlation between the animal’s external expression with
the underlying functional changes. For the accomplishment of these simultaneous
recordings, a system that store physiological and image signals (digital video), signals’
synchronism and tools for analysis by user was proposed. A module for acquisition of
physiological variables was connected in digital instruments for behavioral recordings
(webcams), allowing for the synchronization of associate the video signals with body
temperature data and physiological data (e.g. ECG, EEG, EMG). The behavioral analysis
is carried out through of Ethograph, and is associated to the system that perform
integration of physiological and image data: the Ethophysiograph. This system made it
possible the temporal synchronism between the signals to study the relationship between
the behavioral and physiological phenomena emitted by the animal. The system offers

tools (e.g. digital filters, spectral decomposition, heart rate and RMS calculation — Root
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Mean Square related to the electromyographical signals) for the acquired data analysis.
Thus, the user makes use of synchronized signals and underlying tools visualization,
besides to access a final report that make possible a bigger consistency to the ethologic

analysis.
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Capitulo 1: Introducao 1

1. INTRODUCAO

Um dos principios bdasicos do estudo do comportamento afirma que suas
propriedades funcionais sdo determinadas pelas relagdes simples ou complexas entre os
estimulos e as respostas de um organismo (SKINNER, 1981). As pesquisas orientadas para
o estudo do comportamento permitem o acumulo de um conjunto de dados e
procedimentos, com so6lida fundamentagdo experimental e conceitual (CATANIA, 1999).
Como exemplo, a metodologia e os conceitos derivados da analise comportamental tém
fornecido bases adequadas para as investigagdes dos mecanismos bioldgicos subjacentes
ao comportamento. Assim, a validade do conhecimento cientifico sobre o comportamento,
integra-se em areas de conhecimento com carater multidisciplinar. Dentre essas areas,
destaca-se a neurociéncia. Trata-se de uma area do conhecimento que integra metodologias
e conceitos neurofisioldgicos, psicoldgicos, farmacoldgicos, bioquimicos, anatomicos e
genéticos, cujo principio basico ¢ que a previsdo do comportamento, diante da atividade de
células neurais, ¢ determinada pelo ambiente fisico e social (KANDEL, SCHWARTZ,
JESSELL, 1995).

O estudo cientifico de comportamentos em animais, bem como de seus substratos
neurais dependem de metodologias sistematicas para classificacdo, registro e analise das
diversas categorias comportamentais emitidas (HUTT, 1974). Através desses registros e
analises, consegue-se estudar mecanismos e circuitos cerebrais que controlam a expressao
dos comportamentos, ap6s administracdo de substiancias neuroativas ou manipulagdes do
tecido cerebral. Essas informagdes t€ém sido em grande parte, registradas e analisadas com
o auxilio de programas de computador. Embora eficazes, os sistemas encontrados no
mercado sdo onerosos para o investigador e/ou atendem apenas a um pequeno conjunto
particular de necessidades. Geralmente o registro comportamental ¢ feito por uma camera
de video VHS (Video Home System) ou de video digital, e o pesquisador realiza a analise
do comportamento do animal com o uso de uma prancheta em que vai anotando as

categorias de comportamento encontradas durante o experimento.

Existem alguns softwares, como o Espido, desenvolvido por BOSE (2003) no
Laboratorio de Neurofisiologia Comparada (LNfC), do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), que realizam o registro e

a andlise automatica do comportamento locomotor e nido locomotor, em animais de
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laboratdrio. Porém, ele abrange categorias especificas de comportamento. O Etografo,
também desenvolvido no LNfC, por PEDERIVA (2005), realiza a anélise comportamental
a partir de video digitais. Através dos sinais de imagem (video) adquiridos, o usuario pode
pré-determinar diversos tipos de categorias comportamentais, sem limitagdes de
quantidade e inclui-las através do teclado do computador, de acordo com fatos
identificados durante a observagao do video. O Etografo permite também a realizagao de
analises comportamentais diretamente do ambiente. Apos a realizagdo do experimento, o
software gera e disponibiliza ao usuario um relatdrio final com estatisticas sobre a analise

do experimento realizado.

Existem outros softwares de andlise comportamental. O Etholog (OTTONI, 2000) ¢
uma ferramenta utilizada para o registro comportamental através de fitas de video (VHS)
ou andlise em tempo real, e tem a capacidade de pré-determinar algumas categorias de
comportamento definidas pelo usudrio e gerar relatérios sobre analise do experimento
realizado. O EthoVision (NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSH, 2001) ¢ um software de
analise comportamental. Realiza o rastreamento do animal na arena, gravacdo automatica
de atividades e movimentos. Combina tecnologias de video e computador, com softwares
de processamento de imagem, andlises de movimentos e reconhecimento de

comportamentos.

Nos softwares citados (Etholog e Etho Vision), observa-se que os registros
realizados ndo se preocupam em analisar os fendmenos fisiologicos internos (e.g. atividade
cardiovascular, etc.) juntamente com a analise comportamental. Existem varios sistemas de
aquisicdo de sinais bioelétricos, porém, muito deles utilizam cabos que saem do animal e
sdo levados até o computador ou a algum mddulo receptor de sinais, provocando
desconforto e nem sempre realizam uma boa aquisi¢do dos sinais. Ruidos, artefatos de
movimento, problemas que o proprio cabo pode apresentar durante a transmissao,
limitagdo dos canais — por serem dedicados a algum tipo de sinal fisioldgico — e alteracao
no comportamento do animal, sdo alguns fatores que podem interferir na aquisicdo dos

sinais.

Dentre os softwares existentes para a analise de dados fisioldgicos, cita-se o —
Catman — que possui junto a ele um equipamento, o Spider 8, ambos da HBM (Hottinger

Baldwin Messtechnik [http://www.hbm.com]). Este médulo fica localizado externamente
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ao animal em experimento, e realiza a aquisi¢ao dos sinais bioelétricos através de cabos.
Através de uma interface RS-232, os dados sdao enviados ao computador, e sdo
visualizados e armazenados para analise. Outro sistema semelhante ¢ o BIOPAC - MP100
(WPS. Inc. Sarasota, USA), hardware que realiza aquisi¢do dos dados fisioldgicos via
cabo. O armazenamento, visualizacdo, edi¢do, analise e relatorio dos dados sdo realizados
por um software denominado Acgknowledge™. Destes softwares citados anteriormente,

nenhum realiza a aquisi¢do e armazenamento de videos.

Na literatura, foram encontrados poucos sistemas que realizam a aquisi¢do de dados
bioelétricos ¢ de videos digitais de forma sincronizada. A unificagdo desses dados
(fisiologicos e de video) permite ao pesquisador gerar relatorios completos de analise de
comportamento (video) relacionado aos dados fisioldgicos. Alguns desses sistemas
(MARTIN; NISHIHO; ONO, 1999; RASNOW et al., 1997) tém a capacidade de realizar
este processo. Porém, a aquisicdo de video ¢ feita por cameras analdgicas ¢ ndo digitais.
No experimento de MARTIN; NISHIHO; ONO (1999), o software implementado ¢
executado em um computador que recebe os dados fisiolégicos de um hardware (que pode
monitorar até 16 canais de sinal). Os sinais bioelétricos sao adquiridos a uma taxa de 50
ksps por canal e os sinais de video adquiridos a uma taxa de 30 fps. Porém, a
funcionalidade deste software estd restrita a analise de sinais de EEG e movimentos

locomotores e ndo locomotores do animal.

A Tabela 1.1 apresenta um comparativo entre dois sistemas comerciais € o sistema
desenvolvido, Etofisiografo, sendo que deste ultimo as caracteristicas serdo detalhadas no

decorrer no trabalho.

Para realizar experimentos nesta area, ¢ de grande interesse o registro simultaneo de
dados comportamentais e de parametros fisiologicos (eletrofisioldgicos, térmicos e
bioquimicos). Este tipo de abordagem permite a correlagdo entre a expressao externa do
fendmeno comportamental (posturas, movimentos, estados, vocalizagdes, mudancas de
cor, etc.) com mudangas funcionais subjacentes (e.g., atividade cardiovascular,
temperatura, atividade elétrica cortical), possibilitando uma melhor caracterizagdo dos
mecanismos neurais afetados por uma manipulagdo (e.g., lesdo, estimulacio

elétrica/quimica, mudangas ambientais).
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Tabela 1.1: Comparativo entre os sistemas comerciais (Catman e Acgknowledge) em

relagdo ao Etofisidgrafo

Softwares
1 2 3
Caracteristicas
Interface RS-232 USB 1.2 USB 1.1
Calibracao dos Sinais SIM SIM SIM
Calibrac¢iio Ganho NAO SIM SIM
Visualiza¢iio dos Sinais NAO SIM SIM
Armazenamento dos Sinais Bioelétricos SIM SIM SIM
Armazenamento dos Sinais de Video NAO NAO SIM
Sincronismo dos Sinais e Visualizacao NAO NAO SIM
Analises especificas (e.g. filtros) dos Sinais SIM SIM SIM
Analise Comportamental NAO NAO SIM

1: Catman (HBM); 2: Acqgknowledge™; 3: Etofisiografo.

Como regra, busca-se correlacionar aspectos comportamentais (ingestivos € outros)
com fendmenos metabolicos provocados por intervengdes no Sistema Nervoso Central
(SNC) ou manipulagdes farmacoldgicas nos sistemas de neurotransmissdo. No entanto,
visando obter dados em um ou outro nivel de andlise, os experimentos tém sido realizados
em grupos experimentais separados, com o esperado descompasso entre as andlises
fisiologicas e comportamentais. Sistemas telemétricos que permitam uma correlagdo mais
precisa entre sinais corporais fisiologicamente relevantes e o comportamento observavel,
como o que se desenvolveu neste projeto, podem determinar um notavel avango na
compreensdo das relagdes entre estes fenomenos. Pode ser notado, conforme literatura
citada, que sistemas telemétricos implantaveis tém sido cada vez mais utilizados em ratos.
No entanto, o emprego destes recursos em aves ainda ndo foi relatado de forma

sistematica; e nada se sabe sobre a viabilidade e os efeitos destes implantes nesta espécie.

Estas abordagens enfrentam, no entanto, diversas dificuldades de natureza técnica.
Uma das mais importantes reside na necessidade de conciliar um registro adequado das
variaveis fisiologicas (usualmente realizadas por meio de fios condutores elétricos e
cateteres acoplados ao animal de experimentacdo) e a preservacdo da mobilidade normal

do animal em um ambiente, a um tempo controlado e de baixa carga estressora. Além
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disto, a sincronizacdo dos registros comportamentais com os registros fisioldgicos ¢
dificultada: 1) pelas resolugdes temporais diferentes entres estes fenomenos (milisegundos,
dezenas de milisegundos para os fenomenos fisioldgicos; segundos, dezenas de segundos
para os fendmenos comportamentais) e 2) pelos diferentes métodos de aquisicdo dos
registros (poligrafos para os fendmenos fisioldgicos, anotagdes em papel ou registros em

video para os fendmenos comportamentais).

Neste projeto, desenvolveu-se um modulo de registro de variaveis fisiologicas que
¢ acoplado a instrumentos digitais de registros comportamentais. Este acoplamento permite
a associag¢do, com grande precisdo temporal, das imagens (video digital) obtidas de um
animal em seu ambiente experimental, com dados de temperatura corporal e registros
eletrograficos (eletroencefalograma [EEG], eletrocardiograma [ECG], eletromiograma

[EMG]), obtidos por telemetria.

Tendo em vista um equipamento que realize a aquisi¢ao de sinais e andlise
comportamental, ambos em sincronismo, foi proposta a seguinte solucdo: a aquisi¢ao dos
sinais de video seria realizada com uma webcam, e a andlise comportamental com o
Etografo (PEDERIVA, 2005). A aquisicdo dos sinais bioelétricos deu-se através de um
Modulo Remoto (MR) — Etofisidgrafo — desenvolvido por GIASSI (2006), que fica
implantado no animal (pombos ou ratos) e transmite dados de sinais fisiologicos, via
infravermelho, a um Modulo Base (MB) que transmite as informagdes recebidas, através
de um cabo USB (Universal Serial Bus) ao computador que possui o software de
aquisicao. Este software apresenta capacidade de armazenamento e processamento dos
dados, além de estar em sincronismo com o Etografo. Assim, ¢ possivel que o usuario
tenha acesso aos sinais de imagem e aos dados fisioldgicos captados, trabalhe com estes
sinais de maneira off-line e gere relatorios de andlise mais consistentes, envolvendo a

analise etologica e dos dados fisioldgicos.

1.1. OBJETIVOS

Este item descreve tanto os objetivos gerais quanto os objetivos especificos

propostos para esta dissertacao.
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1.1.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema para adquirir, registrar,
armazenar, visualizar e analisar os dados das variaveis fisiologicas de um animal,
realizando tais tarefas de forma sincronizada com a obtencdo e analise de dados
comportamentais através de video digital, executadas por um outro moédulo, ja existente,
denominado Etografo (PEDERIVA, 2005) e desenvolvido no Laboratério de
Bioengenharia (IEB-UFSC).

1.1.2. Objetivos Especificos
Sdo objetivos especificos deste trabalho:

e Desenvolver os modulos que o compde (Modulo de aquisi¢ao e Modulo de

analise de sinais fisiologicos) e acopla-los ao modulo ja existente, Etografo:

e Integrar outros métodos de analise comportamental a partir de videos
digitais ja desenvolvidos no LNfC, resultando em relatérios de dados

fisiologicos adquiridos do animal pelo Etofisidégrafo;

e Armazenar e processar os dados, além de estar em sincronismo com o
Etografo, possibilitando ao usudrio ter acesso a imagem e dados fisiologicos

captados simultaneamente;

e Ao final do desenvolvimento, ter o seu desempenho avaliado em animais de

laboratorio (ratos).
1.2. JUSTIFICATIVA

Devido aos avangos das pesquisas, em ambito geral, exige-se que novas tecnologias
sejam acrescentadas ao arsenal metodoldgico para o prosseguimento das investigacdes. E
inexoravel a necessidade do dominio de tecnologias para manter-se em condigdes de

igualdade na competicao cientifica (ANDERSEN et al., 2001).

Solugdes técnicas para o problema da sincronizagdo entre registros
comportamentais e fisiologicos tém sido propostas nos ultimos anos devido ao

barateamento, e aumento de velocidade e recursos dos computadores pessoais, bem como
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das cameras de video digital. Uma série de sistemas que podem mesclar dados fisiologicos
e sinais de video tem sido descrita (FENTON; MULLER, 1996; RASNOW et al., 1997,
MARTIN; NISHIHO; ONO, 1999). Como regra, tais sistemas sdo projetados para
aplicagdes em um conjunto restrito de situagdes comportamentais e fisioldgicas (e.g., em
esquemas operantes de aprendizado, permitindo o registro ¢ analise de potenciais unitarios
extracelulares), langcando mao de recursos onerosos de video analogico (e sua posterior
conversao off-line para arquivos digitais) e de placas especiais para aquisi¢cdo € conversao
de ambos os sinais, por meio de interface de baixa velocidade (como a interface serial RS-

232).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de cameras digitais de baixo custo e
resolugdo adequada para a maioria dos registros comportamentais (como as webcams),
operando por meio de interfaces flexiveis, baratas e que permitem altas taxas de aquisi¢@o
tanto de dados digitalizados quanto de imagens (como a interface USB — Universal Serial
Bus), propiciou ferramentas que podem ser utilizadas para refinar a investigagdo em
neurobiologia. Estas tecnologias podem permitir, por exemplo, a sincronizacdo de dados
comportamentais e fisiologicos em um Unico computador, com vantagens técnicas e
financeiras em relagdo aos sistemas citados. Além disso, muitos destes recursos podem ser
acoplados a ferramentas modulares de software ja existentes, permitindo o seu uso em

diferentes aplicacdes.

Especificamente neste caso, observa-se que os sistemas digitais de registros e
analise comportamental ndo permitem a analise de dados fisiologicos (eg; ECG, EEG,
EMG, temperatura corporal). Os equipamentos que realizam a analise desses dados, na
maioria dos casos, ndo atuam em conjunto com equipamentos que realizam a analise dos
dados relacionados ao comportamento. Como descrito anteriormente, ¢ importante saber
como se comportam os dados fisioldgicos no animal para poder utilizar informagdes mais
precisas sobre o comportamento a ser analisado. Assim, foi desenvolvido por GIASSI
(2006) um moédulo de aquisicdo e transmissdo de sinais biolétricos, via transceptor
infravermelho implantado no animal em experimento, adquire esses sinais e transmite a um
computador, no qual um software que foi proposto nesta dissertagdo registra ¢ analisa os
dados. Simultaneamente, o comportamento do animal ¢ gravado em video digital. Apos o
registro dos sinais fisiologicos e de video, o usuario através deste software, realiza o

sincronismo dos sinais (fisioldgicos e de video) e estes sdo apresentados no computador. O
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pesquisador podera analisar o experimento realizado com maior precisdo. Para tanto, sdo
disponibilizados ao usuario recursos de processamento digital para os sinais bioelétricos e
a analise comportamental, em sincronismo com os dados fisiologicos, realizada pelo
Etégrafo (PEDERIVA, 2005). Ao final, apresenta-se um relatdrio com estatisticas sobre a

analise do experimento realizado.
1.3. VISAO GERAL DO SISTEMA ETOFISIOGRAFO

O Etofisiografo constitui-se de um hardware (Modulo Remoto, Médulo Base e
Transceptores Infravermelho) desenvolvido por GIASSI (2006) e de um software que
realiza o sincronismo dos sinais bioelétricos e de video, e realiza também a analise dos
sinais fisioldgicos e geragdo de relatdrios, que foram realizados nesta dissertacdo. A analise
comportamental (sinais de video digital) é realizada pelo Etoégrafo (PEDERIVA, 2005).
Para melhor otimizagdo das analises, o Etografo foi incorporado ao Etofisiografo, mas

estes dois modulos podem atuar em conjunto ou de forma independente.

A Figura 1.1 apresenta uma visdo geral do sistema desenvolvido.

computador
Relatérios
Fisiografo

Camera de Video Digital
webcam

Transceptor Infravermelho

Figura 1.1: Visdo Geral do Sistema Etofisiografo
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O animal situado dentro da arena possui um moddulo remoto (implantado) que
transmite os sinais bioelétricos via infravermelho (item 1) para um modulo base (MB, item
2) e, através da interface USB (item 3) esses sinais sdo levados ao computador.
Simultaneamente uma webcam estd registrando o comportamento do animal e, via
interface USB (item 4), envia o sinal de video que sera armazenado no computador. Os
sinais fisiologicos que chegam ao computador sdo visualizados e armazenados. Apds isso,
¢ realizado o sincronismo (off-/ine) entre os sinais bioelétricos e o sinal de video (item 5) e
o pesquisador ird utilizar os recursos oferecidos pelo software (eg, filtros) para realizar a
analise comportamental do animal resultando na geracdo de relatorios de dados

comportamentais e fisiologicos (item 6).

O Etofisidgrafo efetua a aquisi¢@o, transmissdo, recepcdo e tratamento dos sinais.
Os sinais em questdo sio ECG, EEG, EMG e Temperatura (item 5 da figura 1.1). O
sistema possui quatro canais de aquisicdo, sendo um fixo para a temperatura € os outros
trés canais configurdveis para a recepcao de qualquer um dos sinais de ECG, EEG ou
EMG, de acordo com o interesse do pesquisador. Isto se deve ao sistema possuir filtros e
amplificadores que podem adaptar cada canal ao sinal (cada sinal possui uma faixa de

freqliéncia e ganho caracteristicos) que sera de interesse para o experimento.

O animal em experimento, situado dentro de uma arena para registro, possui um
circuito elétrico implantado capaz de realizar a aquisi¢ao de sinais biolétricos. Este circuito
possui tamanho e peso reduzido, diminuindo o desconforto do animal e permitindo um
registro comportamental sem as restrigdes causadas pelos fios elétricos. Este modulo ¢é
composto por um microcontrolador MSP430F1232 da Texas Instruments, amplificadores
operacionais (AmpOp) utilizado para atribuir ganho aos sinais e filtros passa-baixas para
evitar o aliasing (sobreposi¢ao de componentes espectrais do sinal amostrado). Os dados
adquiridos pelo mddulo remoto sdo enviados ao transceptor infravermelho (LED — Light
Emitting Diode), localizado na cabega do animal (item 1 da Figura 1.1), conforme

detalhado na Figura 1.2 e foi desenvolvido por GIASSI (2006).
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Figura 1.2: Diagrama em Blocos do Hardware do Médulo Remoto

Os sinais infravermelhos sdo captados pelos transceptores localizados na arena.
Estes se encontram dispostos em varios pontos, para que seja coberto todo o espago no
qual o animal ficara durante o experimento e nao haja, assim, perda do sinal a ser
transmitido e recebido. Os transceptores recebem os sinais que sdo, entdo, transmitidos via
cabo para o médulo base, localizado fora da arena (item 2 da Figura 1.1). O modulo base
utiliza o microcontrolador MSP430F149 da Texas Instruments disponibilizando os sinais
em pacotes de dados e os enviando através de interface USB (item 3 da Figura 1.1) para o

computador, onde serdo armazenados, conforme detalhado na Figura 1.3.

—-=

Figura 1.3: Diagrama em Blocos do Modulo Base

Quando os dados bioelétricos chegam ao computador, via interface USB, eles sdo
visualizados graficamente (graficos de ECG, EEG e EMQG) e armazenados, para posterior
analise off-line. Ao mesmo tempo, os sinais de video digital também estdo sendo

armazenados no computador.

Simultaneamente a aquisicdo dos sinais biolétricos (Etofisidografo), ¢ realizada a

aquisicao de video, em formato digital, através de uma webcam, destinada para a analise
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comportamental do animal (item 4 da Figura 1.1) que ¢ realizada pelo Etografo

(PEDERIVA, 2005).

Apods o armazenamento dos sinais (video digital e sinais bioelétricos), ¢ realizada a
analise comportamental do animal em experimento. Nesta etapa, o sincronismo entre o
video e os sinais bioelétricos ¢ estabelecido, para que o usuario possa analisar, associar e
compreender eventos/estados comportamentais aos eventos/estados nos sinais bioelétricos
registrados. Apos isso, ¢ gerado um relatorio (planilhas) sobre toda a andlise

comportamental e dos dados bioelétricos (item 6 da Figura 1.1).
1.4. DEFINICAO DO ESCOPO

O software desenvolvido e apresentado neste trabalho consiste em moddulos
relacionados a aquisi¢do dos sinais biolétricos, a visualizagdo, a calibracdo, ao
armazenamento e a analise desses dados, em sincronismo com o video digital, através do
Etografo (Figura 1.4). Uma visdo mais completa e detalhada ¢ feita no Capitulo 3 —

Materiais e Métodos.

Agquisi¢io Analise
dos Sinais ——» Calibragio ——= Visualizagdo ———»Armazenamento—— Sincronismo ——+ Etologica e
Bioelétricos Fisiologica
Ay A
Aquisigio
do Sinal de + Armazenamento Geragdo de
Video Planilhas

Figura 1.4: Diagrama em Blocos do Escopo do Software
1.5. ORGANIZACAO DO TRABALHO

O Capitulo 1 da dissertacdo apresenta as partes introdutorias do trabalho,
descrevendo seus objetivos, justificativa, visdo geral do sistema proposto ¢ definigdo do
escopo. De acordo com a visao geral do sistema, foram escritos os Capitulos 2 ¢ 3,
referentes & Fundamentacdo Teorica e aos Materiais e Métodos que descreve todas as

etapas de realizagdes do sistema desenvolvido.

No Capitulo 4, estdo descritos os resultados obtidos com os testes realizados no

sistema para sua avaliacdo e validacdo. E também discutida a andlise de resultados e de
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outras caracteristicas de importancia do software desenvolvido e as conclusdes, no

Capitulo 5.

O Capitulo 6 destina-se a identificacdo dos proximos passos, € a seguir descrevem-

se as referéncias bibliograficas utilizadas na elaboracdo da dissertagao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo encontram-se explanados alguns assuntos relacionados ao escopo do
trabalho desenvolvido: Métodos de Analise Comportamental, Caracteristicas de sistemas
em Instrumentacdo Biomédica, Processamento Digital de Sinais, Analise Espectral de
Sinais Fisiologicos, Sistemas de Cor em Imagem e os Sinais Fisioldgicos contemplados

neste trabalho.
2.1. METODOS DE ANALISE COMPORTAMENTAL

Um requisito basico para a investigagdo cientifica do comportamento animal
(incluindo aqueles exibidos pela espécie humana) ¢ a adocdo de uma metodologia
sistematica para seu registro e para a analise destes registros. Estas metodologias devem
estar baseadas na definicdo dada ao termo comportamento e na forma como ¢ descrito

(HUTT, 1974).

Comportamento ¢ qualquer atividade que gera mudangas na forma ou fungdo de
uma parte (ou todo) do corpo de um animal em relagdo a que existia anteriormente. Cada
evento destes constitui uma categoria descritiva (CUNHA, 1976). Como exemplo, cita-se o
comportamento de andar. Este comportamento possui caracteristicas relativamente
constantes, ou seja, andar ¢ mover alternadamente as pernas, tocando o solo com os pés,
deslocando no espacgo o corpo do individuo como um todo. Este comportamento pode ser
segmentado em atos ou unidades menores, como por exemplo, o0 movimento de flexdo e

extensdo de cada perna, o que caracteriza novas categorias comportamentais (HUTT,

1974).

As categorias comportamentais podem representar uma mudanga na aparéncia ou
em uma postura pré-existente de um animal, por exemplo, o camaledo, que de repente
muda de cor. Mudancas como essas, de aparéncia e de postura, caracterizam novas
categorias de importancia para uma analise comportamental. Desta forma, as categorias
descritivas do comportamento estariam determinadas por mudangas fisicas (movimento),
de postura ou aparéncia (e.g., mudanga de cor), apresentadas por um animal ou ser

humano. Assim, comportamento ¢ uma mudanga de um padrdo no tempo.
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Uma analise comportamental pormenorizada pode, ainda, dar uma indicagdo mais
precisa sobre mecanismos neurais que produzem uma determinada mudanca no
comportamento. Desta forma, métodos de registro e analise comportamental sdo de
especial interesse aos neurocientistas que lidam com mecanismos e circuitos cerebrais, 0s
quais controlam a expressdo de comportamentos. Este campo de investigacdo biomédica
usa os registros destas categorias descritivas, para analisar as conseqliéncias
comportamentais da administragdo de substincias neuroativas ou de manipulagdes (lesdo,
estimulacdo) do tecido cerebral. Esta abordagem tem sido bem sucedida em identificar
circuitos cerebrais que controlam uma série de atributos comportamentais (ZIGMOND et
al., 2002; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2002; KANDEL; SHWARTS; JESSEL,
2000).

Diversas disciplinas procuram descrever e estudar comportamentos. De particular
importancia ¢ a Etologia — estudo do comportamento sob um ponto de vista bioldgico. A
Etologia estuda os aspectos causais, funcionais, ontogenéticos (ligados ao desenvolvimento
do individuo) e filogenéticos (relacionados a evolugdo da espécie) do comportamento e se
notabiliza por utilizar métodos sistematicos, diretos, quantitativos e de alto poder
descritivo, para examinar categorias comportamentais discretas, como padroes de
movimentos da cabecga, até as diversas formas de interagdo social entre membros da

espécie.

Os métodos etologicos constituem de uma série de procedimentos para o registro
comportamental. A categorizacdo de determinado comportamento é sempre acompanhada
de uma minuciosa descricdo do mesmo. Esta descri¢ao deve ser clara para que a categoria
em questdo seja prontamente reconhecida por qualquer outro investigador. Assim, ¢
necessaria a definicdo de cada uma das categorias para que ndo haja véarias interpretagdes
de seu significado, o que poderia acarretar em erros no registro. A descricdo deve ser a
mais adequada e objetiva possivel para que se compreenda o seu significado (CUNHA,

1976; LEHNER, 1979).

Identificar, descrever e nomear uma categoria pode ser uma tarefa longa e
desgastante para o observador. E necessario conhecer o animal a ser observado, passar
horas observando suas reagoes, a seqiiéncia de seus comportamentos e tomar conhecimento

de detalhes que identificam cada um desses comportamentos. O nivel de conhecimento
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sobre o animal pode chegar ao ponto de identificar um comportamento antes mesmo que

ele ocorra.

O conjunto de categorias comportamentais (acompanhado de suas descri¢des) que
interessam a uma determinada investigagcdo, e que sera utilizado no registro dos eventos
produzidos pelo animal em estudo, ¢ denominado catdlogo comportamental. O catalogo
comportamental ¢, entdo, a referéncia de como identificar cada um dos comportamentos a
serem observados. Na Etologia, da-se a esse catdlogo de comportamentos o nome de

etograma (HUTT, 1974).

Para se realizar a analise de um experimento, ha a necessidade de obter seu registro,
isto ¢, um relato da seqiiéncia de comportamentos executados durante um periodo de
tempo pré-determinado. A partir do registro, pode-se fazer um levantamento dos dados
comportamentais e, posteriormente, associd-los aos mecanismos e circuitos cerebrais que
os controlam. Estes registros podem ser realizados por diversos métodos, envolvendo
desde uma simples folha de papel (DA SILVA; MARINO-NETO; PASCHOALINI, 2003)
até sofisticados programas de computador (NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSH, 2001).

Uma forma mais simples, porém, bastante utilizada para a obtencao e arquivamento
dos registros de comportamento ¢ a planilha de dados, isto €, um formulario de papel. Essa
planilha ¢ composta pelo catidlogo de comportamentos, com os comportamentos de
interesse a serem observados no experimento, € por uma série de colunas para anotar a
ocorréncia dos mesmos. A medida que se observa a ocorréncia das categorias, faz-se uma
anotagdo no espago correspondente as mesmas. Naturalmente, essa planilha s6 é capaz de
mostrar a freqii€éncia com que as categorias ocorrem, ja as indicagdes de duragdo e
laténcias valem-se do uso de reldgios e crondmetros. Essa ainda ¢ uma forma de registro
bastante usada atualmente (HACKL et al., 2005; DA SILVA et al., 2004; DA SILVA;
MARINO-NETO; PASCHOALINI, 2003; SAADOUN; CABRERA, 2002; STEFFENS et
al., 1997; DARIO et al., 1996).

Uma outra forma de registro sdo os gravadores de eventos. Estes sdo usados para
gravar a ocorréncia e a duragdo de eventos e estados. Ao pressionar uma tecla, ativa-se um
solendide que move uma caneta sobre um pedago de papel em movimento. Esse trago
corresponde a duracdao da categoria, que depende da velocidade de movimento do papel.

Para cessar o registro, pressiona-se a tecla correspondente a categoria registrada. A caneta
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deixa de marcar o papel. Cada lacuna em branco entre a ocorréncia de uma categoria serve
como indicativo da freqiiéncia de ocorréncia da mesma. Esses equipamentos variam no
nimero de canais existentes. Cada canal representa uma categoria comportamental.
Registros com equipamento de até 60 canais ja foram encontrados na literatura (HUTT,

1974; LEHNER, 1979).

O estendgrafo, um outro equipamento para registro de comportamentos, era
considerado bem dinamico na época em que era usado. Este equipamento registrava
eventos simultineos e, até mesmo, eventos em mais de um animal em experimento,
permitindo dados referentes a freqiiéncia, nimero de ocorréncias e duracdo. Ele ¢
composto de varias teclas de letras e de numeros que variam de zero a nove. Cada tecla
pode ser associada a uma categoria comportamental a ser registrada. Tém sido estudados
os efeitos de diversas drogas no comportamento de ratos, colocados dois a dois em uma
pequena caixa de madeira. Nove categorias de comportamentos de interesse foram
separadas (identificadas pelas letras do alfabeto de A a I) e a ocorréncia dos
comportamentos dos dois ratos foi registrada simultaneamente. A duracdo de cada
categoria foi marcada pressionando-se a mesma tecla em intervalos de um segundo de
acordo com um metrénomo elétrico. Este tipo de metodologia padece de limitagdo do
numero de teclas disponiveis para as categorias, ¢ da necessidade de treinamento

especializado do investigador.

Outra maneira de registrar a analise comportamental, conforme HUTT (1974), era
através de fitas de 4dudio. Tais fitas foram utilizadas, principalmente, para realizar registros
a fim de estudar o comportamento de criangas em “campo livre” (free field). O uso de fitas
de audio permite gravar a descricdo verbal dos comportamentos em um registro
permanente para posterior uso pelo investigador. Pode-se também utiliza-las para gravar
sons produzidos por animais. Este método permite uma descri¢do verbal completa de todos
os eventos, podendo ser utilizadas codificagdes verbais para garantir alta velocidade de
registro (quando esta € necessaria), e podem garantir que eventos muito complexos sejam
descritos e registrados. As desvantagens deste método sdo que as fitas tém um tempo
limitado de gravacdo, a manuten¢do do acontecimento em tempo real torna-se um
problema, e a gravagdo pode ocasionalmente perturbar os animais em observacao. Além de

que observagdes de longa dura¢do podem causar cansago no investigador, prejudicando a
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finalizacdo do experimento, ja que apds todo o registro ainda ha a necessidade da

transferéncia dos dados para planilhas escritas (LEHNER, 1979).

Com o advento dos computadores digitais pessoais, surgiram novas formas de
auxilio na obtencdo dos registros de comportamentos. Passaram entdo a ser utilizados
como ferramenta para coleta direta, organiza¢do, armazenamento ¢ analise estatistica de
dados, através de entrada direta ou indireta desses dados. Além disso, recursos digitais t€ém

sido utilizados na deteccdo automatica de comportamentos (SAMS-DODD, 1995).

Equipamentos para deteccdo automatica de comportamentos estdo disponiveis no
mercado. Dispositivos para registro e andlise de comportamentos locomotores usam
diversas técnicas, incluindo o uso de fotocé¢lulas (SCHWARTING et al., 1993), de
sensores de ultra-som (SPINK et al., 2001), e de plataformas com sensores mecanicos no
piso, como roletes (SCHWARTING et al., 1993), esferas (SCHWARTING et al., 1993;
SPINK et al., 2001). Podem também ser baseados em sistemas que utilizam luz
infravermelha (FITZGERALD; BERRES; SCHAEPPI, 1988; BRUDZYNSKI; KROL,
1997; KAFKAFI et al., 2001) ou em imagens registradas em video analdgico ou digital
(SCHWARTING et al., 1993; SAMS-DODD, 1995; SPINK ef al., 2001; SCHWARZ et
al., 2002).

A Figura 2.1 exibe o equipamento LABORAS, da empresa Metris B.B
(http://metris.nl/laboras). Ele ¢ constituido de sensores de pressdo que captam vibracdes
para caracterizar diferentes categorias comportamentais pré-determinadas. Os sinais
elétricos gerados pelos sensores sdo amplificados, filtrados para elimina¢do de ruidos,
digitalizados e armazenados em um computador. O computador processa esses sinais
através de técnicas de processamento digital de sinais e classifica-os dentro de um grupo

restrito de categorias (QUINN et al., 2003).
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Figura 2.1: Laboras— Equipamento feito com sensores de pressdo que captam diversas
vibragdes que caracterizam diferentes categorias comportamentais pré-determinadas,

adaptado de <http://www.metris.nl/laboras>.

Uma série de outras formas de registro de comportamentos ¢ conhecida, mas a
utilizacdo de registros em video ¢ uma das formas mais interessantes para os etologistas.
Obtendo-se o registro através de video, um nimero maior de levantamentos das categorias
pode ser obtido, tendo em vista que o video pode ser assistido mais de uma vez. A cada
vez, observam-se determinados detalhes, e até outros comportamentos que ndo poderiam
ser obtidos apenas com a observa¢do em tempo real. Vendo um filme diversas vezes, o
pesquisador aprende a antecipar comportamentos, passando a conhecer mais
detalhadamente o animal em experimento. Essa percepcdo ¢ fundamental para reconhecer

mais facilmente e registrar corretamente o comportamento observado.

A Figura 2.2 exibe o Etégrafo (PEDERIVA, 2005), o qual realiza a andlise
comportamental a partir de videos digitais. Através das imagens (video) adquiridas, o
usuario pode pré-determinar diversos tipos de categorias comportamentais, sem limitagdes
de quantidade, e inclui-las através do teclado do computador, de acordo com fatos
identificados durante a observagao do video. O Etografo permite também a realizagao de
analises comportamentais diretamente do ambiente. Apos a realizagdo do experimento, o
software gera e disponibiliza ao usuario um relatdrio final com estatisticas sobre a analise

do experimento realizado.
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Figura 2.2: Etografo — Registro Comportamental em Video, possibilitando o registro das

categorias comportamentais observadas durante o experimento.

2.2. CARACTERISTICAS DE SISTEMAS EM INSTRUMENTACAO
BIOMEDICA

Os sinais bioelétricos refletem variaveis fisiologicas e, portanto, formam um meio
de transmissdo de informag¢des (GUYTON; HALL, 1998). Na aquisicdo dos sinais
bioelétricos, € necessario levar em consideragdo o local no qual ¢ realizado o registro (e.g.;
a medicdo através dos eletrodos pode ser evasiva ou invasiva), pois esse tipo de
informacdo varia de acordo com a atividade neural ou muscular do local, influenciando a

freqiiéncia e a amplitude do sinal.
2.3. PROCESSAMENTO DIGITAL DE SINAIS

Neste item, sdo descritos alguns dos tratamentos que os sinais fisiolégicos podem
ser submetidos. Citam-se filtros utilizados para os sinais de ECG, EEG e EMG, além da

analise espectral e estimacdo de densidade espectral de poténcia dos mesmos sinais.
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2.3.1. Filtragem

Processamento Digital de Sinais consiste na analise e/ou condicionamento de um
sinal, a fim de extrair alguma informacao deste sinal, podendo também, assim, torna-los
mais apropriados para alguma aplicagcdo especifica (SMITH, 1999). Uma das operacdes
mais utilizadas em processamento digital de sinais ¢ a filtragem. Sua utilizagdo mais
comum ¢ relacionar componentes de freqiiéncia de um sinal e bloquear outras
componentes de freqii€ncia. Isto é, a fungdo de transferéncia do filtro forma uma janela
espectral através da qual somente ¢ permitida a passagem da parte desejada do sinal da
freqiiéncia de entrada. Os sistemas que implementam estas operagdes sdo chamados de
filtros (SMITH, 1999). Varios tipos de filtros podem ser definidos, dependendo da

natureza da operacao de filtragem.

Com base na resposta da fun¢do de transferéncia, os filtros sdo classificados em
quatro tipos: passa-baixas, passa-altas, passa-banda e rejeita-banda. Um filtro passa-baixas
permite a passagem de todas as componentes de freqiiéncia abaixo de fc, denominada
freqliéncia de corte, e atenua todas as freqiiéncias acima de fc. Um filtro passa-altas realiza
a tarefa oposta, deixando passar as freqiiéncias superiores a fc e rejeitando as freqiiéncias
abaixo de fc. Um filtro passa-banda permite a passagem de freqiiéncias dentro do intervalo
definido por fc; e fcy e rejeita qualquer freqiiéncia fora deste intervalo. O filtro rejeita-
banda realiza a operagdo contraria ao filtro passa-banda, rejeitando somente as freqiliéncias
definidas dentro da faixa fc; e fep e permitindo a passagem de quaisquer outras

componentes de freqiiéncia, podendo ser chamado também de filtro notch.

Um sinal pode ser corrompido por interferéncias indesejaveis, denominadas ruidos.
Em muitas aplicagdes, os sinais desejados ocupam bandas de freqiliéncias baixas, desde DC
(Direct Current — 0 Hz) até fi Hz (fu — Low frequency), sendo corrompidos por ruidos de
altas freqiiéncias, acima de fy Hz (fy — High frequency) com fy > f.. Nestes casos, pode-se
remover o ruido aplicando um filtro passa-baixas com freqiiéncia de corte fc onde fi < fc <
fr. Uma fonte comum de ruido sdo radiacdes de campos elétricos e magnéticos. Os sinais
gerados pelas linhas de for¢a aparecem como uma sendide com freqiiéncia de 60 Hz
corrompendo o sinal desejado. Este ruido pode ser removido por um filtro notch de 60 Hz

(SMITH, 1999).
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2.3.2. Tipos de Filtros Digitais

Os filtros descritos a seguir sdo ferramentas utilizadas no Etofisiografo, as quais
possibilitam ao usuario melhores interpretagdes sobre os sinais bioelétricos em estudo.
Sinais distintos possuem distintas faixas de freqiiéncia. A Tabela 2.1 descreve a faixa de

freqliéncia dos sinais contemplados neste trabalho.

Tabela 2.1: Freqiiéncia dos Sinais Bioelétricos.

Sinais Freqiiéncias [Hz]
Eletrocardiograma (ECG) 0,3 -300
Eletroencefalograma (EEG) 0,3-70
Eletromiograma (EMG) 100 — 500

Fonte: Adaptado de TONG; BEZERIANOS; PAUL (2001) e SHAW; LAI; CHIU
(2002)

Existem duas classes principais de filtros digitais: Filtros de Resposta Infinita ao
Impulso (IIR) e Filtros de Resposta Finita ao Impulso (FIR). Trata-se de sistemas causais,
isto €, um sistema que a um dado tempo m, produz uma saida que ¢ dependente somente
das entradas presentes e passadas e saidas passadas. A Equagdo 2.1 expressa a saida
presente em termos das entradas presentes e passadas e saidas passadas. C; e Dy

representam os sinais de saida e entrada, respectivamente.

K (2.1)
y, = ZA,.)C,H —ZBk.yH, onde:4,=C,/D, e B, =D, /D,

1=0 k=1

a) Filtros de Resposta Finita ao Impulso (FIR):

Se as saidas do sistema dependem somente da entrada presente e de um numero
finito de entradas passadas, entdo o filtro tem uma resposta impulsiva finita. Ao tornar os
coeficientes By iguais a zero, na Equacao (2.1), obtém-se a representagdao de um filtro FIR
de duracdo L, onde os coeficientes sdo equivalentes a sua resposta impulsiva, conforme

descreve a Equagdo (2.2).
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L (2.2)

Devido ao fato de que os valores passados de saida ndo influenciam no calculo
dos valores de saida presentes, este filtro também ¢ chamado de filtro ndo-recursivo
(SMITH, 1999). A resposta em freqiiéncia de um filtro FIR é composta por uma série de
Fourier, faz com que os valores nulos indiquem um truncamento na série. Este
truncamento ndo afeta a resposta em amplitude do filtro, porém insere oscilagdes nas
bandas de passagem e atenuacgdo, efeito este chamado de fenomeno de Gibbs. Para reduzir
as oscilagdes decorrentes do efeito Gibbs em filtros FIR com uma série de coeficientes de
Fourier finita, utiliza-se uma classe particular de fungdes de ponderagdo para modificar os
seus coeficientes (SMITH, 1999). Estas fun¢des de ponderagao, Equagdo (2.3), no dominio
do tempo sdo geralmente chamadas de fungdes de janelamento. Desta forma, a técnica para
o projeto dos filtros FIR serd multiplicar a resposta impulsiva desejada /4 por uma classe de

fungdes no dominio do tempo, conhecidas como fungdes de janelamento.
h, = h,(n).a(n), onde a(n) é a fungéo de janelamento utilizada. (2.3)

Conforme se ilustra na Figura 2.3, dentre as fungdes janelas existentes, destacam-

se, em particular para este trabalho, as janelas de Hamming, de Hanning e Retangular.
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Figura 2.3: Janela de Hamming, Janela de Hanning e Janela Retangular para o numero de

pontos N=64.
e Janela Retangular

A funcdo da janela retangular ¢ dada pela Equacao (2.4):

- 24
1 para |n| < N-1 @4)
ap (n) = 2
0 demais

e Janela de Hamming

A funcdo da janela de Hamming ¢ dada pela Equacgao (2.5):

(2.5)

0,54 + 0,46 cos( 2m
N

j para |n| SN—_I
a,(n)= 1 2

0 demais
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e Janela de Hanning

A fun¢ido da janela Hanning ¢ dada pela equagdo (2.6):

(2.6)

0,5+0,5 cos( 27m
N

N-1
a, () = J para |n| < T

0 demais

b) Filtros de Resposta Infinita ao Impulso (IIR)

A resposta de um filtro de resposta infinita ao impulso ¢ uma fungao referente as
amostras de entrada presentes e passadas, e das amostras de saida passadas do sinal. A
Equagdo (2.1) representa um filtro IIR porque ¢ uma funcio dos elementos de excitagdo e
resposta. A dependéncia das saidas passadas faz com que a duragdo da resposta seja

infinita mesmo quando cessarem os sinais de entrada (SMITH, 1999).

Devido ao fato de que, nestes filtros, os sinais de saida j& obtidos fazem parte do
calculo dos sinais de saida ainda por calcular, estes filtros também sdo chamados de filtros

recursivos (SMITH, 1999).

Para filtros digitais IIR, pode-se converter filtros analdgicos, tais como: Filtros de
Butterworth, Filtros de Chebyshev e Filtros Elipticos, para digitais através de transformada

bilinear.
Particularmente, para este trabalho, destaca-se o filtro de Butterworth.
e Filtro de Butterworth

Os filtros de Butterworth sdo definidos de forma que a magnitude da resposta

em freqiliéncia seja maximamente plana, na banda de passagem (Equagao 2.7).

Q ¢ a freqiiéncia, (2.7)
> onde, Q. a freqiiéncia de corte do filtro,

1+ % N é a ordem do filtro.
C

lH(OQ) =
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2.4. ANALISE ESPECTRAL DOS SINAIS FISIOLOGICOS (ECG, EEG
E EMG)

A busca do organismo por seu equilibrio fisioldgico pode ser observada através das
flutuacdes dos sinais bioelétricos, originando um fendmeno ondulatério complexo. No
entanto, para que esse fendmeno possa ser analisado, ¢ necessario que o mesmo seja
decomposto em ondas mais simples, ou seja, que o sinal fisiologico em questdo seja
decomposto em suas diferentes componentes de freqiiéncia. Os algoritmos matematicos
mais utilizados para esta decomposi¢do sdo: algoritmos ndo paramétricos como a
Transformada Répida de Fourier (FFT) ou algoritmos paramétricos como o Modelamento

Autorregressivo (AR).

As vantagens dos métodos ndo paramétricos estdo na simplicidade e eficiéncia
computacional do algoritmo FFT, traduzido em processamento rapido, enquanto que nos
métodos paramétricos, os modelos AR proporcionam uma melhor resolugdo espectral,
sobretudo no caso de pequenos segmentos de dados (MARPLE, 1987). Ou seja, em alguns
casos, picos de energia tais como os referentes a atuagdo do SNA podem nao aparecer
claramente no espectro de poténcia obtido a partir da FFT, ficando espalhados ou
mascarados por ruidos. Portanto, diante da superioridade do Modelamento AR quanto a
resolugdo espectral, escolheu-se a implementagdo de seu algoritmo para a estimagdo da

densidade espectral de poténcia dos sinais fisiologicos analisados neste trabalho.

2.4.1. Estimaciao da Densidade Espectral de Poténcia através do

Modelamento Autorregressivo

Considere-se a série temporal x/n/, a qual pode corresponder ao registro temporal
de qualquer um dos sinais fisioldgicos contemplados neste trabalho. Pretende-se modelar
x(n) como sendo uma seqiiéncia de saida de um filtro causal (4/k] = 0 para k < 0), cuja
amostra atual ¢ derivada da combinagdo linear de “p” (ordem do modelo) amostras (suas
proprias amostras passadas) mais um ruido branco. O modelamento AR para x/n] ¢

definido pela Equagao 2.8:

x[n]= -, x[n-1]-a,x[n —2]—...—apx[n — p]+wln] (2.8)
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Ao ordenar a Equagao 2.8, obtém-se a Equagdo 2.9,

P
n]==> eyxfn—kl+wlr]  n=1,2,.., N(total de intervalos RR) (2.9)
k=1

onde: w/n/ em geral ¢ um ruido branco, ¢, sdo os pardmetros do filtro recursivo e p a

ordem do modelo.

Quando o modelamento AR ¢ usado na estimag@o espectral, os coeficientes deste
filtro (filtro s6 de polos) sdo estimados para que o espectro do sinal de saida do filtro se

aproxime do sinal analisado.

Aplicando a transformada Z na Equagdo 2.9, obtém-se a func¢ao de transferéncia do

filtro H(z), onde X(z) e W(z) correspondem, respectivamente, a transformada Z de x/n/ e de

wfn/.

w(z) - Zp:akZ"‘ (2.10)

A densidade espectral de poténcia de x/n/ ¢ obtida pela Equacao 2.11:
P.(z)="P, (H(z)H (/=) @.11)

onde (*) significa conjugado complexo. No dominio da freqiiéncia, ¢ expresso pela

Equacao 2.12:
P.(f)=|H(r) P..() (2.12)

onde P ( f ) ¢ a densidade espectral de poténcia de w/n/, e H(f) corresponde a resposta em

freqiiéncia do modelo. P, ¢ a densidade espectral estimada. Pretende-se que os
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coeficientes estimados (&, ) do modelo sejam obtidos de modo a minimizar o processo que

produz w/nj.

Como w(n) é um processo de ruido branco, com média nula e variancia o, entdo

P,.(f)=o?. Considera-se ainda que x/n/ ¢ resultado da amostragem em intervalo A¢ do

ww

sinal continuo x(?). A densidade espectral de poténcia pode ser expressa pela Equagao 2.13:

P(f)=atc|H(f) (2.13)

Atualmente, existe uma variedade de métodos disponiveis para a estimagdo dos

coeficientes do AR. Um dos métodos mais utilizados ¢ o da Covariancia Modificada.

Sabe-se que, no modelamento autoregressivo, os coeficientes a; sdo calculados por
meio de equagdes lineares e, para isto, procura-se uma relagao entre os parametros AR e a

seqiiéncia de autocorrelacdo r.(m) de x(n).

No M¢étodo da Covariancia Modificada, a autocorrelagdo ¢ estimada a partir de

x[n], e os coeficientes do modelamento AR s3o determinados a partir da Equacdo 2.14:

r.0) r(=1) - rp) 1 ol
rxx:(l) rxx:(O) ro(- :p+1). “|-- 0 o1
ro(p) ro(p=1) - r.0) ||a, 0

Para que a matriz de autocorrelacdo seja semi-definida, a estimativa da

autocorrelacdo ¢ dada pela Equacdo 2.15:

N-m-1
rm(m):% > x'(n)x(n+m)  param=0 (2.15)
m=0

Substituindo os valores de autocorrelacdao, estimados pela Equacdo 2.15, na

Equagdo 2.16 obtém-se as estimativas dos coeficientes ¢, e da varidncia &.. Dessa
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forma, a densidade espectral de poténcia calculada através do Método da Covariancia

Modificada ¢ expressa por:

V) P

D
1+ dee—(zm.f.km)
k=1

2

(2.16)

onde At € o intervalo de amostragem do sinal fisiologico em questao e f ¢ a freqiiéncia. A
quantidade maxima de picos no espectro analisado depende do niimero de coeficientes
estimados, ou seja, da ordem do modelo. J4 a localizacao destes picos ¢ determinada pela

posicao dos polos complexos de H(z) no plano Z.
a) Selecao da Ordem do Modelo

A selecdo da ordem (p) para estimar os coeficientes (a;, as as ..., a,) do
modelamento AR ndo ¢ um processo trivial. Uma ordem muito baixa resulta num espectro
subestimado, isto ¢, alguns picos podem ndo ser apresentados. Ja a escolha de ordem muito

alta resulta no aparecimento de picos falsos.

Para a estimagdo dos coeficientes do modelamento autoregressivo referentes a
analise espectral dos sinais de eletrocardiograma (ECG), segundo estudos de
BAYKAL;RANJAN;THAKOR (1994) e GE; SRINIVASAN; KRISHNAN (2002), o
valor da ordem utilizado foi p=4. Para a estimag@o dos coeficientes referentes a andlise
espectral dos sinais de eletroencefalograma (EEG), o valor da ordem do modelo foi
definido como p=6, conforme se recomenda nos estudos de PALANIAPPAN (2006). Ja
para os sinais eletromiograficos, encontraram melhores resultados para a analise espectral

de EMG utilizando p=20.

2.5. SISTEMAS DE CORES EM IMAGEM

Esta secdo aborda os fundamentos sobre luminancia e cromaticidade, os quais
foram utilizados no tratamento do sinal de imagem (video) para a obtencdo do

estabelecimento do sincronismo entre os sinais de imagem e fisioldgicos.
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2.5.1. Luminancia e Cromaticidade

O modelo tricromatico de Young-Helmholtz estabelece que o sistema de
processamento de cor do olho humano ¢ baseado na amostragem das faixas vermelha (red),
verde (green) e azul (blue) do espectro visivel do olho humano. Assim, ¢ natural que se
busque uma representacdo tridimensional do espaco de cor. A base de cores primdrias ¢
constituida por trés cores nas faixas vermelha, verde e azul do espectro visivel, o que
resultou no primeiro modelo padrdo basico da CIE (Commission Internationale de

L'eclairage), o CIE-RGB (http://www.cie.co.at).

No monitor de um computador, as trés cores primarias emitidas em cada um dos
tubos de raios catddicos (vermelho a 700 nm, verde a 546 nm e azul a 436 nm) nao
correspondem as cores detectadas pelo olho humano. Ha entdo, que modificar as
propor¢des de intensidade de cor aplicadas a cada uma das componentes primarias

emitidas (Figura 2.4).

04

034

02 A

Freqiiéncia [Hz]

0+ T T T

-0 4

Comprimento de onda[nm]

Figura 2.4: Quantidades RGB necessarias para reproduzir todas as cores do espectro

visivel. (fr: faixa Red (vermelho), fg: faixa Green (verde), f: faixa blue (azul))

Para este trabalho, foi utilizada a deteccdo de cores através de um video digital.

Desta forma, utilizou-se um padrao derivado do RGB, o modelo YIQ.

Este modelo, empregado no sistema NTSC (National Television Standards
Committee), foi um dos modelos criados para permitir que as emissoes dos sistemas de

televisdo em cores fossem compativeis com os receptores em preto e branco. Ele baseia-se


http://www.cie.co.at/
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na separacao dos sinais de cor RGB em um sinal de luminosidade, ou luminancia (Y), e
dois sinais de cromaticidade (I e Q) ou diferenca de cor. Segundo GONZALEZ; WOODS
(1992), a definicdo de luminancia consiste na ponderacdo dos valores das componentes

RGB de uma cor que ¢ dada pela Equagao (2.17):

Y =0,299.R +0,587.G +0,114.B (2.17)

Os outros dois pardmetros (I e Q) contém a informa¢do correspondente a cor
propriamente dita, sendo calculados por diferencas ponderadas entre as componentes
vermelha e azul da cor no espaco RGB ¢ a luminancia Y, e estdo representadas nas

Equagdes (2.18) e (2.19).

1=0,74(R-Y)+0.27.(B-Y) (2.18)

0=048(R-Y)+0,41.(B-7) (2.19)

2.6. OS SINAIS REGISTRADOS PELO ETOFISIOGRAFO

A seguir, sdo apresentados os sinais fisioldgicos que sdo registrados, armazenados e
analisados pelos Etofisiografo. O valor diagndstico desses sinais estd no fato de
manifestarem alteragdes patologicas do 6rgao ou sistema em que ocorrem. Suas variagdes
no tempo podem ser de forma lenta ou muito rapida, ndo existindo um padrdo fixo para o
comportamento temporal de cada sinal. A energia fisica envolvida em um sinal fisiologico
pode ser de natureza elétrica (e.g. ECG, EEG e EMG) ou ndo elétrica (e.g. térmica,

mecanica, luminosa, etc.) (SABBATINI, 1995).

Como ocorre com os sinais fisioldgicos em humanos, os dos animais em que sao
realizados os estudos (neste caso os ratos), também se manifestam como oscilagdes rapidas
e lentas. Desta forma, os mecanismos que geram os potenciais nos ratos por certo nao
diferem dos que atuam no homem e em outros animais (ANDERSEN et al., 2001). Assim

sendo, a descrigao dos sinais neste trabalho teve como base os sinais de seres humanos.
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No estudo da Etologia, o comportamento do animal ¢ geralmente analisado com o
auxilio de uma camera de video, como ja descrito anteriormente. Embora esse método
permita seguir movimentos e agdes de forma grosseira do animal (ou ser humano),
somente o registro eletrofisioldgico possibilita detectar movimentos finos como freqiiéncia
cardiaca, epilepsias leves, movimentos dos olhos, dedos, etc. Para registros simples,
somente a camera ou o proprio observador ¢ suficiente, mas em estudos de maior
envergadura, ¢ necessario registrar sinais que caracterizem fisiologicamente o

comportamento em estudo.

Pode-se identificar a partir dos sinais fisiologicos, diversas patologias, como a
isquemia (ao analisar o ECG), epilepsia (ao analisar o EEG), e também indices como a
freqliéncia cardiaca. Ao estudar, por exemplo, os estados de vigilia e sono, também torna-
se necessaria a identificacio de movimentos através do EMG. A partir da anélise de
parametros desses sinais, pode-se estimar diversos mecanismos como alerta, medo, sono e
repouso, por exemplo. Uma pessoa que esteja olhando fixamente pode estar muito atenta
ou distraida; analisando a freqiiéncia cardiaca, consegue-se distinguir de imediato: nimero
de batimentos cardiacos elevados (78 ou mais batimentos por minuto) no caso da atencdo e

baixo (70 ou menos) durante a distragdo (ANDERSEN et al., 2001).
2.6.1. Eletrocardiograma

A eletrocardiografia foi inicialmente proposta pelo eletrofisiologista alemao Willem
Einthoven, através do galvandmetro de fio. Este permitiu o registro do eletrocardiograma
com grande fidelidade. A eletrocardiografia ¢ o estudo dos potenciais gerados pela
atividade elétrica cardiaca. Nao se pode, contudo, considerar somente a andlise do
eletrocardiograma como o estado elétrico do miocéardio. Ela ¢ um retrato do estado clinico
cardiaco em todos os aspectos: freqiiéncia cardiaca, dimensdes fisicas e existéncia ou nao

de disfungdes anatdmicas ou fisiologicas (ANTONI, 1996).

A Figura 2.5 exibe o coragdo, 6rgdo composto por células excitaveis (TORTORA,
2000) que conduzem o impulso elétrico e se contraem ao serem estimuladas por suas
vizinhas. A origem do estimulo elétrico cardiaco esta localizada (em um batimento normal)

no nodo sinoatrial, que ¢ composto por células dotadas de ritmicidade intrinseca.
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Figura 2.5: Coracdo Humano — Anatomia Interna: em (a) as partes que constituem a
atividade mecanica do coragdo e em (b) os constituintes da atividade elétrica, ou seja, o

sistema excito-condutor. Fonte: MALMIVUO; PLONSEY (1995).

Iniciada a excitacdo no nodo sinoatrial (SA), ao exceder um determinado potencial
limiar, as células vizinhas despolarizam-se propagando o potencial de acao. A condugao se
realiza através de todos o musculo cardiaco e também, dos caminhos preferenciais que
transmitem o impulso de excitacdo de forma rapida. Assim, o estimulo transmite-se aos
dois atrios que se contraem e chegam ao miocardio ventricular através do nodo
atrioventricular (AV). O nodo AV ¢ constituido por um conjunto de células que se

caracterizam por apresentar uma condugao lenta.

Desta forma, a excitacao fica “retida” no nodo atrioventricular, durante um certo
intervalo de tempo (o suficiente para que os atrios tenham bombeado o sangue aos
ventriculos). Passado este tempo, a excitagdo segue o caminho em direcdo aos ventriculos
através do feixe de His de forma rapida. A partir desse ponto, a velocidade de excitacao
acelera-se até atingir as fibras de Purkinje na qual transmite-se a todos os pontos de ambos
os ventriculos causando suas contragdes. O registro da atividade elétrica decorrente desses
potenciais de agdo, ao longo do tempo, em localizagdes pré-definidas, ¢ denominado

eletrocardiograma (ANTONI, 1996; BERNE; LEVY, 2003).
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O ciclo descrito controla a contragdo sincrona dos atrios e depois, dos ventriculos, o
que permite o bombeamento do sangue através do sistema circulatorio. O sangue venoso
com pouco oxigénio ingressa no coragdo pelo atrio direito, passa depois pelo ventriculo
direito, sendo bombeado para os pulmdes, onde ¢ oxigenado. Retorna ao coragdo pelo atrio
esquerdo e segue para o ventriculo esquerdo do qual o sangue arterial serd bombeado para

o resto do corpo.

A morfologia do eletrocardiograma ¢ apresentada na Figura 2.6. Neste tragcado, sdao
apresentadas as ondas que constituem um ECG: onda P, complexo QRS e onda T. A onda
P corresponde a despolarizagdo dos atrios, o complexo QRS corresponde a despolarizacao
dos ventriculos € a onda T corresponde a repolarizagdo dos ventriculos. A repolarizacao

dos atrios fica mascarada pelo complexo QRS.

QR3

Onda R

Onda P

Onda |G

Onda S

) Intervalo i Intervalo Q-T
P-R

Figura 2.6: Representacdo de um eletrocardiograma, constituido pela onda P

k3

(despolarizagdo atrial), complexo QRS (despolarizacdo ventricular) e a onda T

(repolarizagao ventricular).
2.6.2. Eletroencefalograma

Os primeiros registros de sinais elétricos do Sistema Nervoso foram noticiados no

ano de 1875, quando o fisiologista Richard Caton fazia experiéncias com animais, e
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registrou pequenas variagdes de correntes elétricas no cérebro, através do uso de eletrodos

corticais posicionados no cortex e conectados a um galvandémetro (COSTA, 1994).

Em 1883, James Mackenzie introduziu uma novidade no registro dos sinais que
passou a ser feito a tinta em rolos de papel, ao invés do registro realizado sobre superficies
esfumagadas. Mais tarde, Mackenzie desenvolveu o poligrafo, capaz de realizar registros
de longa duracdo feitos também sobre rolos de papel. Somente em 1924, Hans Berger

registrou sinais elétricos cerebrais através do cranio e do couro cabeludo (ARDIGO, 1994).

O registro visivel da atividade elétrica do cérebro ¢ conhecido como
eletroencefalograma (EEG), mostrado na Figura 2.7, ¢ ¢ amplamente utilizado para
propositos clinicos e de pesquisa. Inimeros métodos t€m sido desenvolvidos para o estudo

do funcionamento das varias partes do cérebro através do EEG.

10— | | | |
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Figura 2.7: Amostra de 50 segundos do sinal de EEG retirado do hipocampo de um rato.
Trés maneiras de registrar a atividade elétrica do cérebro sdo usualmente utilizadas:

a) Registro em profundidade: Consiste na insercao de eletrodos no tecido neural

do cérebro;
b) Eletrocortigrama: Colocam-se eletrodos na superficie exposta do cérebro;

¢) Eletroencefalograma: Mais utilizado, ¢ feito com técnica ndo-invasiva,

utilizando-se eletrodos de superficie colocados no escalpo.
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A andlise de freqiiéncia do EEG tem sido usada como ferramenta de processamento
com o objetivo de auxiliar o diagnostico de epilepsia, doengas mentais, disfungdes
psiquiatricas, desordens no sono, entre outros. A faixa de freqiiéncia no EEG de escalpo
estd compreendida entre DC (0 Hz) e 70 Hz (AL-IMARI; RASHID; AL-DAGSTANY,
2003), com maior poténcia distribuida entre 0,5 e 60 Hz. As amplitudes neste caso sdo de 2
a 100 uV, para um EEG normal, chegando a 300 uV em descargas epileptiformes. A
densidade espectral de poténcia do EEG varia muito com o local de registro, idade e estado

fisico-emocional do paciente.

O registro de cada canal do eletroencefalograma ¢ obtido através da diferenca de
potencial entre dois eletrodos. Cada conjunto de dois eletrodos ¢ referenciado pelo termo

"derivagdo", podendo ser do tipo monopolar ou bipolar (GUEDES; BAKER, 1989).

Na derivagdo monopolar a diferenca de potencial ¢ medida entre um eletrodo e uma
tensdo de referéncia, que pode ser um dos eletrodos, uma referéncia extra-cerebral (orelha,

nariz, queixo, mandibula) ou a média da tensao de todos os canais (COSTA, 1994).
2.6.3. Eletromiograma

O sinal mioelétrico ¢ proveniente do potencial de agdo que percorre a fibra
muscular levando-a a contragdo. A primeira deducdo logica de que um musculo gera
correntes elétricas foi documentada pelo italiano Francesco Redi, em 1666. Ele suspeitou
que o choque da enguia elétrica era de origem muscular (BIEDERMAN, 1898). As
primeiras investigacdes a respeito da relacdo entre a eletricidade e a contragdo muscular
foram realizadas por Luigi Galvani, em 1791, que despolarizava pernas de sapo com o

toque de varas metalicas, causando a contragdo muscular.

A Eletromiografia (EMG), que ¢ considerada o estudo das fun¢des musculares
através da captacdo do sinal mioelétrico (SME), utiliza dispositivos para a detec¢ao,

amplificacao e apresentacdo do SME em forma grafica.

Os potenciais de acdo da unidade motora (MUAP), ao percorrer as fibras
musculares geram um campo eletromagnético nas redondezas das fibras. Um eletrodo,
localizado dentro deste campo, ¢ capaz de detectar o potencial elétrico referente a uma

contragao muscular, o sinal mioelétrico (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Amostra de trés segundos de um sinal de EMG relativo da contragdo do

musculo gastrocnémio de um rato.

O SME pode ser obtido por meio de configuragdes monopolares e bipolares. A
configuracdo monopoloar obtém diferencas de potenciais entre dois pontos, sendo um
deles o ponto de referéncia. Na configuracdo bipolar, sdo obtidos dois sinais em relagdo a
uma referéncia, e posteriormente sao subtraidos, neste caso sdo necessarios trés pontos de

deteccao.
2.6.4. Temperatura

Péassaros e mamiferos possuem a capacidade de manter a temperatura corporal em
limites estreitos, apesar das flutuacdes da temperatura do meio ambiente. A manutencdo da
temperatura corporal (aproximadamente 37° C em humanos) exige mecanismos que a
regule precisamente. O limite considerado absoluto para a sobrevivéncia ¢ de 43° C, no
entanto, algumas pessoas podem sofrer convulsdes quando a temperatura corporal atinge

41° C (WIDMAIER; RAFF; STRANG , 2006).

Todos os tecidos do corpo produzem calor, porém apenas aqueles que estdo em
contato com o ambiente tém a capacidade de perder calor, predominantemente pela pele e
pelo trato respiratorio. O calor € transportado pelo corpo, das areas de maior producao de
calor para todo o resto, e do centro do corpo em dire¢ao a pele. Dentro do corpo, o calor
tem duas formas de transporte: pelos tecidos ou pelo sangue, dependendo da taxa do fluxo

sanguineo (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os materiais e métodos utilizados no sistema desenvolvido.
Isto €, a descricdo de como foi desenvolvido o sistema (software) explicando sucintamente

o seu desenvolvimento.
3.1. COMUNICACAO COM O COMPUTADOR

Este item descreve como € realizada a transmissdo dos dados, através de um
protocolo de comunicagdo, desde a entrada desses dados pela interface USB até software
instalado no computador. Descreve também, o sistema operacional e a linguagem de

programagao utilizada.
3.1.1. Sistema Operacional Utilizado

Aplicagdes em tempo real caracterizam-se pelo cumprimento de tarefas em prazo
pré-estabelecido. Este tempo limite ¢ chamado deadline. Existem Sistemas Operacionais
(SO) que realizam tarefas em tempo real, como o Linux, por exemplo. Porém, como este
software proposto esta em operagdo conjunta ao Etografo, (PEDERIVA, 2005), tendo sido
este implementado no SO MS-Windows™. Uma vez que o piblico alvo do projeto é em
sua maioria usuario do SO MS-Windows™ , a implementacio foi feita também neste
sistema. Apesar do SO MS-Windows™ ndo ter sido desenvolvido para aplicagdes em
tempo real, adota-se estratégias para obtencdo de um melhor desempenho. Através de
técnicas de programacao, utilizacdo de bibliotecas, monitoracdo do estado dos recursos do
computador, multithreading’ e prioridades, a utilizagdo deste sistema operacional
multitarefa® passa a ser viavel. Na implementagio do software, o sistema atua no SO MS-
Windows™ e roda na versio Windows XP. Os testes do software foram realizados em
computadores com processadores iguais ou superiores a 2 GHz e 256 MB de memoria

RAM (Random Access Memory).

! Multithreading: Capacidade que um programa tem de executar vérias tarefas concorrentes.
? Multitarefa: Capacidade de um SO tem de executar mais de um programa ao mesmo tempo.
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3.1.2. Linguagem de Programacao

A linguagem de programacdo utilizada para a implementa¢do do software foi a
Borland Builder C++®. Ela possui vantagens e facilidades de ter o ambiente visual aliado

a linguagem orientada ao objeto (C++).
3.1.3. Interface USB

Foi realizada uma escolha entre as interfaces USB, canal serial (RS-232), e
interface paralela. Atualmente, os computadores ndo vém mais com a interface serial e
também ela se restringe a baixas velocidades, e neste caso a taxa utilizada para
amostragem do sinal em estudo ¢ relativamente alta para uma interface serial. Em relacdo a
porta paralela existiria uma maior dificuldade de construir ou utilizar drivers’ disponiveis
no SO MS-Windows™, ¢ 0 que se buscou neste projeto foi 4 simplicidade e facilidade de

uso dos componentes envolvidos.

Desta forma a interface USB versdo 1.1 foi a escolhida, pois possui uma taxa de
transmissdo de onze (11) Mega bits por segundo (Mbps), facilidade de utilizacdo e
disponibilidade do driver, além de fornecer até 500 mA de corrente a 5 volts de tensao,
tornando possivel a alimentacdo de periféricos diretamente a partir da placa mae do
computador. Neste caso, foi utilizado o chip do fabricante FTDI (Future Technology
Devices International Ltd.) FT245BM, ¢ o driver D2XX também da FTDI.

3.1.4. Protocolo de Comunicacao

Para realizar a comunicagdo entre o hardware e o computador através da USB foi
elaborado um protocolo de transmissao de dados, que ¢ um conjunto bem definido de
regras e convengoes a ser adotado quando se deseja obter uma interagao organizada entre

duas ou mais entidades envolvidas em um dado processo (CHIOZZOTO; SILVA, 1999).

Este protocolo possui um pacote (frame), apresentados na Figura 3.1 e a velocidade
com que estes pacotes sdo transmitidos do modulo de aquisicdo dos sinais, para o

computador ¢ de 500 frames por segundo (fps). Esta velocidade de transmissdo foi

3 Drivers: Programa que permite que os SOs e os programas instalados consigam identificar e utilizar um
determinado periférico.
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escolhida porque ela gera uma boa resolugdo do sinal, e também por outros motivos que

serdo melhores explicados adiante.
O pacote possui 0s seguintes campos:

Campo de Inicializacao

Possui, em cédigo hexadecimal, o nimero cinqiienta e cinco (55h) para indicar que
este ¢ o inicio do pacote; e seu tamanho ¢ de um (1) Byte. Serve para realizar o

sincronismo do frame indicando o inicio de um novo pacote;

Campo do Nimero Seqiiencial

Sua funcdo ¢ indicar o nimero do frame para organizar a seqiiéncia de forma que
nenhum frame fique fora de ordem, seu tamanho ¢ de dois (2) Bytes. Esta informagao
garante a integridade do protocolo quanto a perda de dados. A cada novo frame transmitido
pelo modulo remoto, este campo ¢ incrementado de 1; e vai de 0 a 65536 seqliencialmente

e reiniciando em valor 0;

Campo Canal 1

Este campo contém as informacdes oriundas do canal do um (1). O contetido deste
canal, que recebe o sinal bioelétrico adquirido do animal, serd definido pelo usuario,

podendo ser sinal de ECG, EEG ou EMG. O tamanho deste campo ¢ de dois (2) Bytes;

Campo Canal 2

Este campo contém as informagdes oriundas do canal dois (2). O contetido deste
canal, que recebe o sinal bioelétrico adquirido do animal serd definido pelo usuario,

podendo ser sinal de ECG, EEG ou EMG. O tamanho deste campo ¢ de dois (2) Bytes;

Campo Canal 3

Este campo contém as informagdes oriundas do canal trés (3). O contetido deste
canal, que recebe o sinal bioelétrico adquirido do animal serd definido pelo usuario,

podendo ser sinal de ECG, EEG ou EMG. O tamanho deste campo ¢ de dois (2) Bytes;



Capitulo 3: Materiais e Métodos 40

Campo Canal 4

Este campo contém as informacgdes oriundas do canal quatro (4). O conteudo deste
canal, que recebe o sinal bioelétrico adquirido do animal ¢ dedicado a temperatura. O

tamanho deste campo ¢ de dois (2) Bytes;

Campo de CheckSum

Campo que faz a adicdo em modulo de 16 bits dos campos: niimero seqiiencial e
dos canais 1, 2, 3 e 4, para checar se ndo houve perda de algum dado do pacote corrente,

seu tamanho ¢ de dois (2) Bytes .

Campo de Finalizacao

Possui, em cddigo hexadecimal, o nimero SAh para indicar que este ¢ o final do

pacote e seu tamanho ¢ de um (1) Byte.

A escolha para que os campos tivessem o tamanho de 2 bytes se deve ao conversor
ADC (Analog-to-digital Converter) utilizado no hardware ser de 10 bits. Fica mais

interessante na manipulacao colocar 10 bits em um campo de 16 bits.

Inicializador N° Sequencial Canall Canal 2 Canal3 Canal 4 Checksum Finalizador

M

Figura 3.1: Campos do pacote de protocolo de transmissado: Inicializador, Nimero
Seqiiencial, Canal 1 (ECG, EEG, EMG), Canal 2 (ECG, EEG, EMQG), Canal 3 (ECG, EEG,
EMGQG), Canal 4 (dedicado a temperatura), Checksum e Finalizador.

A troca de informagdes entre o computador ¢ o modulo de aquisicio de dados

acontece sob a forma de pacotes de dados. A unidade de informagio para a USB é o byte”.

Desta maneira, como se viu anteriormente no protocolo, o pacote comega com um

4 . . ’ . . 5
nimero hexadecimal 55h e termina com o nimero hexadecimal 5Ah. Assim, o buffer’ de
recepgao da porta USB monitora constantemente a presenga do caractere S5h. Quando ele

for recebido, ele concatena os demais caracteres até o caractere SAh ser recebido. Este € o

* Byte: 8 bits - Unidade de informagdo que pode ser transmitida e processada.
> Buffer: Area da memoéria do computador usada para armazenamento temporario dos dados.
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processo de sincronismo. Apos o pacote ter sido inteiramente montado, ele serad
interpretado por uma maquina de estados e exibido na tela do computador. Caso haja perda
de pacotes, funcdo realizada pelo campo de checksum, o resultado dado pela maquina de
estados serd zero, (graficamente o sinal vai para zero) e com isso 0 usudrio saberd que
naquele momento houve perda de informagdo. Porém, a integridade temporal ¢ mantida
pelo campo do numero seqiiencial. A perda de dados pode ser normal neste caso. Um fato
comum ¢ que as prioridades do sistema operacional sobrepdoem as do software, desta
maneira pode haver perdas de informacdo. No caso do méddulo remoto implantado no
animal, o dispositivo de transmissdo infravermelho (no caso o LED) esta localizado na
cabeca do animal, assim, pode haver momentos em que o LED ndo seja “visualizado”
pelas unidades foto-receptoras, localizadas na arena e ocorra a perda de alguns dados.
Essas perdas de dados estdo representadas na Figura 3.2 e exibe a tela do Etofisiografo no

momento em que o sinal de ECG, no caso, ¢ levado para o nivel zero.

Ip_- Acquisition @@

File: Cptions

SoE e «. &. 4 @

ECG
Gain OFff Set 2,50 [¥]
A
i
‘ |_| 0,00 [V]
0 1 [=]

[0z Idle

Figura 3.2: Tela do Fisidégafo exibindo a perda de pacotes — leva o sinal para zero.

Momento em que o sinal de ECG ¢ levado para o nivel zero.

A este processo que foi explicado sobre sincronizacao e interpretagdo dos pacotes

da-se o nome de maquina de estados e ¢ apresentado em forma de diagrama na Figura 3.3.
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Figura 3.3: M4quina de Estados — Interpretacdo dos pacotes (frames) recebidos pela

USB.

3.2. IMPLEMENTACAO DO SOFTWARE

Nesta secdo, serdo mostradas as caracteristicas de implementagao do software, isto
¢, as opgdes para o usuario tanto na parte de aquisicdo dos sinais, calibragdo, exibi¢do e
armazenamento, como na analise comportamental e processamento e tratamento dos sinais

fisiologicos.

Os diagramas referentes a modelagem do sistema desenvolvido encontram-se

apresentados no Anexo A.
A descrigdo do software implementado esta dividida nos seguintes topicos:

a) Aquisigdo, leitura, interpretacdo, calibracdo dos sinais, apresentacdo grafica na
tela do computador e registro em arquivo (colecdo de informagdes em um

formato que o possa manipular.);
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b) Apresentagao grafica dos dados recebidos, € os métodos de andlise e
processamento dos sinais utilizados para o tratamento e interpretacao dos sinais

fisiologicos.

¢) Sincronismo com video de andlise comportamental (Etografo) desenvolvido por

(PEDERIVA, 2005).
3.2.1. Implementacio do Software de Aquisicao de Sinais Bioelétricos

Como o software de aquisicdo adquire as amostras dos sinais bioelétricos a uma
taxa de velocidade relativamente alta, solicitando do sistema operacional um
processamento dedicado para esta aquisicdo de sinais, utilizou-se o conceito de
multithreading. Thread ou linha de execucdo ¢ ferramenta para o desenvolvimento de
sistemas computacionais, pois permite que tarefas nao correlatas possam ser projetadas e

executadas em paralelo (SEIXAS; SZUSTER, 2003).

As vérias threads de um programa podem trocar dados entre si e compartilhar o
mesmo espago de memoria e os mesmos recursos do sistema. Esta ferramenta foi utilizada
para realizar varias tarefas que sdo necessarias na aquisi¢ao, armazenamento e exibi¢ao dos

dados em tempo real.

O software desenvolvido utiliza trés threads. A thread principal do processo e de
maior prioridade ¢ responsavel pela verificacdo da chegada dos dados na porta USB. Com
a chegada dos dados ela também ¢ responsavel pela leitura, sincronismo, interpretagao dos
pacotes ¢ por fim, o armazenamento em um buffer circular’ do computador do sinal
adquirido pelo Etofisiégrafo. A segunda thread, compartilha a mesma area de memoria,
sendo responsavel por exibir o tracado dos sinais adquiridos. A terceira thread cuida de
retirar um trecho do buffer e gravar em um arquivo o sinal recebido. Observa-se que a
segunda e terceira threads sao disparadas por um reldgio (timer), e esse tipo de

procedimento ¢ utilizado para reduzir breves travamentos do sistema (flickers).

Cada thread possui um ponteiro da memoria que esta sendo acessada, i.e. a thread

1 ¢ responsavel pela verificacdo, leitura, sincronismo e interpretacdo dos dados que

% Buffer Circular: Caso o indice atinja a tltima posigdo, a proxima posi¢io passa a ser zero.
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chegam da USB. Assim como as outras threads 2 e 3 exercem suas funcodes de exibi¢ao do

sinal e armazenamento dos dados respectivamente.

O fluxo normal de execu¢do de uma thread é: estar no estado "executando" por um
determinado tempo; ir para o estado "pronto" para dar a chance a outra thread de utilizar o
processador e por fim, voltar ao estado "executando" por um determinado tempo
completando assim um ciclo que ira terminar quando acabar a sua execu¢ao. Depois disso,

a thread passa ao estado "morto".

A Figura 3.4 apresenta o diagrama de blocos de funcionamento das threads, e a
funcao que cada uma delas desempenha no software. Estd apresentado para um canal geral

(canal n), mas estendendo-se para todos os quatro canais existentes.

—
Leitura e
Interpretagio dos
Pacotes do

- Protocolo
=]
P
1.
=
|_

 ——

T L 4

— Exibigio dos
- Dados
b do canal n
=
L=
|_

 —

(en | — Armazename
= dos dados
s do canaln
E no HD
|_

=

Figura 3.4: Diagrama de blocos de funcionamento das threads, e a fun¢do exercida no
software. Generalizado para um canal geral (canal n), mas estendendo-se para todos os

quatro canais existentes.
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Obtido o entendimento do funcionamento do software de aquisi¢do, utilizando
threads e timers, sera exibido a seguir como o usuario interage com o software para

realizar a visualizacdo e armazenamento dos sinais, em tempo real.
a) Visualizacao dos Sinais:

O sinal que chega via USB pelo mddulo base, ¢ sincronizado e interpretado através
da maquina de estados do software e em seguida exibidos na tela do computador. O
usuario entdo visualiza o que estd ocorrendo com os sinais adquiridos. Para tal tipo de

exibi¢do foi escolhida a ferramenta G32 (Graphics 32) < http://graphics32.org >. Esta

ferramenta suporta altas taxas de velocidades (Até 8000 Hz). O componente G32 utilizado

para exibir os sinais bioelétricos ¢ o TPaintBox32. Esta ferramenta ¢ um software livre.

Ao executar o software, a primeira tela que se apresenta ¢ a tela de inicializacao,
apresentada na Figura 3.5, na qual consta de uma barra de menus com as opg¢des do

Etofisidgrafo (Figura 3.5(a)), Etografo (Figura 3.5(b)) e Etofisidgrafo Sincronismo (Figura
3.5(c)).

Il ETHOPHYSIOGRAPH: RECORD AND ANALYSIS OF SYNCHRONIC PHYSIOLOGICAL AND BEHAVIORAL VARIABLES

File Physiograph Ethograph  Ethophysiograph
o= N - & al
/ Physiograph Ethograph|] Ethephysiograph
(b) (c)

(a)

Figura 3.5: Tela de Inicializagdo do Etofisiégrafo: barra de menus com opg¢des para: a)

Etofisiografo, b) Etdgrafo e ¢) Etofisidgrafo Sincronismo.


http://graphics32.org/
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Dentre as opcoes do menu Etofisiografo, existe a de aquisi¢do dos sinais
(Acquisition Physiograph). Esta ¢ responsavel pela escolha do nimero de canais (Figura
3.6 (a)) e 0 que cada um deles exibira (Figura 3.6 (b)) na tela do computador. Esta opg¢ao
permite escolher quantos canais podem ser utilizados e, de cada canal, qual o sinal esta
sendo analisado (o que cada canal recebe, ndo ¢ definido apenas pelo usuario no software,
mas também no hardware, onde os eletrodos sdo posicionados de forma a receber os sinais
desejados). Ja existem trés sinais pré-definidos para cada canal: ECG, EEG e EMG. O
quarto canal ¢ dedicado exclusivamente para a medida da temperatura. Existe também um
campo para indicar qual modulo remoto estd sendo utilizado no animal (Figura 3.6(c)), ¢
indicado por uma sigla (MR — Mo6dulo Remoto), seguido pelo nimero do modulo em uso

(e.g.: 001).

,Ip_- Channels @@

MR #O01 |
/ ”f}Numher of Channels
(c)

("1 [ECG |
2 [EEG ~|

(k) T
3 M
fa) —F—+ 4 |Temperature j
J OK i Exit

Figura 3.6: Tela de escolha: a) Quantidade de canais que sera utilizado no
experimento (até 4 canais), b) Sinais (ECG, EEG e EMG) que serdo atribuidos a cada canal

utilizado, c) Indica qual modulo remoto estd sendo utilizado no experimento.

Ap0s a escolha do nimero de canais e dos sinais que cada canal ird receber, uma

tela para a visualizagdo dos sinais, mostrada na Figura 3.7 (a), ira se tornar ativa para o
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usudrio. Assim, o sistema ¢ ligado (Figura 3.7 (b) — botdo on/off) e entdo, € iniciada a

exibicao dos sinais na tela do computador.

&=

lJ.h Acquisition

() 1 Fie Opkions
B —-F Q. &. A @
() — onjofF Zoom fTime Window ECG (&)
Gain Off Set
-+ Bl
© <] !
¥ :Nh:
O—F—
0 1 [s]
ECG (&)
Gain Off Set
L E
1 )]
S H
0 1 [=]
ECG (a)
Gain Off Set
L E
= = ¥1
S
I 1 [s] | {a)
0% Idle Temperature | 36 G5°

Figura 3.7: Tela de visualizagdo: a) Sinais fisiologicos: ECG, EEG, EMG e Temperatura,
b) botdo de on/off, ¢) botao de zoom dos sinais, d) botdo de resolucao da janela de tempo
dos sinais, e) botdes de ganho para cada um dos sinais, f) botdes de off-set para cada um

dos sinais.

Durante a visualizag¢do, o usudrio tem a op¢ao de aumentar ou diminuir os ganhos
(variagao da amplitude do sinal, exibidos na Figura 3.7 (¢)) e ajuste de off-set (variagdo do
deslocamento do sinal, exibidos na Figura 3.7 (f)). Ao variar o ganho, ¢ enviado um
comando do software através da USB. Esta informacdo chega ao moédulo base, sendo
enviada ao modulo remoto e assim, alterado o ganho. Cada canal possui um ajuste de
ganho independente, e apds o ganho ser modificado no moédulo remoto, os dados retornam

alterados ao software.
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Nao existe um protocolo para o envio e recebimento do ganho ao mddulo remoto, e
sim um comando que envia o dado necessario (1 byte) para realizar a variagao do ganho no
circuito. Este comando ¢ da biblioteca do chip FTD2XX da FTDI. O mddulo remoto ao
receber este comando altera os dados dos sinais (aumento ou diminui¢do do ganho) e envia
novamente ao computador. Desta forma os pacotes do protocolo chegam modificados ao

computador. O comando para o envio dos dados do ganho ¢ exemplificado a seguir:

//Envia 0xF3 para o Hardware, fazendo diminuir o ganho do sinal do canal 3
BytesToFtdi[0] = 0xF3;

// Escreve no FTDI
FT_ Write(Device.ftHandle,&BytesToFtdi,1,&BytesWritten);

Na tela de aquisi¢do dos sinais, ha também as opc¢des de dar zoom no sinal (Figura
3.7(c)), podendo ser esse zoom de 1, 2, 3, 4, 6, 8 ¢ 10 vezes o tamanho do sinal. Outra
ferramenta possibilita mudar o intervalo de tempo (Figura 3.7(d)), podendo este intervalo

serde 1, 5, 10, 20 e 30 segundos de sinal amostrado.
b) Armazenamento de Dados:

Além da visualizagdo, os sinais sao armazenados em arquivos do tipo DAT (arquivo
de dados). Para uma taxa de 500 amostras por segundo, e com resolucdo de 10 bits,
utilizando os quatro canais disponiveis, este formato gera 2500 bytes por segundo, ou seja,
150 kbytes por minuto. Assim, este padrdo gera um volume relativamente pequeno de
dados, comparado ao disco rigido de um computador, que armazena, por exemplo, 80 GB

de dados.

Apos a visualizagdo dos dados, o usuario tem a op¢do de armazend-los (record),
como exibido na Figura 3.8(a). Uma tela de indicagdo de tempo ird se tornar ativa ao
usudrio (Figura 3.8(c)). Assim, escolhe-se o tempo de duragdo do armazenamento dos
sinais. O usudrio também pode, no decorrer do armazenamento, encerra-lo caso seja de sua
necessidade (Figura 3.8(b)), sem perder os dados que j& foram armazenados anteriormente.
A barra de status (situada no rodapé da tela que exibe os sinais) exibe o percentual
proporcional ao periodo de tempo ja armazenado dos sinais e exibe também, o valor do

canal de temperatura.
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Figura 3.8: Tela de visualizagao do armazenamento dos sinais fisiologicos
escolhido pelo usuério. a) Botdo para armazenar os sinais, b) Botdo para parar o

armazenamento dos sinais, ¢) Tela de indicagdo de tempo.

3.2.2. Procedimentos de Calibracao dos Sinais Bioelétricos —

Temperatura

Os sinais analogicos amostrados do animal em experimento (em particular a
temperatura), que sdao adquiridos pelo hardware e interpretados pelo software ndo possuem
um valor exato das grandezas envolvidas. Isto ocorre, por exemplo, devido a erros de
arredondamento do software, erros intrinsecos dos componentes eletronicos utilizados no
hardware e ao converter esses sinais analogicos para digitais. Assim, uma forma de
conseguir uma exatidao maior ¢ realizar um procedimento de calibragdo, comparando os

valores que sdo lidos do software com valores de referéncia. Isto ¢, com equipamentos que
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possuam boa exatiddo, e atenda aos propositos da analise em que estiver sendo submetido.
Dois por cento (2%) de erro na medida € um bom valor a ser considerado como confiavel
(BARBETA, 1998). Desta forma, ¢ utilizado para a calibra¢do do sinal de temperatura este

método, para se ter uma melhor exatiddo dessa medida.

Para calibrar a temperatura, utilizou-se do método de andlise de regressao linear.
M¢étodo esse que utiliza a relagdo entre duas ou mais variaveis quantitativas (ou
qualitativas) de tal forma que uma variavel pode ser predita a partir da outra ou outras. O
software recebe o sinal amostrado (Eixo X — da Figura 3.9) e exibe seu valor bruto. Essas
medidas sdo comparadas com os equipamentos considerados referéncia (Eixo Y — da

Figura 3.9). Assim, comparam-se os dados da seguinte maneira:

Coloca-se o equipamento (termdmetro) de referéncia em um valor minimo. Coloca-
se o termOmetro do circuito e o termOmetro de comparagdo de referéncia em uma
temperatura baixa, medindo-se as temperaturas X; ¢ Y; que sdo as medidas do sinal
amostrado ¢ do equipamento de referéncia, respectivamente. Apds, coloca-se 0s
equipamentos em um valor maximo. Colocam-se os componentes em uma temperatura alta
para o sinal a ser calibrado, medindo-se as temperaturas X, € Y, que sdo as medidas do
sinal amostrado e do equipamento de referéncia, respectivamente. Compara esses valores
do sinal amostrado com os valores do equipamento de referéncia. Essa comparagao ¢
melhor visualizada na Figura 3.9, que mostra um grafico genérico para a calibracdo das
medidas. O grafico gerado ¢ linear com coeficiente angular e um deslocamento inicial &

uma reta, e assim utilizou-se da equagao para calcular os coeficientes a e f.
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Y2

Valor de Referéncia

x1 X X2

Valor do Sinal Amostrado

Figura 3.9: Gréfico utilizado para extrair as equacdes para realizar a calibracao dos sinais

bioelétricos.

Tem-se do grafico da Figura 3.7 a Equacao da reta (3.1):

Y=aX+p (3.1)

Aplicando-se os valores para baixa temperatura, obtém-se a Equagao (3.2):

Yl=aX1+f (3.2)

Aplicando-se os valores para a alta temperatura, obtém-se a Equagao (3.3:)

Y2=aX2+p (3.3)

Nas Equagdes (3.2) e (3.2) as incognitas sdo o ¢ B, que sdo os parametros da Equagdo da
reta. Das Equagdes (3.2) e(3.3), isolando-se e igualando as equagdes, isola-se o como ¢

apresentado na Equacdo (3.4) e determina-se o coeficiente angular o
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L _y2-vi (3.4)
X2 - X1

Aplicando-se o valor calculado de a na Equacao (3.2) obtém-se  como apresentado na

Equagao (3.5):
p=Y1-aXl (3.5)

Obtido os valores de o e S pelas Equagdes (3.4) e (3.5), substitui os valores na

Equagdo (3.1). Desta forma obtém-se os valores calibrados de cada amostra do sinal.

A tela da interface desenvolvida para a obtencdo da calibracdo dos sinais, ¢
apresentada na Figura 3.10. A calibracdo ¢ realizada antes do mddulo remoto ser
implantado no animal. Cada mddulo recebe um ntimero de série para facilitar a sua
identificacao (eg. MR#001, MR#002,..., MR#n). O usudrio identifica o nimero de série do
modulo remoto (MR), e inicia a calibracdo dos sinais. Escolhe-se um dos sinais a ser
calibrado, e informa ao sistema os valores de minimo e maximo do sinal, segundo o valor
do equipamento de referéncia. O valor que é fornecido pelo software é exibido também
nesta tela, para o usuario poder comparar as temperaturas. Apds isso, a configuragdo de
calibra¢do ¢ armazenada em um banco de dados, ndo havendo necessidade que o usuério
calibre novamente os sinais. A critério do usudrio, pode-se acrescentar ou excluir outros

sinais, os quais ficardo armazenados em um banco de dados.
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Figura 3.10: Tela para a obtencao da calibracao dos sinais: Escolhe o circuito a ser
utilizado; seleciona-se o sinal desejado para a pesquisa; ou insere-se um novo nome de um
sinal que ndo esta no banco de dados. Ap6s isso, marca-se o valor minimo e maximo,
respectivamente, para o sinal em medi¢do que esta sendo comparado com o instrumento de

referéncia. O usudrio pode incluir ou excluir outros sinais.
3.2.3. Organizaciao do Modulo de Aquisicdo dos Sinais Bioelétricos

O modulo base (MB), situado fora da arena, ird receber do modulo remoto (MR) os
sinais fisioldgicos e encaminhar os dados via USB, onde a thread 1 ird fazer a leitura,
sincronismo e interpretacdo dos pacotes de dados. Ocorre entdo a calibragdo do circuito.
Apoés a calibragdo, o sinal ¢ exibido pelas fungdes atribuidas a thread 2. Se houver
necessidade de aumentar ou diminuir o ganho para a melhor visualizagdo do sinal, o
comando ¢ enviado do software at¢ o modulo remoto e o ganho alterado. Essa decisdao

sobre o ganho ocorre na thread 2, onde ¢ visualizado os sinais. Finalmente, ¢ realizado o
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armazenamento dos sinais pela thread 3. A Figura 3.11 exibe o diagrama de blocos do

funcionamento do software de aquisi¢ao dos sinais bioelétricos.

]
Modulo Remoto
F Y

USB Aquisi¢ao
de Sinais

Thread 1

Simal

L Calilwado

Sinal

Nao Sim
Sim

» Thread2

Thread 3

F 3

Figura 3.11: Diagrama de blocos de funcionamento do software de aquisi¢@o dos

sinais bioelétricos.
3.2.4. Sincronismo entre os Sinais Fisiologicos e de Imagem

Nesta se¢do, descrevem-se os procedimentos de sincronizacdo entre os sinais
biolétricos ¢ o sinal de video relacionado aos dados comportamentais do animal em
experimento. A Figura 3.12 representa o sistema de aquisi¢do de sinais (bioelétricos e
imagem) juntamente com o valor dos cristais (base de tempo) dos respectivos

microcontroladores utilizados no Etofisiografo.

No item (a), faz-se uma analise de todos os atrasos de tempo sofridos por um
evento bioelétrico desde a sua geracdo, até a chegada do dado correspondente na tela do
computador. No item (b), de forma semelhante, faz-se a mesma andlise para o sinal de

video. No item (c) € descrito o protocolo para a inser¢do do sincronismo dos sinais
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(bioelétricos e de imagem). E no item (d) a metodologia para a detec¢ao do sincronismo

nos sinais.
Médulo Remoto Modulo Base Computador
y 4 A y 4
n - Computador
Micro controlador Infravermelho Microcontrolador Interface RTC
FLoEL ’ Pz {Real Time Clock)
Cristal4 MHz Cristal8 MHz USB

Cristal 32768 Hz

P HOP AP

¥

Sincronismo
F 3

Computador
A A
) . Interface Curr;‘EI!J(t:adnr
R EEEE—
Camera de Video 0SB (Real Time Clock)

Cristal 32768 Hz

Lo

Figura 3.12: Diagrama de visdo geral do sistema em relagdo as bases de tempo dos

sistemas (Mddulo Remoto, Mddulo Base, Computador e Camera de Video).
a) Analise de Propagacio dos Sinais Bioelétricos:

Conforme apresentado na Figura 3.12, o sistema proposto € constituido por:
modulos (remoto e base) e computadores (de aquisi¢ao de sinais bioelétricos e de sinal de
video). Cada sistema possui a sua base de tempo, os cristais. Cristais sdo elementos s6lidos
nos quais os atomos, moléculas ou ions constituintes estdo dispostos em uma ordem
regular, repetindo esses padrdes nas trés dimensdes espaciais. Esses materiais possuem
freqliéncias de ressondncia naturais. Quando um cristal ¢ deformado mecanicamente, ele
gera um campo elétrico com a freqliéncia de ressondncia natural do material, essa
propriedade ¢ a Piezoelétrica dos cristais. Esta freqiiéncia gerada através do campo elétrico
¢ utilizada como sendo a base de tempo para os microcontroladores e microprocessadores

devido a sua exatiddo.

Devido a cada sistema possuir a sua base de tempo (cristais) ndo existe uma forma
confiavel de sincronizar todos esses reldogios numa mesma faixa de milisegundos ou
microsegundos. A seguir, ¢ apresentada uma andlise dos tempos que causam o atraso e

assim a falta de sincronismo, de todos os principais componentes que sdo utilizados no
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sistema. Os modulos base e remoto, computadores e a transmissao de dados via USB, e

infravermelho. Da analise de eventos de transmissdo de sinais bioelétricos, obtém-se a

Tabela 3.1 e a Figura 3.13.

Tabela 3.1: Eventos de transmissdo de sinais bioelétricos com seus respectivos tempos de

propagacao.
Sistema Tempo de Propagacio
t Instante do evento (sinal bioelétrico).
Ay; — Atcond. Tempo de propagacdo do sinal pelos circuitos de
condicionamento (amplificadores e filtros).
Ags - Atapc Tempo de conversdo do ADC (Analog-to-digital converter)
(digitalizagdo do sinal).
Médulo Remoto Agz — Atjpes Laténcia de interrupcdo do timer (tempo nao-deterministico).
(componente F1232) Ao — Atproc. Tempo de processamento (formagdo do frame).
Nos - Atrx Tempo de transmissdo de dados pela UART (Universal
Asynchronous Receiver — Transmitter).
Aos - Atint-u Laténcia de interrup¢do da UART (tempo ndo-deterministico).
Ay7 - At Tempo de retardo para conversdo de sinal elétrico em Optico
(fétons).
. Ao - Atgotons Tempo de percurso dos fotons (menor do que um metro),
Transmissao A .
dependente da distdncia entre transmissor e receptor
Infravermelha (IR) inframervelho.
Ay - AtIR-R Tempo de retardo para conversdo de sinal optico (fotons) em
sinal elétrico.
Ay - Atryx Tempo de recepgdo dos dados pela UART.
Moédulo Base . . . ~ S
(componente F149) Aoy - AtiNTR Laténcia da interrup¢ao da UART (tempo ndo-deterministico).
Aos - Atproc Tempo de processamento, verificacdo do frame, agregacdo de
outros sinais, formagdo do frame (variavel).
Aoy - Atysp.r Tempo de escrita na interface USB.
Transmissdo pela Asg- Atysp.L Laténcia de transmissdo pela interface USB (tempo ndo-
Interface USB deterministico).
Ay - Atysp.w Tempo de recepgdo e escrita dos dados buffer de recepgdo
USB no computador.
Computador
A4 - Atysp.Lac Laténcia do aplicativo no computador até receber os dados no
buffer de recepg¢do USB (tempo ndo-deterministico).
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Figura 3.13: Tempos dos componentes do sistema de aquisi¢do de sinais bioelétricos
(modulo remoto (F1232), transmissor infravermelho, modulo base (F149), USB e

computador).

Alguns destes eventos possuem duragdo desprezivel (picosegundos ou
nanosegundos), mas outros eventos possuem duragdo significativa e variavel que ao longo
da duracdo de um experimento podem representar erros muito expressivos (acima de 5%)

no sincronismo entre os sinais.
b) Analise de Propagaciao do Sinal de Imagem:

As webcams comerciais fornecem trinta quadros de imagem por segundo, sendo
1
que cada quadro representa eventos de 33,3 ms (%s ). O sensor que executa a captura da

imagem possui circuitos internos de controle automatico de ganho que controlam o tempo
de integragdo de imagem para que estas possuam sempre o mesmo nivel de iluminagao,
dentro dos limites possiveis de controle. Desta forma, o tempo em que o sensor fica
(13 2 4 : 4 :r ~ 4

aberto” recebendo fotons para mostrar a imagem ¢ variavel, e ndo controlavel pelo
usuario. Dentro do intervalo de um quadro (33,3 ms) ndo ¢é possivel saber o instante e a
largura da janela de abertura para a captura de fétons que irdo formar a imagem. A Figura

3.14 exibe a visdo geral da aquisicao de imagem.

Figura 3.14: Diagrama da visao geral da aquisicdo de imagem.
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Fazendo-se uma analise de eventos de transmissdao de imagem, obtém-se a Tabela

3.2 e a Figura 3.15.

Tabela 3.2: Eventos de transmissdo de imagem com seus respectivos tempos de

propagacao.
Sistemas Tempos de Propagacao
At Janela de tempo de integracdo para formagdo da imagem
(£33,3ms). Captura de fotons — geragdo de sinais elétricos
Webcam correspondentes a imagem.
Asg Tempo de processamento e preparagdo dos dados.
Asy Tempo de escrita na interface USB 2.0.
Transmissdo pela Ago - Atysg.L Laténcia de Transmissdo pela interface USB (tempo ndo-
Interface USB deterministico).
Aq - Atyspw Tempo de recepgdo e escrita dos dados no buffer de recepcdo
USB no computador.

Computador Aq; - Atysgae | Laténcia do aplicativo no computador para perceber a existéncia
de dados no buffer de recep¢do USB (tempo ndo-
deterministico).

Computador

Webcam

v

D5y Dgy Dgy Dy By Tempo

Figura 3.15: Tempos dos componentes do sistema de aquisi¢ao de imagens (webcam, USB

e computador).

De forma semelhante, alguns destes eventos nao sdo representativos em termos de
duracdo de tempo, mas outros sdo e possuem uma duragdo variavel, ndo sendo
deterministica. Como se pode ver, nas bases de tempo descritas, observa-se que para
realizar um sincronismo bem definido, entre a imagem de video e os sinais bioelétricos, ha
diversas varidveis envolvidas. Desta maneira, ¢ complexa a realizagdo de um sincronismo
exato, devido a todos os componentes do sistema dependerem de intervalos de tempos

variaveis para sincronizar os sinais.
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¢) Protocolo para Inserciao do Sincronismo dos Sinais:

Conforme apresentado, ¢ dificil estabelecer um protocolo entre os relogios dos sistemas
para que o tempo seja utilizado como elemento para estabelecer o sincronismo entre os
eventos bioelétricos e a imagem. Desta forma, foi desenvolvido um protocolo que utiliza as
proprias informagdes dos sinais bioelétricos e sinal de imagem para estabelecer o

sincronismo temporal entre os eventos.

Nesta abordagem, a aquisi¢do do sinal de video ¢ realizada (através de uma webcam), e
este sinal ¢ armazenado no computador. Apds o inicio da gravagdo do sinal de video, o
Etofisiégrafo comega a armazenar os sinais bioelétricos. No momento em que a gravagao
dos sinais bioelétricos € iniciada, um comando ¢ enviado pelo software, no computador,
para o mddulo base, via USB (item 1 da Figura 3.16). Este comando tem por finalidade
acender um LED (LED de Sincronismo) que est4 localizado na arena, no campo de visao

da webcam, na qual ¢ realizado o experimento (item 2 da Figura 3.16).

O comando para o envio dos dados para o LED acender ¢ exibido a seguir:

//Envia 0x77 para o Hardware, fazendo acender o LED de sincronismo
BytesToFtdi[0] = 0x77;

// Escreve no FTDI
FT_ Write(Device.ftHandle,&BytesToFtdi,1,&BytesWritten);

O LED aceso sinaliza o0 momento que o software iniciou o armazenamento dos
sinais fisiologicos. Seu posicionamento na arena ¢ flexivel. Desta maneira, o usudrio pode
colocd-lo de forma que a camera consiga visualiza-lo, sem incomodar visualmente o
animal, durante o experimento. A acdo de “acender o LED” ¢ também armazenada pela

webcam.
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Figura 3.16: Visao geral do sincronismo — (1) Comando que aciona o LED de sincronismo,
¢ transmitido do software, no computador, para o médulo base, via USB. (2) Comando que

aciona o LED de sincronismo, é transmitido do modulo base até o LED.

Para a realiza¢ao do sincronismo, de forma a depender o minimo possivel das bases
de tempo dos sistemas envolvidos foram utilizadas ferramentas de tratamento de imagens,

e API' (dpplication Program Interface) para a obtengio de melhores resultados.
d) Metodologia para a Detec¢io do Sincronismo nos Sinais:

Apos os sinais de video e fisiologicos serem armazenados, foi desenvolvido todo o
procedimento para a identificagdo dos sinais de sincronismo. Para a identificagdo visual,
dos sinais de video adquirido, utilizou-se biblioteca Media Player do C++ Builder®. Esta
biblioteca ja possui métodos definidos (play, pause, stop, step, e outros). Porém este
componente possui uma limitacdo na leitura dos diversos tipos de formatos compactados
de videos existentes (mpeg, avi, wmv entre outros), pois ela trabalha somente com videos

no formato AVI (Audio/Video Interleaved). Devido a esta limitacdo, durante os

7 API — Application Programming Interface: Conjunto de fungdes e estruturas fornecidas pelo proprio
Sistema Operacional
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experimentos utilizou-se somente o formato AVI, sem compactagdo. Os sinais bioelétricos

sdo visualizados pela biblioteca TeeChart© do C++ Builder®.

Para os experimentos realizados, estdo pré-definidas no software as freqiiéncias de

amostragem de 30 fps e 500 sps. Ou seja, os sinais de video sdo gravados a trinta (30)
. 1 : ,

quadros (ou frames) por segundo. Isto significa que a cada %s uma imagem ¢ captada

pelo sensor da camera. Ja os sinais bioelétricos sdo armazenados a 500 amostras por

1 . .
segundo (500 sps). Isto €, uma amostra a cada 300 s . Obtém-se assim, a seguinte relagao:

y (3.6)
R=230 _16.667

Y00

Isto significa que a cada uma amostra (frame) do sinal de video, sdo apresentadas
aproximadamente dezessete (17) amostras dos sinais bioelétricos. Esta ¢ a relagdo de
correspondéncia entre os dois sinais que deve ser observada para o estabelecimento do
sincronismo. A escolha da freqiiéncia de amostragem para os sinais fisioldgicos obedece
ao Teorema de Nyquist: A quantidade de amostras por unidade de tempo de um sinal deve
ser maior que o dobro da maior freqii€ncia contida no sinal a ser amostrado, para que possa
ser reproduzido integramente sem erro de aliasing (sobreposicdo de componentes de

freqiiéncia do sinal) (SMITH, 1999).

Assim, os sinais de video e fisioldgicos sdo exibidos na tela e o usudrio dard inicio
ao processo de deteccdo de mudanca de cor no LED. O video € constituido por frames (que
sdo imagens) e através da analise de cada um desses frames, pela API bithlt (Bit Block
Transfer), € que se obttm o momento exato da mudanca de cor/brilho

(Crominancia/Luminéncia) do LED.

Bit Block Transfer ¢ uma técnica para tornar mais rapida a geracao e atualizacao de
telas graficas, na qual blocos de dados de uma imagem sdo transferidos diretamente de
uma regido da memoria de video para outra. Na computacdo grafica e na animacao, uma

técnica de programacdo que manipula, na memoria, blocos retangulares de bits
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representando a cor e outros atributos dos pixels® que formam uma imagem na tela. A
transferéncia de blocos de bits funciona movendo esses blocos de bits por inteiro através da
RAM de video do computador, de modo que possam ser rapidamente apresentados em uma

posicao desejada da tela.

Para o caso da obten¢do do sincronismo, a API bithlt transfere um bloco de dados
de uma imagem, (neste caso a transferéncia € o frame) para uma outra area. A outra area ¢
um componente do C++ Builder® — Timage — o qual possui, dentre outras funcdes, a de
armazenar o frame que ¢ analisado no momento da apresentagdo de video pelo Media
Player. O TImage armazena a imagem no formato BMP® (Bitmap) de 24 bits no padrio
RGB (Red, Green, Blue). A seguir, tem-se um exemplo do cddigo da aplicagdo da API
bitblt:

BitBIt(Image1->Canvas->Handle,0,0,(pontos[2].x-pontos[1].x),(pontos[1].y-
pontos[2].y),hdc,GetPoint.x,GetPoint.y, SRCCOPY);

Para uma otimizagao deste sistema, ao abrir o video, o usuario, ira selecionar a area
onde se localiza o LED de sincronismo, exibido na Figura 3.17(a). Esta area selecionada
tem um tamanho definido de 10 por 10 pixels. Assim, a imagem a ser analisada nao ¢ todo

0 frame e sim, somente uma area deste.

Figura 3.17: (a) Area selecionada para analise do LED, neste frame o LED esta apagado,
(b) Frame que exibe o momento em que o LED acende. Somente a area selecionada ¢ que

¢ analisada.

Assim, ap6s selecionar a area desejada, inicia-se automaticamente a busca, no sinal
de video, pela mudanca de luminosidade (Y) e crominancia (I e Q) no LED. Ao ocorrer
uma mudanga significativa, isto é, uma diferenca do frame atual com o préximo, na ordem

da luminancia e crominancia igual a dez (10), significa que naquele momento o LED

¥ Pixel :Picture Element — E o menor elemento em um dispositivo de exibi¢do de imagem.
? Bitmap: E a imagem na qual registram-se as informagdes (cor e posicionamento) de cada pixel, utilizando
uma matriz bidimensional.
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acendeu (indicacdo do momento em que iniciou o armazenamento dos sinais bioelétricos),
exibido na Figura 3.17(b). Desta forma, ¢ interrompida a varredura no sinal de video, e este
sinal ¢ pausado no exato momento da mudanca de cor no LED. Nesta etapa, os sinais
bioelétricos ja estdo sendo visualizados, através da biblioteca TeeChart©. A partir desde
momento, o sincronismo ¢ estabelecido (Figura 3.18(a)), segundo a relacdo da equacao
(3.6). Isto &, para cada frame de video deslocado no tempo, aproximadamente 17 amostras
dos sinais fisiologicos também sdo deslocadas e exibidas graficamente (estas amostras sao
exibidas em um outro tom de cor), mostrado na Figura 3.18(b). Pode ocorrer do usuario
selecionar a area errada, na qual se encontra o LED, nesta situacdo uma mensagem de erro
¢ enviada (a mensagem ¢ enviada apos o algoritmo ter analisado 40% do video e ndo haver
encontrado mudancga na cor do LED) e o usuario pode selecionar novamente a area na qual

se encontra o LED para realizar o sincronismo corretamente.
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Figura 3.18: Tela de sincronismo do Etofisidégrafo: (a) Momento do estabelecimento do
sincronismo entre os sinais apods ter sido selecionada a area na qual se encontra o LED e
detectada a mudanca de cor, (b) Apds o sincronismo estabelecido, o frame do video
exibido corresponde a aproximadamente 17 amostras do sinal fisioldgico (exibidos na tela

de cor diferente do restante do sinal).
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A Figura 3.19 mostra o diagrama de blocos de funcionamento do sincronismo.
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Figura 3.19 Diagrama de blocos da identificacdo dos sinais e do processo de sincronismo.

3.2.5. Processamento e Tratamento de Sinais

Realizada a aquisicdo dos dados fisiologicos (armazenados em arquivos do tipo

.DAT), e colocados em sincronismo com o sinal de video, é realizada a analise destes. Para

o caso da analise comportamental (adquirida do video), esta ¢ realizada através do Etografo

(PEDERIVA, 2005). Para a analise dos sinais bioelétricos, devido aos varios tipos de sinais

que sao analisados; foram implementados alguns filtros basicos para ajudar o pesquisador a

observar os sinais e eventos ligados a estes de forma mais clara. Entretanto,

implementaram-se também, alguns indices que possam, de alguma forma, quantificar os

sinais analisados, ampliando as possibilidades de analise e conclusdes do usuério.
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Os filtros implementados e disponiveis para utilizagdo do usuério segundo suas

necessidades sdo:

a)

b)

d)

Filtro Notch: Este filtro ¢ utilizado para eliminar o ruido de 60 Hz da rede

elétrica (Fc=60 Hz; Fb=3 Hz; Fs=500 Hz);

Filtro de Linha de Base: Filtro utilizado para eliminar as oscilagdes do sinal
decorrentes aos artefatos de movimento. Utilizou-se um filtro digital IIR passa-
altas, com aproximagdo Butterworth de 2* ordem e freqiiéncia de corte Fc=2

Hz;

Filtro FIR (Finite Impulse Response): Implementou-se o filtro nas suas
formas passa-altas e passa-baixas. Disponibilizou-se a opcao entre trés tipos de
janelamento: Janela de Hamming, Janela de Hanning e Janela Retangular. A

freqliéncia de corte ¢ definida pelo usuério (Fs=500Hz; Tw=10Hz);

Filtro IIR (Infinite Impulse Response): Assim como o filtro FIR,
disponibilizou-se o filtro IIR nas suas duas formas: passa-altas e passa-baixas, e
a freqiiéncia de corte ¢ definida pelo usudrio. Para este filtro utilizou-se

aproximacgao Butterworth de 4* ordem.

Devido a variedade dos sinais (ECG, EEG, EMG), a freqiiéncia de corte de cada

um deve ser definida pelo usudrio. A Figura 3.20 ilustra a tela do software que realiza os

tratamentos descritos para os sinais.
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Figura 3.20: Tela do software que realiza o tratamento dos sinais de ECG, EMG e EEG,

com freqiiéncia de corte variavel para cada um dos sinais.

Os algoritmos implementados no intuito de quantificar os sinais bioelétricos
analisados, de forma que o usuario possa obter conclusdes mais consistentes de suas

analises, sdo listados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Algoritmos para quantificar os sinais bioelétricos analisados.

Sinais Freqiiéncia Cardiaca | Densidade Espectral RMS - Root Mean
Bioelétricos Instantinea de Poténcia Square
ECG X X
EEG X
EMG X X

a) Freqiiéncia Cardiaca Instantinea

Para computagdo da freqiiéncia cardiaca instantdnea, necessitou-se da
implementagdo de um algoritmo que localizasse os picos de ondas R (identificadora do
batimento cardiaco) durante o sinal de ECG. Para tanto, utilizou-se de uma metodologia a
fim de detectar os complexos QRS existentes no sinal, para entdo identificar a localizagao
no tempo de cada onda R (batimento cardiaco). Como o complexo QRS contém

componentes de sinal numa banda de freqiiéncia relativamente grande, de 2 Hz até 100 Hz,
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de forma a permitir eliminar a interferéncia das altas freqliéncias e, em particular, a
interferéncia da rede elétrica (60 Hz) e do ruido de alta freqiiéncia do EMG, utilizaram-se

os seguintes filtros digitais:

e Filtro passa-altas: O filtro utilizado foi um filtro digital 1IR (Infinite
Impulse Response), com aproximagdo Butterworth de 2* ordem, com

freqiiéncia de corte igual a 10 Hz;

e Filtro passa-baixas: Para o filtro passa-baixas, também se utilizou um
filtro digital IIR, com aproximacdo Butterworth de 4* ordem e com

freqiiéncia de corte de 40Hz;

A partir deste momento, os registros filtrados passaram pela identificagdo dos picos
das ondas R, através da aplicagdo da primeira derivada ponderada, de acordo com a

Equagdo (3.7).

y(n)=x,-x,, (3.7)

onde n varia de dois até o numero de pontos do sinal, y, é a primeira derivada do sinal

filtrado em x,,.

Mesmo apoés estes processos, erros na deteccdo podem ser causados pela presenga
de ruido imprevisivel e/ou distirbios no sinal. Desta forma utilizou-se de um threshold
baseado no valor maximo encontrado no sinal (threshold = 45% do valor méaximo), para

entdo encontrar todos os picos de ondas R.

Tendo obtido a posi¢do no tempo de cada um dos picos das ondas R (batimento
cardiaco), bastou a verificacdo da quantidade de batimentos cardiacos existentes no minuto

centrado exatamente no instante de tempo que o usudrio solicitar.
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b) Densidade Espectral de Poténcia (PSD)

O indice que representa a densidade espectral de poténcia de um sinal foi
disponibilizado para ser utilizado por qualquer um dos sinais bioelétricos analisados neste
trabalho. O algoritmo implementado para a estimag@o espectral, e conseqiiente, PSD foi o

Modelamento Autorregressivo através do Método da Covariancia Modificada.

A definicdo da ordem para estimacao dos coeficientes do modelo obedeceu as
recomendacdes da  literatura  para cada tipo de  sinal  bioelétrico
(BAYKAL;RANJAN;THAKOR, 1994; GE; SRINIVASAN; KRISHNAN, 2002;
PALANIAPPAN, 2006). Para estimacdao da PSD de sinal de ECG, a ordem escolhida foi
p=4. Para estimacdo da PSD de sinal de EEG a ordem foi p = 6. J& para os sinais de EMG,

a ordem estabelecida foi p=20.
¢) RMS (Root Mean Square)

RMS ¢ um indice que trata de quantificar a atividade elétrica muscular
(BEVILAQUA-GROSSI et al., 2005). Dessa forma, o RMS foi implementado a fim

quantificar os sinais de EMG analisados, conforme especificado na Equagao (3.8).

1 (3.8)

T—
RMS ;)6 = _[ x(t)’dt onde T = total de amostras do sinal.
0

1
T

3.2.6. Integracao Etofisiografo e Etografo

O Etografo (PEDERIVA, 2005) ¢ um software de Etografia, isto ¢, de andlise do
registro comportamental de um ou mais individuos. Permite o registro a partir de um video
digital gravado de um experimento (Figura 3.21) e andlise de video quadro a quadro ou
com avango a seu controle. Realiza a geracdo de relatdrios finais de freqiiéncias, duragoes,
laténcias e outros atributos das categorias comportamentais, integradas para diversos

registros e experimentos.
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@ Etografo 1.0 - Video Analysis (C:\WINDOWS\clock. avi)

File Experiment Segmentation Help

Wideo Data Pracessin Speed Frame Duration
Dwration: O h 0 min 125 0 ms Frames: 12 | Frame !U Time iU 5 ‘ | frames/s IW | 1 g |
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[Diefinition of Behavioral Categories

Partial Data |
Framas per Advance Control = Restart Video——
I Initial frame Code Category |Em:|e I
q Backl Step Start |
i oK | (il | Category 1 cl
Infut e Categary 2 o2
algect code —C ol Ategary
= orfectio . Restart = 7 3
i £ " Bubject " Category Aegory i
Category code
Correction
ok | _Coresin |

Figura 3.21: Tela de registro comportamental de um ou mais individuos a partir de um

video digital gravado de um experimento (Etdgrafo).

O registro também pode ser adquirido diretamente do ambiente, e também, gera
relatorios finais de freqiiéncias, duracdes, laténcias e outros atributos das categorias
comportamentais, integradas para diversos registros e experimentos em que nao haja a

possibilidade ou o interesse de obtencao de videos digitais (Figura 3.22).
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tografo 1.0 - Recording from External Environment X]

File Experiment Segmentation Help
Category Time [g]
Timer— Subject 1
h min sec
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Subject Code Category | Code |
31 Categomn 1 cl
Start | End o
Categon 2 o
Cateqgory 3 od
Fause
Input
Definition of Behavioral Categories
Festart END
Categomy code
ok, Partial Data

Figura 3.22: Tela de registro diretamente do ambiente (Etografo).

O Etofisiografo, sistema proposto nesta dissertacdo, realiza a aquisicdo de sinais
bioelétricos de animais em experimento relacionados a andlise comportamental.
Juntamente com a aquisi¢do dos sinais fisiologicos, ocorre também a aquisi¢do dos sinais
de video relativo ao experimento. Ap6s o armazenamento desses sinais (bioelétricos e de
video), ocorre o processo de sincronizacao do Etografo e Etofisidgrafo. O software permite
também o uso de alguns tipos de filtros (FIR e IIR com as opdes de passa-baixas e altas
freqii€éncias, rejeita-faixa e passa-faixa e também opg¢des de janelamento: Hamming,
Hanning e Retangular), o botdo de acesso a estas ferramentas estd exibido na Figura
3.23(d), para melhor interpretacdo e estudo mais detalhado dos sinais. Além do filtro notch
(para retirar ruidos de 60 Hz) (Figura 3.23(b)) e filtro de linha de base para o ECG (retira a
variacao da linha de base do sinal) (Figura 3.23(c)). A analise espectral dos sinais de ECG,
EEG e EMG podem ser efetuadas através da estimagao da densidade espectral de poténcia
(PSD) calculada pelo modelamento AR (Figura 3.23(e)). Ferramentas graficas também sao
apresentadas: zoom, crosshair (indicador da posi¢do dos eixos x ¢ y do grafico do sinal

observado), a possibilidade de salvar determinada area de interesse do sinal para posterior
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estudo (Figura 3.23(a)), ¢ mudanca do tempo total da janela do sinal amostrado. Também
sao gerados relatorios (planilhas no Microsoft Excel) sobre o experimento que foi realizado
(freqiiéncia cardiaca instantanea, temperatura, PSD e RMS) (Figura 3.23(f)) e estdo
relacionados com os dados obtidos e gerados para a planilha do Etografo. Para o caso de
somente o Etofisidgrafo estar ativo (ndo estar em sincronismo com o Etdgrafo) o célculo

dos parametros instantaneos (freqiiéncia, PSD, RMS e temperatura) para a quantidade de

amostra visualizada no sinal ¢ realizado através de um botdo conforme indica a Figura

3.23(g).

L Physiograph - Signal Analysis ()

File Experiment Segmentation Help

ZEAEEE SN H N VA

Time (zec)

Controls————— | @ | “4m0f---4--- T
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I‘I[l 1] 4 | i NEENEE oK ” Start |
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Anput | | |

Sl |zc oo
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I/F  Category code 1 2
I 0] Time [sec)
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(Dulalion: 00h O0min 00s 000 ms Frames: 00000 ‘ ’7 Acauisition Time: 376 sec ‘

Behavioral Catalogue

"

£ 5004+

Frame Duration Processing Speed Time (se6)
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Figura 3.23: Tela do Etofisidgrafo e suas funcionalidades: a) botdo para salvar parte do
sinal (formato .bmp), b) botao para o filtro Notch, ¢) Botdo para o Filtro de Linha de Base,
d) Botao para os Filtros FIR e IIR, ) Botao para estimagdo da PSD dos sinais, f) Botdo que

executa a planilha dos resultados (relatdrio), g) Botdo que efetua os célculos dos indices

instantaneos
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Apesar de os dois sistemas poderem atuar em moddulos independentes, foi proposta
uma integracdo de ambos, um sincronismo dos sinais de imagem e bioelétricos. Esta
integracdo auxilia na investigacdo do registro comportamental. Além de observar o que
acontece com comportamento do animal (video), pode-se também visualizar o que
acontece com os sinais fisiologicos durante o experimento. Assim, o pesquisador consegue
determinar e estudar com maior precisdo determinados comportamentos, € 0 que ocorre
aos sinais relacionados a atividade cardiaca, muscular, temperatura e atividade cerebral, ao

animal quando ¢ submetido a um experimento.

O Etofisidgrafo ¢ um modulo independente e pode também ser acoplado ao
Etografo, e desta interacao obtém-se diversos tipos de experimentos a serem realizados. O
pesquisador utilizando somente o Etografo, realiza o registro diretamente do ambiente, ou
o registro dos comportamentos através de um arquivo de video. Da mesma forma, o
usuario utiliza somente o Etofisiografo para visualizar os sinais fisioldégicos durante um
experimento (o usudrio utiliza somente a parte de aquisi¢ao, que ¢ utilizada para observar
os sinais diretamente do animal no ambiente). Armazenar esses sinais e depois realizar
uma analise mais detalhada, aplicando filtros e estudando partes dos sinais separadamente.
Ou apos ter armazenado video e sinais bioelétricos, sincronizar esses sinais ¢ obter uma
analise completa do ponto de vista comportamental e fisiologico (eg.,Video, ECG, EMG,
EEG, Temperatura). A Figura 3.24 mostra o diagrama de blocos do software com seus

modulos de andlise comportamental e de dados fisioldgicos.
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Figura 3.24: Diagrama de blocos do Etofisiografo e Etégrafo com seus modulos

independentes, porém com possibilidade de sincronismo para realiza¢do de analises mais

precisas (analise comportamental através de sinal de video e andlise de sinais bioelétricos).
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4. RESULTADOS

Para avaliagdo do sistema proposto, foram realizados testes relacionados a
aquisi¢ao dos dados fisioldgicos (observando se os sinais enviados pelo médulo remoto sdao
armazenados e vistos de forma precisa no computador), aquisicdo de video (numero de
frames por segundo), sincronismo dos sinais fisiologicos e de video, e a aplicagdo das
ferramentas para os dados fisioldgicos com geracdo de relatorios, realizadas através de

testes em ratos.
4.1. Testes de Aquisicio dos Dados Fisiologicos

Para a avaliagdo do desempenho do algoritmo de aquisi¢cdo dos sinais bioelétricos,
foram avaliados os niimeros de amostras recebidas em tempos pré-determinados (10 s, 5
min, 20 min, 40 min ¢ 60 min). A Tabela 4.1 apresenta o desempenho do algoritmo,

mostrando os resultados gerais (Total) e para cada arquivo individualmente.

Tabela 4.1: Desempenho da Aquisi¢ao de amostras dos Dados Fisiologicos

ng?:tge TA FP FN VP | TFD | Se VPP (To/f)
10s 5000 0 0 5000 0 100% 100% 0%
Smin 150000 0 0 150000 0 100% 100% 0%
20min 600000 0 0 600000 0 100% 100% 0%
40 min 1200000 0 0 1200000 0 100% 100% 0%
60 min 1800000 0 0 1800000 0 100% 100% 0%
Total 3750000 0 0 3750000 0 100% 100% 0%
TA: Total de Amostras FP: Falsos Positivos FN:  Falsos Negativos
VP: Verdadeiros Positivos TFD: Total Falsas Detecgoes Se:  Sensibilidade

VPP: Valor Preditivo Positivo TED: Taxa de Erro de Detec¢oes

Observou-se eficiéncia no método de aquisicao de dados utilizado. Apds um tempo
total de 7510 segundos, totalizando 3750000 amostras, todas foram recebidas e
armazenadas corretamente. O algoritmo comportou-se de maneira bastante satisfatoria,
obtendo 100% de sensibilidade (Se%), 100% de preditividade positiva (VPP%) e uma taxa
de erro de deteccao (TED %) de 0%. Portanto, os resultados de deteccao das amostras dos
sinais fisioldgicos podem ser considerados satisfatorios. Todas as amostras enviadas pelo

modulo remoto foram identificadas e recebidas de maneira correta pelo software.
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4.2. Testes de Aquisicao de Video

No teste de video, foram gravados dez segundos (10 s), cinco minutos (5 min), dez
minutos (10 min), vinte minutos (20 min), quarenta minutos (40 min) e sessenta minutos
(60 min) de sinal, com video nao compactado e video compactado no formato AVI, com
uma taxa de amostragem de 30 frames por segundo. Este teste foi realizado utilizando uma
webcam Creative NX registrando um relogio analogico (Figura 4.1), observando se houve
atraso ou adiantamento de tempo (frames) durante o registro. De todos os experimentos
realizando esta metodologia de comparagao com o relogio analdgico, concluiu-se que nao

houve atraso ou avango de frames durante a aquisi¢ao de video.

Iﬂ Em Execucéo hd O X

Tempo Tatal: 0:14

IFTE nw [

Ococc e ok

Figura 4.1: Teste de aquisi¢ao do sinal de video: Compara o tempo gravado pela camera

com o tempo registrado pelo reldgio analdgico.
4.3. Testes de Sincronismo

Esta se¢ao esta dividida no relato dos resultados obtidos na detec¢ao do LED e do

sincronismo dos sinais de imagem e dados bioelétricos.
4.3.1. Deteccao do Sinal de Sincronismo Visual

A deteccao do sinal de sincronismo visual através do LED no local no qual ¢

realizado o experimento ¢ de extrema importancia. Através do LED, é que se tem o
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indicativo (ao acender) de quando comecaram as gravacdes do sinal de dados fisiologicos.
Na arena em que sao realizados os experimentos, a camera fica localizada a setenta e cinco
centimetros (75 cm) de altura em relagdo ao lugar no qual situa-se o animal. A arena
(semelhante a um aquario) possui uma altura de cinqiienta centimetros (50 cm). Para
melhor detecgdo do LED posicionou-se este na borda superior da arena (a vinte e cinco
centimetros da camera). A Figura 4.2 mostra as distancias existentes e o local de posicao
do LED. O posicionamento do LED na arena foi obtido apds testar o LED em outras
localiza¢des da arena (no interior e exterior das bordas inferiores e superiores), porém a
posicdo na qual o LED ¢ mais bem detectado pela camera foi em qualquer um dos lados

(interior e exterior) da borda superior.

Webcam

25 [em]

) .
. 3
¢ 5
. ‘\
o 1,
" l\\ . .
P Y LED Sincronismo
g
Borda Superior ¢ | *,

:
’
&

¢
/
P
#

) . . Arena
50 [cm] -

Borda Inferior

Figura 4.2: Distancias e localiza¢do do LED na arena para estabelecimento do sincronismo.
4.3.2. Sincronismo entre os Sinais de Video e Fisiologicos

Para o teste de sincronismo, foram registrados 10 s, 5 min, 20 min, 40 min e 60 min
de video (registrando o LED do moédulo base) e sinais de teste (formas de ondas).
Primeiramente, o usudrio inicia o registro dos sinais de video. Ap0s isso, 0 usuario atraves
do Etofisidgrafo, comega a realizar o registro de sinais gerados pelo mddulo base (ondas
dentes de serra, senoidal e quadrada). No exato instante que ¢ iniciado o registro dos sinais,
um comando ¢ automaticamente enviado do software ao modulo base, o que fara o LED
inicialmente apagado, acender durante um intervalo de 5 segundos e ficar apagado em um
intervalo de 5 segundos, durante todo o tempo de registro dos dados. No mesmo instante

um sinal enviava 0 (zero) quando o LED estava apagado e 1 (um) quando estava aceso,
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este sinal foi armazenado. Apos terminar a aquisi¢ao dos sinais, estes foram analisados

(Etofisiografo) para que o estabelecimento do sincronismo fosse observado (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Teste de Sincronismo: (a) LED apagado — sinal nivel 16gico 0 (tensao 0 V); (b)

LED aceso — sinal com nivel légico 1 (tensdo 2,5 V).

Porém, como a taxa de aquisicdo dos dados fisiologicos ¢ de 500 amostras por
segundo e a taxa de frames de sinal de video ¢ de 30 amostras por segundo, tem-se que
cada frame de video apresentado equivale a 16,667 (Equacdo 3.6) amostras de sinal
fisiologico. Como esse valor nao ¢ inteiro, ¢ feito o arredondamento para 17 amostras, o
que gera um acréscimo de 0,333 amostras no sinal. Desta forma, para cada frame de video
exibido serdo correspondentes 17 amostras do sinal, conforme exibe a Tabela 4.2 que foi

construida para apresentar uma hora de sinal.

Tabela 4.2: Analise de Desempenho do sincronismo entre os sinais.

Diferenca Diferenca

Tempo Amosfras Amosfras Arredondamen- de de Diferenca
de Sinal de Sinal R de tempo
[s] Video Fisiolésico to amostras  amostras Is]
g de sinal de video

1 30 500 16,667 17 0,333 0,019 0,001

2 60 1000 33,334 34 0,666 0,039 0,001

3 90 1500 50,001 51 0,999 0,059 0,002

60001,
3600 108000 1800000 2 61200 1198,8 71,927 2,398

Isso significa que ao final do sincronismo entre os sinais, apés uma hora de sinais
exibidos, devido ao erro de arredondamento ocorrido durante o sincronismo existirdo, a
mais, aproximadamente 2,398 segundos de sinal de video (ou aproximadamente 71,927
frames). Nos sinais fisioldgicos, isto corresponde a aproximadamente 1198,8 amostras para

o mesmo tempo de 2,398 segundos. Ou seja, os dois 2,398 segundos de video, ndo sdo
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apresentados. Portanto, observa-se uma taxa de erro de 0,067% para o sincronismo dos

sinais.
4.4. Testes de Avaliacido dos Sinais Fisiologicos In Vivo

Para os testes in vivo, foram realizados dois tipos de experimentos. O primeiro teste
comparou o Etofisiografo com um sistema comercial de aquisi¢do de dados fisiologicos
(BIOPAC). O segundo teste foi realizado em ratos para avaliar o desempenho do
Etofisidgrafo, desde a aquisicdo dos dados até a exibi¢do e andlise destes, ou seja, suas

funcionalidades foram verificadas.
4.4.1. Teste de Comparacio entre Etofisiografo e BIOPAC

Este teste foi realizado com o intuito de avaliar o Etofisidgrafo através da
comparagao deste com um sistema ja comercialmente validado. O BIOPAC ¢ um hardware
que realiza aquisi¢do dos dados fisiologicos via cabo. O armazenamento, visualizagdo,
edicdo, andlise e relatério dos dados sdo realizados por um software denominado

Acgknowledge.

Para este teste, o Etofisidgrafo e o BIOPAC foram acoplados através de eletrodos,
em um rato, para realizar medidas de ECG e EMG. Os dois sistemas foram ligados em
paralelo para que houvesse a aquisi¢do simultdnea dos mesmos sinais fisioldgicos,

conforme apresentado na Figura 4.4.

BIOPAC e

Conectores do BEIOPAC = = Conectares do FISIOGRAFO

— _onectores de ECG
— Conectores de EEG
— _onectores de EMG
— M0 (referéncia)

Figura 4.4: Conexao Simultanea dos Equipamentos de Aquisi¢do em ratos.
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ApOs a aquisi¢do e armazenamento dos dados fisioldgicos, estes foram exibidos em
seus respectivos softwares e na mesma escala de tempo. As Figuras 4.5 e 4.6 apresentam a
comparagao entre os sinais de ECG e EMG, adquiridos de cada sistema. Em cada uma das
figuras, o primeiro sinal mostrado corresponde ao BIOPAC, o segundo ao Etofisiégrafo e o

terceiro corresponde ao sinal filtrado, também do Etofisiografo.

6,27
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Figura 4.5: Comparagado dos Sinais de ECG: (a) Sinal referente ao BIOPAC;(b) Sinal

referente ao Etofisidgrafo;(c) Sinal filtrado referente ao Etofisiografo.
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Figura 4.6: Comparagao dos Sinais de EMG: (a) Sinal referente ao BIOPAC;(b) Sinal

referente ao Etofisiografo;(c) Sinal filtrado referente ao Etofisiografo.

Para demonstrar os testes com filtros, a seguir sdo descritas as etapas que foram
seguidas para realizar a filtragem do sinal de ECG (Figura 4.7 (a)). Primeiramente foi
eliminado o ruido de 60 Hz (rede elétrica), através da utilizagdo de um filtro Notch (Figura
4.7(b)). Em seguida, para saber em que faixas de freqii€ncias estavam outras freqiiéncias
de ruido no sinal (caso houvesse), utilizou-se o Modelamento Autoregressivo para
estimacdo da PSD, exibindo o espectro de freqiiéncias do sinal (Figura 4.8 (a)). Desta
forma, observou-se, que apos a utilizacao do filtro notch, havia uma componente de mais
alta freqiiéncia (Figura 4.8 (b)), que pode também interferir numa avaliacdo do sinal de
ECG. Assim, para eliminar esta componente, utilizou-se de um filtro FIR passa-baixas
(Janela de Hamming) com freqiiéncia de corte de 60 Hz. A Figura 4.9 (a) exibe o sinal

antes da utilizacdo do filtro, e a Figura 4.9 (b) que exibe o sinal filtrado. Assim, na Figura
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4.7 (c), ¢ exibido o tragado do sinal de ECG (5 segundos), com os devidos filtros utilizados

para a melhor visualizacao e posterior analise deste sinal.

1 2 3

Figura 4.7: Filtragem do Sinal de ECG. (a) Sinal Original, (b) Sinal filtrado com filtro

notch, (c) Sinal Filtrado com filtro FIR passa-baixas (Janela de Hamming) e freqiiéncia de

Power Spectral Density (W"20Hz2

I

corte de 60 Hz.
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Figura 4.8: Espectro de freqiiéncia de um sinal de ECG. (a) Espectro de freqiiéncia /

estimacao da PSD do sinal de ECG original, (b) Espectro de freqiiéncia / estimacdo da PSD

do sinal ECG apos filtro notch.
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Figura 4.9: Etapa de filtragem utilizando filtro FIR. (a) Sinal de ECG ap0s filtro notch, (b)
Sinal de ECG apos filtro FIR - passa-baixas (Janela de Hamming) e freqiiéncia de corte de

60 Hz.
4.4.2. Teste de Avaliacio do Etofisiografo em Ratos

Para este experimento, foram utilizados ratos, devido a sua grande resisténcia e
capacidade de sobrevivéncia em condi¢des adversas. O rato mais comum nos laboratdrios
de pesquisa ¢ uma variedade albina, selecionada no instituto Wistar de Philadelphia, cujo
pélo ¢ inteiramente branco e, por isso, esse animal ¢ conhecido como rato albino ou rato
Wistar. Cabe ressaltar que a utilizagdo de ratos para este estudo teve aprovacao da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo de niimero
PP00005/CEUA em 9/11/2005, conforme Anexo B.

Os experimentos laboratoriais foram realizados em ratos, adultos machos, pesando
aproximadamente 350g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas (CFS/CCB) com agua e ragdo ad libitum, a temperatura ambiente
controlada (~22° C) e periodo claro-escuro de 12 horas (07h-19h — claro sob luz artificial).
Todos os experimentos seguiram os preceitos éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacao Animal — COBEA.

Para que os estudos eletrofisiologicos pudessem ser viabilizados, assim como a

conseqiiente implantacdo dos eletrodos de EEG, ECG e EMG, os animais foram



Capitulo 4: Resultados &3

anestesiados com uma dose de 0,3 ml/100g de cloridrato de cetamina em associagdao a uma
dose fixa de 0,1 ml de xilazina via intraperitoneal. O procedimento cirtrgico teve inicio a
partir da constatacdo da profundidade desejada de anestesia (auséncia de reflexos de
retirada da pata frente ao pingamento das pregas interdigitais e da retracdo da cauda apos
pincamento da mesma). O animal foi entdo preso a uma prancha de contengdo para
pequenos animais onde foi realizada a tricotomia da regido cefélica, regido toracica
bilateral e quadrante posterior direito do animal, sendo ainda realizada assepsia dos locais

com anti-sépticos PVPI (Poli-vinil Pirrolidona Iodo).

Logo apds, foi realizada a fixagdo do animal ao aparelho estereotaxico, prendendo-
o pelas barras auriculares e pela presilha nasal, além da contencdo das patas traseiras.
Injetou-se 1ml de lidocaina via subcutidnea na regido cefalica do rato, com intuito de
diminuir hemorragia proveniente do processo cirtrgico, facilitando o implante dos

eletrodos, dos micro-parafusos e aderéncia do acrilico autopolimerizante a calota craniana.

Na seqiiéncia, foi realizada incisdo longitudinal na regido cefalica, seguida da
raspagem da superficie 0ssea e marcagdo dos pontos de implantagcdo e perfuragdo dos
mesmos através de uma broca (1/8”) motorizada. Apos limpeza da regido exposta, foram
implantados manualmente os eletrodos corticais e, através da torre estereotaxica, eletrodos
subcorticais (hipocampais) de liga NiCr (70% Ni e 30% Cr) com didmetro de 0,06mm no
encéfalo do animal, além de um micro-parafuso de aco inoxidavel 1/8” no cranio com a
fun¢do de obter um sinal-referéncia e fixacdo do capacete composto por acrilico. Ressalta-
se que os eletrodos subcorticais sdo soldados aos pinos do soquete apos a sua implantagao,
enquanto os eletrodos corticais ja estdo previamente soldados ao soquete. Apods a
implantacdo dos eletrodos, coloca-se ao redor dos mesmos, acrilico associado ao

respectivo polimerizador, com intuito de fixar os eletrodos a calota craniana.

Para aquisicdo dos sinais mioelétricos, foi realizada incisdo longitudinal de
aproximadamente 3 cm ao longo da linha posterior da pata traseira direita. E realizada a
liberacdo de fascias musculares do musculo da coxa direita do animal, expondo os ventres.
Ocorre entdo a implantagdo de eletrodos bipolares de liga NiCr no ventre muscular através
de uma agulha-guia, que transpassava o musculo e alocava o eletrodo no mesmo com a

exposi¢ao de Imm do fio no interior do musculo.
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O procedimento de implantacdo dos eletrodos cardiacos iniciou-se através da
incisdo de 3 mm bilateral na por¢do toracica do animal. Implantou-se a seguir um eletrodo
especifico através de cada incisdo, mantendo-o em contato com o gradil costal e fixando-o

através de sutura a pele do animal.

Ap6s aquisicao dos dados desejados, o animal foi submetido a uma superdosagem

de anestésico, realizando assim a eutanasia conforme os preceitos €ticos do COBEA.

Os sinais fisiologicos foram adquiridos pelo mdédulo remoto, enviados ao modulo

base e estes sinais foram registrados e armazenados em um computador (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Tela do Etofisiografo: Realizacdo do Registro e Aquisi¢ao de Sinais

Fisiologicos.

A Figura 4.11 exibe a Tela do Etofisiografo apos os sinais fisioldogicos serem

adquiridos, para a realizacao da analise destes sinais, durante sessenta minutos.
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Figura 4.11: Tela de anélise dos sinais fisiologicos (ECG, EEG e EMG) adquiridos do

animal.

4.4.3. Teste de Avaliacao do Etofisiografo em Sincronismo com o

Etografo

Neste teste realizou-se uma andlise que envolveu desde a aquisicdo e
armazenamento dos sinais de video por uma webcam, e os sinais fisiologicos pelo
Etofisiografo, até a andlise dos sinais em sincronismo e do estudo comportamental
realizado pelo Etografo. Para este teste, os dados fisiologicos envolvidos foram:
temperatura ambiente, ECG ¢ EMG, adquiridos a uma taxa de 500 amostras por segundo.
O video foi adquirido e armazenado através de uma webcam, BRAVIEW 330MP, a uma
taxa de 30 frames por segundo. Os sinais de video e fisiologicos foram adquiridos em
computadores distintos durante um intervalo de 30 segundos. O video realizado consistia
em avaliar o comportamento da freqiiéncia cardiaca, variagdo de temperatura ambiente e a

contracdo muscular (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Teste de avaliacdo do Etofisiégrafo em sincronismo com o Etografo

Durante o tempo de aquisi¢do, foram avaliados os comportamentos do animal, tais
como: comer, beber dgua e levantar membros anteriores. Portanto, a partir destes dados foi
avaliado o sincronismo dos sinais (video e dados fisiologicos), confrontando a andlise
comportamental (Etégrafo) com a andlise dos sinais bioelétricos (Etofisiografo). Para a
realizacdo deste sincronismo, durante a aquisicdo dos dados de video existia na arena a
placa do modulo base, a qual possui um LED indicativo para o sincronismo. Desta forma,
foi iniciada a aquisicao do video em um computador, e apos alguns segundos, iniciou-se a
aquisicdo dos sinais fisioldgicos em outro computador. No momento em que foi
inicializada a aquisi¢do dos sinais fisiologicos, um comando foi enviado ao modulo base,
realizando o acendimento do LED de sincronismo. Apos o armazenamento destes sinais,
estes foram exibidos no Etofisidgrafo, e estabeleceu-se o sincronismo entre eles (Figura
4.13). Ao término da andlise, o usudrio tem a possibilidade de gerar uma planilha contendo
duragdo do experimento, comportamentos registrados e indices dos sinais fisiologicos

(temperatura ambiente, freqii€ncia cardiaca, PSD e RMS) correspondentes a cada
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comportamento. O Anexo C apresenta um exemplo deste relatorio gerado pelo

Etofisiografo.

Lo — T ———
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Figura 4.13: Tela do Etofisidografo para Teste da Analise Comportamental e de

Sinais Fisiologicos em Sincronismo.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um software para adquirir, registrar,
armazenar, visualizar e analisar varidveis fisiolégicas de um animal. Também, realizar
estas tarefas de forma sincronizada com a andlise comportamental (através de video
digital) executada por um modulo denominado Etdgrafo (PEDERIVA, 2005). Para esta
proposta, o objetivo foi alcangado. Os algoritmos que desempenham as fung¢des necessarias
para o pleno funcionamento do software foram avaliados e discutidos no decorrer desta
dissertacdo e alcancaram o desempenho esperado de acordo com o objetivo proposto. No
decorrer do desenvolvimento e dos testes encontraram-se situagdes que tiveram de ser
contornadas para obter resultados com melhores consisténcias para o desempenho do

software.

Para avaliacdo do software foram realizados testes relacionados a aquisi¢ao dos
dados fisiologicos, aquisi¢ao de video, sincronismo dos sinais fisiologicos e de video, e a
aplicacdo das ferramentas para os dados fisioldgicos com geragdo de relatorios, realizadas

através de testes em ratos.

A Secao 4.1 apresenta o teste de aquisicao dos dados fisioldgicos. Foi observado
que o algoritmo para aquisicao dos sinais bioelétricos apresentou 100% de deteccao correta
para as amostras enviadas do modulo remoto para o computador, indicando um bom

desempenho do algoritmo.

A Secdo 4.2 apresenta o teste de aquisicdo de video e pode-se observar que os
tempos se mantém os mesmos tanto para o video compactado como para o ndo
compactado, assim como a taxa de frames. O compactador utilizado foi a versao trial DivX
5.0.2 Pro Bundle da DivX®. Porém observou-se que apds a gravagdo do sinal, quando este
era compactado durante gravagdo, que ao fazer sua visualizagdo através do Media Player
da Borland®, este ndo realizava a fun¢do de voltar o video, seja em modo continuo ou
frame a frame. Porém, se o mesmo video fosse gravado sem a utilizagdo de um
compactador e, apds a gravacdo, o video fosse compactado, este erro ndo acontecia
(PEDERIVA, 2005). Desta maneira recomenda-se ao usuario que realize a compactagao
dos videos ap0ds a gravagdo e nao durante esta. Ao instalar o Etofisiografo, um pacote com

diversos compactadores ¢ disponibilizado ao usuério. Foi pesquisado um compactador
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(Huffyuv v 2.1.1 Patch 0.2.5, este ¢ um software livre) que ao utiliza-lo durante a gravagao
ndo causa este problema descrito, porém sua compactacao nao ¢ muito eficiente (em teste
realizado com um video sem compactacdo, obteve-se 30MB e para este codificador
resultou em 15MB e um video utilizando um compactador como o DivX, a compactagdo
resultou em 2,5 MB), mas garante uma grande qualidade na imagem. Esse compactador

também esta disponivel no pacote de compactadores fornecido junto ao Etofisidégrafo.

Na Secao 4.3, sdo apresentados os testes realizados para o posicionamento do LED
de sincronismo, e com isto pode-se estabelecer a altura e posicdo na qual este ocuparia na
arena. Durante o experimento a cdmera registrou o comportamento do animal, o LED nao
poderia ficar no interior da arena, pois pode causar incOmodos visuais ao animal
atrapalhando em algum tipo de experimento que estivesse sendo realizado. Como a camera
fica voltada inteiramente para o interior da arena, a solucdo foi dispd-lo na borda desta, de
forma que a camera registrasse a imagem do emissor de luz. Também foi tomado o
cuidado para que o animal ndo fique sem foco pela camera durante o registro do
experimento. Porém, o LED fica levemente sem foco. Para corrigir este problema, no
algoritmo, diminuiu-se a area fixada ao redor do ponto selecionado pelo usuario (LED) de
10 por 10 pixels para 5 por 5 pixels. Desta maneira consegue-se maior precisdo na

identificacdo do LED de sincronismo, mesmo que este esteja parcialmente sem foco.

Outro valor foi alterado no algoritmo de deteccdo do LED, e esta relacionado a
imagem base que ¢ o primeiro frame com o LED apagado. O algoritmo compara este
primeiro frame com os seguintes até encontrar o que teve uma mudanca significativa de
luminancia e crominancia, que era da ordem de 10. Este valor foi alterado para que o
proprio usuario possa modifica-lo. Isto se deve a grande sensibilidade, j4 que uma pequena
mudangca era detectada no espaco selecionado. Com isto uma simples sombra ja daria uma
alteragdo no brilho e na cor do video, fazendo com que o algoritmo detectasse de forma
incorreta esta alteragdo, podendo nao ser o momento de acendimento do LED. Assim, o
usuario pode definir qual a ordem do valor que vai ser utilizado. Isto ¢, como padrdo o
sistema fixa o valor na ordem de 50, porém, se o LED ndo for encontrado, o usuério pode
diminuir este valor até encontrar uma diferenca que detecte a mudanca de cor no LED.
Desta forma, conseguiu um melhor desempenho para o algoritmo e atingiu-se de forma
satisfatoria uma boa resposta a sensibilidade na mudanca de luminéncia e crominancia no

momento em que ¢ detectado LED aceso.
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Observou-se também que existe uma pequena taxa de erro (0,067%) na aquisicao
dos dados bioelétricos em relacdo a quantidade correta relacionada ao numero de frames
do sinal de video. Porém, levando em conta que, apds uma hora (3600 s) de registro de
sinais fisiologicos e video, tem-se 2,398 segundos de sinal de video a mais do que os sinais
fisiologicos, conclui-se que o arredondamento para 17 amostras acarreta em um erro que,
no entanto, pode ser consideravel aceitavel. Assim, nao ¢ exigido do algoritmo de
sincronizagdo realizar vérias sincronizagdes durante o experimento, otimizando desta
maneira o software. Foi atingido com isso objetivo de sincronismo entre sinais fisiologicos

e sinais de imagem proposto nesta dissertacao.

A Sec¢do 4.4 apresenta testes realizados in vivo com a finalidade de avaliar o
desempenho do software. Foram analisados o registro e armazenamento dos sinais de
video e fisiologicos. Em seguida, realizado o sincronismo entre esses sinais e a analise
comportamental e dos sinais fisiologicos (utilizando filtros e ferramentas para a analise

desses). Finalmente, foi gerado um relatdrio final sobre todo o experimento realizado.

O primeiro teste in vivo foi um comparativo entre os sinais adquiridos pelo
Etofisiografo ¢ o BIOPAC. Este teste teve como objetivo realizar o registro e
armazenamento dos sinais fisioldgicos (ECG e EMG) de ratos e compara-los. Neste
contexto observou-se que o BIOPAC ja possui alguns filtros para os sinais analisados
(Notch e linha de base). No caso do Etofisiografo, estes filtros sdo utilizados somente
depois de realizada a aquisicdo dos sinais. Desta forma, observou-se que os sinais
continham ruidos, e que apds a aplicacdo dos filtros (Notch e passa-baixas), esses ruidos
foram eliminados e o sinal apresentado foi o mesmo exibido pelo BIOPAC, isto ocorreu

tanto para o0 ECG e EMG.

O segundo teste in vivo foi realizado para avaliar a aquisi¢ao dos sinais fisiologicos
(ECG, EEG e EMQ). Os sinais foram adquiridos e armazenados de forma correta (sem
perdas de dados). Apds a aquisicdo, estes sinais foram analisados no Etofisidografo e
utilizou-se de filtros para deixar o sinal livre de ruidos indesejaveis (como ruido da rede
elétrica) e foi gerado um relatdrio final com dados referentes a freqiiéncia cardiaca, PSD e

RMS.

O terceiro teste in vivo foi realizado com a finalidade de avaliar o sincronismo entre

o sinal de video e os sinais fisiologicos (ECG, EMG e temperatura ambiente), em conjunto
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com o moddulo da anélise comportamental (PEDERIVA, 2005). Durante todo o teste, os
algoritmos utilizados apresentaram-se consistentes, atribuindo um bom desempenho ao

sistema como um todo.

A andlise e estudo de comportamentos e de funcdes neurais dependem de
metodologias para classificagdo, registro e analise das diversas categorias comportamentais
emitidas e de sinais neurais associados a elas. Através dessas analises, consegue-se estudar
mecanismos e circuitos cerebrais que controlam a expressdo dos comportamentos. Neste
projeto, desenvolveu-se um modulo de registro de varidveis fisiologicas que € acoplado a
instrumentos digitais de registro comportamental. Este acoplamento permite a associagao,
com grande precisao temporal, das imagens (video digital) obtidas de um animal em seu
ambiente experimental, com dados de temperatura corporal e registros eletrograficos
(eletroencefalograma [EEG], eletrocardiograma [ECG], eletromiograma [EMG]), obtidos
por telemetria. Apds a aquisicdo destes sinais de imagem e fisioldgicos, ocorre a

sincronizagao dos mesmos.

Para atingir o sincronismo, foi desenvolvido um software de aquisicdo de dados
fisiolégicos de modo que ndo perdesse amostras durante o processo de aquisicdo. A
aquisi¢ao de imagem foi feita por uma webcam, pois assim consegue-se um baixo custo
para realizacdo dos experimentos. Para realizar o sincronismo dos dados bioelétricos e de
imagem, era necessario um indicativo que mostrasse no video o momento que comega o
armazenamento dos dados fisioldgicos. Primeiramente, utilizou-se do proprio reldégio do
computador para marcar o inicio do armazenamento, porém testes demonstraram que nao
seria possivel, pois muitas bases de tempo estavam envolvidas no processo, gerando
atrasos apos o sincronismo. Foi entdo proposto um procedimento que apds iniciar o
armazenamento de video, um LED fosse aceso, indicando o momento exato do inicio da
aquisicdo dos sinais bioelétricos. Um comando enviado do software para o mddulo base
aciona este LED. Apds os dados serem armazenados eles sdo visualizados pelo usuario, o
qual seleciona a area em que o LED esta localizado no video. O algoritmo desenvolvido
compara os frames até encontrar uma mudanga significativa (LED acendeu) entre um
frame e outro e, a partir deste momento, da-se o sincronismo com os sinais fisioldgicos.
Apos testes esse algoritmo mostrou-se eficiente, atingindo assim um dos principais

objetivos deste trabalho.
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O usudrio também conta com o auxilio de filtros para os sinais fisioldgicos,
deteccdo de freqliéncia cardiaca instantdnea (caso seja analisado um sinal de
eletrocardiograma), root mean square que realiza a quantificagdo do sinal de EMG e
estimagdo da PSD, que estima a densidade espectral de poténcia do sinal. Existem também,
ferramentas de auxilio visual, que possibilitam realizar o zoom dos sinais e salvar
determinados trechos do mesmo, em formato de imagem para andlises posteriores e
comparagdes com outros experimentos. Sdo fornecidas, ao final do experimento, planilhas
com os dados que foram analisados pelo usudrio (categorias, tempos, freqiiéncias,

laténcias, etc).

Assim, através de testes para avaliacdo do algoritmo (implementado em C++
Builder), localizagdo e deteccdo de possiveis erros e suas solucdes, o software foi
delimitado como proposto no inicio desta dissertacdo. Resultados esperados e satisfatorios
foram alcangados para a realizacdo de um software que ¢ um moddulo para integrar outros

ja existentes, como o Etografo (PEDERIVA, 2005).
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6. DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

Em funcdo dos resultados dos testes realizados sugerem-se algumas

implementagdes futuras para a melhoria do sistema:

a)

b)

d)

Existem outros modulos que podem ser acoplados junto ao Etofisidégrafo, como o ja
realizado com o Etdgrafo, aumentando funcionalidades no sistema e ajudando o
pesquisador a realizar maiores variedades de experimentos em um modulo unico.
Dentro desde contexto cita-se o “Espido”, software desenvolvido por BOSE (2003)
no Laboratorio de Neurofisiologia Comparada (LNfC), do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), realiza o
registro e a analise automatica do comportamento locomotor € ndo locomotor, em

animais de laboratorio.

Em relacdo ao software desenvolvido, para a etapa de aquisicdo de sinais, podem
ser pesquisadas melhores bibliotecas de visualizacdo, a fim de melhorar
caracteristicas como: melhor desempenho e velocidade de processamento.
Utilizando esses recursos a serem pesquisados consegue-se melhorias nas taxas de
aquisicdo dos sinais fisiologicos, ndo limitando somente as atuais 500 amostras por
segundo. Da mesma maneira pode-se utilizar webcams com maior taxa de aquisi¢ao
de frames por segundo. Assim, possibilita ao usuario que consiga mais informagdes

e detalhes para a realizagdo de experimentos.

Para as andlises dos sinais fisiologicos, podem-se implementar intimeras
ferramentas que venham auxiliar o usudrio, como outras ferramentas de
processamento digital de sinais, melhorias na detec¢do dos complexos QRS do
sinal de ECG (wavelets), outros indices que quantifiquem o sinal de EMG, bem

como do EEG.

No sistema desenvolvido o processo de calibragao foi implementado apenas para o
sinal de temperatura. Ao calibrar os outros sinais tem-se a possibilidade de uma

melhor exatidao dos dados adquiridos.

O relatério final gerado (planilhas) pode ser aperfeicoado a fim de melhor

transparecer os resultados ao usuario. E mais interessante, por exemplo, gera-los
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através de um banco de dados, além de que todos os dados ficariam a disposi¢ao do

usudrio para que gerasse outros relatorios a qualquer instante.
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ANEXO A

Diagramas de Casos de Uso

1. Etofisiografo Aquisicao

wextendsy

Adguirir Sinais

Verllicar
Calibracio

USUARIO AQUISICAD

1.1 Cenarios

Adquirir Sinais
1- Usuario solicita aquisi¢ao de sinais
2- Usudrio escolhe canais e sinais a serem adquiridos
3- Usuario ativa inicio da aquisi¢ao
4- Sistema ativa threadLeiura ¢ threadPlota
5- Usuadrio visualiza sinais adquiridos
Excecoes:
4- Sinais ndo estdo calibrados nos canais escolhidos

Verificar Calibracao
1- Sistema verifica se os sinais estdo calibrados para os circuitos escolhidos

Calibrar Sinais
1- Usuario solicita calibrar sinal no circuito
2- Sistema inclui sinal no banco de dados
3- Usudrio entra com parametros para calibragdo
4- Sistema calibra sinal no circuito
Excecoes:
2- Sinal ja existe no banco de dados
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Gravar Sinais

1- Usudrio solicita gravar sinal
2- Usudrio informa tempo de registro
3- Sistema ativa threadGrava

2. Etofisiografo Analise

Litilezar Filtro
Limha de Baze

ilzar Fiktro
FIR/IIR

Lilizar Estimacao

Gerar Planilha

USUARIO ANALISE

MManipular Sinais

2.1 Cenarios

Sincronizar Sinais

1- Usuario abre sinal de video

2- Usuadrio abre sinais bioldgicos

3- Usudrio ativa op¢do sincronismo

4- Usudrio seleciona area no video onde se encontra o LED sincronismo

5- Sistema efetua varredura no video até encontrar mudanca de cor no LED
sincronismo

6- Sistema pausa o video e efetua sincronismo dos sinais

Excecoes:

6- Sistema nao encontra mudanc¢a de cor no LED sincronismo

Utilizar Filtro Notch

1- Usuadrio solicita Filtro Notch para o Sinal
2- Sistema aplica algoritmo do filtro notch e apresenta sinal filtrado
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Utilizar Filtro Linha de Base

1- Usudrio solicita Filtro Linha de Base para o Sinal
2- Sistema aplica algoritmo do filtro linha de base e apresenta sinal filtrado

Utilizar Filtro FIR/IIR

1- Usudrio solicita Filtro FIR/IIR para o Sinal

2- Usuario escolhe tipo do filtro

3- Usuario escolhe forma do filtro

4- Usuario escolhe janela do filtro

5- Usuario escolhe freqiiéncia de corte do filtro

6- Sistema aplica algoritmo da especificagdo escolhida para o filtro e apresenta sinal
filtrado

Excecoes:

4- Tipo do filtro escolhido foi IIR

Utilizar Estimacao DSP

1- Usuario solicita estimac¢do da DSP do sinal

2- Usuario define intervalo do sinal para estimagdo da DSP

3- Sistema aplica modelo modelo autoregressivo (ordens: 4 para ECG, 6 para EEG
e 20 para EMGQG) utilizando método da covariancia modificada e estima a DSP dos
sinais de ECG, EEG e EMG.

Salvar Parte do Sinal

1- Usuario ativa opgao salvar parte do sinal como figura
2- Usuario seleciona area do sinal que deseja salvar

3- Usudrio escolhe local para salavar a imagem

4- Sistema salva parte selecionada do sinal como imagem

Manipular Sinais

1- Usuario define quantidade de amostras para avango ¢ retrocesso do sinal

2- Usuario define tempo das janelas dos sinais

3- Usuario solicita avancar ou retroceder sinal

4- Sistema apresenta sinais bioldgicos e de video avangados/retrocedidos
sincronizadamente

5- Sistema apresenta freqiiéncia cardiaca instantnea do sinal de ECG

Excecoes:

5- Nao existe sinal de ECG em analise

Gerar Planilhas

1- Usuario solicita planilha de dados
2- Sistema obtém dados da analise atual
3- Sistema apresenta planilha de dados
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Diagramas de Classe

PDS

=Sinal
-Sinak2
-Sinald
-Sinald

+HEetSinal1()
+HaEatSinalZ()

et Sinalal)
+HEetSinald()
+LerArquivol)
#FiltrarMNotch()
+FiltrarLinhaBase()

4 FiltrarBWW )
+FiltraPassaBaixas()
+FiltrarFPassaltas()
+CalcularDSP()
+CalcularFreqCardiacar)
FSincronizarsinais )
+CalibrarSinais()
+AdquirirSinal()
+EravarSinall)
+GravarParteSinal()
+HaerarPlanilhal )
+HAvancarsinal()

+RerocederSinall)
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Diagramas de Seqiiéncia

1. Adquirir Sinais

Interface Aquisicac Canais Calibracaon

USUARIO

Solicitar Aguisicao

e

Ecolher Canais

-

Verificar Calibracao

o

ThreadLeitura e ThreadPlota
||
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2. Verificar Calibracao

Calibracan

USUARIO |

Varificar callbracan |
I

-

3. Calibrar Sinais

Inerface Calibracan Sinals

USUARIO |

Solicitar Callbracao |
i

Insenr Sinal
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4. Gravar Sinais

Interface Gravacao Tempn
| 1
i | |
UEUARIE{:Ii::itar Gravacao | |
= I
|
I
|
Definir Tempo do Registro |
| s |

[
[
| ThreadGrava

—_— O ——
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5. Sincronizar Sinais

Sinals

USUARIO

[
Abrir Sinal de Video |
[

Lt:rir Sinais Biokgicos.-

Ativar ﬂpnar:'l Sincranismo
1

Interface Analise

109

—

E

|
|
Selecionar Area do LED

:

| |
Frocura Mudanca Cor LED
|

T

Simais Sincronizados
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6. Utilizar Filtro Notch

USUARIO

Intedace Analisa

Solicitar Filtro Notch )

el |

]

7. Utilizar Filtro Linha de Base

USUARIO

-

Intedace Analisa

Salicitar Filtra Linha de Basa

el |

==
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8. Utilizar Filtro FIR/IIR

USUARIO

Interface Analise Filtro FIRYIIR
| I
Solicitar Fitra FIRAIR | I
" I
i '
I
Definir Tipo do Filtro |
1 s |
I e
|
Definir Forma do Filtro ':'
1
|
|
Definir Janela do Filtra _:_
|

|
|
Definir FC do Filtro
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9. Utilizar Estimacao DSP

Iniedace Analisa DsP
USUARIO I I
Salicitar Estimacaas DSP [
Lol | |
[
|
[
i
Definir Inten.n:aln para DSP :
f T
|
|
|
|
| [
| |
- I I
10. Salvar Parte do Sinal
Interface Analisa

USUARIO

|
I
Ativar Opcao Salvar Img I
|

Selacionar Area do Sinal

Definlr Local Salvar
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11. Manipular Sinais

Interface Analise

USUARIO
Definir Cide de Amostras

Definir Tempo Janela A

Solicitar AvancarRetrocadear

Calcular FC

Freq. Cardiaca

FC Instantanea
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12. Gerar Planilhas

USUARIO

Inteface Analisa

Salicitar F'Ianilha%

Eerente de Belatono

i
Obter Dados
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Diagrama de Componentes

Etofisiografo

!
%
%
\
\
i A
=l

Etografo FTDZXX.h
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ANEXO B

Resultado de Solicitacdo de Protocolo
Protocolo: PP00005
Titulo
ETOFISIOGRAFO, UM SISTEMA TELEMETRICO DIGITAL PARA REGISTRO E
ANALISE DE  VARIAVEIS FISIOLOGICAS E  COMPORTAMENTAIS
SINCRONIZADAS
Data de Entrada: 17/10/2005
Resultado: Aprovado
Data/Prazo
Consideracoes

Da: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA.

Ao: Prof. Dr. José Marino Neto Departamento de Ciéncias Fisiologicas-CCB

Prezado Professor, Em relagdo ao Protocolo de Pesquisa sob sua responsabilidade,
cadastrado sob o numero PP00005/CEUA e intitulado — Etofisiografo, um sistema
telemétrico digital para registro e analise de varidveis fisioldgicas e comportamentais
sincronizadas — a Presidente da CEUA deliberou o seguinte:

APROVADO por 2 (dois) anos, a contar desta data, por seis votos favoraveis e
cinco votos contrarios, envolvendo o uso de 25 pombos e 25 ratos Wistar, durante o
periodo.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO
RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos
resultados obtidos, conforme formuldrio ON LINE CEUA (por exemplo, anexando
arquivos de trabalhos publicados em revistas cientificas, resumos de congressos, ficha
catalografica de teses ou dissertacdes, resumos de capitulos de livro, processos e patentes,
etc) e/ou beneficios resultantes de pesquisas para seres humanos e/ou para animais, sejam

estes beneficios de natureza académica, aplicada, industrial, etc.

Atenciosamente,
Prof* Dr* Fatima Regina Mena Barreto Silva
Presidente/CEUA/PRPe/UFSC

Data 09/11/2005
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ANEXO C

T Caaderome[ B [ C¢ [ D |
1 |Time !Shjects Categaries Duration(s)
_2 | 2,000014 1 1 3000021
3 | 5,000035 1 1) 2,000014
4 | 7.00005 1 1 233335
5 9334 1 1 233335
B | 11BBE7S 1 1 1FEEETS
7 [ 1333343 1 1) 2000014
8 | 15,3534 1 2 2000014
9 [ 1533344 1 3 3,000021
10 168,33346 1 2 2000014
11| 20,35348 1 2 2,000014
12| 2233345 1 2 1 BBEE7S
13| 24 00017 1 2 3333357
14| 27 35353 1 2 3333387
16| 27 33353 1 3 3,333357
16 | 27 33353 1 3 a

A | B [c] D | E I F I G I H I I I

: Heart Rate Temperature PsD PSD

1 Category  Duration(s) Freg. Latency(s) [bpm](Canal 1) [°C](Canal 3) [V*2/Hz](ECG) [v2Hz](EMG) RMS (canal 2)
2 1 13333426838 6 2000014305 185 14 4650,359863 2391237549 1 466839433
3] 2 14333435060 B 15 335344173 168 21 4387 25293 2006341187 146720767
41 a3 £,433377838 3 | 1533344173 170 25 2605 316406 1148,175415 1,4?0384835'
5



