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RESUMO

Apesar de fisiologicamente normal, exposi¢des exageradas e continuas ao estresse,
que superam a capacidade de tolerancia do individuo, podem implicar em prejuizos a
saude. O objetivo deste estudo foi aplicar a técnica optica Laser Speckle Contrast
Analysis (LASCA) para avaliacdo do estresse. Trata-se de um estudo transversal,
descritivo, experimental, de abordagem quantitativa, desenvolvido com alunos do
nivel de graduacgédo e pos-graduagdo, em uma Instituicdo de Ensino Superior, em Sao
Paulo (SP). A amostra foi constituida por 27 (vinte e sete) participantes, distribuidos
aleatoriamente. Foram critérios de inclusdo: alunos da graduacéo e pés-graduacao,
de ambos os sexos, com idade de 18 anos ou mais, regulamente matriculados. Foram
excluidos aqueles que se autodeclararam com complicacdes cardiovasculares ou em
uso de medicacdo que alterasse o funcionamento cardiovascular, com suspeita ou
confirmacéo de gravidez, limitacdes fisicas e mulheres em periodo menstrual. A coleta
de dados ocorreu nos meses de junho e agosto de 2021 e adotadas todas as medidas
de protecdo em respeito a pandemia pelo coronavirus. Os participantes foram
submetidos a aquisicdo de sinais cardiacos, para andlise da variabilidade da
frequéncia cardiaca, obtidos por meio do eletrocardiograma e de frequencimetro Polar
V800, durante 15 minutos. Simultaneamente, foi desenvolvida a aplicacdo do LASCA
para obtencdo de imagens utilizando o equipamento MoorFLPI (Full-Field Laser
Perfusion Imager). Em seguida, os participantes foram submetidos ao teste de esforgo
fisico utilizando uma esteira ergométrica elétrica, durante 15 minutos, seguindo o
protocolo de Bruce. Apds repouso por 5 minutos, novamente foram submetidos a
coleta dos sinais cardiacos e imagens LASCA, seguindo os mesmos protocolos da
fase inicial. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Brasil, sob Parecer n® 4.724.843. Verificou-se resultados equivalentes quanto as
medidas da VFC quando comparada a técnica LASCA e os métodos convencionais,
possibilitando a captura de sinais de alteragfes fisiologicas presentes no estado de
estresse do individuo. Desse modo, os resultados apontam para a viabilidade da
técnica LASCA obter imagens compativeis com o padrdo de pulsacéo de frequéncia

cardiaca a partir do estresse gerado em situacdes de esforco fisico.

Palavras-chave: Laser Speckle Contrast Analysis, LASCA, Monitoramento de
Estresse, Variabilidade da Frequéncia Cardiaca, Estresse, Estresse Fisico.



ABSTRACT

Despite being physiologically normal, exaggerated and continuous exposure to stress,
which exceeds the individual's tolerance capacity, can result in harm to health. The
objective of this study was to apply the optical technique Laser Speckle Contrast
Analysis (LASCA) to assess stress. This is a cross-sectional, descriptive, experimental
study, with a quantitative approach, developed with undergraduate and postgraduate
students, at a Higher Education Institution, in Sdo Paulo (SP). The sample consisted
of 27 (twenty-seven) participants, randomly distributed. The inclusion criteria were:
undergraduate and postgraduate students, of both sexes, aged 18 or over, regularly
enrolled. Those who self-reported having cardiovascular complications or using
medication that altered cardiovascular functioning, suspected or confirmed pregnancy,
physical limitations and women in their menstrual period were excluded. Data
collection took place in June and August 2021 and all protective measures were
adopted in relation to the coronavirus pandemic. Participants underwent cardiac signal
acquisition to analyze heart rate variability, obtained using an electrocardiogram and a
Polar V800 heart rate monitor, for 15 minutes. Simultaneously, the LASCA application
was developed to obtain images using the MoorFLPI (Full-Field Laser Perfusion
Imager) equipment. Next, participants underwent a physical effort test using an electric
treadmill for 15 minutes, following the Bruce protocol. After resting for 5 minutes,
cardiac signals and LASCA images were collected again, following the same protocols
as in the initial phase. The project was approved by the Ethics and Research
Committee of Universidade Brasil, under Opinion No. 4.724.843. Equivalent results
were found regarding HRV measurements when comparing the LASCA technique and
conventional methods, enabling the capture of signs of physiological changes present
in the individual's state of stress. Thus, the results point to the feasibility of the LASCA
technique to obtain images compatible with the heart rate pulsation pattern from the

stress generated in situations of physical effort.

Keywords: Laser Speckle Contrast Analysis, LASCA, Stress monitoring, Heart Rate
Variability, Stress, Physical Stress.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O presente estudo teve como objetivo aplicar a técnica éptica Laser Speckle Contrast
Analysis (LASCA) para avaliagcéo do estresse. O estresse representa foco para muitas
pesquisas por estar no topo dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares e entre as primeiras causas de 0bito na populacéo brasileira. Diante
desse contexto, as pesquisas avangam no sentido de descobrir recursos com maior
precisdo, baixo custo e efetividade para a identificacdo precoce das alteragbes
fisiologicas que contribuam para minimizar os fatores de riscos para o
desenvolvimento de complicacdes, sequelas graves e até Obito. Dentre estas
tecnologias, a técnica LASCA consiste em uma técnica Optica, ndo invasiva, capaz de
promover o monitoramento da microcirculacao periférica em tempo real por meio de
imagens. Muitos estudos tem aplicado a técnica LASCA como auxilio no diagnéstico
de problemas relacionados a microcirculacdo periférica para medir a perfuséao
sanguinea em tecidos cerebrais, cértex renal, figado e pele. Neste estudo, esta
técnica foi aplicada para avaliar niveis de estresse apoOs esforco induzido,
possibilitando a obtenc&o de sinais fisiologicos para a determinacédo da variabilidade
da frequéncia cardiaca, comparando com 0s meios convencionais de obtencdo de

sinais cardiacos.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA DE PESQUISA

O estresse consiste em uma resposta neurofisiologica, resultante de um estado
de desequilibrio do organismo em consequéncia a continua exposi¢ao do individuo as
situacOes percebidas como perigo ou ameacga, podendo tornar-se uma condicéo
patologica e fator de risco para variados tipos de adoecimento fisico e mental (Santos;
Calles, 2016; Koch; Biazi; Benedetto, 2015).

O estado de estresse € fisiologicamente normal em situacdes compativeis com
a manutencdo da funcionalidade humana. Contudo, em condigcbes de exposicao
exagerada e continua ao estresse, nas quais as exigéncias sao maiores que a
capacidade e o nivel de tolerancia do individuo, verificam-se prejuizos que influenciam
diretamente na qualidade de vida das pessoas (Florentino et al., 2015).

A definicdo do estresse tem proporcionado amplo debate quando se busca
compreender suas implica¢des, pois, envolve mdltiplas dimensfes na vida do
individuo, desde a dimenséao fisiologia as psicolégicos e sociais, estando diretamente
associado as exigéncias de adaptacdo e as mudancas (Boff; Oliveira, 2021)

Diante de situacdes de estresse, as quais exigem esforco fisico e/ou psiquico
para adaptacdo, o cérebro é estimulado a liberar substancias que desencadeiam
respostas no organismo. Essas respostas organicas sdo geradas a partir de estimulos
gue chegam ao sistema nervoso autdnomo até o nodo sinusal. Assim, dependendo
do estado em que a pessoa se encontra, tais estimulos podem produzir respostas no
funcionamento dos 6rgdos de diferentes graus de intensidade (Silverthorn, 2017).

A intensidade das respostas fisiol6gicas, comportamentais, cognitivas e
afetivas em decorréncia do estimulo ao sistema nervoso autbnomo, esta diretamente
associada ao nivel de estresse e ansiedade desencadeada no individuo diante de um
evento estressor. O conjunto desses mecanismos fisiolégicos em consequéncia do
estresse pode causar estimulacdo do sistema nervoso simpatico, produzindo como
resposta 0 aumento dos valores de presséao arterial, reducdo da perfusdo miocardica,
aumento do consumo de oxigénio pelo miocardio e da instabilidade elétrica cardiaca,
desencadeando arritmias cardiacas e infarto agudo do miocardio em individuos

suscetiveis (Vanderlei, et al. 2009; Santos; Calles, 2016).
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O estresse pode desencadear doencas ligadas ao sistema cardiovascular e
respiratorio, como, por exemplo, a hipertensdo arterial, palpitacdes, dor no peito,
respiracdo ansiosa, acompanhadas de pele fria e aumento da sudorese (Silva; Coltre,
2009).

Vérios estudos tém se dedicado a analisar a vulnerabilidade ao estresse em
grupos populacionais especificos. Corréa, Souza e Baptista (2013) revelaram fortes
indicadores de vulnerabilidade ao estresse entre profissionais de Enfermagem de um
hospital privado em S&o Paulo; Miranda (2016) revelou niveis de estresse entre
pacientes internados com cardiopatias; Santos e Calles (2016) estudaram os fatores
desencadeadores do estresse ocupacional em docentes universitarios.

O estresse representa um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares, sendo estas classificadas entre as primeiras causas de Obito na
populacdo brasileira (Santos et al., 2018). A exposicdo repetida aos fatores
desencadeadores de estresse produz respostas mais acentuadas e de maior
gravidade, incluindo sintomas fisicos e psicolégicos, elevando a probabilidade do
surgimento de doencgas (Gomes, et al., 2016). Assim, o esforgo fisico exaustivo pode
ser um desses fatores produtores de estresse e de suas consequéncias. As alteracoes
organicas resultantes desta condicdo comprometem o funcionamento do sistema
cardiovascular e podem ser detectadas precocemente evitando riscos mais graves a
saude.

A variabilidade da frequéncia cardiaca, bem como a perfusdo periférica,
representa fenbmeno de compensacdo diante das desordens induzidas por algum
estimulo gerador de estresse fisico ou mental (Vanderlei et al., 2009). Diferentes
tecnologias tém sido exploradas na busca pela identificacdo precoce de sinais
biolégicos que contribuam para a identificacdo de alteracdes fisiologicas decorrentes
desses estimulos. A identificacdo precoce dessas alteracBes fisioldégicas tem o
potencial de reduzir fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento de
complicagbes, sequelas graves e obito (Dunn, 2012; Castro, 2021). Dentre estas
tecnologias, a técnica Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA), uma técnica optica
ndo invasiva, obtendo imagens em tempo real da microcirculacéo periférica (Khali,
2017), representa uma dessas tecnologias que tem crescido no campo das pesquisas
como uma ferramenta inovadora de baixo custo, facil aplicacdo, que nao precisa

contato com o paciente (area examinada) e com resultado imediato.
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Esta técnica vem sendo empregada, com resultados promissores, em diversos
estudos. Pesquisa desenvolvida por Kazmi et al., (2015) analisou a caracterizacdo do
fluxo cortical para monitoramento funcional da microcirculagéo por meio da aplicagéo
da técnica LASCA. Outro estudo revelou o impacto do envelhecimento na velocidade
das células sanguineas méveis, a partir da mesma técnica (Khali, 2017). Mais
recentemente, Pion et al., (2021), revelou que a a aplicacdo de métodos baseados em
LASCA para investigar a fungdo microvascular da pele, mostrou elevada
aplicabilidade.

Assim, esta técnica permite a identificacdo de alteracdes relevantes na
microcirculacdo, que traduzem as alteracdes organicas presentes em situagdes que
ameacam o estado de homeostase do organismo, e que podem contribuir para a
avaliacdo do estresse e diagndstico precoce do risco de alteragdes cardiovasculares.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

O presente estudo teve o objetivo aplicar da técnica optica Laser Speckle

Contrast Analysis — LASCA para avaliacdo do estresse.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Conhecer o perfil dos participantes do estudo;

Avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca a partir dos sinais cardiacos
obtidos por meio do eletrocardiograma, frequencimetro de pulso e da técnica LASCA
em individuos adultos em situacdo de estresse provocado por esforco fisico;

Correlacionar as medidas de variabilidade da frequéncia cardiaca, a partir dos
sinais cardiacos obtidos, em individuos adultos sob influéncia do estresse por esfor¢o
fisico;

Correlacionar o estado de estresse em individuos adultos submetidos a esfor¢o

fisico com as taxas de cortisol antes e apds o esforco fisico e a técnica LASCA.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo apresenta uma revisdo dos temas relacionados aos objetos da
presente tese, permitindo maior aprofundamento tedrico em cada aspecto, contribuir
para a analise dos resultados do presente trabalho. Deste modo, serdo abordados os
seguintes temas: a fisiologia do estresse, a microcirculacao periférica e os métodos
de avaliacdo, a variabilidade da frequéncia cardiaca e métodos de andlise, a técnica
LASCA e aplicagfes clinicas.

3.1A FISIOLOGIA DO ESTRESSE

Estresse € um termo bastante conhecido e discutido no mundo moderno. Hans
Selye, considerado o pioneiro no assunto, revelou que o estresse se desenvolve no
individuo quando este se encontra diante de situacdes que exige sua adaptacao.
Quando o organismo nao responde com essa adaptacdo ou exige muito para a
superacao da situagao estressora, ocorre uma reacao no organismo, denominada
por Selye, de Sindrome da Adaptacédo Geral (Jackson, 2014).

O estresse €, portanto, um estado resultante de um estimulo, que pode ser
intrinseco ou extrinseco, percebido como algo que ameaca o equilibrio fisico ou
psiquico de um individuo. Sendo assim, existe um carater subjetivo do estresse de
modo que, nas ocasides em que 0 sujeito se percebe com recursos adequados para
enfrentar as situacdes geradores de estresse, este € minimizado ou sequer €
entendido como tal. Por outro lado, diante das situacfes, nas quais 0 sujeito nao
dispde de recursos suficientes para enfrentar o agente estressor, um estado de
estresse podera ser desencadeado (Lupien et al., 2007; Quesada, 2013).

Assim, quando o estado de estresse funciona como reacdo fisiolégica e
promotora de motivacdo para melhoria no desempenho do individuo e superacdo de
desafios, o0 estresse € considerado normal no organismo e recebe a denominacgéo de
eustress. Em contrapartida, fatores que demandam maior esfor¢o fisico e/ou psiquico
para a manutencdo do equilibrio, levando ao aumento exagerado do estresse e
podendo ocasionar disturbios para o individuo, tem-se o estresse patolégico definido
como distress (Silva, 2005).

A evolucdo do estresse ocorre em trés fases: reacdo de alarme, fase de

resisténcia e fase de exaustdo. Cada uma dessas fases envolve respostas fisioldgicas
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e comportamentais particulares e, caso as medidas de controle ndo sejam acionadas,
podera levar a deterioracéo fisica e psicolégica. Na reacdo de alarme, o organismo
responde a situagdo estressora, mobilizando-se para o enfrentamento. Nesse
momento, o0 sistema nervoso autbnomo simpatico € estimulado e desencadeia a
liberacdo de neurotransmissores em varios oOrgdos-alvo, além da liberacdo de
horménios catecolaminérgicos, adrenalina e noradrenalina, pelas glandulas adrenais,
aumentando a ativagdo neural (Sousa; Silva; Galvao-Coelho, 2015; Guyton; Hall,
2017).

Assim, o aumento da atividade simpatica gerada em decorréncia de um agente
estressor aumenta a capacidade corporal de realizar atividades musculares vigorosas,
como por exemplo: aumento do fluxo sanguineo, elevacdo da pressdo arterial,
aumento do metabolismo basal e da forga muscular, entre outros (Guyton; Hall, 2017).

Na fase de resisténcia, o organismo desenvolve um fenbmeno adaptativo,
mantendo os mecanismos de enfrentamento do estimulo, o que torna ampliada a
capacidade de desempenho do individuo. Para manter esse estado de estabilidade
ou de homeostase, as reacdes fisioldgicas e comportamentais sdo mediadas,
principalmente, pelo horménio cortisol. Nas condi¢cdes em que o agente estressor hao
€ anulado pelo organismo, este segue com muitas funcdes organicas afetadas,
caracterizando a fase de exaustédo (Sousa; Silva; Galvao-Coelho, 2015).

O cortisol é secretado pelo cortex da glandula suprarrenal e o seu aumento esta
relacionado com estresse (Figura 1a). A secrecéao de cortisol ocorre a partir de reacdes
no eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal (HPA), esta inicia com o hormonio liberador
de corticotrofinas (CRH) que estimula a secrecdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), responsavel por estimular o coértex da glandula suprarrenal a liberar o cortisol,
principal glicocorticoide secretado pelo cortex das glandulas suprarrenais, localizadas
na regido acima dos rins (Silverthorn, 2017).

A secrecdo de cortisol é continua e influenciada pelo ritmo circadiano e pelo
estresse. O ritmo circadiano corresponde ao ritmo biolégico diario dos seres humanos.
Alguns hormdnios apresentam concentracbes sanguineas que flutuam de modo
previsivel seguindo o ritmo circadiano. Entre estes, o cortisol, o hormbnio do
crescimento e os horménios sexuais constituem exemplos mais comuns. Em virtude
disso, algumas atividades organicas respondem a influéncia circadiana como, por

exemplo, a pressao arterial, a temperatura corporal e os processos metabdlicos.
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Assim, como mostra a figura 1b, o pico da secrecéao do cortisol, geralmente, ocorre
pela manha e diminui durante a noite (Silverthorn, 2017).

Figura 1 — (a) Controle da secrecao do cortisol (b) Ritmo circadiano da secrecao de
cortisol

ebuo| edje op earBou ogdejuawvoney

Cortisol plasmatico (ug/dL) — D-

Meia-noite Meb-ma Mela-noite Melo-dia Meia-noite

Fonte: Adaptado de: (a) Silverthorn (2017, p. 214), (b) Silverthorn (2017, p. 18)

Nos ultimos anos, estudos envolvendo biomarcadores salivares passaram a ser
utilizados para avaliar a atividade do sistema nervoso autbnomo em resposta ao
estresse. Desse modo, 0 monitoramento do estresse cronico pode ser feito através da
andlise da secrecdo salivar do hormonio cortisol por ser uma fonte simples e nédo

invasiva; além disso, ndo requer pessoal treinado para a coleta e manuseio do
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material. O nivel elevado de cortisol ocasiona diversos disturbios no organismo, entre
eles: hipertensdo arterial, aumento da suscetibilidade a infeccdo, diminuicdo da
resisténcia ao estresse e oscilagdes de humor (Silverthorn, 2017; Tortora, Derrickson,
2019).

Além das alteracBes nos niveis de cortisol, os efeitos do estresse afetam a
frequéncia cardiaca (FC) e a Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC). O estresse
em sua condicdo aguda ou cronica eleva a FC em razdo da ativagdo simpética e
diminui a VFC, indicando menor adaptabilidade do sistema nervoso autdbnomo. A
juncdo dos dados do cortisol com a medicdo de FC e VCF, obtidos por meio do
eletrocardiograma (ECG) e do cardiofrequencimetro polar, concede uma viséo
abrangente dos efeitos do estresse (Silverthorn, 2017; Tortora; Derrickson, 2019).

A técnica LASCA possui o0 potencial de permitir essa andlise de forma nao
invasiva e sem contato pois € uma técnica de imagem que monitora 0 a
microcirculacéo periférica, permitindo correlacionar as alteracdes fisiolégicas com a
resposta cardiovascular ao estresse, ampliando a compreensdo dos seus impactos

sobre a dinamica corporal.

3.2A MICROCIRCULACAO PERIFERICA E OS METODOS DE AVALIACAO

A microcirculacdo é definida por uma rede formada por vasos com diametro
inferior a 100 um, denominados arteriolas, metarteriolas, capilares e vénulas que
constituem um sistema funcional responsavel pela distribuicdo de fluxo sanguineo e,
consequentemente, de oxigénio e nutrientes para células e tecidos do corpo. As
arteriolas sao responsaveis por promover o controle do fluxo sanguineo local de
acordo com as necessidades metabdlicas dos tecidos. Os capilares, originarios das
arteriolas realizam as trocas de oxigénio e nutrientes; contudo, no estado de repouso,
apenas 20 a 30 % participam da perfuséo tecidual e, somente em condi¢cdes de
alteracdes fisiologicas estes sdo estimulados para tentar garantir a homeostase. As
vénulas, por sua vez, participam da resposta imunolégica e garantem o
armazenamento e a mobilizagdo do sangue (Guyton; Hall, 2017).

Além da funcdo de fornecer oxigénio e outros elementos para o organismo, a
microcirculacdo exerce a fungdo no controlar a resisténcia vascular, a coagulagéo do
sangue, 0s processos inflamatorios e imunologicos. Sendo assim, graus variados de

alteragcbes microcirculatérias podem sinalizar disfuncbes organicas e risco de
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complicacbes (Salgado; Favory; Backer,2010), o que torna relevante a aplicacao de
meétodos eficazes de avaliacdo da microcirculacdo periférica na pratica clinica, uma
vez que os distdrbios microcirculatérios estdo implicados no prognostico de
complicacbes graves com elevada taxa de mortalidade, como o choque séptico
(Menezes, et al., 2018).

Varias sdo as técnicas utilizadas para avaliacdo da microcirculacédo, entre as
técnicas validadas podem ser citadas a avaliacéo clinica através do indice de perfusédo
periférica; a fluxometria por laser Doppler; a videomicroscopia desenvolvida através
de imagem espectral por polarizacdo ortogonal - OPS, sigla do inglés Orthogonal
Polarization Spectral; andlise em campo escuro de fluxo lateral - SDF (Sidestream
Dark Field); ou iluminag&o incidente em campo escuro - IDF — (Incident Dark Field
lllumination) e espectroscopia no infravermelho préoximo NIRS  (Near-Infrared
Spectroscopy) (Salgado; Favory; Backer, et al, 2010; Aykut., et al, 2015).

O indice de perfusao periférica pode ser medido por meio de um oximetro de
pulso PPG. O principio do oximetro de pulso € o da espectrofotometria e consiste na
deteccdo e quantificacdo das caracteristicas Unicas de absor¢cdo de luz dos
componentes de uma solucéo. A oximetria de pulso € um procedimento simples, nao
invasivo, de resposta rapida, realizado por meio da instalacdo do aparelho na polpa
digital do paciente, geralmente na regido de indicador, que oferece a avaliacdo do
nivel de saturacao de oxigénio com o objetivo de detectar precocemente quadros de
hipoxemia e monitorar a perfuséo e circulagéo, contribuindo para reduzir a morbidade
e mortalidade de pacientes criticos, além de evitar o desconforto, custo e risco de
puncdes arteriais para a realizacdo do exame de gasometria (Wilson., et al, 2010).

A Fluxometria por laser Doppler realiza a analise do fluxo por meio do laser
Doppler, contudo limita-se a avaliacdo da integridade funcional da microcirculacdo e
nao faz distincdo entre o fluxo sanguineo das arteriolas, dos capilares e das vénulas.

A videomicroscopia consiste na avaliagdao da microcirculagdo de forma direta
pela emissao de um feixe de luz verde polarizada. Esta, ap6s absorvida, produz uma
imagem representando as hemacias como corpos pretos. Esta técnica € indicada para
aplicacdo em orgados com fina camada epitelial, na qual podem-se observar capilares
e vénulas de variados tamanhos, como a regido sublingual. Existem duas técnicas
para avaliacdo videomicroscopica da microcirculacéo: a técnica de imagem espectral
por polarizagéo ortogonal (OPS) e o sistema SDF, este considerado mais utilizada nos
altimos anos (Aykut., et al, 2015; Tafner., et al, 2017).
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A espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) utiliza os cromoforos da oxi-
hemoglobina e desoxi-hemoglobina, para calcular a saturacéo de oxigénio (StO2), a
hemoglobina tecidual total (HbT) e o indice de hemoglobina tecidual absoluto (THI),
sendo a HbT e o THI dois indicadores de volume sanguineo na microcirculagéo. O
uso desta técnica oferece algumas limitacdes. Por exemplo, a quantidade de tecido
adiposo e a presenca de edema na area avaliada podem interferir nas medidas; além
disso, a NIRS ndo mede o fluxo sanguineo diretamente, dificultando a interpretacéo
da oxigenacdo tecidual por meio dos niveis absolutos de StO2 (Biedrzycka; Lango,
2016).

O Laser speckle contrast imaging (LSCI) ou Laser Speckle Contrast Analysis
(LASCA), é uma técnica que permite a visualizacdo da perfusdo sanguinea em tecidos
biolégicos, devido a presengca me microcirculagdo, possibilitando a obtencao de um
indice de fluxo sanguineo. Ao iluminar uma superficie com um laser, a luz
retroespelhada cria um padréo de interferéncia composto por areas escuras e claras,
conhecida como padréo speckle. A presenca de fluxo sanguineo causa uma variacao
do padrdo de speckle nas regides de fluxo, resultando em uma imagem com areas
iluminadas em diferentes intensidades. A imagem obtida revela, quando analisada, a
velocidade do fluxo sanguineo. Assim, obtém-se mapas bidimensionais da dinamica
espaco temporal do fluxo sanguineo, determinante para aplicacfes clinicas e
experimentais (Ponticorvo; Dunn 2010; Ruaro, et al., 2021; Perimed Instruments,
2024).

Estudo desenvolvido por Rousti, et al., 2010, utilizou a técnica LASCA para
avaliar o fluxo sanguineo na pele de pacientes com doencas microvasculares, tais
como a esclerose sistémica. Entre as vantagens da técnica LASCA esta o fato de
possibilitar a avaliacdo continua da perfusdo da pele em grandes areas, podendo
combinar as vantagens das técnicas anteriores além de demonstrar excelente
reprodutibilidade em individuos saudaveis.

Embora a avaliacdo da microcirculacdo seja feita por meio da analise do leito
vascular apenas da area selecionada, esta area investigada passa a representar um
parametro que reflete possiveis alteragbes em outras partes do corpo, sendo um
indicativo das condicdes gerais da pessoa. Contudo, os novos métodos apontados
como sendo de avaliagdo da microcirculacdo, ainda, limitam-se aos protocolos de
pesquisa e dependem de mais aprofundamento cientifico para serem validados como

método clinico.
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3.3 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

O Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) é formado por grupos de neurbnios
localizados na medula e no tronco encefélico, constituindo os dois componentes
distintos do SNA: o Sistema Nervoso Autdbnomo Simpatico e o Sistema Nervoso
Autdnomo Parassimpatico. O ramo simpatico do SNA atua sobre o miocardio,
enquanto o parassimpatico tem atuagéo sobre o no sinoatrial, miocardio atrial e o n6
atrioventricular. Deste modo, o SNA exerce importante papel no funcionamento de
varias glandulas, da musculatura lisa e do musculo cardiaco, além de controlar os
batimentos cardiacos e regular o fluxo sanguineo no organismo. Sendo assim, 0 SNA
participa da regulacdo dos processos fisiolégicos do organismo, sendo fundamental
para a manutencao do estado de homeostase (Araujo; Laukkanen, 2019; Silva, 2018).

Atualmente, a literatura dispbe de diferentes testes para avaliar o
funcionamento do SNA sobre varios 6rgaos. No sistema cardiovascular, por exemplo,
€ possivel observar o comportamento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca em
resposta a variados estimulos, como a respiracdo, as mudancgas posturais, a atividade
fisica e o0 estresse (Santos et al, 2015; Cayres et al, 2015).

Durante um esforco fisico, o sistema cardiovascular desenvolve mecanismos
fisioldgicos de ajustes nos niveis de oxigénio e nutrientes necessarios para manter o
metabolismo muscular. Nesse momento, o coracao utiliza de recursos intrinsecos que,
por meio da propagacdo de estimulos, garantem o funcionamento do musculo
cardiaco. A regulacdo da frequéncia cardiaca € realizada pelo SNA através das
ramificacfes nervosas simpaticas e parassimpaticas. Assim, em condi¢cdes normais,
o aumento da frequéncia cardiaca ocorre em virtude de maior atividade simpatica e
reducdo na atividade parassimpatica; o contrario produz resposta inversa, ou seja,
reducao da frequéncia cardiaca (Cazelato; Rodrigues; Quitério, 2018).

Entre os métodos clinicos mais empregados para avaliagcdo do sistema
cardiovascular, o eletrocardiograma (ECG) se destaca, principalmente, por ser um
exame de técnica néo invasiva e facil acesso nos servigcos ambulatorial e hospitalar.
O eletrocardiograma (Figura 2) representa o registro dos impulsos elétricos gerados
pelo coracéo, resultando na contra¢cdo do muasculo cardiaco. Um ECG é formado por
dois componentes: as ondas e 0s segmentos. As ondas sdo representadas pelo
tracado voltado para cima ou para baixo a partir da linha de base; enquanto os

segmentos sao partes da linha de base entre duas ondas. Os intervalos séao
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combinac¢des de ondas e segmentos. A onda P corresponde a despolarizacéo atrial.
O complexo QRS formado por trés ondas seguidas, representa a onda progressiva da
despolarizagdo ventricular. Em seguida, a onda final corresponde a onda T e
representa a etapa de repolarizacdo dos ventriculos. A repolarizacéo atrial ndo é
representada por uma onda especial, mas esta incorporada no complexo QRS (Hall;
Guyton, 2017).

Figura 2: Eletrocardiograma normal
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Fonte: Hall; Guyton, 2017

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) constitui um dos mais utilizados
testes aplicados na avaliagdo do SNA em virtude das proprias caracteristicas do
meétodo, como baixo custo e facil aplicabilidade. A VFC, caracterizada pela oscilacao
dos intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos (R-R), representa uma
ferramenta eficiente na avaliagdo do Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) sobre o
nédulo sinusal e, deste modo, identificar anormalidades e riscos de doencas
cardiovasculares (Santos et al, 2015; Cayres et al, 2015).

A VFC corresponde a analise das oscilacbes periddicas e nao-periodicas,
normais e esperadas, entre batimentos cardiacos consecutivos, provenientes da
interacdo entre as ramificacdes simpatica e parassimpatica do SNA. As flutuacdes
representam a capacidade do coracdo em responder a estimulos fisiolégicos ou
ambientais, com o objetivo de manter a homeostase (Cygankiewicz; Zareba, 2013).

Sendo assim, elevada variabilidade da frequéncia cardiaca indica que o
organismo desenvolveu boa adaptacdo fisiologica aos estimulos externos,
caracterizando uma pessoa em estado saudavel; por outro lado, a baixa variabilidade

da frequéncia cardiaca representa predominio da atividade simpatica, sinalizando
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indicio de desequilibrio na homeostase, estando associado ao surgimento ou
agravamento de uma complicacéo cardiaca (Vanderlei et al., 2009).

Atualmente, com o desenvolvimento de evidéncias cientificas acerca da
associacao entre as doencas cardiovasculares e o sistema nervoso autbnomo, tornou-
se imperativa a aplicacdo de marcadores quantitativos de atividade autonémica. Entre
esses marcadores a VFC destaca-se pela sua significativa credibilidade. A analise da
VFC reflete o comportamento da frequéncia cardiaca em resposta a atuacédo do SNA
em situagdes variadas as quais o organismo esté exposto (Lopes et al, 2013). Devido
a isso, este método tem sido aplicado clinicamente como uma ferramenta importante

no diagndstico e tratamento de doencas cardiovasculares (Maraes, 2010).

3.4 METODOS DE ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A andlise da VFC pode ser realizada a partir de indices obtidos por meio de
métodos lineares e métodos ndo-lineares. Contudo, 0 comportamento ndo-linear tem
predominancia nos sistemas bioldgicos, em virtude da natureza dinamica e complexa,
dificilmente descrita adequadamente por métodos lineares (Bento; Fonseca-Pinto;
Povoa, 2017).

3.4.1 Métodos lineares de analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

De acordo com Vanderlei, et al.,, (2009), os métodos lineares podem ser
executados em funcéo de dois parametros: dominio de tempo, realizado por meio de
indices estatisticos e geométricos, e dominio de frequéncia. A analise no dominio do
tempo representa a variagdo da duragdo dos intervalos R-R resultantes da
despolarizacdo do nédulo sinusal. A partir disso, por meio dos métodos estatisticos
ou geométricos (média, desvio padréo e indices derivados do histograma ou do mapa
de coordenadas cartesianas dos intervalos RR), os indices de flutuacdes na duracao
dos ciclos cardiacos podem ser calculados. Os indices de VFC calculados por meio
de métodos estatisticos podem ser divididos em duas categorias: indices baseados
na medida dos intervalos RR individualmente (SDNN, SDANN e SDNN index) e
indices baseados na comparacao entre dois intervalos RR adjacentes (pNN50 e
rMSSD).
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Assim, no dominio do tempo, os indices estatisticos obtidos a partir da
determinacao de intervalos RR correspondentes, em qualquer ponto no tempo, sao

descritos na tabela 1.

Tabela 1- indices estatisticos, no dominio do tempo, da variabilidade da frequéncia

cardiaca
indices Unidade de Descricao Equacéao
estatisticos medida
SDNN ms Desvio padrdo de todos os
(milisegundo intervalos RR normais gravados 1 N L T
s) em um intervalo de tempo. SDNN = N-1 Zi:l(RRl — RR)2
SDANN ms Desvio padrdo das médias dos
intervalos RR normais, a cada 5 1 _
minutos, em um intervalo de SDANN = Jﬁ > (M -2
tempo. ) L
SDNNi ms Desvio padrao dos intervalos RR i
. J TG — S e . 2
normais a cada 5 minutos SDNNi - d T ;(RR@W RRsmin)
rMSSD ms Raiz quadrada da média do
guadrado das diferengcas entre
intervalos RR normais 4 ,
adjacentes, em um intervalo de rMS5D = J N_o1 Z(Rﬂi—l - RR;)?
tempo. i i=1
pNN50 % Porcentagem dos intervalos RR ¥
(percentual) adjacentes com diferenca de | [count(RR;.) - RE; > 50ms)
duracé@o maior que 50ms. pNN30 = NZ total count A

1=1

Fonte: Vanderlei, et al., (2009).

E importante ressaltar que os indices SDNN, SDANN e SDNNi s&o obtidos a
partir de registros de longa duragdo e representam as atividades simpatica e
parassimpatica, contudo ndo permitem distinguir quando as alterac6es da VFC séao
em decorréncia do aumento do ténus simpatico ou da retirada do tdnus vagal (Novais
et al., 2004). Por outro lado, os indices rMSSD e pNN50, encontrados a partir da
analise de intervalos RR adjacentes, representam a atividade parassimpatica (Rassi
Jr, 2005; Bittencourt et al., 2005).

Quanto aos métodos geométricos utilizados para processamento de intervalos
RR no dominio do tempo, o indice triangular esta entre os mais conhecidos (Vanderlei,
et al., 2009). O indice triangular é calculado a partir da constru¢cdo de um histograma
de densidade dos intervalos RR normais. No eixo horizontal (eixo x), mostra o

comprimento dos intervalos RR e, no eixo vertical (eixo y), a frequéncia de cada um
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dos intervalos. Ao unir 0s pontos dos eixos X e y ira se formar uma figura na forma de
um triangulo, no qual a largura da base corresponde a variabilidade dos intervalos RR.
A base do triangulo equivale ao indice triangular, este pode ser calculado dividindo-se
a area (numero total de intervalos RR utilizados para construir a figura) e a altura
(nimero de intervalos RR com frequéncia modal) do triangulo (Rassi Jr, 2000; Acharya
et al., 2006). O indice resultante tem uma correlacéo proxima com o desvio padréo de
todos os intervalos RR e nao sofre a influéncia dos batimentos ectopicos e artefatos,
pois estes aparecem fora do triangulo (Acharya et al., 2006). A figura 3, a seguir, ilustra

um exemplo de célculo de indice triangular de intervalos RR.

Figura 3 - Representacéo de indice triangular de intervalos RR
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Fonte: Rassi Jr., (2000).

A figura acima ilustra a representacdo de um histograma de intervalo RR
contendo intervalos RR medidos corretamente, pico principal na figura, e dois picos
secundarios. O artefato x com intervalos RR mais curtos provavelmente devido a
ondas T ou P apiculadas interpretadas como complexos QRS normais, e o artefato y,
com intervalos RR aproximadamente duas vezes mais longos que os intervalos
normais (artefatos y). A inclusdo destes intervalos (x e y) na analise estatistica resulta
em alteracdo nos resultados; contudo, calculando o indice triangular a partir de regras
geométricas simples, dividindo-se o n° total de intervalos RR (na figura, igual a
100.000) neste exemplo hipotético, e que corresponde a area do triangulo, pelo n° de
intervalos RR (4.000), tal distor¢éo € corrigida, pois assim os batimentos considerados
artefatos ndo sao inclusos no calculo (Rassi Jr., 2000).
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Quanto ao dominio da frequéncia, a VFC € analisada a partir de flutuacdes
geradas no ECG, durante periodos curtos ou prolongados, gerando um fenémeno
ondulatorio, onde séo definidas a frequéncia e amplitude. Esse fendmeno ondulatério
complexo pode ser decomposto em ondas mais simples, por meio de algoritmos
matematicos, como a Transformada Rapida de Fourier ou pelo modelo
autorregressivo paramétrico (Rassi Jr., 2005). Akselrod et al., (1981), explicam que as
medidas de frequéncia da VFC sé&o obtidas a partir da analise espectral, na qual ocorre
a decomposicao da série RR, no dominio de tempo, em componentes de frequéncia.

Assim a VFC é definida a partir da decomposicédo de um tacograma em faixas
de alta frequéncia (High Frequency - HF) com variacdo de 0,15 a 0,4 Hz, que
corresponde a atividade parassimpatica; baixa frequéncia (Low Frequency - LF),
correspondendo a variacdo entre 0,04 a 0,15 Hz, relativa & atividade simpética e
parassimpatica, mas com predominancia do simpatico; muito baixa frequéncia (Very
Low Frequency - VLF) (variacao entre 0,003 e 0,04 Hz) e ultra baixa frequéncia (Ultra
Low Frequency - ULF), com variagdo inferior a 0,003 Hz. As duas ultimas medidas
representam a influéncia autonébmica simpética e parassimpética. A relacdo LF/HF
representa as alteracfes absolutas e relativas entre os componentes simpatico e
parassimpatico do SNA, caracterizando a atuacdo do sistema nervoso simpatico e

parassimpatico sobre o coracédo (Lopes, et al., 2013; Sanchez-Hechavarria, 2019).

3.4.2 Métodos néo lineares de analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A VFC, também, pode ser analisada por métodos néo lineares, pois fenbmenos
nao lineares estdo relacionados ao comportamento da frequéncia cardiaca produzida
no organismo. Variadas condi¢des podem influenciar na VFC, como fatores como a
idade, género, atividade fisica, estado de salude, composicdo fisica, uso de
substancias, além de condigfes fisiologicas, psicoemocionais e ambientais podem
alterar a VFC (Catal, et al., 2019).

A analise ndo linear é considerada mais apropriada para analisar sinais
elétricos nao-estacionarios, além de expressar mais adequadamente a natureza
complexa da VFC, dificilmente identificada por métodos lineares (Hoshi, et al., 2013).
Estudos sugerem que esta abordagem, mais consistente para analise da variabilidade
dos intervalos RR, seja superior aos parametros de VFC convencionais na

estratificacdo de risco cardiaco (Cygankiewicz; Zareba, 2013; Pivatelli, et al, 2012).
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De acordo com Voss et al., (2015), os métodos lineares e nao-lineares de
analise da VFC podem produzir informacfes para compreensao fisioldgica acerca de
determinada condigéo; por isso, devem ser realizados de maneira complementar. ISso
se justifica pelo fato de que as técnicas néo lineares, apoiadas na teoria do Caos,
revelam elementos manifestando comportamentos extremamente sensiveis as
condic¢des iniciais, que dificilmente se repetem, porém séo deterministicos (Hoshi, et
al., 2013).

Considerando que os parametros ndo-lineares estdo interrelacionados a
génese da VFC humana, por descreverem sinais compativeis com as condi¢des
bioldgicas, estes conceitos tém sido amplamente aplicados na interpretacéo,
explicacdo e prevencdo em situagdes fisiologicas. Contudo, ainda h& a necessidade
de mais aprofundamento cientifico para analisar as associagbes com parametros
fisioldgicos conhecidos e confirmar a utilidade e aplicabilidade destes métodos (Hoshi,
et al., 2013).

Dentre os parametros e técnicas nao lineares utilizados para analise da VFC,
podem ser citados: andlise de flutuacdes depuradas de tendéncias (com seus
componentes a1 e a2), anadlise de recorréncia, dinamica simbdlica, entropia
aproximada, entropia amostral, e Plot de Poincaré com seus componentes SD1 e
SD2.

A entropia é usada para quantificar a regularidade das flutuacdes da série R-
Ri; ou seja, R-R em um determinado periodo de tempo, traduzindo como as
sequéncias R-Ri de uma série temporal séo repetidas (Catai, et al., 2019).

Segundo Catai et al (2019), outro método de andlise da VFC é o Gréfico de
Poincaré ou plot de Lorenz. O grafico mostra uma série temporal do intervalo RR em
um plano cartesiano. A figura 4, a seguir, apresenta um exemplo do plot de Poincaré,
extraido de um trecho da série de intervalos RR, de um individuo representativo.

No gréfico (figura 4), cada ponto € definido a partir da correlagédo entre cada
intervalo RR e o intervalo posterior. Sendo assim, cada ponto é representado nos
eixos horizontal (eixo X) e vertical (eixo Y) pelo precedente R-Ri normal e pelo
seguinte R-Ri, respectivamente. O grafico de Poincaré oferece uma avaliacdo
dindmica da VFC, possibilitando analises quantitativa ou qualitativa de uma série
temporal RR obtida de um ECG (Ciccone et al., 2017).

A analise qualitativa (visual) do plot de Poincaré é feita a partir de figuras que

resultam do atrator do plot, descritas por Tulppo et al., (1998) como figuras em forma
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de cometa, considerada uma caracteristica de um plot normal, com aumento na
dispersédo dos intervalos RR batimento a batimento; também, em forma de torpedo,
com discreta dispersao global batimento a batimento (SD1) e sem aumento da
disperséo dos intervalos RR a longo prazo e, ainda, figura complexa ou parabdlica,
caracterizada por extremidades distintas separadas do corpo principal do plot com
pelo menos trés pontos incluidos em cada extremidade.

A analise quantitativa é feita por meio do ajuste da elipse formada pelos indices
SD1, SD2 e SD1/SD2. O indice SD1 traduz a variabilidade de curto prazo da
frequéncia cardiaca e é influenciado, principalmente, pelo ramo parassimpatico do
SNA, enquanto SD2 revela a variabilidade de longo prazo e reflete a atividade
simpética do sistema nervoso. Sendo assim, SD1 reduzido indica baixa regulacdo
parassimpatica, enquanto que um SD2 aumentado indica aumento da variabilidade
de longo prazo, relacionado a atuagdo simpatica. Assim, um SD1/SD2 aumentado
esté relacionado a um bom indicador do funcionamento cardiaco saudavel; enquanto
valores baixos apontam para desequilibrio no balango simpatico-vagal (Roy; Ghatak,
2013).

Figura 4 - Representacao do plot de Poincaré, extraido de um trecho da série de
intervalos RR, de um elemento representativo

Poincare Plot

1200
".8D1 y Pacie
- \ s
. 1000 ¢ . $ °
) - . -
E *% 3 -
g : @ ./2:/- 8 eorall o '\.\
800 } .‘},”‘ 5. * % w o \\
/" SD1=50.5ms N\
Y. SD2 = 76.1 ms
e SD1/SD2=0.66
600 o i i 2
600 800 1000 1200
RR_(ms)

Fonte: Autoria propria



38

O SD1 representa a disperséo dos pontos perpendiculares a linha de identidade
e parece ser um indice de registro instantaneo da variabilidade batimento a batimento;
0 SD2 representa a disperséo dos pontos ao longo da linha de identidade e representa
a VFC em registros de longa duracao; a relagédo de ambos (SD1/SD2) mostra a razao
entre as variacdes curta e longa dos intervalos RR (Ciccone et al., 2017)

Ainda segundo Ciccone et al., (2017), a disperséao longitudinal, correspondente
ao maior raio da elipse (SD2), representa a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
de longo prazo; enquanto, o menor raio da elipse (SD1), dispersao ortogonal,
representa a VFC de curto prazo. A razao de dispersao é o valor de SD1/SD2, obtido
a partir do grafico de Poincaré. Assim, esse valor corresponde a razao de dispersao

entre os intervalos de tempo adjacentes e global dos batimentos.

3.5 LASER SPECKLE CONTRAST ANALYSIS (LASCA)

Métodos para o monitoramento dindmico in vivo do fluxo sanguineo tem sido
amplamente utilizado na investigacdo de doencas em ambientes clinicos e de
pesquisa. Embora alguns métodos como a ressonancia magnética, tomografia
computadorizada e ultrassom sejam considerados métodos comuns, comprovados e
aplicados na prética clinica para avaliacdo do fluxo sanguineo, em ambientes de
pesquisa, técnicas como laser doppler, imagem de contraste speckle e espectroscopia
de correlacdo de fotons sdo métodos de escolha para o monitoramento do fluxo
sanguineo. Mais recentemente, a técnica LASCA tornou-se muito utilizada para a
captura de imagem do fluxo sanguineo em uma variedade de tecidos, representando
uma contribuicdo para a avaliacdo rapida e sem riscos da perfuséo tecidual (Dunn,
2012).

A técnica LASCA utiliza o fenbmeno do speckle a laser. A teoria do laser
speckle foi desenvolvida na década de 1960. Na década seguinte, as pesquisas
envolvendo a técnica avancaram; contudo, nos anos de 1980, embora com o uso de
uma técnica fotografica inovadora, conhecida como fotografia speckle de exposi¢ao
Gnica, desenvolvida para estudar o fluxo sanguineo na retina, a necessidade de
tratamento das fotografias antes do acesso a informacédo revelou-se como uma
limitacdo para o avanco do método. Entretanto, na década de 1990, com as novas
tecnologias digitais, foi desenvolvida uma versdo em tempo real que se mostrou mais

atil e com mais aceitacao (Briers et al, 2013).
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Esta técnica é um recurso fisico muito Gtil e largamente utilizado em aplicacdes
biomédicas. Consiste em uma técnica 6ptica, ndo invasiva, sem contato, que utiliza
radiacdo nao ionizante na regido do infravermelho para obtencdo de imagens com
resolucéo temporal e espacial de regifes vascularizadas com fluxo sanguineo. Por se
tratar de uma técnica nao invasiva e que nao produz desconforto ao paciente, esta
técnica tem sido aplicada como auxilio no diagndstico de problemas relacionados a
microcirculacdo periférica para medir a perfusdo sanguinea em tecidos cerebrais,
cortex renal, figado e pele (Boas; Dunn, 2010; Kazmi et al., 2015).

Entre as vantagens do método, além de ser ndo invasiva e em tempo real, € o
baixo custo dos equipamentos. Normalmente, os componentes necessarios para a
aplicacdo da técnica consistem no laser de baixa frequéncia, difusor, camera e o
software de processamento, conforme a configuracdo contida na figura 5, a sequir,

organizada por Richards et al, 2013.

Figura 5 - Uma configuracdo LASCA tipica com laser, difusor, cAmera e softwares de

processamento
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Fonte: Richards et al., (2013).

A técnica LASCA baseia-se no principio de que quando uma area € iluminada
por uma fonte de luz coerente, como o laser, a luz sofrera espalhamento por um
conjunto de particulas distribuidas aleatoriamente que ira produzir um padrdo de

interferéncia construtiva e destrutiva aleatéria caracteristico denominado padrao
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speckle que consiste em areas claras e escuras, como mostra a Figura 6. Assim,
quando a area iluminada se encontra estatica, o padrdo de interferéncia é
estacionario. Por outro lado, quando ha particulas em movimento, como glébulos
vermelhos em um tecido, o padrdo muda com o tempo. O nivel de contraste na
imagem varia de acordo com o grau de movimento, de modo que quanto maior
movimento, maior o padrao de interferéncia. O nivel de interferéncia € quantificado
pelo contraste de manchas. Ao adquirir uma imagem do padrédo de manchas e
quantificar o desfoque das manchas através de medicbes das variagbes de
intensidade espacial no padrdo de manchas, podem ser obtidos mapas espaciais do
fluxo sanguineo relativo (Dunn et al, 2001; Cordovil et al, 2012).

Boas e Dunn (2010) revelaram a aplicabilidade do método LASCA na medida
da perfusdo microvascular proporcional a velocidade dos movimentos das células

vermelhas do sangue.

Figura 6 - Padrdo tipico de interferéncia do Laser Speckle Contrast Analysis
(LASCA)

Fonte: Briers et al, (2013).

Diante das vantagens da técnica LASCA, algumas ja citadas neste estudo, e
da necessidade de obtencdo de imagens de alta resolucdo para estudo do fluxo
sanguineo em superficies do corpo que auxiliam na avaliacdo de grau de perfusao
periférica de tecidos organicos, a técnica tem contribuido para um crescente numero

de pesquisa que tem como objetivo detectar perfuséo periférica em areas superficiais
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do organismo, como retina, pele e cérebro, sem a necessidade de contato direto com
0 sangue (Boas; Dunn, 2010).

Desse modo, a aplicagdo da técnica LASCA tem contribuido para a deteccao
precoce de complicacdes cardiovasculares em pessoas expostas a condigcoes
particulares, como as que geram sobrecarga do funcionamento cardiaco, levando em

condicdes fisiologicas, ao aumento da vascularizacao periférica.

3.5.1 Aplicacdes Clinicas do Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA)

Conforme ja foi ressaltado neste trabalho, quando uma area de tecido biolégico
recebe um feixe de luz é gerado um padrédo de interferéncia chamado padrao speckle.
A imagem LASCA resultante da luz retroespalhada que interage com os glébulos
vermelhos possibilita a visualizacdo das condicbes de perfusdo da area bioldgica
analisada. Contudo, Heeman et al, 2019, destaca que, embora essa técnica tenha
vasta descricdo de resultados na literatura cientifica quanto a sua aplicacdo, a
implementacéo clinica ainda ndo avangcou na mesma proporcgao.

Na area médica, a técnica representa uma modalidade promissora por nao
necessitar de contato com o paciente, ser de rapida aplicacdo, simples e de baixo
custo, permitindo a analise da perfusédo de tecidos organicos em tempo quase real, 0
que pode ser bastante positivo para o diagnostico precoce de complicacdes clinicas
no paciente (Heeman et al., 2019).

Vérios estudos comprovaram a aplicabilidade da técnica LASCA. Della Rossa
et al, 2013 relataram o uso do LASCA para monitorar a reatividade vascular e o fluxo
sanguineo em pessoas com doenca de Raynaud, incluindo pacientes com esclerose
sistémica.

A doenca de Raynaud manifesta-se com episodios reversiveis de
vasoespasmos de extremidades que cursam com palidez, seguido de cianose e rubor
de maos e pés, desencadeados, usualmente, apds condicbes de estresse ou
exposicao ao frio. O fendbmeno de Raynaud pode ser de natureza primaria, quando
ndo esti associado a alguma doencga, ou secundéria, quando associada a varias
condi¢des, principalmente a doencas reumadticas autoimunes (Kayser; Corréa,
Andrade, 2009)
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Della Rossa et al., 2013, revelou que a diferenca entre esclerose sistémica e
fendbmeno de Raynaud primario pode ser feita simplesmente com base nas medidas
qualitativas de perfusdo sanguinea utilizando a técnica LASCA.

Outra possibilidade de contribuicdo da técnica LASCA foi descoberta por Son
et al, 2014. Os autores identificaram diferentes estagios de artrite em modelos animais
aplicando a técnica LASCA. A artrite € uma doenca de elevada prevaléncia, causada
por uma reacgédo inflamatoria que atinge as articulagcdes e se manifesta com aumento
da perfuséo local. Muitas doencas de natureza reumatoldgica séo caracterizadas por
alteracdo na perfusdo microvascular para as quais a técnica LASCA pode representar
em importante recurso para avaliar a atividade da doenca. Contudo, ainda existem
limitagBes para a aplicagdo do método relacionadas a penetracao insuficiente do laser
para atingir o tecido de interesse (Heeman et al., 2019).

Stewart et al., (2005) foram os primeiros a relatar o uso da técnica LASCA em
pacientes com queimadura para avalia o fluxo sanguineo superficial na area tecidual
afetada. A avaliacdo do fluxo sanguineo microcirculatério € um indicador importante
para medir a capacidade de cura. Os autores mostraram que o uso da técnica LASCA
apresentou resultados semelhantes a outras técnicas ja utilizadas e com a vantagem
de ser um método seguro, ndo invasivo, de custo acessivel e rapida aquisicao.

No campo da neurologia, o uso da técnica LASCA, também, mostrou-se
bastante promissora. A mensuracao da perfusdo sanguinea em estagios pré e poés-
cirirgico € crucial para a neurocirurgia. O LASCA imagens podem dar aos
neurocirurgiées uma indicacéo da eficacia da revascularizacdo cirdrgica significativa
para o sucesso do procedimento (Heeman et al., 2019).

Outras contribui¢cdes utilizando a técnica LASCA foram comprovadas em
estudos. Eriksson et al., 2014, revelaram resultado promissor na aplicacao clinica do
LASCA para medir o nivel de perfusdo sanguinea do figado durante procedimento
cirirgico com oclusdo da veia porta e da artéria hepatica. Milstein et al., (2016),
também, obtiveram imagens da perfusdo microvascular gastrica que mostraram areas
de isquemia durante procedimento de reconstrucdo do tubo gastrico, comprovando
gue a técnica pode ser um recurso auxiliar para identificar precocemente
complicagbes importante do trato gastrointestinal.

Embora os estudos tenham avan¢ado quanto ao uso clinico da técnica LASCA,

a técnica ainda ndo ¢ amplamente adotada na prética clinica. Contudo, pesquisas
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como a deste trabalho continuam em busca de solucionar as limitacdes da técnica e

de demonstrar sua aplicabilidade clinica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo do tipo transversal, descritivo, experimental de
abordagem gquantitativa.

O estudo de corte transversal objetiva a obtencdo de dados fidedignos,
possibilitando, ao final da pesquisa, o alcance de conclusdes confiaveis, robustas,
podendo abrir caminhos para novas hipbéteses e novas pesquisas (Raimundo;
Echeimberg; Leone, 2018).

O estudo descritivo inclui pesquisas cujo objetivo esté relacionado a descricdo
das caracteristicas de determinadas populagcdo ou fenémeno ou, ainda, ao
estabelecimento de relacdo entre variaveis. Enquanto o método experimental
fundamenta-se principalmente em resignar os objetos de estudo a acdo de muitas
variaveis, em circunstancias equilibradas e conhecidas pelo pesquisador, para assistir
os efeitos que a variavel gera no objeto (Gil, 2008).

O método quantitativo é definido pelo emprego da quantificacdo tanto nas
especificidades de coleta de dados, como também no tratamento delas através de
técnicas estatisticas, a comecar da mais simples como percentual, média, desvio-
padrdo, as mais complexas, tal como coeficiente de correlacao, andlise de regressao,
etc (Richardson et al., 2015).

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no Instituto Cientifico e Tecnoldgico da Universidade
Brasil — Campus Itaquera, localizado em Itaquera / Sdo Paulo no de pds-graduacao
em Engenharia Biomédica.

Vale ressaltar que todas as etapas do procedimento de coleta de dados foram
desenvolvidas no laboratorio de 6ptica biomédica e inovacdo e no laboratério de
processamentos de sinais da Universidade Brasil, campus Itaquera, garantindo a
seguranca e privacidade aos participantes.

Ressalta-se, também, que, considerando o estado de pandemia da covid-19,
ainda presente na fase da coleta de dados, todas a medidas de protecdo foram
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adotadas, como uso de equipamentos de protecéo individual (EPI) pelos envolvidos

na pesquisa e limpeza e antissepsia do ambiente e superficies.

4.3 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este estudo obedeceu ao exposto na Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude (CNS) (Brasil, 2012). A resolucdo considera o direito ao
consentimento livre e esclarecido e respeito pela dignidade humana e pela especial
protecdo aos participantes da pesquisa. Para isso, o estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa (CEP), sob Parecer n° 4.724.843 e, somente assim, teve inicio a
etapa de coleta de dados.

Para isso, todos os participantes foram devidamente esclarecidos sobre os
procedimentos da pesquisa e confirmaram sua participacdo por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) (APENDICE A).

4.4 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

Os participantes da pesquisa foram alunos de graduacéo e pés-graduacéo da
Universidade Brasil. A amostra foi constituida por 27 (vinte e sete) participantes
selecionados aleatoriamente, de modo que todos os participantes tiveram igual
probabilidade de compor a amostra. Para isso, foram considerados como critérios de
inclusdo: alunos da graduacédo e pos-graduacéo, de ambos os sexos, com idade de
18 anos ou mais, regulamente matriculados na instituicdo de ensino e que aceitem
participar de todas as etapas da coleta de dados por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram excluidos da pesquisa, pessoas que atenderam aos critérios de
inclusdo, mas com as seguintes condicdes autodeclaradas: complicagbes
cardiovasculares ou que estivessem em uso de medicacdo que alteram o
funcionamento do sistema cardiovascular, suspeita ou confirmacdo de gravidez,
limitacdes fisicas que comprometam o desempenho durante o estudo e mulheres em
periodo de menstruagdo. Contudo, nenhum participante foi excluido da pesquisa por
alguma das condic¢des citadas.

Além disso, embora ndo tenha tido nenhuma intercorréncia durante os

procedimentos de coleta de dados, caso o participante apresentasse sinais e/ou
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sintomas de complicacdes decorrentes do esforco fisico, mesmo sem diagndstico de
doencas cardiovasculares pré-existentes, o protocolo de pesquisa seria interrompido
e este excluido da amostra.

Para o recrutamento dos participantes foi realizado contato prévio para
agendamento, conforme disponibilidade dos mesmos. O contato inicial com os
participantes foi realizado por meio do convite direto através de chamada telefénica,
em respeito as restricbes exigidas para o momento da pandemia pelo coronavirus.
Durante a abordagem inicial, os possiveis participantes receberam os esclarecimentos
acerca dos procedimentos da pesquisa. Desse modo, apds obter a anuéncia de
participacéo, para o desenvolvimento das etapas do procedimento de coleta de dados,
os participantes foram solicitados a comparecer ao laboratério de processamento de
sinais da referida instituicdo, sob a responsabilidade da Prof? Dr2. Laurita dos Santos,
cuja parte da estrutura do referido laboratério foi financiada pela Fapesp, para o
recebimento do recipiente coletor de saliva (Salivete), além das recomendacdes para
o momento de aplicacdo do protocolo de coleta de dados aos quais foram submetidos,
bem como os esclarecimentos acerca do protocolo de producao dos dados.

4.5 OBTENCAO DE DADOS: INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS

A coleta de dados ocorreu nos meses de junho e agosto de 2021 e foi
desenvolvida no laboratério de processamento de sinais da instituicdo cenario da
pesquisa, cujo ambiente dispunha de esteira ergométrica, eletrocardidgrafo,
equipamento MoorFLPI (Full-Field Laser Perfusion Imager), além de equipamentos
auxiliares como: aparelho de pressao digital automatico de braco marca Omron HEM-
RML31N, termbmetro digital infravermelho, polar V800, oximetro digital, balanca
digital portatil, estadibmetro/antropémetro vertical e fita métrica.

O procedimento para obtencdo dos dados foi desenvolvido em 4 (quatro)
etapas, a contar da etapa que antecedeu o0 momento de execucao do protocolo de
producédo dos dados da pesquisa (Etapa 0), que serdo detalhadas a seguir.

4.5.1 Etapa 0: Coleta da primeira amostra de saliva

A Etapa 0 consistiu na etapa na qual o participante realizou a coleta da primeira

amostra de saliva. Para isso, inicialmente, o participante recebeu as informacgdes
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detalhadas sobre a pesquisa, contidas no termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (APENDICE A), sendo este documento assinado, confirmando a anuéncia de
participacdo na pesquisa e garantindo o fiel cumprimento dos aspectos éticos da
pesquisa envolvendo seres humanos, dispostos na resolugdo n° 466/2012. Em
seguida, de posse do coletor de saliva, o Salivette® Cortisol, um dispositivo de
polipropileno transparente com tampa azul e etiqueta de papel, contendo um rolo de
fibras sintéticas no interior, o participante foi orientado a realizar a coleta apds acordar
(até as 8 horas da manhd) antes de escovar os dentes, beber 4gua e alimenta-se ou
fazer uso de qualquer medicamento, caso seja de uso continuo ou necessidade do
participante. A coleta da saliva seguiu 0s seguintes passos, conforme representacao
esquematica na figura 7, abaixo: 1) remover a tampa do tubete; 2) retirar o rolo de
fibras sintéticas; 3) colocar o rolo de fibra debaixo da lingua por, aproximadamente, 2
a 3 minutos até ficar bem Umido, tendo o cuidado para ndo mastigar o rolo. Durante
esse periodo, o participante ndo deve consumir nenhum tipo de alimento ou fazer
ingesta de liquidos; 4) em seguida, retornar o rolo de fibra para o coletor e manter este
com tampa fechada. Feito isso, o coletor foi identificado com nome, data de
nascimento, sexo, horario da coleta e nUmero da amostra (12 amostra) e entregue aos
pesquisadores, mantendo em temperatura ambiente até as 9h da manha do mesmo

dia da coleta.

Figura 7: Representacdo esquematica das etapas de coleta da saliva

Fonte: Google (2022)

4.5.2 Etapa 1: Repouso inicial

Para a execucédo desta etapa, os participantes foram orientados a chegar ao

laboratorio de processamento de sinais as 8h30min. Inicialmente, foi realizada a
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anamnese e avaliacao de risco cardiovascular. A anamnese foi realizada por meio de
um instrumento de autoria dos pesquisadores (APENDICE B), no qual constam dados
como: peso, altura e indice de massa corporal (IMC), além de dados
sociodemogréficos, habitos de vida, condicbes de salde e antecedentes familiares e
outras informacdes para avaliacdo do risco cardiovascular como: temperatura
corporal, presséo arterial, frequéncia cardiaca, saturacédo de oxigénio, circunferéncia
abdominal e do quadril, bem como, dados relativos a investigacdo do sinal cardiaco,
teste de esforco fisico e coletas das demais amostras de saliva para a finalizacao do
protocolo. O tempo de execuc¢éo do protocolo foi, em média, 1h30min. O participante
permaneceu em ambiente sob temperatura de 24°C e umidade de 60%, garantidos
por meio de equipamentos apropriados.

Quanto as medidas antropométricas, para a medida do peso foi utilizada uma
balanca de precisao digital portatil da marca Camry, modelo EB9013 com capacidade
maxima de 150kg, 4 sensores e precisdo de 100g. O participante foi orientado a
posicionar-se no centro do equipamento, com pés, ligeiramente, afastados e bracos
estendidos ao longo do corpo, trajando roupas leves e apropriadas para 0 momento.
A leitura do peso foi registrada sem arredondamentos, apds o valor ter se fixado no
visor do equipamento.

A estatura foi verificada por meio de um estadidmetro compacto da marca MD,
campo de medicdo de 0 a 200 cm, fixado na parede plana, sem desniveis e sem
presenca de rodapé. O participante foi colocado em posicao ereta, imoével, com os
bracos estendidos na vertical.

Em relacéo a afericdo de sinais vitais, respeitando as medidas de protecdo em
virtude do periodo de pandemia da Covid-19, a temperatura corporal foi aferida por
meio de termdmetro infravermelho sem contato. Para a medida da presséao arterial foi
utilizado um aparelho de presséo digital automatico de braco marca Omron HEM-
RML31N. A afericdo foi realizada apds 5 min de repouso, em posi¢cdo sentada, com
pernas em posicdo paralelas e pés apoiados no chao, braco direito estendido e
apoiado sobre a mesa, na altura do cora¢cdo, com bracadeira apropriada para o porte
fisico do participante, seguindo as recomendacdes da sociedade brasileira de
cardiologia (SBC, 2016).

A frequéncia cardiaca e a saturagéo de oxigénio (SatO2) foram obtidas por meio
de um Oximetro digital de dedo. Este é um dispositivo utilizado para monitorizacdo da

porcentagem de saturacdo de oxigénio no sangue e dos batimentos cardiacos por
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minuto. O aparelho possui sensores de emissao e deteccao de luz nos comprimentos
de onda vermelha e infravermelha que, apds posicionados no dedo indicador, leem e
fazem o célculo da porcentagem do transporte de oxigénio.

A relagcdo da circunferéncia abdominal e do quadril (RCQ) é um parametro
importante para avaliacdo de obesidade e risco de comorbidades. Varios locais e
padrées sao sugeridos para avaliacdo da circunferéncia abdominal. Neste protocolo,
a medida foi realizada no maior perimetro abdominal entre a Ultima costela e a crista
iliaca, segundo recomendacdes da OMS. A medida da circunferéncia do quadril foi
tomada com a fita métrica, passando sobre os trocanteres maiores, no seu maior
diametro. A Federacao Internacional de Diabetes considera risco cardiovascular
aumentado a medida de circunferéncia abdominal = a 94 cm em homens e 80 cm em
mulheres (Abeso, 2016).

A figura 8, abaixo, representa a sequéncia de procedimentos descritos acima.
Ressalta-se que, antes de proceder com as etapas seguintes, procedeu-se a coleta
da segunda amostra de saliva, seguindo as mesmas recomendacgfes descritas na
etapa O.

Figura 8: Representacdo esquematica da sequéncia de procedimentos da

etapa 1

- "

v W)
¢

Fonte: Google (2022)

Em seguida, a obtencdo do sinal cardiaco foi realizada por meio de um
eletrocardiografo digital (ECG PC) para posterior extracdo e analise sequencial de
intervalos entre os batimentos cardiacos (intervalos RR) utilizando o software Kubios
HRV. Para a realizacdo do exame, o participante foi orientado a retirar qualquer adorno
ou objetos metalicos em uso; em seguida, foi colocado em posi¢éo de decubito dorsal,
com membros inferiores e superiores paralelos ao corpo, certificando-se de que o

participante nao estivesse em contato com superficie metalica para evitar
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interferéncias; também, para esse fim, foi solicitado ao participante permanecesse em
silencio e sem movimenta-se durante o exame.

O posicionamento dos eletrodos nas faces internas de punho e tornozelos, bem
como de torax, foi realizado com o maximo de prote¢cdo do participante para evitar
exposicdo fisica que pudesse causar constrangimento. Os eletrodos foram
posicionados, de acordo com a figura 9, conforme orientacdo do fabricante do
aparelho, apds a limpeza das areas, com gaze embebida em alcool a 70%, seguindo
a seguinte disposic¢do: os cabos vermelhos (RA) em membro superior direito; amarelo
(LA) em membro superior esquerdo; preto (RL) em membro inferior direito e verde (LL)
em membro inferior esquerdo. No torax foram utilizados eletrodos de succao
(preferencialmente), ou eletrodos descartaveis para obtencdo dos registros das
derivacdes precordiais, posicionando o cabo vermelho (V1) no 4° espaco intercostal,
a direita do esterno; o amarelo (V2) no 4° espaco intercostal, a esquerda do esterno;
verde (V3) no 5° espaco intercostal, diagonalmente entre V2 e V4; marrom (V4) no 5°
espaco intercostal, na linha hemeclavicular; preto (V5) no 5° espaco intercostal, na
linha axilar anterior e o cabo roxo (V6) no 5° espago intercostal, na linha axilar média.

Figura 9 — Posicionamento dos eletrodos

Fonte: adaptado de INDUMED (2022)
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As séries temporais de intervalos RR, também, foram obtidas por meio do uso
de um monitor Polar®, modelo V800, comumente, usado na pratica individual de
atividade fisica. Segundo Giles, Draper e Neil (2016), o frequencimetro Polar V800 é
um instrumento com capacidade de produzir sinais compativeis com o ECG e utilizado
para analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (Caminal et al., 2018).

Durante o procedimento, a cinta do frequencimetro foi colocada sobre regiédo
do térax do participante, no terco distal do 0osso esterno, situado na frente do térax, ao
centro do peito. Desse modo, os sinais cardiacos foram obtidos através do
eletrocardiografo e polar V800, simultaneamente, e teve uma duracdo média de até
15 minutos para garantir que a série temporal tivesse em torno de 1000 intervalos RR
e, assim, os métodos de analise podem ter resultados mais exatos (Santos et al.,
2013a; Santos et al., 2013c).

Concomitante a obtencdo dos sinais cardiacos, por meio do ECG e do
frequencimetro Polar, foi aplicada a técnica LASCA. As imagens LASCA foram obtidas
utiizando o equipamento MoorFLPI (Full-Field Laser Perfusion Imager),
simultaneamente a obtencdo dos sinais cardiacos. Assim, com 0 paciente ja
posicionado, o equipamento foi direcionado para a regido frontal da face do
participante e produzido um video com duracdo de 15 minutos. Com o objetivo de
evitar interferéncias e prejuizos a analise do material, o participante foi orientado a
nao se movimentar e permanecer acordado durante o procedimento, conforme

representado na figura 10, a seguir.

Figura 10: Representacdo esquematica da obtencao dos sinais cardiacos e
aplicacao da técnica LASCA na etapa 1

Fonte: Google (2022)
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Um software para processamento de videos LASCA foi desenvolvido em
ambiente MATLAB R2019b (MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States).
Inicialmente, o video foi carregado na aplicacdo indicada e selecionada a regido de
interesse (ROI), delimitada por um retangulo de contornos vermelho (frame), onde a
analise da variancia do sinal foi realizada. Dentro da ROI, a intensidade média do sinal
foi computada em cada frame da imagem, obtendo assim o perfil da pulsacéo obtido
através do video. Assim, a partir da captacdo dos impulsos elétricos do coracdo e a
deteccdo dos intervalos RR durante a execucao do teste, foi possivel estabelecer uma

analise comparativa entre os métodos.

4.5.3 Etapa 2: Teste de Esforgo

A Etapa 2 compreendeu o desenvolvimento do teste de esfor¢co. Para esta
etapa, os participantes de estudo foram orientados a ndo se alimentar ou fumar nas
duas horas antes do teste, além de usar roupas leves e calcados apropriados para a
realizacdo de exercicios fisicos. Também, foram solicitados a remover qualquer objeto
metalico que estivessem em contato com o corpo a fim de evitar interferéncias na
coleta do sinal.

Os participantes foram submetidos ao teste de esfor¢o utilizando uma esteira
ergométrica elétrica com capacidade para 140 Kg, durante 15 minutos. O teste na
esteira foi iniciado logo ap6s a finalizagdo dos procedimentos da etapa 1. O
procedimento seguiu o referencial do protocolo de Bruce (Silva; Monteiro; Farinatti,
2011). Este protocolo é um dos mais utilizados para avaliar o esforco fisico, sendo
assim aplicado para andlise da resposta do organismo ao estresse fisico que o
individuo esta sendo submetido na esteira ergométrica com alteracéo gradual, a cada
3 minutos, da velocidade e inclinagéo, podendo chegar a 15 minutos, conforme tabela

contida na figura 11.
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Figura 11: Representacéo do protocolo de Bruce aplicado ao participante na etapa 2

0 2,5 0
3 4,0 1.0
6 5.8 1.0
9 55 0
12 4,0 0
15 0,0 0

Fonte: Autoria prépria

Fonte: Google (2022)

A velocidade do exercicio foi aumentada, gradualmente, de forma lenta e de
pouco esfor¢co e aumentada até alcancar 5,5 km/h e, apés manter por 3 minutos, foi
decrescendo até tempo final de 15 minutos. Em caso de exaustdo ou cansaco intenso,
0 participante poderia descansar por um tempo de 20 minutos; contudo, nenhum
participante necessitou interromper o teste por exaustdo ou outra condicao.
Entretanto, caso o participante apresentasse muito ofegante, a velocidade e inclinacao
seriam mantidas constantes ou regredidas, até retorno as condi¢cdes confortaveis.
Nenhum participante necessitou interromper o procedimento.

Durante o teste, o frequencimetro foi mantido posicionado no térax do
participante para o monitoramento da frequéncia cardiaca maxima. O teste foi
aplicado neste estudo como um método complementar de rastreio, no qual o
participante, ao ser submetido ao esforgo fisico programado, tiveram o monitoramento
de aspectos clinicos (sinais e sintomas), hemodinamicos (frequéncia cardiaca e
pressao arterial), metabdlicos (medidas e célculos do consumo de oxigénio e limiares
ventilatorios).

A finalidade da aplicacdo do teste de esforco foi induzir o participante ao
estresse fisico, estimulando ao organismo do mesmo a aumentar a demanda cardiaca

e, com isso, um aumento da frequéncia cardiaca.
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4.5.4 Etapa 3: Pés-atividade

Na Etapa 3, fase de retorno do participante ao estagio de repouso apoés esforco
fisico na esteira ergométrica, o participante foi submetido aos mesmos procedimentos
de avaliacdo da etapa 1, seguida da terceira coleta de saliva para analise do cortisol

salivar, apos periodo de 5 minutos de teste de esforco.

4.5.5 Etapa 4: Final do protocolo

Por fim, na Etapa 4, o participante, apos tempo estimado de 2 horas, pos
finalizacdo do protocolo de estudo, procedeu-se a coleta da quarta e Ultima amostra

salivar para andlise de cortisol.

4.5.6 Processamento dos sinais

Os sinais cardiacos coletados foram transferidos para um computador
equipado com o software Polar Precision Performance®, onde foram convertidos para
um formato de texto (txt) para posterior filtragem. Para a filtragem dos dados, foi
utiizado o T-RR filter 1.1. (Figura 12), por tratar-se de um filtro adaptativo,
desenvolvido por Santos et al (2013), e Santos et al (2016). O T-RR filter consiste em
um meétodo de filtragem adaptativa de séries temporais de intervalos RR, com
caracteristicas estatisticas equivalentes ao método de filtragem convencional e tem
como finalidade acelerar o processamento das séries temporais e posterior analise da
variabilidade da frequéncia cardiaca.
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Figura 12 - Interface inicial da ferramenta computacional T-RR Filter
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Fonte: Santos et al (2016)

Desse modo, os sinais cardiacos coletados foram filtrados utilizando-se o filtro
adaptativo T-RR Filter. Para isso, ap0s selecionado o arquivo para analise, a
ferramenta computacional T-RR Filter gerou um conjunto de informacfes que
possibilitam analisar os sinais cardiacos filtrados. A figura 13 ilustra os resultados

obtidos a partir do processamento de sinais cardiacos coletados.

Figura 13 - Ferramenta computacional T-RR Filter apos filtragem de uma série
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Em seguida, as séries temporais de intervalos RR ja filtradas foram
processadas no programa HRV analysis® Kubios (Biosignal Analysis Image Group,
Department of Physics, University of Kuopio, Finland), para realizacdo da analise do
dominio do tempo, dominio de frequéncia e métodos néo lineares. A Figura 14 mostra
um exemplo de relatério em formato pdf fornecido pelo software de analise. Conforme
os dados apresentados na figura 10, o software Kubios permite excluir tracados
caracterizados como ruidos ou artefatos possibilitando anélise da VFC com mais
definicdo. Também, mostra os resultados da analise da VFC segundo métodos

lineares e nao-lineares.
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Figura 14 — Demonstracdo de resultado da andlise da Variabilidade da Frequéncia
Cardiaca, de um participante do estudo apds processamento com o uso do software
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4.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados referentes ao perfil sécio demogréfico dos participantes; bem como,
hébitos de vida, condi¢cdes de salude e antecedentes familiares; além do questionério
internacional de atividade fisica (versdo curta) e a escala de percepcao de estresse
foram organizados e processados para analise no programa Microsoft® Office Excel®
2019 e foram apresentados por meio de célculo percentual e tabelas.

Os dados do sinal cardiaco obtidos por meio ECG, para extracao dos intervalos
RR; do frequencimetro e do equipamento LASCA, foram organizados em bancos de
dados em planilha do Microsoft Excel e processados no software Graphprism para o
calculo estatistico descritivo da média, desvio padrédo, intervalo interquartil, minimos e
mMAximos para as variaveis quantitativas; e frequéncias absolutas e relativas para as
qualitativas.

Para a comparacdo estatistica entre as variaveis obtidas do sinal cardiaco,
antes e apds o estressor fisico (uso da esteira ergométrica), foi utilizado o teste t-
student pareado (dados paramétricos) ou teste Mann Whitney (dados néo
paramétricos).

Para todas as variaveis foi considerado um nivel de significancia de 5% p -valor

(< 0,05) e intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido com 27 (vinte e sete) participantes que atenderam
aos critérios de inclusdo e exclusdo da pesquisa. Ressalta-se que 03 (trés)
participantes desistiram, ndo comparecendo a aplicacdo do protocolo de coleta de
dados. A tabela 2, reine os principais dados sobre o perfil sociodemografico dos

participantes.

Tabela 2 - Caracterizagao dos participantes do estudo (n = 27)

Variavel Frequéncia %
Sexo Feminino 22 81,5
Masculino 5 18,5

Faixa etéaria 18 |-- 25 5 19,2
25 |-- 32 4 15,4

321]--39 8 30,8

39 |-- 46 7 26,9

46 |-- |53 2 7,7

Cor Branca 12 44,4
Negra 5 18,5

Amarela 0 0,0

Parda 10 37,0

N&o informada 0 0,0

Situagdo Conjugal Solteiro 10 37,0
Casado/uniao/estavel 15 55,6

Divorcio/separado 2 7,4

Vilvo 0 0,0

Tem filho Sim 16 59,3
Nao 11 40,7

Numero de filhos 0 11 40,7
1 10 37,0

2 5 18,5

4 1 3,7

Nivel de formagéo Graduado 18 66,7
Pés-graduado 9 33,3

Exerce atividade Sim 20 74,1
remunerada Nao 7 25,9

Fonte: Autoria propria

A maioria dos participantes eram do sexo feminino, correspondendo a 81,5 %
(n = 22), enquanto 18,5 % (n = 05) eram do sexo masculino. A idade dos participantes
variou entre 18 a 53 anos, sendo as faixas etarias de 32 a 38 anos e 39 a 46 anos
com maior numero, correspondendo a 308% (n=8) e 26,9% (n=7),

respectivamente. Do total de participantes, 44,4 % (n = 12) declararam cor branca,
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37,0 % (n = 10) cor parda, e 18,5 % (n = 5), de cor preta. Quanto a situacao conjugal,
55,6 % (n = 15) responderam ser casados, 37,0 % (n = 10) solteiros e 7,4 % (n = 2)
divorciados. Em relacdo a existéncia de filhos, do total de participantes 59,3 % (n =
16) disseram ter filhos, sendo que entre os que afirmaram ter filhos, 37,0 % (n = 10)
tem somente 01 filho e 18,5 % (n = 5) tem 02 filhos. E ainda, sobre o nivel de formacéo
dos participantes, a maioria, 66,7 % (n=18), estdo em curso de graduacao ou
graduados e 33,3% (n=09) possuem poés-graduacdo; exercendo atividade
remunerada, 74,1 % (n = 20).

Quanto ao perfil relacionado aos habitos, estilo de vida e condicdes de saude

dos participantes do estudo, a Tabela 3, abaixo, relne os resultados obtidos.

Tabela 3- Habitos, estilo de vida e condi¢cdes de saude dos participantes do estudo
(n=27)

Variavel Frequéncia %
Sim 0 0,0
Fuma ~
Néo 27 100,0
F de &lcool Sim 13 48,1
az uso de alcoo N30 13 481
Nao informou 1 3,7
Raramente 8 29,6
Frequéncia do uso de De vez em quando 5 18,5
alcool Regularmente 0 0,0
Nunca 14 51,9
5 1 3,7
6 10 37,0
Horas de sono por noite 7 5 18,5
8 9 33,3
9 2 7,4
Pratica de Atividade Fisica Sim 11 40,7
N&o 16 59,3
As vezes 4 14,8
Frequéncia de pratica de 2 ou 3 vezes/semana 5 18,5
exe?cicio fl'sicop Diariamente 2 /4
N&o se aplica 16 59,3
Tem hipertensédo Sim 3 11,1
N&o 24 88,9
. Sim 0 0,0
Tem diabetes No 57 100

Fonte: Autoria propria

Quanto aos habitos e pratica de atividade fisica, a totalidade dos participantes,

100 % (n=27), responderam nao fumar, 48,1% (n=13) dos respondentes
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informaram nao fazer uso de alcool sendo que um participante ndo informou (n =1,
3,7 %). Entre os que informaram fazer uso de alcool, 29,6 % (n =8) e 18,5 % (n =5)
responderam fazer uso “raramente” e “de vez em quando”, respectivamente. Quanto
a horas de sono por noite, a maioria, 78,8 % (n = 24), responderam 6 a 8 horas de
sono por noite. Também, pequena maioria, 59,3 % (n = 16) ndo praticam atividade
fisica; sendo que, entre os que realizam pratica de atividade fisica, 18,5 % (n =5),
realizam 2 ou 3 vezes/semana, 14,8 % (n = 4), realizam as vezes e apenas 7,4 %
(n = 2) praticam atividade fisica diariamente.

Em relacdo as condicfes crbnicas, a maioria, 88,9 % (n =24), ndo referem
hipertenséo arterial e nenhum participante informou ser portador de diabetes.

Quanto as varidveis antropométricas, como peso, altura e indice de massa
corporal (IMC), o perfil dos participantes do sexo feminino, variou com peso entre 48,6
e 114 kg, altura entre 1,52 e 1,67 m e IMC, entre 18,3 e 41,9 kg/m?, conforme dados

apresentados na tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Variaveis antropométricas e sinais clinicos em repouso e pos-atividade dos
participantes (n=27)

Variaveis

s o g % % Repouso Pés-Atividade
B & S § E i’ T PA Sat 02 FC T PA Sat 02 FC
pantes a < = (°© (mmHg) (%)  (bpm) (°C) (mmHg) (%)  (bpm)
01 F 40 82 1,67 29,4 - - - 66 36,3 121x77 96 80
02 M 38 1076 190 29,8 36,6 117x80 97 62 35,9 127x86 97 73
03 M 30 1154 1,72 39,0 36,2 148x84 98 71 36,7 136x86 97 74
04 F 43 586 152 254 36,5 110x85 97 72 36,5 113x89 98 63
05 F 32 493 164 183 359 110x68 98 84 36,4 98x67 98 98
06 F 20 64,4 160 252 36,7 100x70 99 73 36,8 102x67 98 92
07 F 21 55 1,52 23,8 36,5 100x75 97 89 36,6 100x72 98 91
08 F 53 525 157 213 36,6 124x75 97 79 36,3 114x72 98 92
09 F 38 587 160 228 353 112x84 98 100 36,2 105x83 99 89
10 F 18 518 1,53 22 34,6 115x82 99 93 36,8 103x79 99 96
11 F 42 58,8 1,58 23,6 35,7 105x82 97 97 36,9 102x82 99 110
12 F 50 726 1,71 24,8 36,3 119x77 98 61 36 148x93 98 74
13 F 36 486 1,56 20 36,8 108x75 97 106 36,7 101x76 95 111
14 F 33 81 166 29,4 36,7 106x83 97 92 36,4 112x90 97 98
15 F 34 848 150 377 36 133x88 99 65 36,6 137x98 97 76
16 F 18 56,8 1,58 22,8 355 106x71 98 90 36,7 133x89 99 89
17 F 23 95,3 1,55 39,7 36,3 120x71 97 67 36,2 123x84 97 81
18 F 39 729 165 26,8 36,7 125x87 99 71 36,8 125x88 98 84
19 F 34 816 167 293 365 130x84 95 84 36,1 124x89 99 98
20 F 30 81,8 1,60 32 36,4 113x83 99 70 36,5 115x87 97 79
21 M 37 70 1,66 253 34,1 137x98 99 55 35,7 117x91 98 60
22 F 30 1148 165 419 36,8 117x71 99 70 36,7 118x77 96 90
23 M 40 94,7 1,71 32,4 36,7 135x84 96 82 36,8 133x96 96 96
24 M 3 905 1,72 30,6 36,1 125x79 95 86 35,8 120x78 94 104
25 F 29 65,5 1,62 25 36,1 113x72 97 94 35,8 115x80 97 102
26 F 41 73,5 1,66 26,7 36,4 127x68 98 90 36,6 115x77 99 94
27 F 42 71 1,48 32,4 36,5 98x73 98 82 36,5 99x75 96 93

Fonte: Autoria propria
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Quanto ao perfil dos participantes do sexo masculino, o peso variou entre 70 e
115,4 kg, a altura entre 1,66 e 1,90 m e IMC entre 25,3 e 39,01 kg/m?. Desse modo,
quanto a classificacdo do IMC, a maioria dos participantes envolvidos no estudo
apresentou obesidade 37,1 % (n = 10), 29,6 % (n = 8) participantes com sobrepeso,
e igual percentual com peso normal, e apenas 3,7% (n = 1) com baixo peso.

Ressalta-se que, quando comparado o estado de repouso e pos-atividade
entre 0s participantes, sinais como temperatura, pressédo arterial e saturacado de
oxigénio, praticamente, mantiveram-se estaveis. Quanto a frequéncia cardiaca (FC),
a maioria dos participantes do estudo (88, 8%) apresentaram elevacédo da FC, no
estagio pos-atividade.

A temperatura corporal € controlada pelo centro termorregulador localizado na
regido hipotalamica anterior e, quando esta acima da faixa circadiana, caracteriza um
quadro de febre, que pode estar presente em varias condi¢cdes clinicas como em
infeccbes, mas também, em outras situagdes, como neoplasias, doencas autoimunes,
reacles a farmacos, dano hipotalamico, etc. A temperatura normal € 37°C, podendo
haver variacédo até em torno de 0,5 a 1°C em individuos sadios (Rosa; Soares; Barros,
2019).

A presséo arterial é considerada elevada quando ha elevacao persistente da
pressao arterial sistdlica (PAS) = a 140 mmHg e/ou pressao arterial diastdlica (PAD)
= a 90 mmHg, medida em pelo menos duas ocasides diferentes, na auséncia de
medicagao anti-hipertensiva (Barroso et al., 2021).

A saturacdo de oxigénio € um exame utilizado para medir a capacidade do
organismo em fornecer oxigénio suficiente para as necessidades do corpo. Em
condi¢bes normais, deve estar entre 95 e 100%. O oximetro de pulso utiliza o principio
da espectrofotometria (método de analise 6ptica). Um feixe de luz incide sobre a area
examinada e através da quantidade de luz absorvida pelas moléculas de hemoglobina
é possivel medir a concentracdo de oxigénio no sangue (Kushima, 2014).

A FC pode variar em decorréncia de estimulos, neste estudo, o esforgo fisico.
Tais estimulos podem levar a reducao da frequéncia cardiaca por meio do sistema
nervoso parassimpatico. O contrario acontece por atuacdo do sistema nervoso

simpético, promovendo a elevacao da frequéncia cardiaca (Farah, 2020).
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5.2 ANALISE DA VARIACAO DO CORTISOL

Os valores de cortisol obtidos foram avaliados quanto ao coeficiente de
variagdo e a distribuicdo amostral para a determinagdo do teste estatistico.
Empregando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov dos dados demonstraram-se néo
paramétricos. Assim, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn's
Multiple Comparison (comparac¢des multiplas dos periodos na analise intragrupo). Foi
considerando intervalo de confianca de 95% e nivel de significAncia de 5% (p <0,05).

Os resultados das amostras individuais dos participantes foram apresentados
no grafico 1 abaixo. Ressalta-se que o participante COD 001 realizou somente a

coleta da primeira amostra de cortisol.

Grafico 1: Niveis de cortisol das amostras dos participantes (n=27)
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Fonte: Autoria propria.

A primeira medi¢do (12 amostra) foi considerada a basal, os dados foram
normalizados (com as demais amostras), sendo considerado apenas a variagéo, ou
seja, valor positivo (+) houve aumento do cortisol, negativo (-) diminuigdo. A
normalizagdo nesse caso é recomendada pois cada individuo € distinto. Portanto, a
variacao é considerada relevante e mais indicada nessa andlise. Foi observado uma
reducao do cortisol.

Quando comparadas todas as amostras de cortisol entre si (Tabela 5),
observou-se reducao significativa entre os valores da amostra 1 com a amostra 4. Na

analise do cortisol constatou-se que o maior valor médio ocorreu na primeira amostra
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(0,3058 + 0,1784), seguida da terceira (0,2009 * 0,2153), segunda (0,1868 + 0,1416),
e quarta (0,1800 £ 0,1456) amostras. Observou-se reducéo significativa (p = 0,01)
entre amostras 1 e 4 (Figura 15). Notou-se, também, que o protocolo de estresse
resultou em aumento do cortisol, valores nas amostras 3 e 4, embora este aumento
nao tenha sido estatisticamente significativo.

Embora o estimulo ao estresse fisico neste estudo possa ser considerado leve,
manifestacbes subclinicas foram evidenciadas nesta anélise que corroboram os
estudos cientificos cujo aumento de carga geradora de estresse produziu elevacdo

dos niveis de cortisol.

Tabela 5 - Anélise da média, desvio-padréo e erro-padréo das amostras de cortisol
dos participantes (n=27). (p <0,05)

Al A2 A3 A4 vpl2  Vp'3 vp't vp?d vp?t vpdt
Média 0,3058  0,1868  0,2009  0,1800
(mg/dl)
Desvio-
?ﬁg;ﬁg 0,1784 0,1416 0,2153 0,1456 50,05 0,05 *0,01 >0.05 0,05 0,05
Erro-
padrédo 0,03568 0,02832 0,04307 0,02855
(mg/dl)

Legenda: Al=Amostra 1, A2= Amostra 2; A3= Amostra 3; A4= Amostra 4; Vp'?= Valor de p entre
amostras 1 e 2; Vp'43= Valor de p entre amostras 1 e 3; Vp*“= Valor de p entre amostras 1 e 4; Vp?3=
Valor de p entre amostras 2 e 3; Vp?*= Valor de p entre amostras 2 e 4; Vp34== Valor de p entre
amostras 3 e 4.*=Significativo; p >0,05= N&o significativo.

Fonte: Autoria prépria

Figura 15 — Andlise do Cortisol Salivar.
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O estudo revelou reducdo nos niveis de cortisol entre a primeira e quarta
amostra de saliva; portanto, entre os estagios pré e pos-atividade. O protocolo de
esfor¢o fisico desenvolvido ndo foi suficiente para produzir resposta positiva no
aumento dos niveis de cortisol no organismo dos participantes, como seria esperado
conforme resposta fisioldgica do organismo diante de situacfes de estresse, neste
estudo, desencadeada pelo esfor¢o fisico. Quando comparados os niveis de cortisol
entre a primeira e quarta amostras, pode-se levantar a hipotese de que a baixa carga
de esforcgo fisico, somado ao periodo de tempo decorrido para a coleta da quarta
amostra pode ter gerado condicdes para o restabelecimento do estado de homeostase
dos participantes.

Contudo, a literatura destaca que as concentracdes de cortisol estao
relacionadas ao ritmo do ciclo circadiano e, assim, apresentam variagdes ao longo do
dia no organismo. Esse ciclo é representado por elevados niveis do hormonio cortisol
ao despertar, com gradual declinio até o periodo noturno (Juster et al. 2011,
Abouammoh et al., 2020).

Estudos apontam que o cortisol é considerado excelente biomarcador,
demonstrando uma relacdo positiva entre variagcbes normais da concentracdo do
cortisol e a presenca de doencas e distlrbios psiquicos. O estresse psicossocial,
cronico ou agudo, mesmo na forma subclinica, em que as manifestacées de estresse
ndo estdo evidentes, esta associado ao aumento nos niveis de cortisol (Mantella et
al., 2008; Hellhammer, et al., 2009). Isso porque, mesmo ndo havendo plena
elucidacao dos fatores relacionados, estudos comprovam mudancas dos niveis de
cortisol em decorréncia de alteracbes dos niveis de estresse (Abouammoh et al.,
2020).

5.3 ANALISE DAS MEDIDAS DE VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A partir das séries temporais de intervalos RR dos participantes, obtidas por
meio do Eletrocardiograma (ECG) e do frequencimetro Polar V800, durante os
estagios de repouso e pés-atividade, calculou-se a média e desvio padrao do intervalo
RR e da VFC (Tabela 6)
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Tabela 6 - Média e desvio padréo dos intervalos RR e VFC a partir de séries temporais
obtidas por meio de eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800

Eletrocardiograma Frequencimetro Polar V800
Variaveis Repouso Po6s- p valor Repouso Pdés-atividade p valor
atividade (p < 0,05) (p <0,05)
Média RR 0,84 £ 0,10 0,77 £ 0,09 0,0001 0,84 £0,10 0,76 £ 0,12 0,024
STD RR 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,01 0,497 0,04 + 0,02 0,04 £ 0,02 0,4276
Média VFC 72,63+9,00 78,64+09,27 0,0001 72,02+859 81,48+16,41 0,0185
STD VFC 4,08 +1,75 4,37 +1,78 0,5347 3,81+1,53 4,83 £4,83 0,554

Fonte: Autoria propria

De acordo com os dados presente na tabela 6, foi possivel identificar que
apenas as variaveis meédia dos intervalos RR (Média RR) e média da VFC (Média
VFC), apresentaram diferenca estatistica (p <0,05), a partir de séries temporais
obtidas por meio de eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800; enquanto
as variaveis desvio padréo dos intervalos RR (STD RR) e desvio padrdo da VFC (STD
VFC), das séries temporais de intervalos RR obtidas pelos mesmos recursos, ndo
apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05). Para todas as variaveis com diferenca
estatistica foram realizados o teste t pareado.

Observa-se que os resultados obtidos por meio do eletrocardiograma e do
frequencimetro polar V800 apresentaram diminuicdo da média dos intervalos RR e
aumento na média da VFC, quando comparados os estagios de repouso e pos-
atividade. Isso pode confirmar o comportamento do SNA em condicfes de estresse
fisico.

Considerando que a VFC, representa a variacao entre os intervalos R-R de
batimentos cardiacos, revelando, deste modo, o balanco autondmico entre o sistema
simpatico e parassimpatico, elevada VFC é indicativo de boa adaptacdo cardiaca;
enquanto, o contrario, a baixa VFC representa uma insuficiéncia na modulacdo
autonbmica cardiaca, sugerindo algum estado patoldgico (Vanderlei, et al., 2009;
Oliveira-Silva et al., 2016).

5.3.1 Métodos lineares

Para a andlise da VFC de séries temporais, obtidas por meio de

eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800, buscou-se analisar a resposta
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do SNA utilizando os métodos lineares de dominio de tempo e de dominio da
frequéncia. O método linear de dominio de tempo tem a finalidade de interpretar as
flutuacdes na duracdo dos ciclos cardiacos do ECG, por meio de célculos de indices
estatisticos do sinal (Clifford; Azuaje; Mcsharry, 2006), conforme descrito na tabela 7.

Tabela 7 - Valores médios, seguidos dos respectivos desvios padrdes, e valores de p
dos indices lineares calculados no dominio do tempo de séries temporais obtidas por
meio de eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800

Variaveis Eletrocardiograma Frequencimetro Polar V800

(ms) Repouso Pés-atividade p valor Repouso Pés-atividade p valor
RMSSD 0,03 + 0,01 0,02 £ 0,01 0,1253 0,03 + 0,02 0,02 + 0,02 0,0868
NN50 127,2+154,4 89,76 +132,0 0,1593 141,4 +184,3 106,0 £175,8 0,1697
pNN50 13,35+ 16,76 8,72 +£12,62 0,1653 15,94 + 22,01 10,99 + 18,62 0,1154
HRV_tri_ind 11,70 £ 4,36 10,97 £ 4,39 0,4728 11,94 + 4,66 10,77 £4,95 0,1476
TINN 0,21 + 0,08 0,22 + 0,09 0,8157 0,19 + 0,06 0,19 + 0,08 0,7242
SDANN 0,01 + 0,01 0,01 + 0,01 0,5157 0,009 +0,010 0,011+ 0,018 0,9298
SDNN_index 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,1744 0,042 + 0,02 0,034 +0,01 0,0679

Fonte: Autoria prépria

Neste estudo, os resultados nédo revelaram diferencas estatisticas significativas
(p > 0,05) em relacdo as variaveis analisadas quando comparados 0S recursos
utilizados para obtencéo dos sinais cardiacos.

Quanto as variaveis utilizadas para andlise, o RMSSD representa a raiz
quadrada da média dos quadrados das diferencas de sucessivos intervalos R-R, ou
seja, a média das diferencas entre RR adjacente. Esse parametro revela a atividade
do sistema nervoso parassimpatico e sinaliza as mudancas de intervalos RR
consecutivos. Outro parametro, o pPNN50 corresponde a porcentagem das diferencas
sucessivas entre os intervalos RR que séo maiores que 50 ms e, reflete a influéncia
parassimpatica do SNA. O SDNN representa o desvio padrédo de todos os intervalos
RR normais gravados em um intervalo de tempo, expressos em ms e o0 SDANN, o
desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais, a cada cinco minutos, com
intervalo de tempo em ms. Os indices SDNN e SDANN representam as atividades
simpatica e parassimpatica na VFC obtidas em registros de longa duracao, porém nao
permitem definir se as altera¢des sao resultantes do aumento do tbnus simpatico ou

da retirada vagal (Sa et al., 2013).



68

Em resumo, os resultados obtidos (tabela 7) ndo revelaram diferencas
estatisticas significativas quando analisados os valores médios, desvios padrbes, e
valores de p dos indices lineares calculados no dominio do tempo de séries temporais
obtidas por meio de eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar VV800.

Neumamm, Santos e Andrade (2011), destacaram que a atuacéo do SNA sobre
a FC varia em funcao do tempo e da intensidade do esforco fisico. Assim, a atividade
vagal predomina durante estigio de repouso, enquanto em estagio contrario, esta
sofre uma reducdo, seguida de aumento da atividade simpética. Assim, durante
exercicios de intensidade progressiva, estas alteracdes do SNA mostram-se mais
evidentes, uma vez que tanto o tempo de exposicao e a intensidade estdo aumentados
durante a atividade. Desse modo, os autores afirmam que, nas condi¢des de estresse,
a andlise da atividade autonémica por meio da VFC deve considerar o carater ndo
estacionario da série RR gerada. Tal condicdo exige a necessidade da aplicacdo de
técnicas de andlise tempo-frequéncia seguras para expressar a resposta de
transi¢cdes da VFC.

Quanto a analise da VFC, utilizando o método do dominio da frequéncia, os
parametros obtidos a partir de sinais cardiacos, estdo revelados por meio das

variaveis reunidas na tabela 8, a sequir:

Tabela 8- Variaveis de dominio de frequéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca

Dominio de frequéncia Unidade Descrigcdo
/Variaveis de
medida
HF pico Hz Frequéncia de pico da banda HF
VLF poténcia ms? Poténcias absoluta da banda VLF
VLF poténcia relativa % Poténcias relativa da banda VLF
VLF pico Hz Frequéncia de pico da banda VLF
LF poténcia ms? Poténcias absoluta da banda LF
LF pico Hz Frequéncia de pico da banda LF
LF poténcia relativa % Poténcias relativa da banda LF
LF Poténcia normalizada - Poténcias normalizada da banda LF
HF poténcia ms? Poténcias absoluta da banda HF
HF poténcia relativa % Poténcias relativa da banda HF
HF Poténcia normalizada - Poténcias normalizada da banda HF
LF_HF poténcia - Raz&o entre as poténcias da banda LF e HF
Poténcia total ms? Poténcia total da banda

Fonte: Zena, 2020 (Adaptado).

A partir do tratamento dos sinais cardiacos obtidos por meio do
eletrocardiografo e do frequencimetro polar V800, pode-se analisar o comportamento

das variaveis de analise da VFC, conforme descrito na tabela 9.
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Tabela 9: Valores médios, seguidos dos respectivos desvios padrdes, e valores de p
dos indices lineares calculados no dominio de frequéncia de séries temporais obtidas

por meio de eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800

Eletrocardiograma

Frequencimetro Polar V800

Variaveis

Repouso Po6s-atividade p valor Repouso Pés-atividade p valor
VLF pico 0,0065 £ 0,0058 0,0050 + 0,0055 0,1708 0,0058 + 0,0049 0,0049 £ 0,0055 0,3398
LF pico 0,0721 £0,0282 0,0747 +£0,0322 0,7606 0,0724 +0,0262 0,0722 £0,0302 0,9696
Welch.HF pico 0,2906 + 0,0502 0,2686 + 0,0708 0,1324 0,2898 + 0,0413 0,2676 £ 0,0719 0,2221
Welch.VLF pico 0,0009 + 0,0007 0,0008 + 0,0007 0,6694 0,0008 + 0,0007 0,0007 + 0,0008 0,3918
VLF pot. relativa 48,28 + 14,16 51,73+13,32 0,1426 48,36 £ 13,40 51,36 £ 16,30 0,3078
LF poténcia 0,0004 + 0,0004 0,0004 +0,0004 0,4847 0,0004 + 0,0004 0,0003 + 0,0003 0,3135
LF pot. relativa 24,35+ 10,00 27,02 +10,07 10,2022 22,47 +7,810 25,20+11,27 0,3713
LF pot. normal. 49,26 +19,84 56,98 +18,08 0,0247 46,33 + 20,27 54,49 +19,79 10,1949
HF poténcia 0,0005 + 0,0007 0,0004 +0,0006 0,2105 0,0006 + 0,0009 0,0004 + 0,0007 0,1696
HF pot. relativa 27,28 + 13,06 21,22 +10,37 0,0060 29,06 + 13,33 23,39+13,95 0,1867
HF pot. normal. 50,57 £ 19,75 42,96 + 18,07 0,0251 53,46 £ 20,14 45,41 +19,76 0,1985
LF_HF poténcia 1,674 + 2,359 2,232+2,682 0,1456 1,669 + 2,698 1,953 + 2,107 0,1276
Poténcia total 0,002 +0,0018 0,001 +£0,001 0,4040 0,002 + 0,002 0,001 +0,001 0,3198

Fonte: Autoria prépria

No presente estudo, ao analisar a VFC pelo método do dominio da frequéncia,
foi possivel identificar que somente as variaveis poténcias normalizadas da banda LF
(LF_power_nu), poténcias relativas da banda HF (HF_power _prc) e poténcias
normalizada da banda HF (HF_power_nu) apresentaram diferencas significativas (p <
0,05), conforme mostra a tabela 10 acima. Os resultados apontam para predominancia
da atividade simpatica em LF e parassimpatica em HF no estégio pds-atividade a partir
dos sinais obtidos por meio do eletrocardiograma.

A relacdo LF / HF apresentou média + desvio padrédo 1,8 + 2,4 no estagio de
repouso e 2,2 +2,7 na fase pés-atividade, a partir do sinal coletado por meio do
eletrocardiograma e 1,7 + 2,7, quando no repouso e 1,9 + 2,1, no pés-atividade, pelo
frequencimetro polar V800, mas valor de p-valor = 0,1456 e 0,1276, respectivamente,
no eletrocardiograma e frequencimetro, portanto, insignificante estatisticamente.

Geralmente, as medidas dos componentes espectrais sdo expressas em
valores absolutos de poténcia (ms?), sendo que os valores de HF e LF, também,
podem ser apresentados em unidades normalizadas/nu (normalized) correspondendo
ao valor de cada um em relagdo a poténcia total (total power — TP) menos o
componente de VLF (Rassi Jr, 2005).
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No estudo desenvolvido por Burr (2007), este afirma que os indices

variabilidade espectral da frequéncia cardiaca (VFC) normalizada (baixa
frequéncia/LF unidades normalizadas) e alta frequéncia/HF unidades normalizadas)
sdo usualmente aplicadas em estudos de pesquisa do sono para quantificar a

modulacdo dos ramos simpatico e parassimpatico do SNA.

5.3.2 Métodos nao - lineares

Segundo Roy e Ghatak (2013), os métodos ndo-lineares de anélise da VFC séo
aplicados para quantificar caracteristicas dos sinais cardiacos que ndo podem ser
identificadas através de métodos lineares. Os autores destacam que medidas néao
lineares sdo mais sensiveis quando comparadas com medidas lineares na detec¢éo
de mudancas sutis nas propriedades intrinsecas da dinamica da FC; isso porque as
medidas ndo-lineares foram desenvolvidas para quantificar propriedades qualitativas
da dindmica da frequéncia cardiaca e, ndo, quantitativas, como os dominios de tempo
e de frequéncia.

A Tabela 10, retne os resultados dos dados referentes aos parametros néo
lineares de andlise das séries temporais. Em virtude da dindmica nao linear do
coracdo, os parametros de dominio da frequéncia da VFC podem nao representar
sempre as caracteristicas nao-estacionarias do ECG. Desse modo, métodos néo-
lineares, como o plot de Poincaré, a Entropia Aproximada (ApEn), Entropia Amostral
(SampEn) e a Andlise das flutuacdes depuradas de tendéncias (DFA) representam

métodos mais apropriados para identificar padrées néo-lineares dos dados do ECG.

Tabela 10- Valores médios, seguidos dos respectivos desvios padrdes, e valores de
p dos parametros nao lineares de andlise das séries temporais obtidas por meio de
eletrocardiograma (ECG) e frequencimetro Polar V800

Eletrocardiograma Frequencimetro Polar V800

Variaveis Repouso Pés-atividade  p-valor Repouso Pdés-atividade p-valor
Poincare_SD1 0,023+0,013 0,019 +0,011 0,125 0,026 + 0,019 0,020 + 0,016 0,086
Poincare_SD2 0,058 +0,024 0,057 + 0,025 0,620 0,056 +0,024 0,054 + 0,025 0,488
ApEn 1,415+£0,190 1,348 £0,187 0,130 1,440 £ 0,197 1,343 £ 0,287 0,099
SampEn 1,579 £0,307 1,446 +0,265 0,019 1,646 £ 0,323 1,475 £ 0,375 0,071
DFA.a1 0,980 +0,308 1,099 + 0,256 0,028 0,941 + 0,326 1,039 + 0,2646 0,293
DFA.a2 0,955+0,136 0,940 + 0,146 0,6204 0,967 £0,129 0,972 + 0,144 0,912
RPA.Lmin 2,000 £ 0,00 2,000 £ 0,00 - 2,00+£0,0 2,000 +£0,0 -
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RPA.Lmax 391,8+259,3 551,3+317,4 0,0679 351,5%+291,0 571,2+317,8 0,019
RPA.Lmean 12,16 £3,826 13,52 + 3,581 0,0877 11,43 +3,80 16,77 + 20,07 0,080
RPA.DIV 0,0039+0,0032 0,002 £0,001 0,0663 0,005+ 0,004 0,0027 +0,0023 0,019
RPA.REC 0,328 + 0,076 0,365+ 0,057 0,0079 0,302 +0,079 0,357 + 0,063 0,018
RPA.DET 0,977 + 0,013 0,984 +0,009 0,0653 0,973 +0,015 0,982 + 0,010 0,042
RPA.ShanEn 3,247 +0,308 3,382+0,276 0,0166 3,166 +0,319 3,374 + 0,366 0,051

Fonte: Autoria propria

Os dados da Tabela 10 revelaram que ndo houve significancia estatistica em
SD1 e SD2 nos estagios de repouso e pos-atividade, tanto nos sinais obtidos por meio
do eletrocardiograma, p (SD1) = 0,125 e p (SD2) = 0,620, quanto pelo frequencimetro
polar V800 p (SD1) = 0,086 e p (SD2) = 0,488.

Considerando que, segundo Vanderlei et al., (2009) e Ciccone et al., (2017), os
indices SD1 caracterizam a variabilidade momentanea e sofrem influéncia,
principalmente, da atividade parassimpéatica do SNC, enquanto os indices SD2,
representam a variabilidade a longo prazo dos intervalos RR e refletem a influéncia
de ambos os tbnus simpatico e parassimpatico, nesse estudo, como ndo houve
alteracdo significativa nos indices de SD1 e SD2, nao foram verificadas respostas de
atividade simpatica e parassimpética significativas.

No entanto, os indices de SD1 e SD2 dos sinais cardiacos obtidos por meio do
eletrocardiograma e do frequencimetro, quando comparado os estagios de repouso e
pos-atividades, observou-se discreta diminuicdo nos estagios de pés atividade de
ambas as variaveis analisadas. Isso revela indicativos importantes, considerando que
a diminuicdo da atividade parassimpatica esta relacionada a ocorréncia de maior risco
de morbimortalidade por todas as causas (Thayer; Yamamoto; Brosschot, 2010).

Outro método para identificar padrdes ndo-lineares de sinais cardiacos, nesse
estudo obtidos por meio do ECG e frequencimetro polar V800, € a Entropia
Aproximada (ApEn). Esta esta relacionada, segundo Yentes et al., 2013, com o grau
de informacgdes contidas em uma série temporal, ao longo de um periodo.

Inicialmente, aplicado por Pincus (1991), para quantificagdo da complexidade
em dados de séries temporais clinicos, a partir da aplicabilidade em conjuntos de
dados considerados curtos e ruidosos.

Segundo Pincus e Viscarello (1992), elevados valores de ApEn, revelam
elevada complexidade do sistema e, portanto, maior variabilidade. Contudo, neste

estudo, ndo foi verificada significancia estatistica nos valores de p na ApEn
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comparando os estagios de atividade e pos-atividade na analise dos sinais cardiacos
obtidos por meio do eletrocardiégrafo e frequencimetro. No entanto, outros estudos
revelaram que a ApEn pode ser uma ferramenta ndo-linear util para analise de sinais
biolégicos na prética clinica (Anier et al., 2012; Yentes et al., 2013).

Sobre a Entropia Amostral (SampEn), esta foi, inicialmente, introduzida por
Richman e Moorman (2000) como forma de corrigir as deficiéncias resultantes dos
vieses encontrados nos algoritmos da ApEn e descrita como o logaritmo natural
negativo da probabilidade de que uma sequéncia de comprimento m de um sinal, x(n),
permaneca semelhante, dentro de uma determinada tolerancia, r, a sequéncia de
comprimento (m+ 1). Os autores revelaram que a Entropia Amostral pode
proporcionar uma melhor avaliagdo da regularidade da série temporal, sugerindo ser
uma técnica importante em estudos sobre a dindmica da fisiologia cardiovascular
humana.

Neste estudo, na tabela 11, a SampEn mostrou-se estatisticamente significante
(p = 0,019) na analise dos sinais biolégicos obtidos pelo eletrocardiégrafo; enquanto,
o contrario ocorreu no sinal obtido por meio do frequencimetro (p = 0,071). Outro dado
€ que a média e desvio padrao da SampEn tiveram valores diminuidos no estagio de
pos-atividade de ambos os recursos de obtencao dos sinais biolégicos.

SampEn e ApEn tem as mesmas caracteristicas, com a diferenca de que a
SampEn tem resultados mais consistentes. Ambas possibilitam avaliar o aumento da
entropia e considera-se que quanto maior o valor da entropia, mais irregular é a série
temporal. Assim como a ApEn, a SampEn é uma medida util para fenbmenos de baixa
dimensao (Silva, 2013).

A Analise das flutuacdes depuradas de tendéncias (DFA) é aplicada para
quantificar a presenca ou auséncia da propriedade de correlacéo fractal entre os
intervalos RR em uma série temporal e esta relacionada a caracteristica espectral do
comportamento frequéncia cardiaca. Em cada segmento, 0s expoentes de escala de
curto prazo (al), 4-11 batimentos, e de expoentes de escala de longo prazo (a2), >
11 batimentos, séo avaliados pela analise da DFA. A analise de DFA total quantifica
as propriedades fractais da série temporal. S&o classificados como comportamento
cadtico da frequéncia cardiaca quando os valores sdo proximos a 1,0; valores
préximos a 1,5 indicam linearidade e tendendo a 0,5, aleatoriedade (Fukuta et al.,
2003).
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Neste estudo, os valores médios de DFAa1 e DFAa2, estado proximos de 1,0
nos estagios de repouso e pos-atividade, na analise dos sinais cardiacos obtidos tanto
no eletrocardiograma, como no frequencimetro polar V800. Além disso, verificou-se
significancia estatistica (p = 0,028) em DFAa1, no sinal obtido no eletrocardiograma,

refletindo maior influéncia parassimpatica.

5.4 APLICACAO DA TECNICA LASER SPECKLE CONTRAST ANALYSIS (LASCA)

O uso do Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA) para analise do fluxo
sanguineo em uma variedade de tecidos humanos tem avancado nas pesquisas e
contribuido para o desenvolvimento de métodos mais simples, de menor custo e ndo
invasivos de monitoramento das condi¢cfes cardiovasculares de individuos na préatica
clinica. O uso do LASCA permite visualizar, facilmente, em tempo real, a
microcirculacdo em uma area em analise, sem a necessidade de interrupcdo do
procedimento, com rapidez e economia de tempo (Dunn, 2012).

Simultaneamente & coleta do video LASCA, sinais cardiacos foram por meio
do eletrocardiografo e frequencimetro Polar V800 permitindo a captacédo dos impulsos
elétricos do coracdo e deteccdo dos intervalos RR durante a execucdo do teste,
possibilitado a analise da VFC por este método.

Um algoritmo para andlise dos videos obtidos pela técnica LASCA foi
desenvolvido e implementado nesse trabalho. O fluxograma desse algoritmo esta

apresentado na figura 16.
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Figura 16 - Algoritmo de analise dos videos Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA)

para medi¢do da VFC

Video LASCA

Intensidade
Média

Carimbo de
tempo

Frequéncia
Cardiaca

Fonte: Autoria propria.
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Dentro da ROI a intensidade média do sinal foi computada em cada frame da
imagem, obtendo assim uma série temporal da variacdo do fluxo sanguineo devido a
pulsacdo de forma n&o-invasiva e sem contato (figura 17). A partir deste sinal, a
frequéncia cardiaca € medida e, em seguida, a VFC é computada pela variacdo da
frequéncia de intervalos de picos consecutivos. Assim a VFC foi obtida a partir da

analise da microcirculacdo na pele utilizado a técnica LASCA.

Figura 17 - Representacdo do padrao de pulsacao obtido a partir do video gerado na

andlise de area selecionada para aplicacdo do Laser Speckle Contrast Analysis
(LASCA)
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Fonte: Autoria prépria.

Os resultados da VFC foram processados seguindo os mesmos procedimentos

utilizado para analise do ECG. Os resultados desse processamento dos sinais estéo
reunidos na tabela 11.
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Tabela 11 - Medidas lineares e ndo-lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca e

aplicacdo da técnica do Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA)

Aplicacdo do Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA)

Variaveis Repouso Pés-atividade p-valor
mean_RR (ms) 862,3 £ 85,21 817,5+£ 92,05 0,0867
é std_RR (ms) 58,63 + 23,45 57,39 + 20,57 0,9918
e mean_HRYV (ms) 70,60 £ 6,866 74,67 £ 8,118 0,0676
-8 std_HRV (ms) 4,895 + 1,959 5,213 +£1,874 0,4642
;E RMSSD (ms) 67,74 £ 25,16 64,68 £ 22,46 0,7182
E NN50 339,7 £138,4 331,2+£151,2 0,0001
e PNN50 (%) 35,97 £ 15,98 33,42 £ 15,57 0,5773
VLF_pico (Hz) 0,0083 + 0,0081 0,0042 + 0,0055 0,0063
LF_pico (Hz) 0,0792 £ 0,0379 0,0817 = 0,0293 0,4504
HF_pico (Hz) 0,2677+ 0,0582 0,2357 £ 0,0731 0,0989
-g VLF_poténcia (ms?) 1008 + 958,0 899,3 +727,0 0,8771
§ VLF_p. relativa (%) 33,87 + 10,36 33,86 + 10,31 0,9987
i'j LF_poténcia (ms?) 812,1+935,3 766,5 + 730,5 0,7966
‘= LF_p. relativa (%) 24,45 + 5,859 26,20 + 6,498 0,3249
g LF_p._normalizada 36,97 + 6,698 39,48 + 6,645 0,1722
E  HF_poténcia (ms?) 1188 + 1093 1080 * 952,0 0,7182
§ HF_p. relativa (%) 41,43 + 7,847 39,68 + 7,225 0,403
HF_p._normalizada 62,66 + 6,676 60,12 £ 6,579 0,1652
LF_HF_poténcia 0,607 £0,175 0,675 £ 0,180 0,162
Poténcia total (ms?) 3015 + 2893 2752 £ 474,4 0,9589
o Poincare_SD1 (ms) 47,93 +17,80 45,76 + 15,89 0,7182
‘®  Poincare_SD2 (ms) 67,35 + 28,57 66,82 + 24,86 0,8771
3 g ApEn 1,474 +0,1053 1,447 +0,1390 0,439
“E’ .GE) SampEn 1,567 + 0,2386 1,531 £ 0,3025 0,6434
‘g ~— DFA.a1 0,7103 + 0,0842 0,719 + 0,719 0,6391
o DFA.a2 0,8165 £ 0,1306 0,748 £ 0,091 0,0506

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os dados presente na tabela 11, foi possivel observar que as

variaveis, no dominio de tempo, média dos intervalos RR (mean RR) e desvio padréao

de intervalos RR (std_RR) tiveram discreta diminuicdo; em contrapartida, a média

(mean HRV) e desvio padrao (std_HRV) da VFC apresentaram ligeiro aumento,

gquando comparados 0s estagios de repouso e poOs-atividade. Isso aponta para a

influéncia do sistema parassimpatico como mecanismo de manutencdo da

homeostase e, portanto, indicativo de boa adaptagédo cardiaca. Contudo, nenhuma

dessas variaveis mostraram valor de p-valor com significancia estatistica. Ressalta-se
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gue apenas a variavel intervalos RR adjacentes com diferenca de duracdo maior que
50 ms (NN50) apresentou valor de p-valor estatisticamente significante (p = 0,0001).

A avaliagdo da VFC tem sido um recurso auxiliar utilizado com objetivo de
diagnosticar desordens fisicas e psicolégicas. Em medicina do esporte, por exemplo,
€ geralmente utilizada para avaliar as adaptacdes relacionadas com treinamento de
resisténcia (Tulppo., et al, 2003).

A pratica regular de atividade fisica tem se mostrado um fator de incremento no
tbnus vagal devido as adaptaces fisioldégicas ocorridas pelo aumento do trabalho
cardiaco. Assim, a elevacdo da modulacdo parassimpéatica € responsavel por uma
estabilidade elétrica do coracao, ao passo que a atividade simpatica elevada aumenta
a vulnerabilidade do coracdo e o risco de eventos cardiovasculares (Novais et al.,
2004; Brunetto et al., 2005).

Em condicbes de maior demanda de aporte de oxigénio, durante o esforco
fisico, por exemplo, o organismo responde com aumento do fluxo sanguineo
pulmonar, vasodilatacdo coronariana, vasodilatagdo dos musculos esqueléticos,
levando ao aumento do fluxo sanguineo para a pele. Isso resulta em aumento na
perfusdo periférica equivalente a velocidade dos movimentos dos elementos do
sangue.

No dominio da frequéncia, ndo foram encontrados valores de p estatisticamente
significativos, exceto para a variavel poténcia VLF (p = 0,0063), conforme mostra
tabela 11.

Os resultados tenderam para predominancia de atividade simpatica em LF e
parassimpatica em HF no estagio pés-atividade a partir dos sinais obtidos.

Quanto aos parametros nao lineares, os dados da tabela 11 revelaram que nao
houve significAncia estatistica em SD1 e SD2, nos estagios de repouso e pés-
atividade, p = 0,7182 e p = 0,8771, respectivamente; e, por isso, ndo foram verificadas
respostas de atividade simpética e parassimpatica significativas. No entanto, de
acordo com a analise dos indices de SD1 e SD2, quando comparado os estagios de
repouso e poés-atividades, observou-se discreta diminuicdo nos estagios de pos
atividade de ambas as variaveis analisadas. Isso aponta para indicativos importantes,
considerando que a diminui¢do da atividade parassimpatica esta relacionada a risco
de morbimortalidade, por todas as causas, aumentado (Thayer; Yamamoto;
Brosschot, 2010).
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Em relacéo a Entropia Aproximada (ApEn) e a Entropia Amostral (SampEn), os
resultados apresentaram-se, praticamente, sem variacoes do estagio de repouso para
pés-atividade. Semelhante resultado, em relacdo a andlise das flutuagdes depuradas
de tendéncias (DFA), os valores de p de DFAa1 e DFAa2 n&o mostraram significancia
estatistica (p = 0,6391 e p = 0,0506), respectivamente.

Os valores de VFC obtidos pela técnica LASCA foram comparados com o sinal
adquirido pelo ECG (figura 18).

Figura 18- Histograma comparativo da variabilidade da frequéncia cardiaca obtida
pelo eletrocardiograma e técnica LASCA
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se que os valores de VFC obtidos pelo método LASCA apresentam
uma distribuicdo mais larga em comparacdo com o resultado obtido pelo método
referéncia (eletrocardiograma). Além disso, o histograma apresenta alguns intervalos
igualmente espacados que ndo possuem contagens, o que pode estar relacionado
com a diferenga na taxa de aquisi¢éo do sinal

No entanto, o método desenvolvido apresentou resultado consistente tanto na
obtencéo da pulsacéo quanto da VFC, mas ainda apontando para a necessidade de

mais estudos utilizando esta técnica.
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5.5 CORRELACAO ENTRE APLICACAO DA TECNICA DO LASER SPECKLE
CONTRAST ANALYSIS (LASCA) E OS METODOS CONVENCIONAIS DE ANALISE
DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA.

Os dados foram avaliados quanto ao coeficiente de variacdo e a distribuicéo
amostral para a determinacdo do teste estatistico. Realizou-se a andlise estatistica
com o emprego do programa GraphpadPrism V, GraphPad Software, California, USA,
empregando-se o teste de Shapiro-Wilk (normality test) e, para a andlise da
distribuicdo dos dados, posteriormente, foi utilizado o teste de Spearmann (rS) para
analise das correlacbes entre variaveis quantitativas e/ou qualitativas. Foi
considerando intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia de 5% (p <0,05).

A comparagao entre os métodos de analise LASCA e convencionais de VFC,
(tabela 11), ressalta a sensibilidade aprimorada do LASCA na deteccéo de variacdes
sutis na autondmica funcdo. Os métodos lineares convencionais, embora Uteis, muitas
vezes nao conseguem capturar os aspectos complexos e néo lineares. A capacidade
da LASCA de fornecer insights detalhados nessas intera¢des o torna uma ferramenta
valiosa para avaliacdo de estresse e outras aplicacdes.

Desse modo, a aplicabilidade da técnica LASCA na avaliacdo do estresse
mostrou-se comprovada, neste estudo, corroborando outros estudos que revelaram
potencialidades da aplicacdo da técnica LASCA na analise de outros processos
fisiolégicos, como a atividade microvascular e fluxo sanguineo no organismo (Heeman
et al., 2019; Pion et al., 2021).

Além disso, as alteracBes observadas no sistema renina-angiotensina-
aldosterona, termorregulacéo e tbnus vasomotor periférico destacam o amplo impacto
fisioldgico do protocolo de estresse. Estas alteracdes apoiam ainda mais a utilidade
do LASCA no fornecimento de uma avaliacdo abrangente das respostas fisioldgicas
ao estresse.

Sendo assim, este estudo demonstrou a eficacia da técnica LASCA em capturar
mudancas detalhadas na VFC que ndo sdo discerniveis através de metodos
convencionais. A capacidade de detectar respostas autonémicas sutis ao estresse
ressalta o potencial do LASCA para aplicacfes clinicas e de pesquisa avancadas.

Estudos futuros devem explorar a aplicacdo de LASCA em varios cenarios de
estresse e condicdes clinicas para validar ainda mais sua utilidade e melhorar nossa

compreensdo da regulacdo autondmica. A integracdo do LASCA com analises
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convencionais de VFC proporciona uma experiéncia mais imagem completa das
respostas autondmicas ao exercicio fisico e ao estresse, oferecendo uma visao
robusta estrutura para pesquisas futuras e pratica clinica. Ao aproveitar os pontos
fortes de ambos os métodos linear e métodos néo lineares, podemos alcangar uma
compreensao mais profunda dos mecanismos complexos VFC subjacente e suas

implicacdes para a saude e a doenca.
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6 CONCLUSAO

A técnica Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA) representa uma tecnologia
que tem crescido no campo das pesquisas como uma ferramenta Optica inovadora de
baixo custo, facil aplicacdo, ndo invasiva e com resultado imediato, por meio de
imagens em tempo real, capaz de analisar as condi¢des da microcirculacéo periférica
do organismo. Neste estudo, a técnica LASCA foi aplicada para analisar as alteracdes
fisiologicas que indicam estado de estresse induzido por esforgo fisico. Para isso foi
desenvolvido e implementado um algoritmo de andlise dos videos LASCA produzidos
para a determinacdo da frequéncia cardiaca e da Variabilidade da Frequéncia
Cardiaca (VFC) a partir da comparagédo com sinais cardiacos produzidos por meio do
eletrocardiograma e frequencimetro polar. Com a analise do video produzido a partir
da técnica optica LASCA foi possivel obter um perfil da pulsagéo para calculo da VFC.
Em comparacdo com os resultados alcancados pelo ECG e frequencimetro Polar
V800, os valores de VFC obtidos pelo método LASCA apresentaram equivaléncia com
as técnicas convencionais. O método desenvolvido revelou-se como um método
promissor para identificar de forma ndo-invasiva e sem contato resultado consistente
tanto na obtenc¢éo da pulsacédo quanto da VFC. Sendo assim, este estudo demonstrou
a eficacia da técnica LASCA em capturar mudancas detalhadas na VFC que ndo sao
discerniveis através de métodos convencionais. A capacidade de detectar respostas
autondmicas sutis ao estresse ressalta o potencial do LASCA para aplicacdes clinicas
e de pesquisa avancadas. Contudo, o estudo teve algumas limitacbes como a
dificuldade em obter a anuéncia dos participantes para o desenvolvimento do
protocolo de coleta de dados em virtude do periodo da pandemia da Covid 19. Além
disso, a ampliacdo do tempo de exposicao ao estimulo gerador de estresse podera
proporcionar resultados mais consistentes. Para finalizar, estudos futuros devem
explorar a aplicacdo da técnica LASCA em varios cenarios de estresse e condigdes
clinicas para validar, ainda mais, a aplicabilidade do método e ampliar a compreenséo

da regulacao autonémica.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,
RG/CPF: , estou sendo convidado(a) a participar do estudo “
ASSOCIACAO ENTRE FATORES DE RISCOS CARDIOVASCULARES E
SITUACOES DE ESTRESSE EM JOVENS ADULTOS’ da pesquisadora responsavel
Laurita dos Santos, com o objetivo de analisar a associacdo entre estresse com 0s
fatores de riscos cardiovasculares em jovens adultos submetidos a esfor¢o cardiaco
para compreensdo como o corpo dos jovens responder a atividade de andar na esteira
por aproximadamente 15 minutos. A minha participacédo no referido estudo sera no
sentido de responder um questionario sobre minhas medidas como peso, altura,
circunferéncia da barriga e estilo de vida, também, sera coletado sinal cardiaco em
trés momentos diferentes: 15 m8nutos em repouso, deitado em uma maca com
barriga para cima, 15 minutos durante a atividade de andar na esteira ergométrica —
para monitorizacdo dos meus sinais vitais e mais 15 minutos em repouso apos 10
minutos de descanso do andar sobre a esteira. Também, serdo solicitadas amostras
saliva, do qual fui devidamente instruido e serei eu mesmo o0 responsavel pelo
manuseio e coleta, cabendo apenas a entrega do tubo com algoddo que foi me
entregue. Ao todo serdo quatro coletas de saliva: pela manha, ao acordar, em jejum
(este tubo ja foi previamente entregue pela pesquisadora, pela manha durante o
primeiro periodo de repouso, a terceira coleta no periodo apds a atividade na esteira
e a ultima passado duas horas de atividade na esteira. E que serei informado dos
resultados sobre a andlise da saliva, que serdo encaminhadas para andlise em
laboratorio, recebendo uma copia dos resultados da andlise do cortisol as saliva. O
protocolo total devera ocorrer em torno de 1h30min sendo realizado no Laboratério de
Processamento de Sinais da Universidade Brasil, Campus Itaquera.

Fui informado(a) de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns
beneficios, tais como: avaliar a relacdo entre as medidas de peso, altura,
circunferéncia e os riscos cardiovasculares, bem como a informacao posterior do
cortisol presente na saliva, associado a fatores de estresse, além do beneficio de
compreensao dessa relacdo para a comunidade cientifica. Recebi, por outro lado, os
esclarecimentos sobre possiveis desconfortos e riscos decorrentes do estudo como:
desconforto para posicionamento dos eletrodos sobre a pele para a coleta do sinal
cardiaco. Para minimizar nas jovens, o procedimento serd realizado por uma
pesquisadora, sanando as duvidas e possiveis desconforto, além de terem sido
alertada de que poderia estar usando um top de ginastica (sem a presenca de metal).
Que durante a coleta em repouso poderei ser coberto com um avental, para que me
sinta mais confortavel. Para que ndo perca aulas, o protocolo podera ser agendado
em uma manha na qual ndo tenha aula. Em relacdo a coleta de saliva, para reducéo
de desconforto e minha seguranca, eu mesmo recebi as instru¢des corretas de coleta,
gue poderei fazer no banheiro, apenas devolvendo o tudo com algodéo devidamente
fechado para que seja conservado em geladeira até envio ao laboratério de analise.
O pesquisador recebera o material sempre com protecao de luvas e o acondicionara
em saquinhos plastico devidamente etiquetados na frente do participante para envio
ao laboratorio. Também, fui avisado que receberei toda assisténcia inclusive em caso
de encerramento ou interrupcdo da pesquisa. Fui informado(a), também, que
conforme Resolucbes do Conselho Nacional de Saude serédo aplicadas as garantias
previstas de assisténcia integral, gratuita e pelo tempo que for necessario e direito de
solicitacdo de indenizacdo por danos decorrentes da pesquisa, cujo merito sera
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julgado em sua instancia adequada, conforme a Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens
. 2° 1IV.3.c, V.6 e V.7. Fui informado que n&o terei gastos para participar desta
pesquisa; meu transporte e alimentacéo (e do acompanhante), se necessario, serao
de responsabilidade dos participantes.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, serdo
mantidos sob sigilo, sendo assegurado total anonimato destes pelos pesquisadores
(Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens 111.2i e IV.3.e). Também, fui informado(a) de
gue posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer
mo9mento, sem precisar justificar e por desejar sair da pesquisa, nao sofrerei
qualquer prejuizo. Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sédo: Laurita
dos Santos, Carla R. Tim (CREFITO-3/ 115317-F) e com eles poderei manter contatos
pelos telefones (12) 988238876. E garantido ao participante o livre acesso a todas as
informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo, conforme Resolugdo CNS
466 de 2012, itens V.3 e IV.4. Tendo sido orientado(a) quanto ao teor de todo o aqui
mencionado e compreendido a natureza, objetivo e procedimentos do estudo,
manifesto meu livre consentimento em participar. Estou ciente de que ndo ha nenhum
valor econdmico, a receber ou pagar, por minha participacao.

Caso eu aceite participar, rubricarei cada pagina deste termo, apresentado em
duas vias, e assinarei ao final juntamente com o pesquisador responsavel ou pelas
pessoas por ele delegadas, indicando meu consentimento em patrticipar da pesquisa
(Resolucao CNS n466 de 2012, item 1V.5d), das quais uma via me seré entregue. Em
caso de reclamacdo ou qualquer tipo de denulncia sobre este estudo devo ligar para
o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Brasil (11) 4858-9224 sediado a Rua
Carolina Fonseca, 235, Jd Santana, SP — Capital ou mandar um e-mail para
comité.etica.sp@universidadebrasil.edu.br

Séo Paulo, de de 20 .

Pela assinatura abaixo declaro minha anuéncia em participar da pesquisa.

Participante da pesquisa

Eu, responsavel pela pesquisa acima, declaro que cumprirei todas as normas vigentes
na Resolucdo CNS 466 de 2012 , continas nos itens IV.3 e IV.4.

Pesquisador responsavel


mailto:comitê.etica.sp@universidadebrasil.edu.br
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APENDICE B — Anamnese
I- RISCO CARDIOVASCULAR E ESTRESSE

Data: Cddigo do participante:

Nome: CPF:

Telefone de contato: E-mail:

Idade: Peso: Altura: IMC:
Endereco:

ETAPA 0 — Coleta da saliva da manha ao acordar — Horario:

ETAPA 1 — Repouso inicial: preencher o questionario

Horério de coleta das medidas:
Variavel Medidal Medida2 Medida3 Média de afericbes
Temperatura
Presséo arterial
Oxigénio
Circunferéncia Abdominal:
Circunferéncia do quadril:
Horario da 2 coleta de saliva:
Horério do inicio do sinal cardiaco: Tempo de duracdo da coleta:

ETAPA 2 — Protocolo da esteira:

Horario de inicio do protocolo:
Término:
Tempo Velocidade Inclinacdo Observacdes durante o processo

ETAPA 3 — Retorno ao repouso

Quanto tempo de repouso apos finalizar a esteira:
Horario de inicio da coleta da etapa 3
Variavel Medidal Medida2 Medida3 Média de afericbes
Temperatura
Presséo arterial
Oxigénio

Horario da 3 coleta de saliva:
Horério do inicio do sinal cardiaco: Tempo de duracgéo da coleta:

ETAPA 4: Coleta de saliva ap6s 2 horas - finalizar o protocolo
Horario:




94

Il - DADOS SOCIODEMOGRAFICOS, HABITOS DE VIDA, CONDICOES DE SAUDE E
ANTECEDENTES

1. Sexo: [ ] Feminino [ ] Masculino

2. ldade (anos completo): Data de Nascimento: [ :

3. Cor (auto referida): [ ]Branca [ [ Negra [ JAmarela [ ]JParda [ ] Nao informar
4. Situacdo conjugal: [ ] Solteiro(a) [ ] Casado(a) / Unido estavel [ ] Divorciado(a) /

Separado(a) [ ] Viavo(a)

Tem filhos: [ 1 Sim[ ] Ndo. Se sim (tem filhos), guantos?

Nivel de formacdo: [ ] Graduacdo [ ] P6s-graduacao

Vocé exerce atividade remunerada? [ ] Sim [ ] Nao

Se sim, qual a sua ocupacao?

. Renda média mensal:

[ ] Menos de 1 salario minimo [ ] De 1 a 2 salarios minimos [ ] De 2 a 4 salarios minimos

[ ] De 4 a 6 salarios minimos [ ] De 6 a 10 salarios minimos [ ] Acima de 10 salarios

10. Vocé fuma, atualmente? [ ] Sim [ ] Nao

11. Se sim, aproximadamente, quantos cigarros fuma por dia?

12. Qual a idade que vocé comecou a fuma diariamente?

13. Ja experimentou alguma bebida alcéolica? [ ] Sim [ ] Nao

14. Se sim, com idade (anos) experimentou a primeira vez?

15. Vocé faz uso de alcool?[ ]Sim [ ] Nao

16. Se vocé faz uso de alcool, com que frequéncia? [ ] Raramente [ ] De vez em quando

[ ] Regularmente

17.Vocé tem hipertensao arterial (pressado alta)? [ ]Sim [ ] Nao [ ] Nao seiinformar

18.Vocé tem hipertenséo arterial (pressdo alta)? [ ] Sim [ ]N&o [ ] Nao sei informar

19.Se sim, faz uso de medicacao? [ ] Sim, qual? [ ] Nao

20.Adiciona sal a suas comidas a mesa? [ ] Nunca [ ] Quando a comida ndo esta salgada
o suficiente [ ] sempre, mesmo antes de prova-la.

21.Na sua familia, ha caso(s) de pessoa(s) com hipertenséao arterial?

©|0No|01

Sim, quem? [ ]Ndo [ ] Né&o seiinformar
22.Vocé tem diabetes (aclcar no sangue)? [ ]Sim [ ]Ndo [ ] Nao seiinformar
23. Se sim, faz uso de medicacdo? [ ] Sim, qual? [ ] Néo
24.Na sua familia, ha caso(s) de pessoa(s) com diabetes?
Sim, quem? [ ]Nado [ ] N&o seiinformar

25.Vocé tem alguma das condi¢Bes de saude descritas abaixo?

[ ] Hipoteroidismo [ ] Hipertireoidismo [ ] Problema cardiovascular [ ] Asma [ ] Outra
26.Na sua familia, ha caso(s) de Acidente Vascular Cerebral (AVC)? [ ] Sim [ ] Néo

[ ] N&o sei informar

27.Vocé fez avaliagdo médica nos ultimos 12 meses? [ ] Sim [ ] Nao [ ] Nao sei
informar

28.Vocé verificou sua pressao arterial nos ultimos 12 meses? [ ] Sim [ ] Ndo [ ] N&o sei
informar

29.Vocé verificou seu nivel de colesterol nos dltimos 12 meses? [ ] Sim [ [Nado [ ]
N&o sei informar

30.Vocé seu nivel de agucar nos ultimos 12 meses? [ ] Sim [ [N&o [ ] N&o sei informar
31.Em média, quantas horas de sono vocé dorme por noite?

32.Vocé pratica exercicio fisico? [ ] Sim [ ] N&o

33.Se sim, com que frequéncia vocé pratica exercicio fisico? [ ] As vezes [ ] Duas ou trés
vezes por semana [ ] Diariamente.
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ANEXO A: Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE BRASIL W

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEFP
DADCGE DO PROJETC DE FESEUISA
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E:ITLIH.';I.‘.}EE OE ESTRESEE EM JOWVENEZ ADULTCOS
Pecquilecador: LAURITA DO SANTOS
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CAAE: 44555421 . 7.0000 5252
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TRATA-ZE DE ANALISE DE REZFOSTA AD PARECER PENDENTE N® £.652.930 EMITIDD FELD CEF
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Segue a lista de Inadequaples:

1) ExplicEar o recrutamento dos respordentes dos guestiondrios. Como serd feita & abordagem?
Agendamento prévio com o5 alunos?

REEFOAETA: Agradecemos pela obsermacio = aienpbo ao projein. Para compiementar & defrar mais claro a
quesiio do recutamenio, o seguinte texio fol adiclonado ra s==pho *4 2 Populsplo = Amosiar,

O recrutamento dos parficipanies de esiudo ocoererd de Torma previaments agendada conforme a
disponiblidade dos mesmos. & contaby iniclal = aboniagem @A a pesquisa coormerd alraeds 9o conviie e
da E!ﬂ:lll:ﬂ;h dos objetos da pesguilss para o5 alunos, na Qual & proponenie == desioca ab® & sala onde as
aulas =silo cooemendo. Caso essa abordagem imiclal ocorma mo momenio em g as aulas =siko remoda,
havera confaio prévio com o professor responsdyel, Com consenimenio prévio da Ellrl:i,'.En do Campus pam
qQue possamos ber acesso ads akumos. Fam @l a proponents =siard disponivel pars =star na saka vifbeal (o
pres=ncial) com os alunos, Tarendo 0 convibe & disponibilidade para tirar davidas. Cads paricipanie (de
acordo com of orEdros de Inchuslo) serdo convidados a agerdares um hordio mo Laborabirio & receberio
as Instnugles Inicias relacionadas a0 profoocio, Inclindo sxpilcs(fio sobre 0 uso de vestmenta confordved &
prafica de atividade Tisica. Tods abordagem de convEe com 05 alumcs serd realbadas oo a al..l:-uﬂ:.u;-.'-u oo
professor da sala, assim como corsentimenin do Dinefor do Campus.

Andlse: Alendida.

Conglderaplec Finalc a oribério do CEP:

Ressatase= que cabe &0 pesquisador responsdvel encaminhar o relatiios pardals = Tinal da pesquilss, por
melo da Flixiaforma Brasl, via n-:tr"lca-;-.'-:- dio Hpo “relabdrio” para gue sejam desidamenbe aprecliadas no
CEP, conforme Normma Opemacional CHE n® 001/13, Hem X1.2.d.

Ects parscsr fol slaborado bacsado moc dooumsantoc abalko relsslonados:
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Cordmals 5 Parssss 47504040

Tipo Documenio Arqukso Poziagem Audor ERuacio
informaciles Baskcas | PE_INFORMALOES_BABICAE_DC_P CEAOSHIZ Areio
do Firoehs ROJETS 1716795 patf 15:3£4:45
Cfros Carta_respaoeks pf MOS0 | LAUSRITA OS2 Areho
158:33:38 SANTCE

Frojeio Defalhado ! | projeto_CEF_reconskderacao . pdf S0 | LAUSITA DODS Areho

Erochura 19:33:22 SANTCE

Inveshgador

Cafros s carka_Em. 12032021 |LAURITA D02 Areto
12:24:04 SANTCE

Curos aites Clhyodis_Carsalho.pd? 1832031 |LAURITA CO3 Ar=to
1223359 SANTOE

Cafros lames Salia_pgranato_gomes pdf 12032021 | LAURITA D02 Areto
12:23:24 SANT D

Curos Al _lcara_damanres_sousa.pdl 12032021 | LAURITA D03 Ar=ibo
12:23:06 SANTCE

Cufros ames maroeio_masgr_amaralpaf 12032021 |LAURITA DS Areho

22231 SANTOE

Culros e |aurta_dos_sanios. ot 123202 | LAURITA D03 Ao
12:21:53 SANTCE

Cfros Questionano_CEP.pds 12022021 |LAURITA 002 Areho
12:13:48 SANTCSE

TCLE ! Termaos de fcie. paf 12m32021 | LAURITA DS Areho

Assenimento 7 12:09:E5 SANTOE

Jurstificativa d=

Aprsincia

Declaragdo de Carta_de_anuenca_assinads pdf 12032021 | LAURITA D03 Aozt

InsStulgio = 12088 | SANTOE

Infasstruiurs

Folha die Rosho Folhadernsioassing da. pd 12032021 |LAURITA DS Areho
12:08:05 SANTCE

THuagdo do Farsoer:

Apcnaco
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e

A0 PAULD, 20 de Malko de 2021

Appinzdo por:

DANIEL 3CHUZA FERREIRA MAGALHAES
{Coordsnadoria))
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