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"A diferenca entre o possivel e o impossivel esta na

vontade humana." (Louis Pasteur)
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CARACTERIZACAO DAS FLUTUAGOES DO SINAL LASER DOPPLER DO
FLUXO MICROVASCULAR

Melissa S. Folgosi-Corréa
RESUMO

O sinal de fluxo cutéaneo obtido via fluxometria Laser Doppler (SFLD) tem flutuagcdes de
baixas frequéncias que estdo relacionadas a mecanismos de controle do fluxo
microvascular. Analises espectrais, via transformada de Fourier e transformada de
wavelet, tém sido usadas para correlacionar as flutuagbes de SFLD com os seguintes
mecanismos de controle de fluxo: metabdlico, metabdlico NO-dependente, neurogénico e
miogénico, nos respectivos intervalos de frequéncia 0,005-0,0095 Hz, 0,0095-0,02 Hz,
0,02-0,05 Hz e 0,05-0,15 Hz. A poténcia do sinal, em cada intervalo de frequéncia,
geralmente é usada como uma medida da atividade do mecanismo de controle
microvascular relacionado. Uma vez que os métodos usados de analise sdo espectrais,
as caracteristicas das flutuacdes do SFLD, em cada intervalo de frequéncia, no dominio
do tempo sdo desconhecidas. Como consequéncia, ha auséncia de critérios objetivos
para medir adequadamente, em cada intervalo de frequéncia, os parametros
hemodindmicos relacionados. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e quantificar
flutuacdes temporais, espaciais e espaco-temporais do SFLD em cada faixa de
frequéncia, usando um método no dominio do tempo. Os fluxos basais (32°C) e
termicamente estimulados a (42°C) das regides volares de antebragos de 20 voluntarios
saudaveis foram coletados em duas regides proximas e analisados. As analises dos
dados obtidos indicam que janelas temporais pequenas (1 minuto) sdo aceitaveis para a
quantificagdo do fluxo médio, e que janelas temporais maiores s&o necessarios para
quantificar as flutuagcbes de fluxo. A analise espaco-temporal revelou uma forte
correlagdo entre sinais (em todas as bandas, exceto na banda B5) das duas regides
investigadas, durante longos intervalos de tempo, quando as duas regides estudadas
foram termicamente estimuladas, e menor variabilidade intragrupo quando comparada a
obtida para os valores médios das flutuagbes, sugerindo que o intervalo de tempo de
correlacdo € um parametro promissor para estudar mecanismos de controle do fluxo
microvascular.
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CHARACTERIZATION OF LASER DOPPLER SIGNAL FLUCTUATIONS IN
MICROVASCULAR FLOW

Melissa S. Folgosi-Corréa

ABSTRACT

The laser Doppler flow signal from the skin (LDFS) has low-frequency fluctuations which
are related to microvascular mechanisms of flow control. The Fourier and the wavelet
spectral analysis has been used to correlate fluctuations in the LDFS with the metabolic,
metabolic NO-dependent, neurogenic and myogenic mechanisms of control in the
frequency intervals 0.005-0.0095 Hz, 0.0095-0.02 Hz, 0.02-0.05 Hz and 0.05-0.15 Hz,
respectively. The signal power, in each frequency interval, is generally used as a measure
of the activity of the related mechanism of microvascular control. Since spectral analysis
methods have been used, the time-domain characteristics of the fluctuations in the LDFS
in each frequency interval are unknown. As a consequence, there is a lack of objective
criteria to properly measure, in each frequency interval, the related hemodynamic
parameters. The aim of this work was characterizing and quantifying temporal, spatial and
spatial-temporal fluctuations in the LDFS in each frequency band, using a time-domain
method. Baseline (32°C) and thermally stimulated (42°C) LDFS of volar forearms from 20
healthy volunteers were collected from two close regions and analyzed. The data obtained
indicate that short-time windows (1 minute) are acceptable for quantifying the mean flow,
and that larger time-windows are needed for quantifying the flow fluctuations. The spatial-
temporal analysis revealed strong correlations between signals (all bands, except B5)
from the two investigated regions, during large time intervals when thermally stimulated,
and lower intragroup variability than the ones obtained for the mean values of fluctuations,
suggesting that the time interval of correlation is a promising parameter for studying
mechanisms of microvascular flow control.
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1. INTRODUGCAO

O sistema microvascular €& responsavel por varios processos
biologicos, incluindo trocas gasosas, suprimento de nutrientes, transporte de
horménios e de células de defesa, retirada de metabdlitos e controle da

temperatura corpérea’. 2.

O fluxo microvascular pode apresentar valores aproximadamente
constantes durante varios minutos. E responde a varios estimulos, aumentando
ou diminuindo consideravelmente seu valor médio. Os estimulos ocorrem
constantemente e podem ser decorrentes de variagdes da pressdo sanguinea ou

de temperatura e, dentre outros, de injurias.

Quando a musculatura lisa que envolve os microvasos nao esta
ativa, os vasos respondem passivamente as diferencas de pressao transmural: o
diametro aumenta ou diminui em face do aumento ou da diminuicido da pressao
sanguinea. Mas, quando os musculos estdo funcionais, as arteriolas possuem a
capacidade de responder ativamente a mudancas na pressdao transmural: o
didmetro diminui quando a pressdo transmural aumenta (vasoconstricdo) e
aumenta quando a pressao transmural diminui (vasodilatagdo). Desta forma, ao
contrario do comportamento passivo, a relacdo entre pressdo e diametro é
inversamente proporcional. Tal mecanismo de regulagem é conhecido como
miogénico, que é importante na manutencdo do fluxo microvascular 3. Outros
mecanismos ativos de controle, além do mecénico, que induzem alteracbes no

estado contratil da musculatura lisa dos microvasos, sao o neural e o metabdlicos.

A avaliagdo do estado funcional microcirculatério tem sido alvo de
intensa pesquisa* %6789 Nos estudos realizados identifica-se que o controle
ativo € composto por modulacdes do tbnus vascular, resultando no relaxamento
ou contracdo da musculatura lisa que envolve os vasos. Participam do controle
ativo o endotélio (lamina interna dos vasos), a enervagédo e a musculatura lisa que

circunda os vasos#* 5 10,



No entanto, a capacidade de controle e resposta a estimulos pode
estar alterada em face de uma série de disfun¢cdes ou habitos comuns (ex.,
diabetes e o uso crénico do tabaco). Assim, € de interesse o entendimento dos

processos fisiologicos e fisiopatoldgicos que ocorrem no plexo microvascular.

A Fluxometria Laser Doppler (FLD) tem sido amplamente utilizada
com o proposito de analisar os processos fisiologicos e fisiopatoldgicos que
ocorrem no plexo microvascular. Sobretudo, por ser uma técnica nao invasiva,
nao destrutiva e que permite o monitoramento do fluxo microvascular em tempo

real.

A FLD mede uma quantidade (F) proporcional ao fluxo sanguineo
na regido a qual o instrumento é sensivel (aproximadamente 1mm?3)"!*, portanto,
proporcional a perfusdo sanguinea no volume estudado’2. Uma vez que o fluxo
microvascular varia no tempo, a quantidade (F) também apresenta variagdes

temporais.

A quantidade (F) média durante um intervalo de tempo, derivada do
fluxo medido na pele intacta, tem sido usada na avaliacdo da capacidade de
resposta microvascular a um estimulo destinado a provocar vasodilatagdo no fluxo
cutdneo (ex., estresse térmico, farmacos vasoativos, hiperemia reativa®). A
comparagdo do fluxo médio antes e depois do estimulo é um indicador da

integridade da resposta microvascular 3.

O fluxo microvascular, medido via FLD, apresenta um valor médio
positivo, diferente de zero (valor constante). Modulando a fragdo constante, o fluxo
microvascular (nos vasos com maiores calibres) é pulsatil, seguindo as diferengas
de pressdao macro-circulatérias. O fluxo apresenta ainda pequenas variagoes
ciclicas (oscilagdes) decorrentes de processos de regulagem do fluxo, conhecidos
por vasomotilidade. Tem sido observado que as flutuagdes ciclicas apresentam

periodos distintos (e frequéncias distintas), segundo suas origens.

Por meio de ferramentas matematicas correntes (analise espectral)
foram identificadas seis faixas de frequéncias, em torno de 0,008 Hz; 0,01 Hz;

0,04 Hz; 0,1 Hz; 0,3 Hz e 1 Hz, cujas origens sdo conhecidas: i) metabdlica



dependente do endotélio; ii) metabdlica e NO-dependente do endotélio; iii)
neurogénica; iv) miogénica; v) respiratéria e; vi) cardiaca, respectivamente™. A
identificagdo dessas bandas espectrais foi efetuada inicialmente através da
transformada de Fourier e depois pela transformada de wavelet — que é,

atualmente, € o método mais comum de analise da vasomotilidade.

Tem sido demonstrado que a amplitude das flutuagdes que ocorrem
na faixa de frequéncia em torno de 0,01 Hz é um parametro microvascular que
discrimina disfuncdes endoteliais, mesmo quando uma alteracdo mensuravel do
fluxo (F) a um estimulo vasodilatador n&o é identificada; sugerindo, assim, que a
vasomotilidade detecte precocemente alteracdes endoteliais>. Embora estes
resultados sejam relevantes, ainda ha poucos trabalhos na literatura, e esses
estudos somente demonstram que é possivel diferenciar um grupo de individuos
com respostas (vasodilatadoras a estimulos) normais de um grupo de individuos
com respostas alteradas. A capacidade de um determinado teste (estimulo-
resposta) discriminar individuos (ao invés de grupos de individuos) cujas
respostas sejam normais e alteradas ainda é inexplorada na literatura relacionada

e de interesse no diagnédstico de disfungdes microvasculares.

A capacidade de um teste discriminar grupos de individuos (ou de
discriminar individuos) pode ser objetivamente medida, usando varios métodos
conhecidos. Contudo, sem recorrer a métodos especificos de medicao,
geralmente a capacidade de discriminagcdo de um teste aumenta quando a

variabilidade do parametro discriminante diminui.

Os parametros discriminantes mais frequentemente usados séo:
fluxo médio medido (F) ou parcelas de energia (E) das flutuagdes do fluxo (ou
quantidades relacionadas com a energia: poténcia e amplitude). A quantidade (E)
€ proporcional a energia da parcela oscilante do fluxo na banda espectral

considerada.

O fluxo medido via FLD varia no tempo e no espaco. As variagdes
temporais decorrem das diferencas de pressdo arterial e dos mecanismos de

controle 8. O fluxo medido via FLD também varia espacialmente, mesmo em



regides proximas em um mesmo individuo, face as variagbes morfologicas do
plexo microvascular cutaneo 7. Portanto, a varidncia de uma quantidade (E) ou
(F), quando medida em um grupo de individuos, € fungdo das variabilidades: i)
temporal; ii) espacial e; iii) inter-individuos. Assim, quanto menor a variéncia das
quantidades (E) ou (F), decorrente da variabilidade temporal, maior a capacidade

de discriminagao de um teste.

Embora seja conhecido que o fluxo (F) medido varie entre
individuos e até entre sitios préximos de um mesmo individuo, a variabilidade
temporal de (F) tem sido somente qualitativamente descrita na literatura®. Nao
foram encontrados estudos quantitativos ou qualitativos sobre a variabilidade
temporal da quantidade (E), talvez pela razdo da analise espectral ndo ser
adequada a analise temporal. Como consequéncia relevante, o intervalo de tempo
(T) usado para computar o valor médio de (F) tem sido arbitrariamente escolhido.
Como exemplo, intervalos entre 20 s ' e 600s'© tém sido usados.
Semelhantemente, o intervalo de tempo em que a quantidade (E) € computada
tem sido definido de forma arbitraria, variando entre 1 minuto® até 30 minutos'.
Contudo, tem sido observado que as quantidades (F) e (E) variam vastamente em
intervalos relativamente curtos de tempo. Assim, acredita-se ser importante
caracterizar a variabilidade temporal das quantidades (F) e (E) e estabelecer
critérios objetivos de quantificacdo de seus valores médios. Espera-se que a
variancia dessas quantidades possa ser conhecida, controlada e diminuida,

aumentando, assim, a sensibilidade da técnica.



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar, in vivo, as variagbes
temporais, espaciais e espago-temporais de sinais de fluxo sanguineo cutaneo
(medidos via Fluxometria Laser Doppler) em faixas espectrais segundo suas
origens (cardiaca, respiratoria, miogénica, neurogénica e metabdlica) e propor
critérios objetivos de quantificacdo de parametros hemodinamicos de interesse ao

estudo e diagnostico de disfungées microvasculares.



3. REVISAO DE LITERATURA

Para a melhor compreensao deste estudo serdo sucintamente
delineados os aspectos morfoldgicos e funcionais da microcirculagdo, incluindo os
mecanismos de controle conhecidos e, por fim, sera apresentada uma sintese
das aplicagdes da Fluxometria Laser Doppler no estudo do fluxo sanguineo

cutaneo incluindo as limitacdes da técnica.

3.1. Microcirculagao

A microcirculagdo compreende a circulagdo do sangue nos vasos
de menores calibres do corpo — nas arteriolas, capilares e vénulas com diametros
menores de 100um" 20— isto é, a circulagdo do sangue nos capilares através de

arteriolas (entrada) e vénulas (saida).

A microcirculagio consiste em uma unidade morfolégica e funcional
do sistema cardiovascular, tendo como funcao vital o transporte de nutrientes para
as células a distancia, bem como a troca de produtos residuais com os tecidos
circundantes para suprir as necessidades corporais de oxigénio, de nutrientes e
remover produtos de excre¢cdo. A microcirculagdo apresenta também funcdes
hemodinamicas especificas, com a finalidade de adequar as demandas
especificas de cada tecido ou 6rgdo. Seguem as definicbes das principais

estruturas microvasculares:
0.0.1. As estruturas microvasculares

Sao compreendidas como estruturas funcionais da microcirculacéao,

0s seguintes segmentos , ilustrados na FIG. 3.1:

* Arteriolas: sao as menores divisdes do sistema arterial e atuam como
valvulas de controle pelas quais o sangue entra nos capilares. Esses
vasos variam entre 5-100um de didmetro e sdo inervados por fibras
nervosas nao mielinizadas. Tém paredes revestidas por uma camada

adventicia fina. Apresentam um revestimento endotelial e muscular liso



resistente, o qual pode contrair ou relaxar, permitindo, assim, alterar o
fluxo sanguineo de acordo com a necessidade de cada tecido. As
arteriolas dao origens aos capilares e as metarteriolas. As arteriolas, por
apresentarem um raio pequeno, oferecem maior resisténcia ao fluxo

sanguineo e regulam o fluxo regional para o leito capilar 20- 21,

Metarteriolas ou Arteriolas terminais: sao vasos que ligam as
arteriolas e as vénulas diretamente. As metarteriolas apresentam
diametros entre 10 a 20um e n&o sdo revestidas por tecido muscular liso,
mas apresentam fibras de musculo liso rodeando o vaso em pontos
intermitentes. No ponto em que os verdadeiros capilares se originam das
metarteriolas recobertas por fibras de musculo liso, encontram-se os
esfincteres pré-capilares, os quais podem, face a contracdo da fibra
muscular, abrir e fechar a entrada do capilar. Os esfincteres capilares
apresentam alto tdbnus miogénico e sdo muito sensiveis as alteragbes

metabolicas locais 2021,

Capilares: Sao vasos que variam de 5 a 10um de didmetro. Suas
paredes sdo compostas exclusivamente por uma Unica camada de células
endoteliais mais ou menos fenestradas, o que os tornam altamente
permeaveis a agua e a diversas substancias moleculares, o que permite
que se assegure rapidas trocas de fluidos, gases, nutrientes, horménios,
metabdlitos e produtos de excregao celulares entre o plasma sanguineo e
os tecidos. Os capilares ramificam-se de uma arteriola ou de uma
metarteriola, que se encontra entre uma arteriola e uma vénula. Os
capilares, devido a simplicidade de sua organizagdo, ndo possuem
vasomotricidade capaz de realizar vasoconstricdo ou dilatagdo, sendo o
fluxo capilar regulado pela abertura e fechamento dos esfincteres pré-

capilares?'.



* Anastomoses arteriovenosas: sdo vasos curtos e retos ou
espirulados e longos, com didmetros entre 20-40um. Apresentam uma
espessa camada muscular, ricamente inervada por nervos colinérgicos e
com agao vasodilatadora — a qual € muito importante na termorregulagéo e
na manutencdo da pressdo arterial. Essas anastomoses arteriovenosas
(AAV) comunicam uma arteriola diretamente com uma vénula. Esses
vasos sdo encontrados em regides especificas, como, por exemplo, nas
pontas dos dedos, nas palmas das maos, nas solas dos pés, nas orelhas,

na ponta do nariz e nos labios?.

* Vénulas: sao pequenos vasos, cujos didmetros variam de 10-50um,
responsaveis por colherem o sangue dos capilares. As vénulas como as
arteriolas possuem trés camadas de tecido; porém, mais finas -
especialmente a camada média. A pressao nelas € mais baixa do que nas
arteriolas. As veias atuam como condutoras para o transporte do sangue
dos tecidos até o coracdo, mas, de forma igualmente importante, servem
como reserva fundamental do sangue. As veias tém um calibre muito
maior do que as artérias, sendo seu fluxo muito mais lento. As vénulas
devolvem ao corag¢do o sangue contra a gravidade e, por isso tém valvulas
que fomentam o fluxo de retorno venoso ao coragao?’

Fluxo sanguineo
A ol

e 2 -
e % 1A
— ‘\‘_\\m »-\Al‘l -

Arteriola
Curto-circuito AV

Figura 3.1: Desenho esquematico da microcirculgdo. As estruturas circulares na arteriola e na vénula
representam as fibras de musculo liso e as linhas sélidas ramificadas representam fibras nervosas simpaticas. As

setas indicam a direcédo do fluxo sanguineo. Adaptado de Berne et al., 2004 21



0.0.2. Microcirculagdo cutanea

A pele tem um sistema microvascular complexo, envolvido na
realizacdo de duas grandes fungdes 22: a) manutengao do débito sanguineo para
nutrigdo, participando das trocas metabdlicas entre o sangue e os tecidos (agéo
logo-regional), esta funcdo predomina nas regides cutaneas reconhecidas como
nutritivas; b) manutencéo e regulagdo do débito sanguineo para manter o tecido
termorregulado (acdo sistémica) - tal fungdo predomina nas areas
termorregulatérias da pele, as quais sdo ricas em anastomoses arteriolovenulares
ou arteriovenosas (AAV).

A funcéo principal da microcirculagdo cutanea é a manutencao de
uma temperatura corporal constante — 85% do fluxo sanguineo na microcirculagéo
da pele é responsavel pela termorregulagdo, enquanto que o restante
corresponde a atividade nutricional 2. Assim, o fluxo sanguineo da pele sofre
amplas flutuacdes de acordo com as necessidades de diminuigcdo ou aumento da
temperatura da camada cutdnea em razio das variagdes da temperatura corporal

interna ou das provindas do ambiente externo.

A pele é constituida, anatomicamente, por duas camadas: epiderme
e derme. A epiderme é a camada mais externa, constituida por uma camada de
queratina com espessura entre 40-50 ym, e é livre de vasos sanguineos. As
regides sujeitas a maior atrito (como, por exemplo, palmas das maos e pés) tém
uma camada mais espessa (conhecida como pele glabra, por ndo possuirem

pelos), e, no entanto, a camada epidérmica atinge uma espessura de 200-400um

23

A derme é um tecido conjuntivo que sustenta a epiderme,
constituido por elementos fibrilares, como o colageno e a elastina e outros
elementos da matriz extracelular. A derme é subdividida em duas camadas: a
camada papilar em contato com a epiderme, formada por tecido conjuntivo frouxo,
e a camada reticular, constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde
predominam as fibras colagenosas. E na derme que se localizam os vasos
linfaticos, 0os nervos e os 0rgaos sensoriais a eles associados e, também, os

vasos sanguineos que nutrem a epiderme.
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Na regido da derme se verifica uma grande quantidade de
capilares, os quais surgem das papilas da derme e retornam para as subpapilares
do plexo venoso. E, em uma profundidade entre 0,04 e 0,27 mm da superficie da
pele, verifica-se a presenca de algas capilares, com comprimento entre 0,2 e 0,4

mm e didmetro médio de 10 ym 23, conforme se pode observar na FIG. 3.2.

oo

= Algas capilares
Arteriolas
Vénulas

Figura 3.2: Esquema da estrutura vascular da pele adaptado de Nilsson, et a/.23

3.1.3. Hemodinamica

Para a compreensdo do fluxo sanguineo e suas variagdes, o
sistema circulatorio pode ser comparado a um tubo contendo um liquido, sujeito
as leis da Fisica para poder se movimentar. O fluxo sanguineo refere-se ao
volume de sangue que é deslocado na luz do vaso, em relagdo a um dado
intervalo de tempo, sendo expresso em unidade de volume por tempo (e.g.,

mm?3/s) 2425,

O fluxo em um vaso sanguineo € proporcional ao gradiente de
pressao (AP) ao longo do vaso. A relagdo entre o fluxo sanguineo e a pressao

pode convenientemente ser expressa em termos da resisténcia vascular (R):

R =AP/F (1)
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O fluxo é diretamente proporcional a diferenca de pressdao e a quarta
poténcia do raio do tubo, e inversamente proporcional ao comprimento (1) do tubo
e a viscosidade (n) do fluido?* 25, podendo ser expresso na seguinte forma (lei de

Poiseuille):

Assim, quanto maior a diferenca de pressao entre as extremidades,
maior sera o fluxo; ja que o aumento da viscosidade e o comprimento do tubo
colaboram para a diminuicdo do fluxo. Contudo, quando se trata de controle do
fluxo, o elemento de maior relevancia desta equacdo € o raio do tubo estar
elevado a quarta poténcia — posto que, se for dobrado o raio do tubo, o fluxo
aumentara em 16 vezes seu valor original, mantendo-se constante a diferenga de

pressao (AP).

3.2. Mecanismos de controle do fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo em uma regido varia de acordo com as suas
necessidades fisiologicas e, de forma relativa, com a pressdo de perfusdo. A
regulagem do fluxo sanguineo € produzida pela autorregulagdo central, regional
e/ou local. Aparentemente os trés sistemas de controle se acoplam ou
interpenetram para, em razdo de perturbagdes, gerar o efetivo controle 2. Sao

sistemas de controle do fluxo sanguineo:

1) Controle intrinseco ou local — Quando os tecidos regulam o fluxo
sanguineo local de acordo com suas necessidades. Tal mecanismo pode

ser dividido em duas etapas:

a) Controle a longo prazo: quando ocorrem alteragbes lentas no fluxo

sanguineo — isto é, quando tais alteragbes ocorrem em periodos de dias,
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semanas ou mesmo meses. Esse mecanismo esta correlacionado as
alteragbes de grau de vascularizagdo de um determinado tecido. Isto €, o
numero de vasos pode aumentar ou diminuir em razdo de determinadas
alteragcdes em um tecido ou em relagdo ao tempo de exposicdo deste a
condicdes metabodlicas especificas (como, por exemplo, quando o
metabolismo em um dado tecido € aumentado por um periodo prolongado,
verifica-se o aumento da vascularizagdo, e; quando o metabolismo
diminui, por um periodo prolongado, observa-se uma diminuigdo daquela

vascularizagéo)??.

b) Controle agudo: quando ocorrem rapidas alteragdes no controle do fluxo
para manter as necessidades adequadas do tecido local. Esse controle se
da através da dilatacdo ou constricdo das arteriolas, metarteriolas e

esfincter pré-capilares em minutos ou até mesmo em poucos segundos?2.

No controle local agudo do fluxo sanguineo € possivel ainda,

ocorrer alguns mecanismos especificos de controle, como, por exemplo:

+ Mecanismo miogénico - E caracterizado pela capacidade da
musculatura lisa se contrair em resposta a um aumento da pressao
transmural (diferenga entre a pressao interna e externa do vaso) e relaxar-
se quando essa pressao diminui. Portanto, se a pressao interna do vaso
aumenta, a tendéncia é reduzir o didmetro desse vaso, ocorrendo assim

uma autorregulagéo do fluxo sanguineo 22.

« Mecanismo metabdlico — E determinado pelo aumento da atividade
metabdlica do tecido. Por exemplo, uma inadequada quantidade de
suprimento de oxigénio (o2) favorecera a formagdo de metabdlitos
vasodilatadores, os quais atuardo sobre a musculatura lisa do esfincter
pré-capilar, da arteriola e metarteriola, relaxando-os e fazendo com que

se aumente o fluxo nessa regido 22.
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Mecanismo de regulagcdo mediado pelo endotélio — O endotélio é
uma fonte importante de substdncias que provocam a contracdo ou
relaxamento da musculatura lisa vascular, as quais podem ser liberadas
pelo endotélio em decorréncia de um aumento na forga de cisalhamento
provocado por um aumento de fluxo. Uma substdncia que exerce uma
grande influéncia na vasodilatacdo € o oOxido nitrico (NO) — o qual é
formado nas células endoteliais a partir do substrato da L-arginina pela
acdo da enzima NO-sintetase (e-NOS). A difusdo do NO para células
vasculares lisas € a mediadora ou a responsavel pelo seu efeito relaxador.
Desse modo, quando o endotélio ¢é estimulado por substancias
vasodilatadoras, como, por exemplo, a acetilcolina, o NO ¢é liberado,

provocando, desta forma, uma vasodilatagao 22.

2) Controle extrinseco ou neural — Esse controle, na maioria dos
tecidos, esta relacionado com fungdes globais, tais como: redistribuicdo do
fluxo sanguineo para diferentes partes do corpo, aumento da frequéncia e
da contratilidade cardiaca e, especialmente, ajuste rapido da presséao

arterial.

Nas regides glabras da pele, os vasos sdo somente
inervados por fibras nervosas do sistema nervoso simpatico e conduzem
elevado numero de fibras vasoconstritoras e poucas vasodilatadoras. Essa
distribuicdo é maior em alguns tecidos do que em outros, em especial na
pele, no intestino e no rim, e; menos acentuado no musculo esquelético e
no cérebro. Essas fibras sdo do tipo adrenérgicas. Portanto, liberam
noradrenalina e produzem vasoconstricdo. Em regides nao glabras, os
vasos sao inervados por dois ramos do sistema nervoso simpatico: nervos

noradrenérgicos vasoconstritores e nervos colinérgicos vasodilatadores 6.

3) Controle humoral — O mecanismo de controle humoral é definido
pela regulagdo do fluxo sanguineo por substéncias secretadas ou
absorvidas (como, por exemplo, horménios, substancias vasoativas, entre

outros). Os hormdnios e as substancias vasoativas apresentam agao sobre
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o sistema circulatorio e participam dos mecanismos de regulagéao do fluxo,
quer separadamente ou em colaboragdo com o sistema nervoso. Algumas
destas substancias sdo produzidas em determinadas glandulas e séo
liberadas no sangue, que as transporta pelo corpo todo. Outras sao
geradas na regides de tecido em resposta a condigdes locais ou séo
liberadas por nervos excitados. Entre as substancias mais importantes que
atuam com controle humoral no sistema circulatério encontram-se:
substancias vasoconstritoras (Norepinefrina e Epinefrina, Angisotensina,
Vasopressina e Endotelina) e substancias vasodilatadoras (Bradicinina,
Histamina e Prostaglandina). A Histamina esta armazenada nos granulos

dos mastocitos, dos basofilos e plaquetas?2.

3.3. Técnicas de estudo da microcirculagéao

Diferentes técnicas vém sendo utilizadas ao longo dos anos para
analisar o fluxo microvascular, tais como: estudo de cortes histologicos, injegdo de
microesferas fluorescentes ou radioativas, taxa de respiracdo tecidual e
observagao direta no microscépio (microscopia intravital). Porém, essas técnicas
possuem limitagdes por serem invasivas e destrutivas, permitindo desta maneira
uma unica observacéo do fluxo sanguineo; sendo, geralmente, aplicaveis somente
em modelos animais. No entanto, ha uma grande variedade de métodos n&o-
invasivos para investigar a microcirculagdo da pele, tais como: técnicas que
permitem apenas a visualizacdo dos microvasos — como, por exemplo: video
capilaroscopia, tomografia por coerénca optica (OCT) e imagem por ressonancia
magnética (MRI); técnicas que medem fluxo sanguineo — como, por exemplo: a
Fluxometria /aser Doppler (FLD), Laser Doppler imaging (LDI) e a

Fotopletismografia 4.

A Fluxometria Laser Doppler, também conhecida por “single poinft’,
permite a medicdo do fluxo em tempo real, de forma continua e em um
determinado ponto. Enquanto que a Laser Doppler imaging é caracterizada por

um sistema de imagem do fluxo, onde um feixe laser colimado varre uma regiao
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entre poucos milimetros quadrados (mm?2) até fragdes de metros quadrados (m?) e
um sistema o6ptico remoto de colecao detecta a radiacdo espalhada® — tal técnica
requer um tempo maior para digitalizar a imagem do fluxo (entre 1 a 5 minutos,
dependendo da area e resolugdo), o que dificulta realizagcbes de medidas em
tempo real#, limitando o uso da técnica no estudo de variagdes rapidas de fluxo;
entretanto, cabe ressaltar que se compreende que os sistemas de imagem em

tempo real poderao ser viaveis em um futuro préximo °.

E, tendo sido a Fluxometria Laser Doppler a técnica utilizada neste
estudo, compreende-se que, para melhor compreensdo desta, deve ser
apresentada uma breve revisdo dos seus principios de funcionamento, de suas
caracteristicas e, também, da aplicacdo desta para detectar disfuncdes

microcirculatérias. Consideragdes que serao realizadas no tdpico seguinte.

3.4. Fluxometria Laser Doppler

Em 1842, o matematico, fisico e astrbnomo austriaco Johann
Christian Andreas Doppler descreveu teoricamente pela primeira vez o principio
de quando uma onda € emitida ou refletida por um objeto que esta em movimento
em relagcdo ao observador que estda em repouso, ou parado. Descreveu, assim,
que a referida onda sofre uma perturbagéo, gerando, por conseguinte, um desvio
em frequéncia proporcional a velocidade do alvo. Esta € conhecida como efeito
Doppler — o qual representa a alteracdo da frequéncia percebida pelo observador
em virtude do movimento relativo (aproximacdo ou afastamento) entre fonte e

observador.

Baseada neste principio foi desenvolvida a Fluxometria Laser
Doppler (irradiagdo do tecido bioldgico interrogado, normalmente usando-se um
laser de baixa poténcia — entre TmW a 3mW), a qual possibilita medir, de forma
nao invasiva, variagdes sensiveis de parédmetros hemodindmicos de
microvascularizagdo (tais como: fluxo sanguineo, velocidade de fluxo e

concentragdo das hemacias contidas em um dado volume) em vasos sanguineos
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com diametros entre 4um a 100um ' (capilares, vénulas e arteriolas) contidos em
um pequeno volume de tecido. Nos tecidos moles, o fluxémetro Laser Doppler é
sensivel a uma profundidade de aproximadamente 1mm e a um volume de 1-

1.5mm3.

Segundo Humeau et al. 2, em 1972, Riva et al. foram os primeiros
a relatar medidas de fluxo microvascular através do efeito Doppler. Em 1975,
Stern 26 sugeriu que a perfusao tecidual, ao contrario do fluxo em um vaso unico,

pode ser medida com a técnica FDL.

3.4.1. Principios de funcionamento

Os fluxbmetros Laser Doppler servem para medir fluxo sanguineo
(F), velocidade (V) e concentragdo (C) das hemacias. Tais medi¢cbes sao
indicadas em unidades arbitrarias (UA), posto que o volume irradiado geralmente

nao pode ser conhecido.

Quando um determinado volume de tecido € irradiado por um
Laser, verifica-se que parcela da radiacdo transmitida € espalhada tanto pelos
tecidos estaticos quanto pelas células sanguineas. A radiacdo espalhada pelas
hemacias sofre um desvio de frequéncia (efeito Doppler) proporcional as suas
velocidades. Uma parcela da radiacdo retro-espalhada, tanto pelas hemacias
quanto pelos tecidos estaticos, € coletada e guiada por outra fibra &ptica
(posicionada proxima a que irradia, conforme ilustra a FIG. 3.3), até um detector

no instrumento, o qual gera um sinal de fotocorrente.

O sinal de fotocorrente contém uma parcela de corrente constante
(CC) proporcional a intensidade da radiacdo retro-espalhada e uma corrente
variante (sinal Doppler) que contém as informacgdes sobre a microcirculagado

sanguinea.
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Figura 3.3: Esquema de operagdo da FLD , mostrando as fibras dpticas e a profundidade de penetragéo da luz

que o aparelho é sensivel 27

O fluxdbmetro Laser Doppler é sensivel a pequenos deslocamentos,
da ordem de 0,1mm/s. Assim, para evitar que os movimentos involuntarios do
paciente (respiracao e contragoes da musculatura) interfiram significativamente

nas medicoes, torna-se necessaria a fixacdo mecanica da sonda sensora.

Os fluxémetros /aser Doppler indicam uma quantidade de fluxo (F)
calculada a partir do primeiro momento do espectro de poténcia do sinal Doppler,

conforme demonstra a expressao matematica (3) 28:
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I rsnar

F (Icc)?

— ruido (3)

onde F é o fluxo medido, kK € uma constante que € dependente do instrumento,
S(f) € a densidade espectral de poténcia da parcela da corrente variante (CV),
sendo fi e f2 a faixa de frequéncias que restringe o sinal Doppler (banda Doppler),
Icc é a parcela relacionada a corrente constante (CC) que é relativo a porcao da

poténcia total da radiacdo retro-espalhada 2°.

O primeiro momento do espectro de poténcia do sinal Doppler é
normalizado pela parcela de corrente constante da fotocorrente, com a finalidade
de corrigir as variagdes da intensidade da radiacéo retro-espalhada, decorrentes
das variagcoes da intensidade do /aser, das diferencas da cor do tecido e do
angulo de irradiagdo. A frequéncia f; normalmente € fixada entre 20 a 250Hz,
tendo como finalidade minimizar as varia¢des intensas da parcela CV (n&o é sinal
Doppler), decorrentes das variagbes dos caminhos o6pticos da radiagdo retro-
espalhada em fungdo do ciclo cardiaco (efeito pletismografo). A frequéncia f2
restringe a banda Doppler em seu limite superior, geralmente em 3kHz, 15kHz ou
22kHz. A parcela ruido refere-se a parcela de ruido do sinal Doppler, proveniente

do préprio circuito eletronico do aparelho e do Laser®.

Alguns equipamentos permitem a escolha da banda Doppler, a qual
pode ser fixada em 3 kHz para medir velocidades de até 1mm/s, em 15 kHz para
medir velocidades de até 7mm/s e em 22,5 kHz para medir velocidade acima de
10 mm/s. Quando a velocidade de fluxo € baixa (resultando baixos deslocamentos
em frequéncia), limitar a banda Doppler em 3 kHz ou 15 kHz melhora a relagdo

entre o sinal de fluxo e o ruido.

3.4.2. Fluxometria Laser Doppler na pele - aplicagdes e limitagdes

A Fluxometria Laser Doppler (FLD) tem sido aplicada em diversas
areas da medicina, como, por exemplo, na reumatologia, na angiologia, na

dermatologia, na cirurgia plastica e, dentre outras, na endocrinologia. Essa técnica
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também tem sido largamente utilizada para estudar o fluxo cutaneo, pois acredita-
se que a funcdo microvascular cutdnea espelha o estado da microcirculagdo em
outros leitos microvasculares, incluindo o musculo cardiaco®. Dada a relevancia e
interesse desta ultima aplicacao da FLD, existe vasta literatura sobre métodos de
estimulo-resposta uteis no estudo da fungdo microvascular, assim como sobre as

principais limitagdes da técnica, cuja sintese é apresentada na sequéncia.

A- Variabilidade do fluxo

A FLD apresenta vantagens em relacdo as demais técnicas, tais
como ser nao invasiva e apresentar uma aplicagao simples?, possibilitando medir
variagdes do fluxo microvascular de maneira continua e em tempo real. Por outro
lado, a técnica apresenta, também, algumas limitagdes. Além das limitagdes ja
anteriormente apontadas (ndo mede valores absolutos e apresenta elevada
variabilidade intraindividuos e interindividuos) o fluxo também apresenta
variabilidade postural, por diferencas de idade, temporal e espacial 303!, Também
tem sido relatado a ocorréncia de variagdes espaciais (quando medidas regides
préximas em um mesmo individuo) e de variagbes temporais (variagbes entre
minimos e maximos, quando uma regido € continuamente monitorada em um

intervalo de tempo)’.

Assim o fluxo médio medido via FLD é um parametro que apresenta
uma variabilidade grande. Em raz&o disto, tem sido comum o uso de métodos

destinados a minimizar a variabilidade.

A normalizagdo do valor médio do fluxo durante o estimulo pelo
valor médio do fluxo basal tem sido usada para minimizar a variabilidade'032, A
normalizagcdo dos valores de fluxo medido em uma regido de estudo, usando
como referéncia o fluxo medido em um sitio sadio proximo ao interrogado,

também tem sido sugerido para minimizar a variabilidade 33.

A normalizagdo do fluxo medido pela pressdo sanguinea media é
outro recurso usado para minimizar a variabilidade. Uma vez que a razao entre

fluxo e pressdo tem dimensao de condutancia vascular (reciproco de resisténcia
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vascular), o parametro resultante tem sido denominado condutancia vascular

cutanea (CVC)3 .

B- Estimulos vasodilatadores

Tem sido verificado que a capacidade de vasodilatagdo (que é uma
resposta a estimulos, tais como: alteracdo da pressao tissular local, infecgdes,
estresse térmico) pode estar alterada em uma fragdo significativa da populagao

(ex., em fumantes cronicos e diabéticos).

Uma técnica usada para evidenciar uma alteracdo de fluxo é
produzir um estimulo vasodilatador e medir sua resposta. Contudo, € necessario
o conhecimento das caracteristicas anatOmicas e funcionais das diferentes
regides microcirculatorias, para que seja possivel compreender as mudancgas

induzidas por estimulos.

labichella et al.?® mediram o fluxo microvascular em diferentes
regides anatdbmicas, sendo uma o dorso do pé (regido nutricional) e outra a polpa
do halux (regido termorregulatéria, com acentuada anastomose arteriovenosa
AAV). Ambas foram medidas em condigdo de fluxo basal e apdés um estimulo
térmico. Nestas condicdes, o estimulo térmico variou em 8°C: de 36°C para 44°C.
Pela andlise dos dados fornecidos pelos autores3® é possivel estimar que o fluxo
medido na polpa do halux a 44°C foi 466,6% maior que o fluxo medido a 36°C e
na regido do dorso do pé o fluxo medido a 44°C foi 275% maior que o fluxo
medido a 36°C, evidenciando as diferencas nas respostas. Portanto, a escolha da
regido é um fator importante a ser considerado, pois existem regides ricas em
anastomoses arteriovenosas, as quais respondem mais intensamente a

temperatura que outras regiées (conhecidas como nutricionais).

Tem sido demonstrado que um aquecimento local igual ou superior
a 42°C é capaz de induzir maxima vasodilatacdo. Contudo, as alteragdes no fluxo
sanguineo em resposta ao estimulo térmico local dependem da temperatura, da
taxa de sua elevagdo e da duragdo do calor %13, E conhecido que baixas taxas de

aquecimento, em torno de 0,1°C/min, ativa principalmente a vasodilatacdo
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mediada pelo oxido nitrico; enquanto taxas mais elevadas (taxas de aquecimento
em torno de 0,1°C/s)3, o estimulo resulta uma resposta bifasica ndo dolorosa,
induzida por reflexos neurogénicos e pela producédo local de oxido nitrico (NO). A
resposta bifasica € caracterizada por uma crista inicial de rapida duracdo de 3 a 5
minutos. Apds a fase inicial segue-se um decréscimo moderado e um aumento
lento, o qual se estabiliza numa fase de platd sustentado, que se da entre 20 a 30
minutos apods o inicio do aquecimento. A origem da crista inicial € neurogénica: a
ativagdo de receptores termo-sensiveis fibras aferentes causam uma resposta
antidromica e liberagdo de um ou mais neurotransmissores vasodilatadores 6. A

fase de platd é dependente do 6xido nitrico 10.37. 38,

A resposta ao estimulo térmico na pele tem sido largamente
estudada objetivando diagnosticar precocemente doengas vasculares51016.39.40,
Outros estimulos, tais como: a pressdo local, manobras respiratorias (inspiracao
profunda; manobra de Valsalva)*' e farmacos (iontoforese),5 42.43.44.45 também

tém sido usados .

A iontoforese € uma injecdo i6nica de drogas. Com a técnica,
pequenas doses de farmacos vasoativos sao localmente injetadas. Exemplos de
farmacos vasodilatadores ionizaveis sdo acetilcolina'® e o nitroprussiato de

sodio*2.

Manobras respiratorias sdo utilizadas para avaliar a integridade dos
mecanismos de controle autondmico cardiovascular. As manobras respiratorias

podem ser tanto a de Valsava como a inspiragao profunda 5 41,

A oclusao tem sido utilizada como estimulo para testar a resposta
endotelial. Tal estimulo é também conhecido por causar uma hiperemia reativa
como resposta a uma oclusdo parcial ou total. Oclusdes parciais acima de 25 mm
Hg 4647 sdo usadas para induzir a constricdo venoarteriolar, enquanto que
oclusdes completas (pressdo supra sistolica), por volta de 10 s, sdo utilizadas

para investigar respostas miogénicas transitorias na fungdo endotelial 4849 50.51,

A TAB. 3.1 sintetiza os principais estimulos usados no estudo da

funcéo e disfungdo microvascular.
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Tabela 3.1: Métodos correntes de estimulo em diferentes regides de

analise, com o objetivo de evidenciar contraste de parametros

hemodinamicos usados para discriminar o status microcirculatério.

Autores Estimulo Regiao Parametro hemodinamico
Stevens, M.J. et al. 2 (1991) Aguecimento Pé e Halux Fluxo médio
Aso, et al. ** (1997) Inspiragdo Halux Fluxo médio
profunda
Arora,S et al. 43(1998) lontoforese e Dorso do pé Fluxo médio
aquecimento
Stefanovslka, A, et al. 3 lontoforese Antebracgo Analise espectral (wavelet)
(1999)
Pfiitzener,A et al> (2001) lontoforese e pé Fluxo médio
aquecimento
Minson et al.*° (2001) Aguecimento Antebracgo Fluxo médio
microdialise
Koitka, et al.> (2004) lontoforese, Brago Fluxo, condutancia vascular cutanea(CVC)
pressao e
aquecimento
Wigington et al.>® (2004) Aguecimento Halux e pé Fluxo médio
Brooks, et al. 44(2008) lontoforese Dorso do pé Fluxo médio
Avery, et al.”’ (2009) Aguecimento Antebracgo analise espectral
Esen, F et al. *)(2009) Aguecimento Antebracgo Analise espectral (wavelet)
Strom, et al’ (2009) Aguecimento Antebracgo Fluxo, condutancia vascular cutanea(CVC)
Tew, et al.*® (2011) Aguecimento Antebracgo Analise espectral
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C- Vasomotilidade

Geralmente € possivel visualizar em um sinal de fluxo, medido via
FLD, além das variagbes rapidas seguindo o ciclo cardiaco, ritmos mais lentos,
com frequéncia entre 5 a 10 ciclos por minuto. Tem sido sugerido que essas
variagdes ciclicas (oscilagdes) decorrem de processos regulatérios do fluxo e sdo
conhecidas por vasomotilidade 3'. Assim, um registro de fluxo medido via FLD
contém ndo somente informacgao de valores médios de fluxo sanguineo da pele,
como, também, contém informacdes sobre a vasomotilidade %°. Mas a analise
direta das flutuagées em um registro de fluxo ndo ¢ trivial, pois possuem padrdes
complexos e geralmente n&o € possivel separa-las visualmente ou usando

ferramentas matematicas comuns.

Porém, nas ultimas duas décadas, a analise do registro no dominio
das frequéncias % ou no dominio tempo-frequéncia 14 61.62.63 permitiu separar as
flutuagcdes encontradas em um registro de fluxo, possibilitando uma maior
compreensido dos mecanismos oscilatorios do fluxo sanguineo cutaneo e de suas

origens.

Inicialmente, analises das flutuagbes do fluxo, no dominio das
frequéncias, eram realizadas usando transformadas de Fourier. Mais
recentemente, a transformada de wavelet foi introduzida na area, com a vantagem
de apresentar resolucdo superior em baixas frequéncias, permitindo encontrar

flutuacdes com baixas frequéncias, ainda desconhecidas.

Usando a transformada de wavelet, tem sido verificado que o
espectro do sinal medido apresenta varias faixas espectrais onde a energia das
flutuacdes estdo concentradas e que cada faixa espectral corresponde a uma
origem especifica, a saber: atividade cardiaca (0.4 - 2.0Hz), atividade respiratéria
(0.15 — 0.4Hz), resposta vascular miogénica intrinseca (0.06 — 0.15Hz), resposta
vascular neurogénica-atividade simpatica (0.02 - 0.06 Hz), resposta vascular
metabdlica de endotélio NO-dependente (0.0095 -0.02Hz) e resposta vascular

metabdlica de endotélio de NO-nao-dependente (0,005-0,0095 Hz)®3.
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D- Derivagao dos intervalos de frequéncias das flutuagdes

A FIG. 3.4 mostra um exemplo de transformada de wavelet
(denominado escalograma). No grafico, ha picos e vales. Um pico significa
concentragdo de energia de flutuagdes com frequéncias proximas, enquanto o

vale significa pouca concentragdo.

A exata posigdo de um pico muda no tempo (em um mesmo
individuo) e entre individuos. Mas cada intervalo abrange possiveis variagdes

(temporais e entre individuos).

Inicialmente foram sugerias cinco faixas de frequéncias, segundo
suas origens, obtidas, seguindo os critérios acima, de 500 escalogramas de 100
individuos, incluindo individuos normais, atletas e portadores de insuficiéncia

cardiaca 3. Uma sexta faixa de frequéncia foi sugerida posteriormente 4.
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Figura 3.4: Escalograma de um registro de fluxo cutdneo. O eixo das abscissas estd dividido em seis faixas

espectrais, segundo as origens das flutuagdes do sinal de fluxo

E- Quantificagdo do fluxo e de suas flutuagbes

O fluxo médio tem sido um parédmetro largamente usado em

estudos da microcirculagcdo cutanea. Contudo, o valor do fluxo médio tem sido
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arbitrariamente determinado. Pelo que pode ser verificado nao existe um critério
razoavel para determinar qual o tempo necessario para calcular o valor médio e,
também, onde realizar a selecdo do intervalo de tempo em que a média é
realizada em um registro longo. Por exemplo, o fluxo médio tem sido calculado em
intervalos de 2 minutos durante o final de um registro de fluxo basal e 2 minutos
no final do registro durante um estresse térmico a 42°C°. Em outros estudos, o
calculo do fluxo médio é realizado sobre o valor total de 10 minutos no registro de
fluxo basal e durante 1 minuto durante as duas fases de um estimulo térmico

(regido da crista e no platd) 1°.

Similarmente, quando o parametro analisado € a vasomotilidade, a
poténcia (ou energia) média das flutuagdes em cada faixa espectral vem sendo
efetuada usando intervalos entre 1 minuto '° até 30 minutos "4, sem qualquer

critério razoavel.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Instrumentacao
Biomédica (LIB) do Centro de Lasers e Aplicacdes (CLA), do Instituto de

Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

4.1 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (CEP
FOUSP), Parecer-Projeto n° FR 3688328 (ANEXO A1). Todos os voluntarios
receberam o esclarecimento do objetivo e dos procedimentos do experimento
deste trabalho. Os voluntarios foram informados que a qualquer momento
poderiam abandonar o projeto. Os consentimentos dos voluntarios foram
documentados por um termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A2),

conforme as diretrizes da Resolugdo CNS n° 1 de 13.6.98.

4.2 Voluntarios

Este trabalho foi realizado em 20 voluntarios saudaveis, de ambos
0s sexos, com idades entre 27 a 36 anos, sendo 10 do sexo feminino (32.1 £ 2.7
idade média) e 10 do sexo masculino (31.7+ 3.1 idade média). Nao eram
fumantes, ndo estavam tomando medicamentos que poderiam interferir no
sistema microcirculatério e ndo tinham nenhuma histéria de doencgas

cardiovasculares, diabetes e neuropatias.

4.3 Material

As medigdes de fluxo foram realizadas usando um fluxdbmetro /aser

Doppler (MoorLab, Moor Instruments, UK), FIG. 4.1, e mais um canal adicional,
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equipado com um /aser emitindo no comprimento de onda A = 780 nm
(infravermelho). O /aser usado pelo fluxdmetro pertence a classe 3A de risco
segundo a norma IEC 825-1:1993. Lasers classe 3A ndo oferecem riscos ao
aplicador e a terceiros. Nao ha, portanto, a necessidade do uso de 6culos de

protecdo. A banda Doppler do fluxémetro foi fixada em 15kHz.

Foram utilizadas duas sondas modelo MP12-V2 (Moor
Instruments,UK), FIG.4.2. Cada sonda contém duas fibras opticas com didmetros
de 0,25mm, sendo uma incidente e outra receptora, com separacdo de 0,5mm,
acondicionadas no interior de uma ponta de aco inoxidavel medindo 12,7mm de

comprimento e 1mm de didmetro.

As sondas foram fixadas em um suporte equipado com uma
pequena resisténcia elétrica aquecedora. O suporte foi fixado em contato com a
area investigada por um adesivo dupla face. O controle da temperatura local foi
realizado usando um equipamento de aquecimento de pele (Moor Instruments
Skin Heating Unit “SH02™” Moor Instruments, UK), FIG. 4.3. Este equipamento &
composto por dois canais de aquecimento, que permite medir e aquecer duas
regides distintas em escala de medicdo, com as principais caracteristicas:
indicagédo de temperatura na faixa entre 0 a 50°C; intervalo de aquecimento de 20
a 45°C com resolucao de 0,1°C e precisdo de +/- 0.3°C. A sonda utilizada para
aquecer foi SHP1 (Moor Instruments, UK), FIG. 4.4. O suporte aquecedor possui
uma altura de 14mm, didmetro (incluindo o disco suporte) de 16mm, e didmetro

(elemento de aquecimento) de 10mm (area aquecida de 0,78 cm?2).

O conjunto (duas sondas e fluxbmetro com dois canais) foi
calibrado seguindo as recomendagdes do fabricante, usando um padrédo de fluxo
também fornecido por ele (suspensido de microesferas plasticas, resultando fluxo

igual a 250 UA).
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4.4 Medigdes

Em cada voluntario foram fixadas duas sondas no antebraco
esquerdo, FIG. 4.4, destinadas aos registros de sinais de fluxo. Assim, foram
realizados simultaneamente dois registros em sitios proximos aqui denominados
regides R1(distal) e R2 (proximal). A separagdo entre os sitios foi de

aproximadamente 10 cm.

Os voluntarios compareceram em duas sessdes em dias diferentes
para a realizagdo das medi¢des. Estavam em jejum de 2h antes de cada sesséo,
por volta das 16 horas, a temperatura ambiente na sala de estudo foi controlada a
231+1°C durante todo o experimento. Antes de iniciar as medi¢cdes de fluxo, os
voluntarios permaneceram por 20 minutos em repouso para climatizar com a
temperatura da sala do estudo. Durante todo o experimento os voluntarios

permaneceram em posicdo supina sobre uma maca.

Na primeira sessdo, o fluxo basal foi registrado continuamente
durante 20 minutos. Na segunda sessao o experimento foi baseado na proposta
de Strom et al. . Ap6s a climatizagdo, a temperatura na regido onde as sondas
estavam fixadas foi medida usando um termdémetro sem contato, (digital ear
thermometer- modelo: TET — 01 BN, SAMSUNG). Nesta condicdo o fluxo
doravante denominado basal foi medido por aproximadamente 5 minutos e em
seguida o elemento de aquecimento foi ligado e a regido foi aquecida até 42°C
com taxa de 0,1°C/s. O registro nesta temperatura foi mantido durante 35 minutos,
totalizando um registro de aproximadamente 45 minutos, em razdo do tempo que
levou para a temperatura estabilizar em 42°C. Os individuos foram questionados
se sentiram alguma dor ou desconforto durante o aquecimento local; nenhum

voluntario relatou sentir qualquer dor ou desconforto.
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Figura 4.1: Fluxdmetro Laser Doppler, modelo Moor Instruments, Moorlab™ (Axmminster,UK), acoplado a outro

canal, usados nos registros de fluxo.

Figura 4.2: Disco de suportee elemento da aquecer (esquerda) e sonda optica (direita), Moor Instruments,

Moorlab (Axmminster,UK).

Figura 4.3: Unidade de aquecimento de pele, modelo SH02, Moor Instruments, Moorlab (Axmminster,UK).
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Figura 4.4.: Posicionamento das sondas nos dois sitios proximos estudados.

4.5 Aquisigdo e processamento dos dados

Os sinais (registros) de fluxo dos dois sitios estudados (R1 e R2)
foram digitalizados (16 bits) a uma taxa de 100 Hz (amostras/s) e armazenados
em um computador, usando um conversor analdgico-digital NU USB 6210

National Instruments (EUA).

Filtros digitais que preservam a fase e a amplitude dos sinais foram
utilizados para separar os sinais de fluxo em sete regides ou bandas espectrais,
mostradas na Tab. 4.1, adaptados de Folgosi-Correa® et al. . Foram usados cinco
filtros passa-faixas, significando que componentes do sinal de registro com
frequéncias superiores e inferiores a cada banda sao fortemente suprimidos
(filtros Butterworth de ordem 12). Dois filtros passa-baixas também foram usados,
significando que componentes do sinal com frequéncias superiores ao limite
superior de cada faixa (0,005 Hz e 0,0095 Hz) sdo fortemente suprimidos (filtro
Butterworth de ordem 12). O diagrama em blocos da FIG. 4.5 mostra o arranjo de
filtros usado. Os registros de fluxo amostrados com taxa de 100 Hz foram
decimados para 4 Hz, e filtrados. O sinal na faixa B1 & a diferenga entre dois

sinais passa-baixas. E, portanto, passa-faixas entre 0,005 Hz a 0,0095 Hz.

Os sinais filtrados, em cada banda, foram designados SBO, SB1,

SB2 SB3, SB4, SB5 e SB6, ou simplesmente referido como sinal na banda
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BO...B6, correspondendo a sete bandas mostradas na Tab. 4.1. Os sinais filtrados

podem ser expressos como

F =SB0+ SB1+ SB2 + SB3 + SB4 + SB5 + SB6 + erro
(4.1)

onde F é o sinal de fluxo. Experimentalmente foi verificado que, para um sinal
com poténcia média igual a 1 W, a poténcia do erro € menor que 0.01 W. Note-se
que apenas o sinal na faixa BO tem valor médio diferente de zero (sua faixa de
frequéncia inclui a origem do espectro: f = 0), enquanto que os sinais nas bandas
B1 a B6 possuem valores médios iguais a zero (pois suas faixas ndo incluem a

origem do espectro).

Tabela 4.1. Faixas de frequéncias correspondentes a cada banda

passante dos filtros usados.

Banda Intervalo de frequéncia (Hz) Origem
BO 0a 0,005
B1 0,005 a 0,0095 Endotelial No-independente
B2 0,0095 a 0,02 Endotelial No-dependente
B3 0,02 a 0,06 Neurogénica
B4 0,06 a 0,16 Miogénica
B5 0,16a0,4 Respiratoria

B6 0,4a1l,6 Cardiaca
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4.6 Quantificagao do fluxo e das parcelas flutuantes do fluxo

Os sinais nas bandas B0 a B6, correspondentes ao sinal de fluxo
(BO) e das parcelas flutuantes de fluxo nas faixas espectrais B1 a B6, foram
armazenados em um computador para analises posteriores. Cada sinal continha
um conjunto de amostras, digitalizados e processados usando a taxa de 4
amostras/s. Em cada sinal, intervalos temporais de aproximadamente 20 minutos
foram selecionados. Assim, cada sinal nas bandas BO a B6 tinha
aproximadamente 4800 amostras, igualmente espagadas no tempo, sendo

portanto séries temporais, aqui também denominadas sinais nas bandas B0 a B6.

Os valores médios de fluxo e dos sinais na banda B0 foram
calculados efetuando a média aritmética das amostras de cada série temporal, e
suas variancias computadas. Uma vez que os sinais nas bandas B1 a B6
possuem valores médios iguais a zero, valores médios de seus valores absolutos
foram calculados, conforme ilustra o grafico da FIG. 4.6, e suas variancias

computadas.

— > BO
0 Hz — 0,005 Hz
Filtro passa-babas || 4
= _ = B1
0 Hz — 0,0095 Hz
Filtro Eaga-aaﬂﬁ
» B2
0,0095 Hz — 0,02 Hz
wone | Teamador e ‘ Filtro passa-banda | B
: 25) i 0,02 Hz — 0,06 Hz
== ] B4
0,06 Hz — 0,16 Hz
I —
Filtro passa-Eana
N > BS
0,16 Hz — 0,4 Hz
I —
—— 3 B6

0,4 Hz —1,6 Hz

Figura 4.5: Diagrama em blocos do banco de filtros digitais usados para separar sinais de registros de fluxo em

sete faixas espectrais, segundo a TAB. 4.1.
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Para medir a variabilidade temporal e espacial, foi usado o
coeficiente de variacdo. Uma vez que a varidncia muda em funcao da escala de
um sinal, uma medida de variabilidade independente da escala é o coeficiente de
variagao (CV). O coeficiente de variagdo € uma medida de dispersdo usada na
comparacao de distribuicoes diferentes, definido como a raz&o entre o valor médio
de um sinal (m) e seu desvio-padrdo (DP): CV = DP/m. O CV ndo depende da

escala do sinal.
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Figura 4.6: Grafico de um registro de fluxo filtrado na banda B3 (superior) e de seu valor absoluto (inferior).

4.7 Andlise da correlagdo espago-temporal

Com o objetivo de verificar possiveis relagdes lineares de sinais nas

bandas BO a B6 de duas regides préoximas dos antebragos de voluntarios, a
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andlise da correlagdo cruzada com atraso zero (Pearson product-moment

correlation) foi utilizada 65 .

Ha uma variedade de métodos destinados a quantificacdo de inter-
relagdes, medindo o grau de correlagdo ou coeréncia entre duas ou mais variaveis
66.67  Cada método tem suas limitacdes e qualidades, mas essencialmente

apresentam resultados similares %8 .

O método aqui usado é uma adaptacdo do método descrito por
Corsi-Cabrera 65, permitindo estimar o coeficiente de correlagdo r em janelas
temporais com duragédo 7. O coeficiente de correlagéo (r) pode variar entre 1 a -1,
onde 1 significa elevada correlagdo direta (as amplitudes de ambos os sinais
aumentam ou diminuem juntas), -1 significa elevada correlagdo reversa (enquanto
a amplitude de um sinal aumenta a do outro diminui) e zero significa nenhuma
correlagdo. Significados e restricdes sobre a correlagdo de Pearson podem ser

obtidos em artigos especificos8%70,

Janelas temporais méveis, com duragdes T iguais a 600 s, 200 s,
100s,50s, 17 s, 7 s e 2,5 s (bandas BO a B6, respectivamente) foram usadas
nas estimativas das correlagcdes entre sinais nas bandas BO a B6. Assim, para
cada sinal contendo N amostras (n=1, 2, 3,...N), n amostras corresponde a uma
janela temporal com largura T = n/4 segundos. Para cada par de sinal, valores
de r foram computados em janelas temporais méveis com durag¢ao T iniciando em
n=1,n=2atén=N—T. Desta forma, para cada par de sinais, os valores de r
foram computados em janelas temporais com larguras fixas varrendo toda
extensdo dos sinais. Assim, os coeficientes de corre¢cdo variaram em funcdo do
tempo. Para as estimativas de r com p > 0,05 foram atribuidos valores r = 0.
Para as estimativas que resultaram r < 0 foram atribuidos valores r =0
(rejeitando correlagdes espurias). Para facilitar a exposigdo dos resultados,
valores meédios de r foram calculados. Também foram calculadas as
percentagens de tempo em que os pares de sinais permaneceram sincronizados

durante os periodos analisados.
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4.8 Andlise da variabilidade espacial

A verificacdo de correlagdes lineares das amplitudes médias de
sinais nas bandas BO a B6 entre as duas regides estudadas (R1 e R2) foi
efetuada usando a correlagdo de Pearson (r). Coeficientes r > 0,5 foram
considerados indicadores de fortes correlagdes 7'. A repetibilidade das medigdes
entre as duas regides foi avaliada usando o coeficiente de correlagéo intraclasse
(CCJ)). Valores de CC/ < 0,4 significam baixa repetibilidade, valores 0,4<CC/ <0,75

significam entre média e boa, e CC/ > 0,75 excelente. 72

4.9 Analise estatistica dos dados

A avaliacdo de diferengas entre os grupos foi efetuada usando
ANOVA. Para este propodsito, nas comparacdes entre coeficientes de correlacao,
a transformacéo de Fisher foi usada (e a normalidade dos dados transformados foi
verificada). Comparagdes multiplas foram realizadas usando o método de Tukey.
Comparagdes entre pares de grupos foram efetuadas usando o teste-t de Student.

Valores p<0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Médias temporais do fluxo e das amplitudes das flutuacdes do fluxo
tém sido usadas como parametros indicadores da fungdo microvascular. Mas
ainda sdo pouco conhecidas as variacbes temporais dos sinais de fluxo e
desconhecidas as variagbes temporais das flutuagbes do fluxo. Portanto, sdo
desconhecidos os intervalos minimos requeridos para calcular os valores médios
destas quantidades e este sera o primeiro topico deste capitulo. Na sequéncia
este capitulo apresentara os valores experimentais da variabilidade temporal de
sinais de fluxo e de suas flutuagcdes em sete faixas espectrais, pois o intervalo
minimo requerido para estimar médias de fluxo e de suas flutuagbes depende da
variabilidade temporal dos sinais. Com os resultados obtidos, sera apresentada a
quantificacdo dos valores médios de fluxo e de suas flutuacdes, incluindo a
analise da variabilidade espacial destas quantidades. Por fim, a analise da
correlacdo espaco-temporal dos sinais de fluxo e de suas flutuacbes sera
apresentada, suprindo outra lacuna na literatura e abrindo a possibilidade do uso
de outros parametros indicadores da fungdo microvascular que apresentam menor

variabilidade.

5.1. Quantificacdo do fluxo médio

Neste estudo, o registro de fluxo foi separado em faixas de
frequéncias, usando filtros digitais, conforme descrito no capitulo anterior. A titulo
de exemplo, no grafico da FIG. 5.1 mostra um sinal de fluxo basal sem qualquer
fitragem e as parcelas (filtradas) deste sinal nas faixas BO a B6, onde podem ser

verificadas ondas com frequéncias muito baixas (BO) até as mais elevadas (B6).

A inspecao visual de um grafico de registro de fluxo (sem filtragem),
como o exemplificado na FIG. 5.1, ndo revela com clareza as amplitudes das
flutuacdes mais lentas, que estdo somadas as mais rapidas. A separacao do sinal

de fluxo em faixas espectrais permite facilmente visualizar as amplitudes de suas



37

parcelas oscilantes nas bandas BO a B6, e que suas amplitudes também flutuam
largamente. Este fato (de as amplitudes flutuarem largamente) foi verificado em
todos os 80 registros analisados. A FIG. 5.2 mostra um exemplo de um sinal na
faixa B3 onde uma envoltéria foi tracada para facilitar a visualizacdo das
flutuacbes da amplitude. Em todos os sinais nas bandas B1 a B6 foram
observadas flutuagbes intensas e variagbes mais lentas que os periodos das

oscilacbes caracteristicas de cada faixa.

Enquanto medir experimentalmente a amplitude média de uma
senodide requer um intervalo de tempo de apenas um periodo (ou meio), medir a
amplitude média de um sinal oscilante que tem sua amplitude variavel requer
outros critérios. Sem recorrer a ferramentas matematicas mais complexas, que sai
fora do escopo deste trabalho, seria necessario conhecer o comportamento dos
sinais nas bandas BO a B6 durante intervalos superiores de tempo. Este fato
suscita uma questao importante: qual é o intervalo minimo de tempo necessario
para medir a amplitude média de cada sinal nestas bandas? Esta questdo sera

tratada na sequéncia.
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Figura 5.1: Graficos representativo de um registro de fluxo durante a temperatura basal e de suas parcelas

oscilantes, nas bandas B0 a B6.
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Figura 5.2: Grafico de um sinal de fluxo filtrado na banda B3 e sua envoltéria onde podem ser verificadas

elevadas variagdes de amplitude. A envoltéria varia mais lentamente que o sinal.

Antes, porém, um exemplo de registro de fluxo durante um processo
de estimulo térmico € mostrado no grafico da Fig. 5.3. No mesmo grafico &
mostrado a curva do sinal filtrado, com frequéncias abaixo de 0,005 Hz, onde as
flutuacdes com frequéncias superiores sao suprimidas. Neste exemplo, o fluxo
basal é registrado durante aproximadamente 8 minutos, apds este lapso temporal
inicia-se 0 aquecimento local. Apds aproximadamente 10 minutos de registro
ocorre 0 primeiro pico maximo, seguido de um pequeno vale, uma nova curva

ascendente e depois de alguns minutos, a estabilizagdo em um patamar.

Segundo Minson et al.’® (2001), a vasodilatagdo no aquecimento local
na pele humana pode ser divido em duas fases. A primeira fase € o pico inicial,

que é rapida e ocorre dentro dos primeiros minutos do aquecimento local — sendo
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que neste estudo, o referido pico deu-se nos primeiros dois minutos de
aquecimento — e corresponde a aproximadamente 80% da vasodilatacdo maxima.
Durante esta fase acredita-se que esteja ocorrendo um mecanismo de controle
pelos nervos sensoriais, através de liberacdo local de neuropeptidios
vasodilatadores '°. A segunda fase da vasodilatagdo é mais lenta e correlacionada
a liberagdo de NO, ou seja, & dependente do NO endotelial '°. Nessa fase,

geralmente em 20 a 30 minutos de aquecimento, ocorre um patamar 19 73,

250 . : . : . : . :

200

Crista Patamar

150 ‘

100

Fluxo (UA)

50 1 Aquecimento

T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo (s)

Figura 5.3: Sinal de fluxo representativo durante um estimulo térmico sem filtragem (tragado cinza) e filtrado

(tragado preto, banda B0), suprimindo todas as frequéncias superiores a 0,005Hz.

A figura 5.4 apresenta os graficos de um registro de fluxo sem
fitragem e de suas parcelas nas bandas BO a B6, onde pode ser notado que
durante o intervalo de tempo em que a temperatura aumentava ha pronunciado
aumento nas amplitudes das ondas nas bandas B1 e B2, depois retornando a
niveis menores. Este aumento transitorio de energia nas bandas B1 e B2 reflete
somente o rapido aumento de fluxo em resposta ao estresse térmico, nestas

faixas espectrais. Ou seja, somando estes sinais ao da banda BO
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(SB0+SB1+SB2) a diferenga entre o sinal ndo filtrado e o sinal na banda BO na

rampa ascendente (figura. 5.3) diminui significativamente.

Durante o patamar, as flutuacées nas bandas BO a B6 podem ser
facilmente visualizadas (figura 5.4), onde pode ser notado que suas amplitudes
também flutuaram largamente. Este comportamento (largas flutuagdes dos sinais

nas bandas B1 a B6) foi observado nos 40 registros analisados.
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Figura 5.4: Graficos representativos de um registro de fluxo e de suas parcelas oscilantes nas bandas BO a B6

de um sinal de fluxo que sofreu um estimulo térmico
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5.1.1. Quantificagdo do erro na estimagédo do fluxo médio e de suas

parcelas flutuantes

Um registro de fluxo possui informagbes sobre o fluxo
microvascular. Uma forma frequente de extrair informagdes do registro de fluxo é
computar seu valor médio (média temporal). A razdo entre valores médios de fluxo
antes e depois de um estresse térmico € um exemplo de teste de indicacdo da

capacidade de dilatagdo microvascular '3

As parcelas flutuantes do fluxo também carreiam informacgdes sobre
o fluxo microvascular, conforme ja apontado nos Capitulos 3 e 4. A forma mais
comum de extrair informacdes das parcelas flutuantes € medir seus valores
meédios (media temporal) de suas amplitudes ou de suas poténcias ou de suas
energias. Assim, valores meédios do fluxo e das amplitudes ou das poténcias ou
das energias de suas flutuagbes em faixas espectrais conforme a TAB. 4.1 sdo

parametros comumente usados para avaliar o estado funcional microvascular.

Quando o parametro em analise € o fluxo (F) basal, o procedimento
usual para quantificar o fluxo basal é calcular seu valor médio em um intervalo de
tempo arbitrariamente escolhido; 30 segundos®®, 1 minuto 3, 3 minutos™ e 5
minutos’. Durante um estresse térmico, o mesmo procedimento é repetido para
calcular o fluxo médio no patamar, mas em um intervalo de tempo onde o patamar
esta estabelecido (geralmente no fim do registro) em intervalos de tempo
arbitrariamente escolhidos: 30 segundos 29, 1 minuto 37,3 minutos 7* e 5 minutos
75, Ou seja, nao existe um critério para estabelecer o intervalo de tempo que se

deve considerar para obter o fluxo médio.

Com o objetivo de saber qual a diferenga entre valores médios do
fluxo e das amplitudes e das poténcias de suas oscilagcées, quando calculadas em
intervalos diferentes de tempo, diferentes médias foram efetuadas, considerando
intervalos de tempo de 1 minuto e 20 minutos. Tomando como referéncia valores
meédios computados em intervalos de 20 minutos, o desvio do valor obtido,
quando comparado aos respectivos valores calculados em intervalos de 1 minuto

foi analisado, conforme segue.
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O fluxo médio foi obtido computando o valor médio do fluxo medido
em um intervalo de tempo de 1 minuto e de 20 minutos Tomando como exemplo o
registro ilustrado na FIG. 5.1, o fluxo médio € a média aritmética (m) dos
aproximadamente 4800 valores de fluxo medidos durante o registro (4 amostras/s,
1200 s). Caso o fluxo médio seja calculado em um intervalo de tempo menor, o
valor médio pode ser outro (m’). Para quantificar o erro (desvio), foi usado o
desvio absoluto percentual definido como e = (Jlm —m'|/m).100. Este mesmo
procedimento foi usado para analisar os sinais nas bandas B0 a B6. No entanto,
como o fluxo varia constantemente no tempo, o desvio depende do momento
escolhido para calcular m’. Assim, objetivando simular todas as possibilidades de
escolha de onde a média pode ser calculada, valores médios (m’ ) foram
calculados em intervalos sucessivos de tempo de 1 minuto, desde o inicio do
registro até o seu final. Desta forma, o desvio resultante também foi calculado
desde o inicio até o final do registro. Como um exemplo, os graficos da FIG. 5.5
apresentam valores de erro de um registro no estado basal, onde pode ser
verificado um erro maximo de aproximadamente 23% na estimacdo do fluxo
médio (F) computado em 1 minuto, quando comparado ao fluxo médio calculado
em 20 minutos. Note-se que quando a média foi efetuada na banda BO, o desvio
maximo caiu para aproximadamente 16%. Este comportamento foi comum em

todos os 40 registros analisados (detalhes na sequéncia).

Na FIG. 5.5 pode ser verificado que os erros nas bandas B1 a B6
sdo maiores que os encontrados nas estimagdes dos valores médios do fluxo (F)
e do fluxo filtrado na banda BO. Este fato era esperado, pois a analise visual dos
sinais revelava largas flutuagdes em suas amplitudes, conforme ilustrado na FIG.

5.2. Este comportamento foi observado em todos os 40 registros analisados.
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Figura 5.5: Erro percentual (absoluto) de valores médios de fluxo e suas parcelas flutuantes nas bandas BO a B6
calculadas durante intervalos de 1 minuto quando comparados aos respectivos valores médios calculados

durante 20 minutos
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Em todas as analises que seguem, durante o estresse térmico,
somente o patamar foi considerado. Os patamares considerados iniciaram 600s
depois das primeiras cristas, conforme mostrado na FIG. 5.3, e perduraram até o

final do registro.

Durante a analise de cada um dos 40 registros de uma das regides
estudadas (R1) foi encontrado um valor maximo de erro. A TAB. B1 (ANEXO B1)
mostra os erros maximos encontrados nos 20 registros de fluxo durante o
estresse térmico e nos 20 registros durante o estado basal em uma das regides

estudadas (R1).

Analisando a TAB. B1 — ANEXO B1, pode ser verificado que os
erros dos valores de fluxo calculados sem filtragem s&o significativamente maiores
que os erros encontrados quando os registros séao filtrados (banda B0), durante a
temperatura basal e durante o estresse térmico, conforme mostra o diagrama de
barras na FIG. 5.6. A diminuicdo do erro na banda B0 ¢é facilmente compreendida,

como segue.

O registro de fluxo (sem filtragem) apresenta flutuacbes em todas
as bandas (BO a B6). Embora os valores médios das parcelas flutuantes serem
zero, isto somente ocorre em um intervalo infinito de tempo. Quando o intervalo de
tempo é finito, que é o caso, seus valores médios podem ser diferentes de zero.
Sem recorrer a ferramentas matematicas complexas, este fato pode ser
compreendido quando tomamos uma sendide definida em tempo infinito. A
amplitude média da sendide é zero, assim como valor médio tomado em um
periodo € zero. Mas ndao é zero quando a média € calculada em intervalos de
tempo diferentes de um periodo (ou de multiplos de um periodo) da sendide.
Exemplificando, os graficos da FIG. 5.7 mostram valores médios de duas
senoides com frequéncias de 0,1 Hz e 1 Hz e amplitudes unitarias cujas médias
foram efetuadas em intervalos progressivos de tempo T, onde pode ser observado

que o valor médio diminui quando T aumenta e que o decaimento aumenta com a
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frequéncia. Obviamente, o valor médio também depende da amplitude da sendide
(sdo diretamente proporcionais). Assim, quando o sinal é filtrado, este tipo de erro

na estimacao do fluxo médio diminui, pois a porgao flutuante diminui.

A diminuigdo do erro durante o estresse térmico, quando o sinal
nao foi filtrado, decorre principalmente do seguinte fato: durante o estresse
térmico o fluxo médio aumenta mais que as flutuagcdes nas bandas B1 a B5. Este

fato sera apresentado mais adiante.
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Figura 5.6: Erros percentuais dos valores médios de fluxo nao filtrados (F) e filtrados (B0) calculados em um
minuto tomando como referéncia os respectivos valores calculados em 20 minutos. Pares indicados por barras

horizontais significam diferentes, ANOVA e Tukey , p<0,05. Barras verticais significam erros-padrao
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Figura 5.7: Valores médios de duas sendides com frequéncias 0,1 Hz e 1 Hz calculados em intervalos de tempo

T

De forma similar a anteriormente descrita, também foram
analisados os erros (desvios) nas estimativas dos valores médios das amplitudes
(A) e poténcias (P) dos sinais nas bandas B1 a B6 no estado basal. Contudo, uma
vez que os sinais nas bandas B1 a B6 possuem valores meédios iguais a zero,
foram computados valores meédios de seus valores absolutos (foram considerados

0s moédulos das amplitudes dos sinais nas bandas B1 a B6).

A TAB. B2 (ANEXO B2) apresenta os erros obtidos nos sinais das

bandas B1 a B6 de 20 registros colhidos na regidao R1 durante o fluxo basal.

Analisando a TAB. B2 (ANEXO B2), foi verificado que, em todas as
bandas, os erros nas estimagbes das amplitudes foram significativamente
menores quando comparados aos correspondentes erros nas estimacdes da
poténcia, conforme mostra a FIG. 5.8. Este fato era esperado, pois as largas
flutuagdes dos sinais nas bandas B1 a B6 resultam flutuagdes intensificadas de
poténcias (quadrado das amplitudes). Assim, embora seja comum a literatura
quantificar a poténcia dos sinais nas bandas B1 a B6, doravante somente as

amplitudes absolutas serdo consideradas, pois resultam menores erros.
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Comparando somente os erros das amplitudes (excluindo
poténcias) nas bandas B1 a B6 (TAB. B2- ANEXO B2) foi possivel encontrar que
o erro na banda B6 é significativamente menor que os demais (FIG. 5.8). De fato,
foi observado que as variagbes nas amplitudes dos sinais nesta banda séo
menores que as variagdes encontradas nos sinais das demais bandas
comparadas. Este fato sera confirmado mais adiante, na analise da variancia das
amplitudes. Contudo, os erros encontrados nas estimacdes das amplitudes dos
sinais basais nas faixas B1 a B6 foram elevados e significativamente maiores que
os obtidos para o fluxo médio (F) e amplitude média na banda B0 (p<0,05, teste
de Tukey depois de ANOVA, comparando os valores correspondentes

encontrados na TAB. B1 - ANEXO B1).

Assim, durante a temperatura basal, os erros (desvios) encontrados
nas estimacodes de valores médios das amplitudes das oscilagées nas bandas B1
a B6 foram significativamente maiores que os encontrados na estimacéo do valor
meédio do fluxo com ou sem filtragem, durante o estado basal, quando o intervalo

de tempo usado foi um minuto.
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Figura 5.8: Erro percentual dos valores médios das amplitudes e das poténcias de sinais basais nas bandas
B1 a B6. Barras horizontais significam diferenca entre pares (teste-t) e (*) significa diferente de todos os grupos,

ANOVA e Tukey, p<0,05. Barras verticais significam erros-padrao.
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De forma similar a analise imediatamente anterior, os erros
encontrados nas estimacdes dos valores médios das amplitudes das oscilacdes
durante o estresse térmico também sdo mostrados na TAB. B1.- ANEXO B1.
Neste estado, os erros nas faixas B5 e B6 foram significativamente menores que
os dos demais grupos, mas nao foi encontrada diferenga entre B5S e B6, conforme
mostra a FIG. 5.9. Similarmente ao ja comentado para o fluxo basal, era esperado
menor erro na faixa B6, pois foi observado visualmente que as flutuacbes de

amplitude dos sinais nesta faixa eram menores.

Comparando os erros nas estimacoes das amplitudes de sinais nas
bandas B1 a B6 nos dois estados (basal e estresse térmico) entre pares (ex.,
pares de B1 na TAB. B1- ANEXO B1), foram encontras evidéncias suficientes
indicando que os erros no estado basal sao significativamente maiores em todas

as faixas, teste-t de Student pareado, p<0,05.
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Figura 5.9: Erros percentuais dos valores médios das amplitudes de sinais no patamar durante estresse térmico
nas bandas B1 a B6, estimados em um minuto, quando comparados aos valores estimados em 20 minutos.

Pares (a, b, c, d, e) significam diferengas (ANOVA, Tukey, p<0,05). Barras verticais significam erros-padrao.
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Sumarizando, os resultados obtidos demonstram que estimacodes
das amplitudes médias das oscilagcdes quando calculadas durante um minuto
desviam largamente de seus respectivos valores médios quando calculados
durante 20 minutos. Os resultados também demonstram que estimativas de fluxo
meédio, quando calculados em um minuto, resultam erros menores quando o

registro de fluxo é filtrado (banda BO).

Os resultados obtidos demonstram que os erros nas estimacoes
dos valores meédios, quando calculados em 1 minuto, do fluxo (F) e das
amplitudes de suas parcelas flutuantes sdo menores durante o estresse térmico,
comparados aos respectivos erros quando a temperatura era basal. Contudo, os
erros nas estimacdes das amplitudes das oscilagcdes do fluxo nas faixas B1 a B6
sdo significativamente maiores que os observados nas estimagbes de fluxos

médios (entre 76x25% a 131+£67% contra 8+4% a 9+4%, respectivamente).

Note-se que o erro encontrado na estimacao do valor médio do
fluxo na banda BO foi 16% e 8% quando a temperatura era a basal e durante o

aquecimento.

Medicées do fluxo médio em intervalos curtos de tempo séo
necessarios quando é desejavel medir o valor da primeira crista durante um
estresse térmico (ver FIG. 5.2). Neste caso, um intervalo curto de tempo é
necessariamente usado, pois o evento tem curta duracdo. Contudo, os resultados
obtidos indicam que as medi¢des, quando realizadas na faixa BO resultam erros
toleraveis. Medig¢des diretas nos registros de fluxo (sem filtragem) resultam erros

consideravelmente maiores (23%) no estado basal e devem ser evitadas.

Enquanto estimar valores meédios de fluxo em um intervalo
temporal igual a um minuto pode ser aceitavel, o mesmo intervalo temporal &

inadequado para estimar valores médios das flutuagdes do fluxo.

Retornando a questdo sobre o intervalo de tempo minimo
requerido na estimacdo de valores médios de fluxo e de suas flutuacdes,

recorrendo aos resultados obtidos, algumas conclusdes podem ser tragadas.
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Pode-se inferir que registros mais longos (superiores a 20 minutos)
resultariam erros menores. Contudo, enquanto periodos mais longos podem ser
desejaveis quando o fluxo é basal, longos periodos podem n&o ser possiveis

durante um estresse térmico.

Braverman et al. ¢ (2000) observaram que, quando uma Unica
regido arteriolar é continuamente monitorada em um intervalo entre 1 e 2 horas, o
fluxo sanguineo basal apresentava mudangas entre o minimo e maximo e vice-
versa em um intervalo de tempo entre 12 a 90 minutos. Dessa forma,
considerando o maior intervalo, registros de 90 ou mais minutos seriam
necessarios. Contudo, os autores observaram as flutuacbes sem qualquer
processamento do sinal de registro e n&o informaram as amplitudes e frequéncias
das oscilagbes. Assim, considerando o0s erros relativamente pequenos
encontrados nas estimativas de fluxos médios quando da banda BO, intervalos de
tempo na ordem de 1 minuto sdo toleraveis. No entanto, estimagdes das
amplitudes das flutuagdes requerem intervalos consideravelmente maiores.
Entretanto, € conhecido que durante um estresse térmico, o fluxo aumenta e
permanece estavel (regido de patamar) durante um tempo variavel de
aproximadamente 50 minutos. Mas, depois deste periodo, o fluxo decresce
novamente, talvez pela indisponibilidade de NO'. Assim, embora tenha sido aqui
verificado que as amplitudes das oscilagdes flutuam largamente e lentamente,
requerendo longos periodos para calcular seus valores meédios, ndo € possivel
obter patamares muito longos durante um estresse térmico. E, embora este
trabalho nao tenha contemplado o estudo do erro considerando periodos
superiores a aproximadamente 20 minutos, € aqui sugerido periodos longos,

contudo menores que 50 minutos.

5.1.2. Quantificagdo da variabilidade temporal do fluxo e de suas

parcelas flutuantes

O fluxo medido via FLD apresenta flutuacdes temporais, apresentando

padrdes ritmicos em faixas espectrais distintas segundo suas origens (TAB. 4.1).
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Caso as amplitudes das oscilagbes fossem constantes, suas amplitudes médias
seriam constantes. Contudo, no tépico anterior foi demonstrado que as oscilacdes
em cada uma das faixas estudadas (BO a B6) apresentam amplitudes também
variantes no tempo. Este comportamento, exemplificado na FIG. 5.2, foi
observado em todos os registros analisados. Assim € desejavel conhecer a

variabilidade temporal dos sinais nas bandas B0 a B6.

Os registros de fluxo foram amostrados e armazenados com taxa de 4
Hz/s. Assim cada registro de fluxo ou das parcelas filtradas tem aproximadamente
4800 amostras, formando séries temporais (amostras de quantidades igualmente
espagadas no tempo). A média aritmética de cada série temporal resulta um valor
meédio. Buscando analisar a dispersdo dos valores de cada série temporal, foi
usado como indicador de variabilidade: o coeficiente de variacdo (CV). Mas, note-
se que aqui o CV mede variabilidade temporal do fluxo ou de suas parcelas

flutuantes.

O CV temporal do parametro fluxo médio (F) € a razdo entre o desvio-
padrao do registro de fluxo e seu valor médio. Ou seja, basta calcular o desvio-
padrdo e o valor médio das aproximadamente 4800 amostras de cada série. O
mesmo procedimento € aplicavel ao registro de fluxo filtrado na banda BO, pois
ambos possuem médias diferentes de zero. No calculo do CV das oscilagdes, o
mesmo procedimento foi usado, exceto o calculo de seus valores médios: foram
calculadas médias dos valores absolutos, pois estas séries tém valores médios

iguais a zero.

Os valores médios de fluxo, computados de 20 registros de voluntarios
na temperatura basal e de 20 registros durante um estresse térmico colhidos na
regido R1 sdo apresentados na TAB. B3 (ANEXO B3). Os respectivos desvios-
padrdo sao apresentados na TAB. B7 — ANEXO B7 . Recorrendo as TAB. B3 —
ANEXO B3 e B7 ANEXO B7, os coeficientes médios de variagdo calculados s&o
mostrados na FIG. 5.10, onde pode ser verificado que os CVs nos sinais nas
bandas B1 a B6 s&o significativamente maiores que os encontrados nos sinais na

banda B0 e para F (ANOVA e Tukey, p<0,05). Também foi verificado que o CV
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diminui significativamente durante o estresse térmico nos sinais de fluxo e nas

bandas B0, B2, B3, B4, B5 e B6 (teste-t pareado, p<0,05).
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Figura 5.10: Coeficientes médios de variagdes temporais de 20 registros de fluxo basal (F) e de seus respectivos
sinais filtrados nas bandas BO a B6 e de 20 registros de fluxo durante o estresse térmico. Barras horizontais
significam diferengas entre pares (teste-t). (*) significa diferente dos grupos F. (**) significa diferente dos demais

grupos B1 a B6. ANOVA e teste de Tukey, p<0,05. Barras verticais significam erros-padrao

Um coeficiente de variagdo temporal diferente de zero significa que
ha dispersdo de valores na série temporal. Mas nao ha valores CV temporais
acima dos quais sdo inaceitaveis. Um elevado CV temporal pode significar a

necessidade de médias temporais durante um intervalo longo de tempo.

CVs temporais significativamente maiores nas bandas B1 a B6,
quando comparados aos obtidos na banda BO e F, refletem o fato de que sao
sinais cujas amplitudes se distanciam largamente em torno de seus valores
meédios, no tempo, enquanto F e BO se distanciam menos. Estes resultados,
associados aos obtidos no topico imediatamente anterior, confirmam a
necessidade de mediar os sinais nas bandas B1 a B6 em intervalos mais longos

de tempo, quando comparados ao sinal na banda BO e o sinal de fluxo.

Os CVs temporais diminuiram significativamente durante o estresse

térmico nos registros de fluxo (F), e nos sinais nas bandas B0, B2, B3, B4, B5 e
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B6. O CV temporal também diminuiu significativamente na banda BO comparado
ao obtido para F. Este ultimo fato reflete somente a supressao das oscilacdes nas
bandas superiores (B1 a B6), diminuindo a variabilidade temporal na banda BO,
confirmando o resultado obtido no tépico anterior. Assim, sempre que as
variagdes de fluxo forem lentas (como o caso da resposta ao estresse térmico), a

filtragem na banda B0 é recomendada.

5.1.3. Quantificagdo do fluxo e de suas parcelas flutuantes

A FIG. 5.11 mostra os valores médios dos fluxos basais e durante
os estresses térmicos, medidos em 20 voluntarios na regido R1 (valores da TAB.
B3 — ANEXO B3 e B5 ANEXO- B5). O valor médio basal obtido foi 5,7 UA e

durante o estresse térmico 124,6 UA.

A FIG. 5.12 mostra os valores médios das flutuagcbes dos fluxos
medidos na mesma regido e nas mesmas condi¢ées (TAB. B3 — ANEXO 3 e B5
ANEXO B5). As oscilagdes apresentaram amplitudes entre 0,12 UA (banda B1) a
0,49 UA (B6) durante o fluxo basal e entre 0,64 UA (B1) a 12,3 UA (B6) durante o

estresse térmico.

Lembrando que os filtros usados para separar os sinais nas bandas
B0 a B6 preservam suas amplitudes, os dados aqui apresentados mostram, sem
distorgdes, as proporgdes entre as amplitudes dos fluxos médios (banda BO) e de
suas flutuagdes (B1 a B6) em ambos os estados (basal e estresse térmico). O

termo “sem distor¢cdes” sera discutido na sequéncia.

Os primeiros resultados sobre as oscilagées do fluxo microvascular
basal de antebracos, efetuados com a transformada de wavelet, mostravam que a
energia na banda B6 era menor que nas demais (B2 a B5) %3 76, Contudo, é facil
verificar em um registro de fluxo, sem qualquer processamento, que as amplitudes
das oscilagbes seguindo o ritmo cardiaco sdo claramente maiores que as
flutuagdes do fluxo com frequéncias mais baixas. Este fato é evidente no registro

mostrado na FIG. 5.1. Assim, seria esperado que a amplitude, a energia e a
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poténcia na banda B6 fossem maiores que as encontradas nas demais bandas
(B1 a B5), que € o resultado obtido. Somente recentemente foi evidenciado o
seguinte fato: ha a necessidade de normalizar os coeficientes de wavelet (obtidos
da transformada de wavelet) em cada regidao espectral 77. Assim, trabalhos
anteriores apresentavam proporgdes distorcidas de amplitudes, energias ou
poténcias entre as bandas. Mesmo corrigindo as distor¢gées, Sheppard et al.””
apresentaram valores de energia das oscilagdes durante um intervalo de tempo
nao informado, ndo sendo assim possivel comparar os resultados. A auséncia de
distorgbes nas amplitudes (energias e poténcias) € importante quando

comparacoes sao efetuadas entre diferentes bandas.

Em cada banda (B0 a B6), comparando pares, foi possivel verificar que as
amplitudes aumentaram significativamente durante o estresse térmico (student-t,

p<0,05).
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Figura 5.11: Fluxo médio de 20 registros durante a temperatura basal e de 20 registros durante o estresse

térmico. Barras verticais significam erros-padrao
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Figura 5.12: Amplitudes médias das oscilagdes (bandas B1 a B6) de 20 registros de fluxo durante a temperatura
basal e 20 registros durante o estresse térmico. Barras verticais significam erros-padrao. Note-se que o eixo das

ordenadas foi truncado para evidenciar as diferengas de amplitudes nas bandas B1 a B5

As razdes entre as amplitudes médias das flutuacdes durante o
estresse térmico e durante a temperatura basal nas faixas BO a B6 sao
apresentadas na TAB. 5.1. Cada razao reflete a alteracdo de fluxo nesta faixa,
decorrente da alteracido da resisténcia vascular. Note-se que a variacado de fluxo
na banda BO foi consideravelmente superior as das faixas B1 a B5, significando
que o fluxo aumentou em uma proporcdo muito superior as das oscilagbes nas
faixas B1 a B5. Este fato explica a razdo da diminuicdo do erro na estimacao do
fluxo médio e da diminuicido da variabilidade temporal de sinais na banda BO
durante o estresse térmico, quando o sinal de fluxo nao foi filtrado, comentado

anteriormente.
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Tabela 5.1: Valores médios de fluxo basal (32°C) e durante o
estresse térmico (42°C) nas faixas BO a B6 em unidades arbitrarias
(UA); e razao das variagdes de fluxo entre os dois estados

(adimensional).

Fluxo (42°C)  Fluxo (32°C)  Fluxo (42°C)/ Fluxo (32°C)

BO 124,57 5,71 21,82
B1 0,64 0,13 4,92
B2 0,99 0,19 5,21
B2 1,43 0,31 4,61
B4 2,06 0,34 6,06
B5 1,59 0,19 8,37
B6 12,28 0,62 19,81

5.2 Variabilidade espacial do fluxo e de suas parcelas flutuantes

O diagrama de barras na FIG. 5.13 apresenta os valores médios
dos sinais nas bandas B0 a B6 das duas regides estudadas (R1 e R2), durante as
medicbes de fluxo basal. Diferengas estatisticamente significantes foram
verificadas nas bandas BO, B4 e B6. Contudo, as diferengcas ndo sao

quantitativamente significantes, principalmente nas bandas B4 e B6.

Durante o estresse térmico, em todas as bandas, n&o foram
encontradas diferencas significantes entre pares de sinais das duas regides (FIG.

5.14).
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Figura 5.13: Valores médios de fluxo basal e de suas parcelas flutuantes nas duas regides estudadas (R1 e R2).

Barras verticais significam erros-padrao
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Figura 5.14: Valores médios de fluxo e de suas parcelas flutuantes nas duas regides estudadas (R1 e R2),
durante o estresse térmico. Barras verticais significam erros-padrdo. Note-se que o eixo das ordenadas foi

truncado para evidenciar as diferengas de amplitudes nas bandas B1 a B5
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A TAB. 5.2 apresenta os valores dos coeficientes de correlagéo
intraclasse (CC/) e de Perason (r) computados dos vinte valores médios de fluxo
(BO) e de suas flutuagdes (B1 a B6) medidos em duas regides distintas (R1 e R2)
durante temperatura basal (dados nas TAB. B3 e B4 (ANEXOS B3 e B4), relativos
a R1 e R2 e durante o estresse térmico (dados nas TAB. B5 ANEXO B5 e B6 —
ANEXO B6). Durante o fluxo basal foram verificados moderados valores de CC/
nas bandas B0, B3, B5 e B6 indicando repetibilidades médias, e baixas nas
demais. Durante o estresse térmico, o aquecimento resultou aumento de
repetibilidade (especialmente nas bandas B1, B2 e B4), exceto na Banda B3,

onde ocorreu diminuicdo, e exceto na banda B5, que permaneceu inalterada.

Roustit et al.’® avaliando a variabilidade espacial de valores de
condutancia (fluxo/pressdo) medidos em duas regides proximas de antebragos
durante um estresse térmico (42°C) encontraram um valor de CC/ = 0,57.
Portanto, préximo ao valor encontrado para a banda B0O. Roustit et al’® nao
estudaram a repetibilidade durante a temperatura basal e também nao analisaram

outras bandas além da BO.

Sumarizando, n&o foram encontradas diferengas significantes
(estatistica ou quantitativa) entre os valores médios dos sinais nas bandas B0 a
B6 tomados em duas regides préximas tanto na temperatura basal quanto durante
o estresse térmico. Contudo, note-se que foram comparados valores médios de
cada grupo, significando que nao foram encontradas diferengas coletivas, embora
a variabilidade dos dados (individuais) tenha sido elevada em alguns casos. De
fato, comparacdes entre pares de medicdoes em um mesmo individuo mostraram
baixas repetibilidades nas bandas B1, B2 e B4 quando a temperatura era basal.
A variabilidade espacial é importante quando se deseja discriminar individuos, que
€ 0 caso de testes diagnosticos. A repetibilidade aumentou com o estresse
térmico nas bandas B0, B1, B2, B4 e B6, sugerindo menor variabilidade espacial

nesta condicdo. Contudo, o aquecimento aumentou a variabilidade espacial na
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banda B3, cuja origem € neurogénica. Este ultimo fato pode significar que
respostas neurogénicas podem nao ser detectadas quando o estimulo € o
estresse térmico e o parametro discriminante € a amplitude do registro na faixa

B3.

Tabela 5.2: Coeficientes de correlagdo intraclasse (CC/) e de
correlagdo de Pearson (r) entre valores médios de fluxo (B0O) e de
suas flutuagcdes (B1 a B6) medidos em duas regides distintas durante

a temperatura basal (32°C) e durante o estresse térmico (42°C).

BO Bl B2 B3 B4 B5 B6

Basal ccl 042 008 0.06 0.6 0.3 055 048

(32°c), n=20
051 009 006 06 036 058 0.63

Aquecida ccl 059 056 042 0.13 058 055 0.59

(42°c), n=20
059 06 043 0.13 058 058 0.59

A menor variabilidade espacial verificada durante o estresse
térmico (exceto na banda B3) pode ser decorrente dos seguintes fatos:
aproximadamente apenas 5% dos capilares estdo ativos em uma regido em um
dado intervalo de tempo 7°. Assim o plexo microvascular ativo ndo € homogéneo
em uma regido . Mas o aumento da temperatura resulta o recrutamento de mais
capilares, aumentando a fragcdo de vasos ativos na regido 32. Deste modo é

esperado que a variabilidade espacial diminua com o aumento da temperatura.

5.3. Variabilidade intragrupo
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Os coeficientes de variacdo (CV) calculados usando os valores
medios e desvios-padrao (DP) dos sinais basais nas bandas B0 a B6 colhidos na
regido R1 (médias e DP nas colunas da TAB. B3 ANEXO B3) e durante o estresse
térmico na regido R1 (medias e DP nas colunas da TAB. B5 ANEXO 5) sao
apresentados no diagrama em barras na FIG 5.15. Agora um CV significa a
variabilidade intragrupo. Ou seja, € uma medida da dispersdo dos valores médios

em cada grupo.

N&o ha um valor de corte acima do qual um CV seja considerado
excessivo. Mas a capacidade de um parédmetro detectar diferencas entre grupos
ou de discriminar individuos aumenta quando o CV deste parametro diminui.
Neste sentido, CV do fluxo médio foi acentuadamente menor durante a
temperatura basal (CV = 0,26) enquanto os CVs das amplitudes médias das
flutuagdes do fluxo foram maiores e sem acentuadas diferengas entre o estado
basal e aquecido, oscilando entre 0,3 e 0,48. Contudo, note-se que enquanto o
estresse térmico diminuiu as variabilidades temporal e espacial na banda BO
(FIG. 5.10 e TAB. 5.2), aumentou acentuadamente a variabilidade entre individuos
nesta banda. Este fato pode significar diferencas acentuadas de respostas entre
individuos. Assim, sempre que viavel, um individuo deve ser seu préprio controle.
Mas, embora o CV intragrupo basal na banda B0 seja menor que os demais (FIG.
5.15), note-se que o valor médio do fluxo na banda BO ndo deve ser tomado como
referéncia, pois nesta faixa a variabilidade espacial € elevada (TAB. 5.2). Neste
caso, a referéncia deve ser outra. Uma possibilidade é usar como referéncia o
fluxo médio em um patamar quando a temperatura é elevada a 449C, conforme

sugere Roustit et al78.
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Figura 5.15: Coeficientes de variagao intragrupos nas bandas B0 a B6

Note-se ainda que enquanto o aquecimento diminuiu as
variabilidades temporais (exceto na banda B1, FIG. 5.10) e espaciais (exceto nas
bandas B3 e B5, TAB. 5.2) das amplitudes das flutua¢gdes do fluxo, aumentou
discretamente as variabilidades intragrupos, exceto nas bandas B3 e B6 (onde
houve discreta diminuicdo). Este fato sugere que a diversidade de respostas
entre individuos também aumenta quando os parametros sdo as amplitudes das
flutuagdes, exceto nas bandas B3 e B6. Desta forma, novamente, a normalizacéo
dos valores das amplitudes das flutuagdes, tomando o mesmo individuo como

controle, provavelmente diminuira a variabilidade dos dados.

5.4. Correlagao espago-temporal

Os sinais de um registro de fluxo decomposto nas sete bandas
espectrais estudadas (BO a B6) de duas regides préximas colhidas no antebragco

de um voluntario durante o patamar de um processo de estresse térmico sao
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apresentados na FIG. 5.16. A simples inspecdo visual revela que ha sincronismo
intermitente entre todos os pares de sinais (de duas regides proximas) nas sete
bandas espectrais durante longos intervalos de tempo, incluindo a banda BO. A
FIG 5.17 evidencia segmentos de sinais na banda B0 das duas regides de outro
voluntario (durante o patamar) onde podem ser observados sincronismos entre as
variacdes lentas e rapidas de fluxo nesta faixa espectral. O intervalo de tempo em
que foi observado sincronismo continuo entre cada par de sinais foi variavel:
variou entre individuos e entre as sete bandas espectrais estudadas. O mesmo
padrao (sincronismo intermitente) foi observado em todos os registros estudados.
O intervalo de tempo em que cada par de sinais estava em sincronismo foi longo
(centenas de segundos), exceto na banda B5 (respiratoria), onde o tempo que
permaneceram em sincronismo foi menor (dezenas de segundos). Durante longos
intervalos temporais, as flutuacbes entre pares de sinais ocorreram em

sincronismo, embora suas amplitudes diferissem.
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Figura 5.16: Segmentos de sinais de fluxo na regido do patamar, durante um procedimento de estresse térmico,

decomposto nas sete bandas espectrais estudadas (B0 a B6, de cima para baixo). Os sinais foram colhidos em

duas regides proximas (R1, em azul e R2 em vermelho)
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Figura 5.17: Segmentos de sinais de fluxo colhidos em duas regides proximas de um voluntario, durante um
procedimento de estresse térmico, decomposto na banda espectral B0, onde pode ser observado sincronismo

entre as variagdes lentas e rapidas observadas nesta faixa espectral (0 a 0,005 Hz)

Embora os pares de sinais nas bandas BO a B6 nao tenham
permanecido sincronos durante todo patamar, as perdas de sincronismo foram
momentaneas, retornando ao sincronismo. A percentagem de tempo em que cada
par de sinais permaneceu sincrono ao logo de cada patamar, esta representada
na TAB. B9 (ANEXO B9) e os coeficientes de correlacdo na TAB. B10 (ANEXO
B10).

Pares de sinais basais em todas as bandas BO a B6, entre duas
regides proximas, semelhante ao ja descrito durante o estresse térmico, também
apresentaram sincronismo. Contudo, o tempo que permaneceram em sincronismo
foi menor. Quantificando, a TAB. B11 (ANEXO B11) apresenta as percentagens

de tempo que cada par permaneceu em sincronismo e a TAB. B12 (ANEXO B12)
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os coeficientes de correlacdo dos sinais estudados nas bandas BO a B6 para os

sinais basais.

O diagrama de barras da FIG. 5.18 mostra os valores médios das
percentagens de tempo em que pares de sinais permaneceram sincronos em
ambos os regimes (basal e estresse térmico). O incremento da temperatura
aumentou significativamente a percentagem de tempo de sincronismo em todas
as bandas, exceto nas bandas B1 e B5 (FiG. 5.18). Durante o estresse térmico, a
percentagem de tempo de sincronismo na banda B5 foi significativamente menor
que as observados nas demais bandas (TAB. B9 — ANEXO B9). Durante o fluxo
basal, o tempo de sincronismo na banda B5 foi significativamente menor que nas
bandas BO e B1. N&o foram encontradas diferencas significantes nas

percentagens de tempo entre as demais bandas (TAB. B11- ANEXO B11).

O diagrama de barras da FIG. 5.19 apresenta os valores médios
dos coeficientes de correlacao entre pares de sinais durante a temperatura basal
e durante o estresse térmico, onde podem ser verificadas as mesmas diferencas
entre as diferentes temperaturas que as encontradas para a percentagem de
tempo. Ou seja, semelhante a percentagem de tempo, o incremento da
temperatura aumentou significativamente a correlagcdo entre pares em todas as
bandas exceto nas bandas B1 e B5 (FIG. 5.19). Durante o estresse térmico, a
correlacdo entre pares em todas as bandas, exceto na B5, foram
significativamente maiores que 0,5 (teste-t). Na banda B5 a correlagdo foi
significativamente menor que as encontradas nas demais bandas (ANOVA e
Tukey). Na temperatura basal, a correlacdo entre pares na banda B5 foi menor

que nas bandas B0 e B1.

O diagrama em barras da FIG. 5.20 apresenta os coeficientes de
variagao intragrupos das percentagens de tempo em que os pares de sinais
permaneceram correlacionados (PC), calculados usando os dados nas TAB. B9
(ANEXO B9) e B11 (ANEXO B11), onde pode ser observado que ocorreu
acentuada diminuigdo da variabilidade dos valores de percentagens de tempo

com o aumento da temperatura.
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Note-se que os CVs intragrupos das PCs sdo menores que 0s
observados quando os parametros eram amplitudes dos sinais nas bandas B1 a
B6 (FIG. 5.15). Ou seja, a variabilidade entre individuos deste ultimo parametro é
menor que a encontrada para a amplitude. Este fato indica que este pardmetro
(PC) pode ser um parametro mais sensivel a alteragdes em cada uma das faixas.

Este topico € uma sugestao de estudos futuros.
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Figura 5.18: Valores médios da percentagem de tempo em que vinte pares de sinais nas bandas BO a B6
permaneceram sincronos. (*) significa diferente das bandas BO e B1 basais. (**) significa diferente das demais
bandas. ANOVA e teste de Tukey, p<0,05. Barras verticais significam diferentes, teste-t. Barras verticais
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Figura 5.19: Valores médios dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre vinte pares de sinais nas bandas
B0 a B6. (*) significa diferente das bandas B0 e B1 basais. (**) significa diferente das demais bandas. ANOVA e

teste de Tukey, p<0,05. Barras verticais significam diferentes, teste-t. Barras verticais significam erros-padrao.
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Figura 5.20: Valores médios dos coeficientes de variagdo das percentagens de tempo em que vinte pares de

sinais nas bandas B0 a B6, permaneceram sincronos

Foi verificado que as variagdes de sinais de fluxo medidos em duas
regides préximas no antebrago de voluntarios saudaveis estavam sincronizadas
durante intervalos variaveis de tempo, dependendo da faixa espectral. Este fato foi
verificado tanto nos registros de fluxo basal quanto durante o estresse térmico,

mas durante esta ultima condi¢cido, permaneceram sincronos mais tempo.

Estudos da relagdo (correlagdo ou coeréncia) de sinais de fluxo
com outros sinais cardiovasculares (ECG e pressdo sanguinea) sao abundantes
na literatura, pois a existéncia de correlacdo ou coeréncia sugere uma origem
comum ou relacdes de dependéncias entre sinais. Como exemplo, a existéncia de
flutuacdes de fluxo microvascular em 1 Hz e a frequéncia cardiaca em um ECG
igual a 1 Hz sugerem que a origem das flutuagdes do fluxo nesta frequéncia seja
cardiaca. Contudo, os dois sistemas (coracdo e microcirculagdo) podem
eventualmente oscilar na mesma frequéncia e ndo estarem relacionados. A

existéncia de correlagcdo ou de coeréncia entre os sinais ndo é suficiente para
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assumir causalidade (relacdo entre causa e efeito). Mas é pouco provavel que
dois sinais de fluxo permanegcam sincronos durante longos intervalos de tempo e
nao estejam relacionados. Assim, dada a importancia desta ferramenta, estudos
da relagédo entre sinais de fluxo de grandes artérias com sinais cardiovasculares
sao abundantes, enquanto que os que correlacionam sinais de fluxos
microvasculares com sinais cardiovasculares sao mais raros. Mais
especificamente, somente foi encontrado na literatura um estudo sobre a relacao
de fluxos microvasculares entre duas regides distintas em um mesmo individuo
(entre dois indicadores em um mesmo individuo)&. Neste estudo, a regido
estudada foi a polpa digital, que € uma regido termoregulatoria, rica em shunts
artério-venulares, diferindo funcionalmente da regido estudada neste trabalho, que
foi a regido volar do antebraco, que é uma regido nutritiva, onde shunts artério-
venulares sdo raros °. Desta forma, por ser este um estudo sem precedentes, a
comparacido direta dos resultados obtidos com outros na literatura ndo foi
possivel, e os resultados de Bernardi et al.8® sdo aqui comparados, sempre que

possivel.

Note-se que ndo foi um objetivo deste trabalho estudar as origens
das flutuagdes sincronas dos sinais de fluxo de duas regides préximas. Contudo,
as flutuagdes sincronas encontradas podem ser Uteis e os possiveis significados e
as possiveis consequéncias destes achados também serdo discutidos na

sequéncia, segundo suas origens sugeridas na literatura.

5.4.1. Origem cardiaca - Banda B6

No sistema cardiovascular, o coragdo € uma bomba cuja pressao
de saida é pulsatil, resultando pressdo pulsatil em todo o circuito circulatério.
Logo, a frequéncia cardiaca é evidente em todo o circuito cardiovascular. A
frequéncia cardiaca de individuos normais é aproximadamente 1 Hz. A presenca
de flutuagdes de fluxo medido via FLD em torno de 1 Hz, comparadas com outros

sinais cardiovasculares (ECG e pressao sanguinea) obtidos simultaneamente, tem
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sido considerada evidéncia direta da origem deste tipo de flutuagéo no registro de

fluxo via FLD 81,

Foi verificado neste trabalho que, na regido B6 do espectro, as
flutuacdes dos fluxos microvasculares medidos via FLD em duas regides proximas
nas regides volares de antebracos de voluntarios saudaveis s&o sincronos
durante a quase totalidade dos experimentos, tanto nas temperaturas basais
quanto durante o estresse térmico. Nao foi encontrado outro estudo similar na
literatura para comparagdo com os resultados obtidos nesta faixa do espectro.
Contudo, admitindo a inquestionavel origem deste sinal (SB6) ser cardiaca &,
este resultado € concordante com o esperado, pois a velocidade da onda de
pressdo braquial é da ordem de 18 m/s 8. Considerando que o espagamento
entre as duas regides estudadas foi da ordem de 10 cm, atrasos na ordem de 5
ms sdo esperados. Portando, era esperado que os dois sinais de fluxo fossem

praticamente sincronos nesta faixa do espectro.

5.4.2. Origem respiratéria - Banda B5

Nesta faixa de frequéncia, os coeficientes de correlacdo entre os
dois sinais foram significativamente menores que 0,5 em ambas as temperaturas,
TAB. B10 (ANEXO B10) e B12 (ANEXO B12). Portanto, ndo foi encontrada

correlagao significativa entre pares de sinais nesta banda espectral.

Segundo o estudo de Bernardi et al8, os indices de coeréncia
encontrados entre sinais, nesta faixa de frequéncia, das polpas de dois
indicadores de um mesmo individuo foram maiores que 0,5 em todos os 10
individuos estudados. Neste estudo, o indice de coeréncia variava entre zero (ndo
coerente) e um (coerente). Os autores consideraram coeréncias significantes
quando os indices de coeréncia eram maiores que 0,5. O método usado pelos
autores permitiu estimar o atraso entre os dois sinais: o atraso encontrado foi
proximo a zero. Assim, segundo este estudo, os sinais eram sincronos. Os

resultados do presente trabalho sdo discordantes dos obtidos por Bernardi et a/.8°
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No trabalho de Bernardi et al8, a respiracdo ou foi ativamente
controlada em 0,25 Hz ou foi mantida espontaneamente na faixa entre 0,2 Hz a

0,26 Hz.

No presente trabalho, a respiragcdo foi espontdnea. Mas foi
observado que os tempos elevados dos experimentos (entre 30 minutos a 90
minutos), a posi¢céo e a temperatura controlada da sala contribuiram tal que quase
invariavelmente o nivel de vigilia dos voluntarios diminuia, suas frequéncias
respiratérias diminuiam e suas amplitudes aumentavam. Ainda, em muitos casos,
os voluntarios falaram durante os experimentos, modificando drasticamente a

frequéncia respiratoria.

A manutencdo da frequéncia respiratéria € importante quando o
espectro do sinal € analisado (que é o caso da quase totalidade dos estudos
similares encontrados na literatura), pois quando a frequéncia muda ao longo do
registro, a energia dispersa no espectro. Contudo, o método usado neste trabalho
nao é sensivel as alteracbes de frequéncia, pois o método de analise usado

(correlagao temporal) é insensivel a mudancas de frequéncia.

Segundo a literatura, a origem das flutuagbes do fluxo
microvascular nesta faixa do espectro (B5) tem sido atribuida a arritmia sinusal
respiratéria®2, que é uma flutuagcdo ritmica dos intervalos temporais entre
batimentos cardiacos (intervalo R-R de um ECG), caracterizada pela diminuigéo

ou aumento do intervalo R-R durante a inspiragdo e expiragao, respectivamente.

E conhecido que a arritmia sinusal respiratéria é evidente em
criancas, mas € menos evidente em adultos. Também ¢é conhecido que padrdes
respiratérios lentos e profundos potencializam a arritmia sinusal respiratoria 8.
Assim, o padrao respiratorio ativamente controlado usado no trabalho de Bernardi
et al. 89 pode ter potencializado a arritmia sinusal respiratéria, resultando
flutuacdes de fluxo na banda B5 mais intensas; enquanto que a respiracdo
espontanea usada no experimento deste trabalho pode ter resultado arritmia
menos evidente ou ausente, resultando influéncias respiratérias na banda B5

menores ou ausentes. Esta possibilidade explicaria a divergéncia entre os
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resultados, lembrando ainda que outra razdo seria o fato de as duas regides

comparadas serem funcionalmente diferentes (nutritiva e termorregulatéria).

5.4.3. Origem miogénica - Banda B4

Segundo Shiogai et al.82, Stefanovska et al.%3, Jan et al’®.,Rossi et
al. %, Geyer, et al. '3 tem sido sugerido que as flutuagdes de fluxo nesta faixa do
espectro correspondem a atividade miogénica. Nao ha evidéncias diretas sobre a
origem dessas oscilagbes. Contudo, tém sido observadas atividades esponténeas
na musculatura lisa de microvasos com frequéncias préximas a 0,1 Hz 82 e este

fato tem sido o fundamento para a associagao.

Embora a atividade miogénica seja largamente estudada, ainda néo
ha um entendimento abrangente sobre sua origem e efeitos. Contudo tem sido
observado que a musculatura lisa nos vasos pré-capilares possui um ténus que
pode ser modulado por varios fatores, incluindo a pressao transmural 7°. De fato,
tem sido observado que um aumento de pressao transmural resulta contragdo da
musculatura (diminuigdo do diametro vascular) e a diminuicdo da presséao

transmural resulta a relaxacdo (aumento do didmetro).

O coragédo bombeia o sangue pelo sistema vascular em uma forma
pulsatil, e as flutuacbes de pressdo sdo presentes em praticamente todo sistema
circulatorio. A pressdo sanguinea apresenta um valor maximo sistélico e um valor
minimo diastélico. Durante cada ciclo cardiaco a pressao sistémica tem um valor
médio e pode variar entre batimentos. A variacido da pressao sistémica média,
quando calculada em ciclos cardiacos consecutivos, tem sido denominada
variabilidade da pressdo sanguinea (VPS). Tem sido observado que a VPS
apresenta flutuagdes ritmicas nas faixas B1 a B5 8, incluindo a faixa B4 onde a
energia € mais elevada (miogénica). Assim, tem sido sugerido que a atividade

miogénica microvascular atua no controle da presséao 82.

Uma vez que a atividade miogénica nesta faixa do espectro € uma
resposta as variagdes sistémicas de pressao, seria esperado que as flutuacdes de

fluxo em duas regides distintas em um mesmo individuo apresentassem elevada
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correlacdo e que o atraso entre as flutuagcdes no presente experimento fosse

pequeno, pelas mesmas razdes ja apontadas no topico imediatamente anterior.

No trabalho de Bernardi et al8% (descrito no tépico anterior), foi
encontrada elevada coeréncia entre o fluxo medido (polpa de um indicador) e a
pressdo sanguinea em seis de dez individuos, nesta faixa do espectro. No
trabalho de Bernardi et al.8°também foram encontradas elevadas coeréncias entre
os fluxos medidos nas polpas de indicadores (de um mesmo individuo), em dez de

dez voluntarios.

A correlacdo média, encontrada neste trabalho, dos sinais na faixa
B4 de duas regides préximas durante o estresse térmico, foi significativamente
maior que 0,5, TAB. B10, ANEXO B10. Nao foi possivel saber se a correlacao
meédia durante a temperatura basal foi significativamente diferente de 0,5, TAB.
B12, ANEXO B12. Assumindo ser aproximadamente igual a 0,5, o resultado
obtido quando a temperatura era basal esta em concordancia com o obtido por
Bernardi et al®, lembrando que as regides estudadas sdo funcionalmente
diferentes (nutritiva e termorregulatoria). Nao foram encontrados estudos similares

na literatura para comparar os resultados obtidos durante o estresse térmico.

5.4.4. Origem neurogénica - Banda B3

O coragao, os pulmdes e todos os vasos sanguineos (exceto os
capilares) séo inervados. O sistema nervoso autdnomo atua continuamente em

todos estes sistemas.

Em regides glabras (sem pélos) da pele (palmas das maos, solas
dos pés, labios) os vasos sdo somente inervados por nervos simpaticos
noradrenérgicos. Em regides ndo glabras (membros, tronco e cabega), nervos
simpaticos noradrenérgicos vasoconstritores e colinérgicos vasodilatadores
modulam o ténus vascular. Ha evidéncias que mostra que a inervacio vascular
participa do controle da pressdo sanguinea sistémica®, do processo termo-
regulatério’®, e de respostas locais via reflexo antidrobmico (ex., aquecimento

local,’®). Contudo, ndo ha evidéncias diretas sobre a origem das flutuagdes do
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fluxo microvascular nesta faixa do espectro. Mas ha elevado corpo de evidéncias
indiretas sugerindo que as oscilagdes nesta faixa do espectro sao reacgdes

neurogénicas.

Soderstrom et al.86 demonstraram que as amplitudes das oscilagbes
nesta faixa do espectro s&o significativamente menores em peles transplantadas,
quando comparadas a areas sadias em regides proximas. Uma vez que as
inervacoes sdo totalmente seccionadas neste procedimento, a associagdo foi

sugerida.

Wilson et al.8” efetuaram registros de fluxos em antebragos de
individuos saudaveis em trés condigdes: i) basais; ii) bloqueio ganglionar,
administrando trimetafano e iii) trimetafano mais oscilagbes de pressao negativas
em membros inferiores (para regenerar flutuagdes na pressao sanguinea que foi
abolida pelo bloqueio). Nestas condigbes foi observado que as amplitudes das
flutuagdes diminuiram significativamente durante o bloqueio e aumentaram
quando pressdes negativas oscilantes foram aplicadas nos membros inferiores,
demonstrando indiretamente a associacdo entre as flutuagbes do fluxo

microvascular nesta faixa de frequéncias e o sistema autébnomo.

Nesta faixa do espectro (B3), a correlagdo média observada foi r =
0,49, mas nao foi possivel saber se a correlacdo média durante as temperaturas
basais foi significativamente diferente de 0,5. Contudo houve aumento significativo
durante o estresse térmico, quando os sinais permaneceram sincronos durante
88% do tempo experimental e o coeficiente de correlacdo médio obtido foi r =

0,79.

Considerando ser o sistema autbnomo responsavel pelas
flutuacdes nesta faixa do espectro, e considerando que a velocidade de conducéao
e resposta nervosa é elevada (ordem de 1 m/s 88), era esperado que os sinais na
faixa B3 fossem sincronos, concordando com os resultados obtidos. Nao foi

encontrado um estudo similar, na literatura, nesta faixa do espectro.



76

5.4.5. Origem endotelial NO dependente - Banda B2

Trocas gasosas (CO2 e Oy) e outras substancias relacionadas com
o0 metabolismo tecidual ocorrem no plexo microvascular. Assim o fluxo

microvascular é ajustado em fungédo das necessidades metabdlicas.

Tem sido sugerido que o endotélio participa no processo de
regulagem do fluxo microvascular em fungéo das necessidades metabdlicas, via
ajuste da concentracdo de varias substancias. Dentre outras, o oxido nitrico (NO)
€ conhecidamente um potente vasodilatador, cuja disponibilidade e sintese esta

relacionada ao endotélio®® .

Stewart et al. 9%, realizaram experimentos em humanos (pele),
usando acetilcolina, um vasodilatador dependente do endotélio e nitro-L-arginina,
um inibidor da sintese de NO, ambos administrados via micro-dialise. Segundo
este estudo, as amplitudes das oscilacbes em todas as faixas do espectro eram
maiores quando sob efeito da acetilcolina, mas diminuia significativamente e
seletivamente, na faixa B2, quando nitro-L-arginina foi administrada. Segundo os
autores, estes resultados sugerem que as oscilagdes do sinal de fluxo nesta faixa
do espectro sdo NO dependentes. Varios outros estudos confirmam a relacao
entre a amplitude das oscilagcbes nesta faixa e a disponibilidade de NO

endotelials2.

Quando a temperatura era basal, nesta faixa (B2), os sinais de
duas regides proximas permaneceram 59,5% do tempo experimental
sincronizados e o coeficiente de correlacdo médio encontrado foi r = 0,54. No
entanto, quando as regides foram aquecidas houve um aumento significativo tanto
do tempo em que os sinais permaneceram sincronos (84%) como do coeficiente

de correlacdo médio (r = 0,76).

Nao foram encontrados, na literatura, estudos similares para
comparacdo. Contudo, tanto a elevada correlagcdo como o elevado tempo de
sincronismo encontrados entre os sinais durante o estresse térmico suscitam uma
questdo: se a disponibilidade de NO depende de sua sintese no endotélio seria

um processo local de controle do fluxo microvascular. Sendo este um processo
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local, ndo seria esperado sincronismo de fluxo entre as duas regides ensaiadas.

Este fato sugere que a origem das oscilagdes nesta banda requer mais estudos.

Segundo comentarios de Stewart et al% (experimento acima
descrito), enquanto tém sido encontradas oscilagbes do sinal de fluxo com
frequéncias abaixo de 0,021 Hz, as contrapartes n&o tém sido encontradas: i) nos
sinais de pressao sanguinea, ii) nos sinais de variagdes do ritmo cardiaco e; iil)
em atividades nervosas simpaticas de musculos. Assim, apontam os autores que
tais oscilagdes de fluxo ndo estariam relacionadas as atividades neurogénicas
central ou periférica, levando inferir que os mecanismos que resultam tais
oscilacdes sdo locais e provavelmente mediadas pelo endotélio. Contudo, Stewart
et al. %° usaram a transformada de Fourier nas analises dos sinais, que nido possui
resolucdo espectral adequada em baixas frequéncias. De fato, usando a
transformada de wavelet, recentemente foram encontradas oscilagées de pressao
arterial nesta faixa do espectro®2. Oscilagdes sistémicas da pressao arterial podem

explicar o sincronismo observado.

5.4.6. Origem endotelial NO- ndo dependente - Banda B1

Existem evidéncias indiretas sugerindo que oscilagbes de fluxo na
faixa entre 0,005 Hz a 0,0095 Hz dependem do endotélio, mas ndo dependem da

disponibilidade de NO.

Kvandal et al.'"* provocaram vasodilatagdo em humanos usando
acetilcolina e nitroprussiato de sédio, um vasodilatador independente do endotélio,
localmente administrados via iontoforese. Os autores também testaram a inibicao
da sintese de NO usando NG - monometil-L-arginina, infundido na artéria braquial,
e a inibicdo da sintese da prostaglandina (vasodilatador), infundindo aspirina
endovenosamente. A acetilcolina induziu maior aumento nas oscilacdes nas duas
faixas (B1 e B2) quando comparado ao aumento induzido pelo nitroprussiato de
sédio. A inibicdo da sintese de NO via NG - monometil-L-arginina ndo afetou a
diferenca de resposta a acetilcolina versus nitroprussiato de sédio na faixa B1 mas

aboliu a diferenga das respostas na faixa B2. A aspirina nido alterou as respostas
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a acetilcolina e nitroprussiato de sodio. Fundamentados nesses resultados, os
autores sugeriram que outro mecanismo (exceto o NO) deveria estar envolvido
nas oscilagbes na faixa B1. Os autores sugerem o envolvimento do fator

hiperpolarizante derivado do endotélio.

Na faixa B1 os pares de sinais permaneceram sincronos durante
72% e 80% do tempo experimental e os coeficientes de correlagcdo obtidos foram
0,6 e 0,7 durante a temperatura basal e o estresse térmico, respectivamente.

Portanto os sinais apresentaram elevados indices de sincronismo.

Nao foram encontrados, na literatura, estudos sobre a coeréncia ou
correlagéo entre flutuagdes de sinais de fluxo em regides distintas na pele, nesta
faixa do espectro. Contudo, é conhecido que as células endoteliais estdo
normalmente sujeitas a dois tipos de for¢cas: uma axial, decorrente da pressao
transmural (diferenga de pressdes do interior e exterior dos vasos) e outra,
longitudinal, resultante da for¢ca de ficcdo gerado pelo fluxo sanguineo. A forga
axial resulta contragdes da musculatura lisa dos vasos e este € um mecanismo
conhecido de regulagem do fluxo vascular, ja discutido (faixa B4). Em resposta
aos aumentos da forga longitudinal, o endotélio libera varios vasodilatadores,
incluindo o NO e prostaciclina. Na microvasculatura humana, a inibigdo
combinada da sintese de NO e da ciclooxigenase (sintese da prostaglandina) ndo
inibe totalmente a vasodilatagdo, e tem sido sugerido que a dilatagdo residual é
dependente da acdo de um fator hiperpolarizante derivado do endotélio ¢'. Caso
esta hipétese esteja correta, as ondas na faixa B1 poderiam ser dependentes de
alteragées de fluxo. Ou seja, um aumento de fluxo localizado induziria
vasodilatacdo coordenada nos vasos que irrigam esta regido. Esta possibilidade
explicaria o elevado sincronismo encontrado nas oscilagbes do fluxo

microvascular nesta faixa do espectro.

5.4.7. Banda BO

Flutuacdes na banda B0, que inclui frequéncias inferiores a 0,005

Hz, ndo tém sido estudadas, talvez pelas seguintes razbes: os métodos espectrais
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normalmente usados na analise das oscilagbes sdo a transforma da Fourier
truncada ou a transformada de wavelet. A transforma da Fourier ndo possui
resolucdo espectral ou resolugdo temporal suficiente. Por outro lado, longos
intervalos de tempo sdo necessariamente descartados no inicio e no final da
transformada de wavelets, onde ocorrem distor¢des 77. Assim longos intervalos de
tempo seriam necessarios para estudar frequéncias inferiores a 0,005 Hz,

dificultando procedimentos experimentais.

Também ndo foram encontrados estudos sobre oscilacbes com
frequéncias inferiores a 0,005 Hz nos sinais de pressao sanguinea e variagdes do
ritmo cardiaco, talvez pelas mesmas razdes acima apontadas. Assim, novamente

nao foi possivel comparar os resultados obtidos com estudos semelhantes.

As flutuacbes entre pares de sinais de fluxo provenientes de duas
regides proximas nesta faixa do espectro (abaixo de 0,005 Hz) foram
surpreendentemente sincronas durante 89% e 70% do tempo em que foram
realizados os experimentos, e os coeficientes de correlagdo foram 0,82 e 0,62,
durante o estresse térmico e temperatura basal, respectivamente, sugerindo ou

um controle central ou um comportamento regional coletivo.
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6. CONCLUSAO

Os sinais das sete faixas foram temporalmente, espacialmente e

espaco-temporalmente caracterizados e quantificados.

Os resultados obtidos permitiram concluir que as variabilidades
temporais de sinais na faixa BO s&o significativamente menores que as
observadas em registros de fluxo. Este resultado sugere que valores médios de
fluxo, quando calculados em intervalos curtos de tempo (aproximadamente 1
minuto), devem ser calculados na faixa BO. Os resultados obtidos também
permitiram observar que a variabilidade entre medi¢cdes de fluxo em duas regides
préximas em um mesmo individuo (variabilidade espacial) diminui quando as
regides sdo localmente aquecidas (42°C), mas nesta condi¢cdo a variabilidade

intragrupo aumenta.

Os resultados obtidos mostraram que as variabilidades temporais
de sinais nas faixas B1 a B6 s&o significativamente maiores que a encontrada na
faixa BO. Este resultado sugere a necessidade de calcular as médias temporais de
sinais nestas faixas usando periodos mais longos que o acima sugerido para o
fluxo. Nesta condicdo foi observado que as variabilidades espaciais dos valores
médios dos sinais nas faixas B1 a B6 diminuem com o aquecimento local, exceto
nas faixa B3 e B5. Mas o aquecimento aumentou discretamente as variabilidades

intragrupos, exceto nas bandas B3 e B6, onde houve discreta diminuicéo.

A caracterizagcdo espaco-temporal revelou elevadas correlacdes
temporais entre os sinais de regides proximas quando localmente aquecidas, em
todas as faixas, exceto na faixa B5. Nesta condic&o, as variabilidades intragrupos
das quantidades PC (percentagem de tempo em que 0s sinais permaneceram

correlacionados) foram menores que as variabilidades intragrupos das amplitudes
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médias dos sinais nas faixas B1 a B6. Este resultado indica que o parametro PC é

promissor para o estudo e analise de fungdes microvasculares.
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ANEXO Al

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE: DE ETICA EM PESQUISA

FOUSP

PARECER DE APROVAGAO
FR368328 .
Protocolo 166/10

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o protocolo de pesquisa “Caracterizagdo das flutuagbes do
sinal laser Doppler do fluxo microvascular’, de responsabilidade do(a)
Pesquisador(a) Melissa S. Folgosi-Corréa sob orientagéo do(a) Prof.(a) Dr.(a)
Gesse Eduardo Calvo Nogueira.

Tendo em vista a legislag8o vigente, devem ser encaminhados a
este Comité relatorios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término cépia do trabalho em “cd’. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte dé a ser modificada e suas justificativas.

S&o Paulo, 19 de abril de 2011.

Profa. Dra. a Turolla Wanderley
Coordehadora do CEP-FOUSP -

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitdria "Armando de Salles Oliveira”.
Sdo Paulo - SP - CEP 05508-900 -Tel. (0XX11) 3091-7960
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Anexo A2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Obrigatério para pesquisas cientificas em seres humanos - Resolugdo CNS n° 1

de 13.6.98)

Dados de identificacao

Titulo do Projeto: Caracterizagdo das flutuagdes do sinal laser Doppler do fluxo

microvascular

Pesquisador Responsavel: Gesse Eduardo Calvo Nogueira

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN)_

Telefones para contato: (11) 31339188 - (11) 31339255

Nome do

voluntario:

Idade: anos R.G.

INFORMAGOES GERAIS SOBRE A PESQUISA A QUAL SEREI
SUBMETIDO:

Logo abaixo da pele ha pequenos vasos sanguineos chamados
microvasos onde ocorre a microcirculagdo sanguinea. O diabetes, o uso crénico
do fumo, certas doencas que afetam o sistema nervoso e até a idade avancada
podem causar problemas na microcirculagdo. Nestes casos a microcirculacao
também n&o é normal. Atualmente ha varios métodos de examinar o
funcionamento da microcirculacdo usando o laser. Estes métodos séo

interessantes, pois ndo necessitam a coleta de sangue ou de tecidos, ndo séo
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perigosos para o paciente e sao faceis de efetuar. Mas os métodos existentes
ainda precisam ser melhorados, pois os registros de fluxo microvascular obtidos
com o laser ainda ocorrem muitas variacdes entre individuos mesmo quando

saudaveis, e estas variagdes ainda nao sio totalmente conhecidas.

O projeto de pesquisa “Caracterizacdo das flutuacbées do sinal laser

Doppler do fluxo microvascular’, sob responsabilidade do(a) pesquisador(a)

Gesse Eduardo Calvo Nogueira e Melissa Santos Folgosi-Corréa, tem como
objetivo colher e registrar informagdes sobre o fluxo sanguineo da pele na regiao
do antebrago para caracterizar as variagdes dos registros de fluxo microvascular.

Ndo ha beneficios diretos aos participantes desta pesquisa. Contudo a

caracterizagdo dos registros de fluxo permitird conhecer as flutuagdes do fluxo
medido, minimizar as variagdes indesejaveis, aumentando a sensibilidade do
método, que é frequentemente usado no estudo da microcirculagdo. O estudo da
microcirculacdo € uti ndo somente ao entendimento de disfungdes
microvasculares, comuns em diabéticos, como ja dito, mas também & util para
diagnosticar a vitalidade da polpa de dentes e o estado de outros 6rgdos. Assim, &
esperado que o resultado deste trabalho seja util a todos os voluntarios e para

sociedade sempre que ocorrer uma suspeita de doenca microvascular.

Os registros de fluxo serdo obtidos usando um fluxdémetro laser Doppler. O
fluxdmetro laser Doppler € um instrumento que mede o fluxo microvascular
usando um laser operando em baixa intensidade, ndo oferecendo riscos de danos
a pele ou olhos. A medicao do fluxo microvascular é efetuada fixando na pele uma
sonda, por intermeédio de fita adesiva facilmente removivel. A sonda é uma fibra
Optica que conduz radiacido laser em seu interior, terminando em um pequeno
disco de plastico que somente toca a pele. Assim a sonda emite radiacao laser,
em baixa intensidade, e recebe a radiagao que é espalhada pela pele. A radiacao
espalhada é coletada pela sonda e volta ao fluxbmetro, que analisa a radiacao
laser espalhada e indica o fluxo microvascular na regido onde a sonda ¢ fixada. O
registro de fluxo é a leitura do fluxo durante o tempo em que o instrumento esta

medindo o fluxo.
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O material que sera colhido do voluntario serédo registros de fluxo, que
serdao armazenados em um computador e também podem ser impressos em
papel. Os registros de fluxo serdo usados exclusivamente para os propoésitos
desta pesquisa. A identidade de cada voluntario ndo sera divulgada, exceto se
legalmente solicitados por érgdos competentes para finalidades administrativas ou
judiciais. Também é assegurado aos voluntarios que ndo havera qualquer custo

monetario.

A pesquisa envolve voluntarios saudaveis, com idades entre 18 a 60 anos,
de ambos os sexos. A cada voluntario sera solicitado comparecer em 03 (trés)

sessoes.

Antes do inicio de cada sessdo de medicdo o voluntario permanecera
deitado em repouso em uma sala climatizada a 23°C durante 30 (trinta) minutos.
Serao fixadas duas sondas no antebraco, usando uma fita adesiva. Na primeira
sessdo o fluxo sera registrado durante aproximadamente 30 (trinta) minutos.
Numa segunda sessdo, em outro dia, com duragdo igual a primeira, os suportes
das sondas do fluxdbmetro serdo aquecidos até 42° C (quarenta e dois graus
Celsius), usando um equipamento de aquecimento de pele. Na terceira sesséao,
com duragdo igual as duas sessdes anteriores, os suportes das sondas serao
aquecidos até 42° C numa regido previamente tratada com lidocaina ou EMLA. A
aplicacdo da lidocaina ou EMLA sera efetuada uma hora antes do inicio dos
registros. Lidocaina ou EMLA sao drogas, aplicadas na pele em forma de creme,
que anestesiam o local onde sdo aplicadas. O local onde a lidocaina ou EMLA
sera aplicada € uma pequena regido (aproximadamente 2 x 2 centimetros) onde a
sonda do fluxbmetro sera fixada. O equipamento de aquecimento usa uma
pequena resisténcia elétrica que aquece o local onde a sonda ira medir o fluxo
(pequena regido de aproximadamente 2 x 2 cm). O aquecimento € controlado e a
taxa de aquecimento € tdo pequena que geralmente ndo causa desconforto. Ou
seja, geralmente o voluntario ndo percebe que a sonda esta sendo aquecida.

Os voluntarios serdo convidados a participar das trés sessdes acima

descritas. Mas € assegurado aos voluntarios desistir de qualquer sessdo e mesmo
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durante qualquer sessdo. Contudo o registro de qualquer sesséo isolada é de

interesse e valor na execucao deste trabalho.

RISCOS E BENEFICIOS

O laser que sera usado nao é perigoso. Ndo produz danos aos olhos ou
pele. A sonda de medi¢do do fluxo € uma fibra Optica terminada em um disco de
plastico que somente encosta na pele e ndo causa desconforto. O sistema de
aquecimento da pele é controlado e a velocidade de aquecimento € controlada
para propositalmente ndo causar desconforto. Contudo pode ser desconfortavel
permanecer durante as sessdes de registros com mobilidade restrita (o voluntario
devera permanecer deitado e sera solicitado ao voluntario ndo mexer os bragos
para nao interferir nos registros) e o aquecimento da pele pode eventualmente
resultar leve desconforto inicial. As drogas anestésicas poderdo eventualmente
causar reagdes alérgicas no local onde sera aplicada. Neste caso a sess&o sera
interrompida e o voluntario sera encaminhado ao Hospital Universitario da USP.
Mas deve estar claro que em qualquer momento o voluntario podera desistir e
neste caso a sessao sera interrompida e o voluntario estara dispensado sem

qualquer prejuizo.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO:

Declaro para todos os efeitos juridicos, presentes e futuros, que o efeito e
natureza do procedimento acima relatado foram perfeitamente explicados e
compreendidos. E, por conseguinte, declaro ter ciéncia que terei assisténcia
integral do pesquisador, durante e apos a realizagcdo das sessbes, para o
esclarecimento de quaisquer duvidas que por ventura surjam durante a realizagao
da referida pesquisa. Razao pela qual expressamente reconheco que antes da
minha submissdo a referida pesquisa tive oportunidade de esclarecer todas e
quaisquer duvidas possiveis quanto ao procedimento ao qual serei submetido(a).
Afirmo, ainda, ter ciéncia de que os dados a serem obtidos nessa pesquisa serdo

mantidos em sigilo, mantendo-se preservada minha privacidade, de que nenhuma
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das informacdes seja requerida pelos 6rgdos competentes por meio do devido
processo administrativo ou judicial necessario a obtengcdo das respectivas
informacgdes. Por fim, declaro que, ao assinar o presente termo de consentimento,
recebi uma cépia desse termo, com igual teor. Sabendo que poderei abandonar a
pesquisa em qualquer etapa, sem que a mim sejam aplicadas penas ou multas,
conscientemente, autorizo, por minha livre iniciativa, a realizagdo dos

trabalhos acima relatados.

Eu, , RG n°

declaro ter sido informado e concordo em participar, como

voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.

Sao Paulo, de de

Gesse Eduardo Calvo Nogueira

Nome e assinatura do voluntario

Melissa Santos Folgosi-Corréa
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ANEXO B1

Tabela B1: Erros percentuais dos valores médios de fluxo nao filtrados (F) e das amplitudes dos sinais
filtrados nas bandas BO a B6 calculados em 1 minuto tomando como referéncia os respectivos valores
calculados em 20 minutos, de registros de fluxo durante um estresse térmico e basal. DP (desvio-padrao)

Erro (%) - Temperatura basal Erro (%) - Estresse térmico

Individuo F BO B1 B2 B3 B4 B5 B6 F BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 22 14 140 107 116 88 78 54 4 5 70 87 96 49 37 25
2 14 10 86 97 116 76 68 37 7 7 96 104 134 72 74 10
3 25 23 154 93 125 85 94 37 3 2 68 82 66 61 28 10
4 27 19 144 126 93 130 109 65 8 7 140 93 146 97 36 8
5 29 16 180 189 221 209 127 58 6 5 107 80 79 61 47 9
6 46 33 124 108 124 63 122 53 16 15 335 246 117 66 45 37
7 23 11 123 183 79 98 78 28 16 14 126 165 164 105 49 15
8 24 14 104 161 169 116 53 58 6 5 85 94 69 69 50 12
9 25 18 91 133 202 75 53 46 8 8 125 97 93 69 37 13
10 32 19 290 206 156 169 205 55 9 8 124 107 80 107 53 9
11 20 16 135 153 108 126 79 39 14 13 136 166 153 67 46 16
12 19 14 118 217 109 196 193 60 3 3 128 103 78 101 72 19
13 29 19 107 115 172 116 107 48 7 7 102 129 78 50 48 6
14 11 6 156 140 141 171 54 31 13 13 289 168 92 104 54 12
15 22 15 87 117 103 67 85 34 14 15 118 81 109 145 42 18
16 8 5 176 174 87 68 114 44 7 7 102 130 78 50 48 6
17 20 15 132 144 105 149 196 25 6 3 90 108 95 66 29 8
18 18 13 117 126 191 92 57 37 10 10 77 111 83 49 62 M1
19 21 13 250 265 212 65 51 50 9 6 128 207 143 61 43 1
20 25 19 110 180 175 107 120 39 8 7 171 142 229 76 39 8

Média 23 16 141 152 140 113 102 45 9 8 131 1256 109 76 47 13
DP 8 6 52 45 44 45 48 12 4 4 67 45 41 25 12 7
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Tabela B2: Erro percentual dos valores médios das amplitudes (A) e das poténcias (P) de sinais basais nas

bandas B1 a B6, calculados em 1 minuto tomando como referéncia os respectivos valores calculados em 20

minutos.
Individuo/banda Bl
A P A P A P A P A P A P
1 140 319 107 218 116 239 88 246 78 168 54 68
2 86 148 97 191 116 274 76 160 68 167 37 66
3 154 371 93 198 125 260 85 168 94 401 37 154
4 144 382 126 278 93 195 130 306 109 306 65 97
5 180 436 189 440 221 632 209 683 127 489 58 359
6 124 285 108 202 124 263 63 139 122 415 53 134
7 123 263 183 413 79 163 98 223 78 189 28 37
8 104 221 161 370 169 443 116 242 53 88 58 73
9 91 182 133 266 202 465 75 149 53 115 46 67
10 290 792 206 498 156 347 169 607 205 955 55 578
11 135 249 153 346 108 224 126 282 79 177 39 78
12 118 250 217 560 109 255 196 584 193 855 60 453
13 107 221 115 239 172 398 116 253 107 270 48 91
14 156 344 140 329 141 356 171 449 54 134 31 35
15 87 158 117 254 103 203 67 92 85 329 34 38
16 176 458 174 420 87 204 68 157 114 479 44 135
17 132 266 144 331 105 217 149 476 196 1071 25 54
18 117 254 126 277 191 481 92 202 57 164 37 51
19 250 698 265 632 212 589 65 138 51 131 59 126
20 110 238 180 439 175 469 107 272 120 467 39 293
Média 141 327 152 345 140 334 113 291 102 369 45 149
DP 52 167 45 125 44 139 45 174 48 288 12 151
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ANEXO B3

Tabela B3: Valores de fluxos basais e respectivas amplitudes das oscilagdes de fluxo nas bandas BO a B6,
em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R1.

Individuo/banda Fluxo BO Bl B2 B3 B4 B5 B6
1 4,95 4,96 0,12 0,24 0,38 0,24 0,18 0,63
2 8,94 8,94 0,17 0,2 0,48 0,44 0,23 0,67
3 5,87 5,87 0,1 0,16 0,2 0,21 0,12 0,58
4 3,97 3,97 0,1 0,23 0,28 0,39 0,28 0,49
5 6,2 6,2 0,15 0,17 0,36 0,35 0,23 0,58
6 3,74 3,74 0,16 0,18 0,16 0,4 0,16 0,32
7 4,41 4,42 0,15 0,23 0,24 0,21 0,15 0,56
8 6,34 6,33 0,2 0,17 0,58 0,49 0,2 0,89
9 6,04 6,03 0,16 0,26 0,25 0,24 0,13 0,31
10 4,01 4,01 0,1 0,17 0,29 0,19 0,17 0,31
11 6,02 6,02 0,06 0,1 0,13 0,14 0,13 0,94
12 5,61 5,61 0,12 0,18 0,43 0,36 0,19 0,66
13 4,92 4,93 0,18 0,17 0,31 0,6 0,15 0,39
14 3,82 3,82 0,05 0,1 0,23 0,23 0,1 0,37
15 8,44 8,45 0,19 0,25 0,44 0,48 0,23 1,48
16 8,12 8,11 0,09 0,17 0,37 0,46 0,29 0,97
17 5,92 5,93 0,15 0,29 0,37 0,47 0,16 0,67
18 4,86 4,86 0,07 0,11 0,17 0,27 0,16 0,34
19 6,84 6,84 0,2 0,3 0,36 0,34 0,29 0,99
20 5,16 5,16 0,12 0,22 0,24 0,26 0,16 0,3
Média 5,71 5,71 0,13 0,19 0,31 0,34 0,19 0,62
DP 1,51 1,51 0,04 0,06 0,12 0,13 0,06 0,31

cv 0,26 0,26 0,31 0,32 0,39 0,38 0,32 0,49
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ANEXO B4

Tabela B4: Valores de fluxos basais e respectivas amplitudes das oscilagdes de fluxo nas bandas BO a B6,
em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R2.

Individuo/banda Fluxo BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 4,1 4,11 0,13 0,2 0,33 0,21 0,2 0,69
2 9,35 9,37 0,17 0,36 0,8 0,55 0,31 0,71
3 4,85 4,85 0,1 0,16 0,24 0,17 0,11 0,39
4 5,59 5,59 0,18 0,32 0,35 0,43 0,27 0,51
5 4,85 4,86 0,09 0,11 0,24 0,24 0,14 0,37
6 3,25 3,24 0,17 0,23 0,16 0,3 0,1 0,28
7 2,47 2,47 0,09 0,24 0,24 0,21 0,11 0,28
8 4,34 4,33 0,12 0,14 0,45 0,32 0,17 0,51
9 5,62 5,62 0,06 0,14 0,19 0,35 0,19 0,39
10 2,75 2,76 0,12 0,18 0,31 0,2 0,16 0,38
11 3,39 3,39 0,06 0,08 0,14 0,16 0,11 0,72
12 5,51 5,51 0,18 0,36 0,58 0,42 0,26 0,6
13 4,1 4,1 0,15 0,21 0,4 0,33 0,11 0,38
14 5,34 5,35 0,1 0,17 0,18 0,23 0,12 0,54
15 4,91 4,91 0,08 0,11 0,13 0,18 0,12 0,85
16 6,3 6,31 0,1 0,19 0,27 0,24 0,22 0,78
17 3,29 3,29 0,05 0,1 0,28 0,17 0,08 0,24
18 4,21 4,21 0,06 0,11 0,15 0,26 0,14 0,32
19 3,09 3,09 0,09 0,12 0,25 0,21 0,2 0,36
20 6,62 6,62 0,21 0,26 0,22 0,31 0,2 0,45

Média 4,7 4,7 0,12 0,19 0,29 0,27 0,17 0,49
DP 1,6 1,61 0,05 0,08 0,16 0,1 0,06 0,18

cv 0,34 0,34 0,42 0,42 0,55 0,37 0,35 0,37
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ANEXO B5

Tabela B5: Valores de fluxos durante um estresse térmico e respectivas amplitudes das oscilagdes de fluxo
nas bandas B0 a B6, em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R1.

Individuo/banda Fluxo BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 87,96 87,94 0,46 0,39 0,54 1 1,17 5,11
2 166,5 166,5 0,55 1,07 1,58 2,22 1,74 15,91
3 180,78 180,85 0,9 1,86 2,22 2,02 2,48 19,7
4 319,18 319,23 1,37 1,59 2,22 3,4 3,47 29,11
5 180,32 180,33 0,64 0,74 1,23 1,95 1,59 13,72
6 105,5 105,43 1,04 1,28 1,3 1,25 1,31 7,5
7 101,48 101,46 0,54 0,98 1,32 1,56 1,62 11,79
8 191,16 191,21 0,66 1,8 1,86 3,04 2,72 16,32
9 118,72 118,62 0,68 0,95 1,78 2,23 1,48 10,54
10 116,01 116,01 0,41 0,68 1,25 2,18 1,53 11,99
11 94,98 94,98 0,38 0,6 1 1,13 1,31 9,96
12 87,38 87,36 0,33 0,78 1 1,28 1,08 7,42
13 107,81 107,81 0,36 0,67 2,08 2,47 0,86 12,88
14 98,57 98,59 0,63 0,94 1,76 2,51 1,67 14,24
15 57,8 57,8 0,58 0,69 0,48 0,97 0,65 5,23
16 107,78 107,79 0,36 0,67 2,07 2,46 0,86 12,88
17 61,12 61,12 0,76 1,2 1,2 1,28 1,73 11,33
18 113,01 113,01 0,67 1,02 1,4 4,62 2,13 8,01
19 90,12 90,14 0,91 0,88 1,16 1,76 1,23 10,61
20 105,38 105,31 0,62 1 1,17 1,78 1,09 11,27

Média 124,58 124,57 0,64 0,99 1,43 2,06 1,59 12,28
DP 59,09 59,11 0,26 0,39 0,51 0,9 0,68 5,4

cv 0,47 0,47 0,41 0,39 0,36 0,44 0,43 0,44
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ANEXO B6

Tabela B6: Valor de fluxo durante um estresse térmico e respectivas amplitudes das oscilagdes de fluxo nas
bandas B0 a B6, em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R2.

Individuo/banda Fluxo BO Bl B2 B3 B4 B5 B6
1 186,15 186,23 1,27 1,28 1,69 2,48 2,44 14,06
2 92,93 92,92 0,37 0,53 0,68 0,99 0,97 7,96
3 89,03 89,07 0,63 0,94 1,06 1,2 1,41 11,85
4 266,01 266,04 1,19 1,44 2 3,32 3,07 26,78
5 279,19 279,24 1,05 1,22 1,54 2,9 2,18 23,54
6 101,95 101,81 1,47 1,85 1,44 1,33 1,1 8,68
7 86,98 86,97 0,41 0,73 0,98 1,23 1,17 8,87
8 165,04 165,13 0,88 1,88 1,92 3,16 2,54 15,93
9 124,52 124,52 0,54 1 1,84 1,9 1,41 10,61
10 94,27 94,25 0,49 0,76 1,08 2,02 1,29 11,68
11 98,93 98,93 0,46 0,73 1,31 1,47 1,43 11,94
12 104,69 104,6 0,46 0,68 0,96 1,2 1,15 8,54
13 86,88 86,89 0,32 0,38 1,01 1,25 0,79 8,35
14 163,38 163,41 0,87 1,53 2,67 3,64 2,44 20,08
15 113,47 113,52 0,92 1,53 1,33 2,26 1,36 11,6
16 86,85 86,86 0,32 0,38 1,01 1,25 0,79 8,35
17 131,74 131,73 0,68 1,44 1,4 1,05 1,12 10,79
18 96,79 96,85 0,83 0,64 1,18 3,56 2 7,76
19 72,57 72,59 0,7 0,75 0,82 1,32 0,78 8,45
20 156,27 156,19 0,82 1,34 1,59 2,27 1,52 15

Média 129,88 129,89 0,73 1,05 1,37 1,99 1,55 12,54
DP 58,01 58,03 0,33 0,47 0,48 0,9 0,67 5,38

cv 0,45 0,45 0,45 0,45 0,35 0,45 0,43 0,43
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ANEXO B7

Tabela B7: Desvio-padrao de registros de fluxo basal e das respectivas amplitudes das oscilagdes de fluxo
nas bandas B0 a B6, em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R1.

Individuo/banda Fluxo BO Bl B2 B3 B4 B5 B6
1 1,31 0,41 0,1 0,18 0,31 0,2 0,15 0,44
2 1,55 0,35 0,11 0,15 0,34 0,35 0,2 0,47
3 1,21 0,73 0,07 0,1 0,16 0,18 0,12 0,39
4 1,22 0,3 0,08 0,17 0,2 0,33 0,24 0,37
5 1,53 0,5 0,13 0,15 0,32 0,36 0,26 0,54
6 1,1 0,56 0,12 0,14 0,13 0,29 0,17 0,28
7 1,09 0,27 0,12 0,21 0,17 0,16 0,13 0,39
8 1,75 0,39 0,14 0,14 0,47 0,42 0,15 0,55
9 1,11 0,56 0,11 0,22 0,26 0,19 0,11 0,25
10 1,04 0,25 0,11 0,15 0,26 0,2 0,29 0,41
11 1,33 0,51 0,05 0,08 0,1 0,13 0,11 0,58
12 1,51 0,37 0,09 0,16 0,33 0,35 0,24 0,58
13 1,38 0,51 0,14 0,13 0,28 0,48 0,13 0,3
14 0,77 0,13 0,05 0,07 0,18 0,2 0,08 0,26
15 2,25 0,52 0,13 0,19 0,36 0,36 0,2 0,85
16 1,81 0,21 0,08 0,14 0,26 0,36 0,38 0,76
17 1,55 0,35 0,11 0,23 0,29 0,46 0,23 0,43
18 0,85 0,28 0,05 0,08 0,15 0,21 0,13 0,24
19 1,82 0,59 0,2 0,32 0,35 0,27 0,21 0,63
20 1,04 0,51 0,08 0,18 0,2 0,23 0,16 0,27
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ANEXO B8

Tabela B8: Desvio-padrao de registros de fluxo durante um estresse térmico e das respectivas amplitudes
das oscilagdes de fluxo nas bandas BO a B6, em unidades arbitrarias (UA), colhidos na regido R1.

Individuo/banda Fluxo BO Bl B2 B3 B4 B5 B6
1 8,16 2 0,26 0,26 0,44 0,75 0,92 3,32
2 19,81 3,73 0,4 0,75 1,17 1,62 1,36 8,32
3 24,2 1,96 0,56 1,23 1,54 1,47 1,8 10,47
4 35,53 7,57 1 1,1 1,63 2,64 2,52 14,97
5 17,92 5,89 0,44 0,54 0,88 1,56 1,26 7,38
6 12,71 5,27 1,05 1,13 1,01 0,94 1,02 4,79
7 15,2 4,02 0,35 0,7 1,16 1,31 1,28 6,33
8 21,84 5,99 0,48 1,38 1,41 2,45 1,84 8,64
9 14,35 4,84 0,55 0,65 1,51 1,58 1,19 5,91
10 15,37 3,3 0,3 0,48 0,91 1,65 1,17 6,43
11 13,64 6,74 0,27 0,45 0,79 0,9 0,94 5,17
12 11,47 1,45 0,26 0,59 0,7 1,02 1,07 4,39
13 15,75 2,42 0,25 0,46 1,47 1,74 0,69 6,42
14 18,46 4,84 0,69 0,74 1,31 2,08 1,38 7,45
15 8,07 4,51 0,42 0,46 0,38 0,84 0,51 2,85
16 15,75 2,46 0,25 0,46 1,47 1,74 0,69 6,42
17 14,61 1,21 0,52 0,91 1 0,97 1,31 7,13
18 14,73 6,71 0,45 0,77 1,11 3,47 1,96 4,77
19 13,44 3,26 0,66 0,79 1 1,27 0,94 5,67

N
o

13,94 3,7 0,52 0,72 1,06 1,39 0,82 5,61
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ANEXO B9

Tabela B9: Percentagem de tempo em que pares de sinais nas bandas B0 a B6 permaneceram sincronizados
durante a duracdo do patamar e valores médios do grupo. (*) Significativamente diferente dos demais grupos
(ANOVA, Tukey, p<0,05). DP significa desvio-padrao.

Individuo\banda BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 99 79 23 40 44 47 97
2 86 31 56 73 80 42 100
3 100 100 100 100 72 70 100
4 100 88 91 87 87 70 100
5 100 100 79 80 90 36 100
6 14 48 53 81 71 23 95
7 99 87 92 88 72 44 100
8 100 83 100 97 93 78 100
9 100 27 100 81 88 48 100
10 73 50 88 82 95 36 100
11 100 91 92 97 83 68 100
12 100 70 78 91 75 37 98
13 77 90 73 97 95 44 100
14 100 79 91 99 97 65 100
15 100 100 100 85 94 53 100
16 76 90 73 97 96 44 100
17 100 100 100 97 79 41 100
18 100 100 100 97 100 80 100
19 88 100 95 91 93 40 100
20 73 76 99 95 91 51 100

Média 89 80 84 88 85 51* 99

DP 20 23 20 14 13 16 1
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ANEXO B10

Tabela B10: Coeficiente de correlagdo de Pearson entre pares de sinais nas bandas B0 a B6 durante a
duragdo do patamar e valor médio do grupo. (*) significativamente menor que 0,5 (teste t), (**)
Significativamente diferente dos demais grupos e (***) significativamente diferente dos demais grupos exceto
B0, (ANOVA, p<0,05). DP significa desvio-padrao.

Individuo\banda BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 0,83 0,64 0,23 0,36 0,41 0,39 0,85
2 0,74 0,37 0,5 0,63 0,68 0,36 0,95
3 0,92 0,84 0,92 0,94 0,64 0,56 0,96
4 0,92 0,86 0,85 0,79 0,8 0,58 0,97
5 0,98 0,85 0,69 0,72 0,78 0,3 0,95
6 0,17 0,43 0,5 0,73 0,62 0,2 0,82
7 0,93 0,77 0,84 0,81 0,64 0,37 0,93
8 0,97 0,64 0,88 0,86 0,85 0,65 0,96
9 0,96 0,24 0,84 0,73 0,79 0,39 0,93
10 0,63 0,49 0,78 0,76 0,86 0,3 0,93
11 0,93 0,86 0,86 0,87 0,73 0,58 0,97
12 0,85 0,67 0,75 0,79 0,65 0,3 0,9
13 0,69 0,75 0,61 0,89 0,87 0,36 0,96
14 0,9 0,73 0,8 0,94 0,89 0,56 0,97
15 0,96 0,88 0,95 0,74 0,85 0,44 0,96
16 0,69 0,75 0,61 0,89 0,87 0,36 0,96
17 0,94 0,9 0,91 0,82 0,54 0,29 0,86
18 0,99 0,91 0,87 0,86 0,96 0,7 0,93
19 0,8 0,89 0,88 0,82 0,82 0,33 0,95
20 0,65 0,72 0,91 0,85 0,83 0,43 0,96

Média 0,82 0,71 0,76 0,79 0,75 0,42 (*)(**) 0,93(***)

DP 0,19 0,19 0,18 0,13 0,14 0,14 0,04
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ANEXO B11

Tabela B11: Percentagem de tempo em que pares de sinais basais nas bandas BO a B6 permaneceram
sincronizados e valor médio do grupo. (*) significa diferente das bandas BO e B1 (ANOVA e Tukey, p<0,05).
DP (desvio-padrao)

Individuo\banda BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 100 99 82 93 73 66 88
2 100 89 69 75 78 49 60
3 60 49 30 23 65 32 86
4 79 83 78 69 80 84 45
5 48 38 16 33 57 39 64
6 78 95 82 82 31 26 51
7 100 87 78 47 51 23 47
8 100 93 62 84 83 69 93
9 0 5 45 14 53 26 14
10 69 66 67 57 61 34 36
11 81 100 47 58 40 34 99
12 70 100 89 85 76 59 57
13 100 100 86 74 41 32 44
14 46 50 34 17 24 14 3
15 70 78 47 38 39 46 99
16 32 48 32 53 32 50 46
17 53 85 53 58 64 23 71
18 82 18 81 48 88 60 52
19 32 77 35 19 36 58 55
20 100 87 77 53 74 46 48

Média 70 72.35 59.5 54 57.3 43.5(*) 57.9

DP 28.14 28.4 22.39 24.29 19.72 18.34 25.9
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ANEXO B12

Tabela B12: Coeficiente de correlagdo de Pearson entre pares de sinais basais nas bandas B0 a B6 e valor
médio do grupo. (*) significativamente menor que 0,5 (teste t), (**) Significativamente diferente dos grupos B0

e B1 (ANOVA, p<0,05). DP (desvio-padrao)

Individuo\banda BO B1 B2 B3 B4 B5 B6
1 0,9 0,8 0,7 0,8 0,6 0,6 0,7
2 0,9 0,7 0,6 0,7 0,7 0,4 0,5
3 0,5 0,4 0,3 0,3 0,6 0,3 0,7
4 0,7 0,8 0,7 0,6 0,7 0,7 0,3
5 0,5 0,4 0,2 0,3 0,5 0,3 0,5
6 0,7 0,8 0,7 0,7 0,3 0,2 0,4
7 0,9 0,8 0,7 0,4 0,5 0,2 0,4
8 0,8 0,8 0,6 0,7 0,7 0,6 0,8
9 0,1 0,1 0,4 0,1 0,5 0,2 0,1
10 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,3 0,3
11 0,6 0,9 0,4 0,5 0,4 0,3 0,9
12 0,6 0,9 0,8 0,8 0,7 0,5 0,4
13 0,9 0,8 0,7 0,6 0,4 0,3 0,3
14 0,4 0,5 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1
15 0,6 0,7 0,5 0,4 0,4 0,4 0,9
16 0,4 0,3 0,3 0,5 0,3 0,4 0,3
17 0,5 0,7 0,5 0,5 0,5 0,2 0,6
18 0,7 0,2 0,7 0,4 0,8 0,5 0,4
19 0,3 0,6 0,4 0,2 0,3 0,5 0,4
20 0,8 0,8 0,7 0,5 0,6 0,4 0,4

Média 0,62 0,63 0,54 0,49 0,51  037(*)(**) 0,47

DP 0,22 0,24 0,18 0,2 0,17 0,16 0,23
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