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RESUME

L’¢tude du lien entre la respiration et les rythmes cérébraux fait ’objet d’un intérét croissant. Pour étudier, chez les rongeurs, I’impact de ce
lien sur les fonctions cognitives, ’activité respiratoire doit étre enregistrée chez un animal libre de ses mouvements. Nous avons choisi
d’utiliser un capteur EPIC qui détecte les changements du potentiel électrique spatial environnant, sans perturbations, et donc les
déplacements de charges électriques induits par les mouvements respiratoires. Aprés avoir validé 1’utilisation de ce capteur sur un animal
anesthésié, nous avons caractérisé sa sensibilité grace a I’utilisation d’un fantome permettant de simuler les mouvements respiratoires a
différentes fréquences. La derniére série d’expériences menée chez un animal vigile démontre que ce capteur permet de recueillir & distance
’activité respiratoire tant pendant les périodes de respiration lente (éveil calme — sommeil) que lors des phases de flairage (respiration rapide)
lorsque I’animal explore son environnement

Keywords :
instrumentation, rat, respiration monitoring, non-invasive sensor, EPIC sensor

ABSTRACT

The study of the link between respiration and brain rhythms is of increasing interest. To study, in rodents, the impact of this link on cognitive
functions, the respiratory activity must be recorded in a freely moving animal. We have chosen to use an EPIC sensor that detects changes in
the surrounding electrical potential, without disturbances, and therefore the movements of electrical charges induced by respiratory
movements. After validating the use of this sensor on an anesthetized animal, we characterized its sensitivity through the use of a phantom
allowing simulating respiratory movements at different frequencies. The last series of experiments carried out in an awake rat, demonstrates
that this sensor makes it possible to remotely collect the respiratory activity both during the periods of slow breathing (quiet waking - sleep)
and during sniffing activity (fast breathing) when the animal explores its environment.

1. INTRODUCTION - CONTEXTE SCIENTIFIQUE

La respiration ne se limite pas a fournir [’oxygeéne au corps mais régule de nombreux processus physiologiques et neuronaux.
De par sa nature périodique, elle influence de fagon rythmique les organes des sens et par [a-méme les rythmes du cerveau [1]. Or
ces rythmes sont des éléments capitaux dans la perception de 1’environnement, la mise en mémoire des informations, et la
production d’une réponse motrice adaptée [2]. Ainsi, la respiration pourrait jouer le role d’horloge centrale permettant au cerveau
de coordonner de fagon efficace 1’activité de régions distantes et ainsi améliorer les processus sensoriels et cognitifs. Un
dysfonctionnement de cette horloge, dans des pathologies telles que la maladie de Parkinson ou des pathologies du sommeil,
entrainerait une perturbation des rythmes cérébraux et expliquerait en partie la dégradation des fonctions cérébrales.

Pour étudier ce lien entre respiration et rythmes cérébraux, il est nécessaire d’enregistrer simultanément 1’activité des structures
nerveuses et le rythme respiratoire. Le modéle rongeur est parfaitement adapté a ce type d’étude et ’équipe Codage et Mémoire
Olfactive du Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon posséde une longue expérience de ce type de mesures. Pour étudier
I’impact de ces rythmes sur les fonctions cognitives, ces enregistrements doivent étre réalisés chez un animal libre de ses
mouvements. Actuellement, deux solutions sont utilisées pour accéder au rythme respiratoire :

— soit réaliser 1’expérience dans une cage de pléthysmographie dont le volume restreint implique une limitation des
mouvements de I’animal [3];

— soit utiliser une approche invasive consistant a placer une canule dans la cavité nasale [4] qui provoque des processus
inflammatoires et perturbe largement le flux d’air nasal dont nous savons qu’il joue un role important dans la genese des rythmes
cérébraux.

Dans le cadre du projet FreeRespi (Défi interdisciplinaire 2017 : L’instrumentation aux limites - CNRS — Mission
interdisciplinarité), nous avons étudié la faisabilité d'une méthode alternative, non-invasive, pour enregistrer 1’activité respiratoire
chez le rat libre de ses mouvements. La contrainte supplémentaire était de pouvoir faire ces mesures dans un espace expérimental
suffisamment grand pour permettre a I’animal de réaliser des tdches comportementales complexes. Enfin, le systéme de mesure
devait pouvoir suivre les changements de fréquence respiratoire dont on sait qu’elle varie entre 1 et 12 Hz chez I’animal engagé
dans une tache comportementale [5]. Nous avons, donc, dans un premier temps, cherché a déterminer le ou les capteurs



appropriés, c’est-a-dire ceux permettant de recueillir les informations pertinentes de 1’activité respiratoire tout en répondant a nos
contraintes expérimentales. Aprés avoir déterminé la sensibilité et les limites du capteur choisi a 1’aide d’un dispositif permettant
de simuler des mouvements respiratoires, nous avons validé son utilisation sur notre modéle animal.

2. CHOIX DU CAPTEUR

L’état de I’art indique que plusieurs types de capteurs répondent a ce besoin :

. les microphones MEMS (Micro Electro Mechanical Systems). Ces composants miniatures mesurent les variations de
pression acoustique liées aux alternances inspiration-expiration. Ils pourraient étre assemblés sous forme de matrice pour traiter
les signaux sonores et détecter au mieux la source de respiration [6].

. les caméras thermiques pour enregistrer les écarts de température entre 1’air ambiant (inspiré) et ’air expiré. La
thermographie est une technique de diagnostic sans contact, qui permet de visualiser et quantifier précisément les modifications
thermiques de surface.

. les capteurs de champ électrique. Ces capteurs réalisent une mesure capacitive des variations du potentiel électrique.
Dans cette catégorie, le capteur EPIC (Electric Potential Integrated Circuit) a été utilisé pour I’électrocardiographie sans contact
chez I’'Homme [7] et a été testé pour des mesures physio-comportementales chez le rongeur [8].

. les capteurs piézoélectriques. Ils permettent de mesurer les vibrations induites par les mouvements respiratoires [9].

. les radars CMOS. Le déplacement lié a la respiration et la fréquence cardiaque peuvent étre calculés en utilisant les
harmoniques générés dans le spectre de la bande de base du signal détecté par le radar [10].

. les transducteurs ultrasonores. Le décalage de fréquence produit par la différence de vitesse entre le flux d'air expiré et

I'environnement ambiant est mesuré (effet Doppler). L'utilisation de fréquences ultrasonores bien au-dessus des fréquences
audibles doit permettre de surveiller 1'activité respiratoire sans perturber le sujet [11].

. les caméras vidéo. Associées a un traitement vidéo adéquat, elles permettent des mesures physiologiques, parameétres
vitaux et quantification de 1’état de stress [12].

Ces solutions techniques ont pour I’instant été utilisées pour des mesures chez un sujet immobile. Dans ce cas, les capteurs
peuvent donc étre placés a proximité et a une distance fixe de la source du signal (par exemple les narines de 1’animal) et donc
dans leur plage de sensibilité maximale. Lorsque 1’animal est libre de ses mouvements, la distance entre le capteur et la source
varie en permanence et les mouvements eux-mémes peuvent induire un signal parasite. L’objectif de ce projet est donc de lever
le verrou technologique qui limite ces mesures a un sujet contraint.

Nous avons choisi d’écarter 1’utilisation du radar CMOS et du transducteur ultrasonore car ces techniques ne sont pas
optimales pour garantir le bien-étre animal. En effet, elles sont « actives » et potentiellement sources de perturbation chez
I’animal. Ainsi, les ultrasons correspondent aux signaux d’alarme émis par les rongeurs lorsqu’ils sont stressés [3]. Dans le méme
ordre d’idée, nous n’avons pas retenu les capteurs piézo-électriques car ils sont implantés dans une ceinture placée autour du
thorax du rat et représente donc une contrainte induisant un stress pour I’animal.

2.1 Test d’un microphone MEMS
Nous avons utilisé pour ces essais le microphone ECM8000 qui est un microphone omnidirectionnel a condensateur électret.

Nous avons choisi ce micro pour sa réponse plate en fréquence dans la gamme 20 Hz - 20 kHz ainsi que sa grande sensibilité de
70 dB (Figure 1).
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Figure 1. Réponse du microphone Behringer ECM8000
https://media.music-group.com/media/PLM/data/docs/P0118/ECM8000 P0118 S _EN.pdf

Les mesures ont été effectuées avec le microphone placé a 3 cm de la cage d’hébergement (Figure 2).



Figure 2. Positionnement du microphone devant la E:age

A cette distance, nous avons enregistré des signaux dont la fréquence est compatible avec celle de la respiration (Figure 3).
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Figure 3. Enregistrement de la respiration de I'animal : signal temporel (tracé du haut) et courbe temps-fréquence (tracé du bas)

Malheureusement, lorsque le microphone était placé au-dela de 3 cm, plus aucun signal n’était détecté ce qui rendait difficile
I’utilisation de cette solution technique pour enregistrer la respiration dans une grande enceinte expérimentale. De plus cette
approche implique de placer le systéme expérimental dans une chambre isolée phoniquement afin d’éviter tout son parasite
extérieur.

2.2 Test caméra thermique

Dans une étude récente, Esquivelzeta Rabell et al. [13] ont montré qu’il était possible de mesurer I’activité respiratoire a I’aide
d’une caméra infrarouge rapide. Cette étude a été réalisée chez le rat vigile contraint. Le prix trés élevé d’une telle caméra nous a
conduit a tester un autre modéele : la caméra thermique ThermApp TH pour Android de chez Flir. Pour nos essais la caméra était
proche du rat immobile. Nous avons pu ainsi enregistrer la température du corps de I’animal (Figure 4) mais malheureusement
pas les variations rapides de températures de ’air devant le nez du rat qui doivent correspondre aux phases inspiration et
expiration de I’animal. Nous avons donc renoncé a cette technique.

Figure 4. Image thermique de la téte du rat : respiration non visible

2.3 Test du capteur EPIC



Apres avoir ¢liminé plusieurs des solutions techniques envisagées au départ, nous avons réalisé un test préliminaire du capteur
EPIC, celui-ci ayant déja été utilisé pour des mesures physio-comportementales chez le rongeur [8]. Ce test avait pour but de
vérifier que ce capteur pouvait détecter I’activité respiratoire en comparant le signal recueilli avec celui mesuré par nos capteurs
utilisés en routine chez I’animal anesthésié (donc parfaitement immobile). Nous avons donc enregistré simultanément le signal de
référence issu de la mesure classique du flux respiratoire par un capteur de débit placé dans le nez du rat [14], et le signal fourni
par le capteur EPIC placé & proximité du rongeur.
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Figure 5. Enregistrement simultané du signal respiratoire, sur rat anesthésié, grace a un capteur EPIC (en bleu), et a un capteur de
débit placé devant la cavité nasale (en rouge)

Nous constatons sur les oscillogrammes enregistrés simultanément (Figure 5) que le signal respiratoire recueilli par le capteur
EPIC est parfaitement synchrone avec celui du capteur de débit lors d’une mesure du rythme respiratoire lent. Il présente une
amplitude environ dix fois plus importante que celle du signal de référence et un meilleur rapport signal sur bruit. Ces
observations valident le choix de cette solution technique pour I'enregistrement des signaux respiratoires du rongeur.

3. CAPTEUR RETENU : EPIC

Le capteur EPIC (Electric Potential Integrated Circuit) mis au point par Plessey Semiconductors est une évolution de I’EPS
(Electric potential sensor) développé a I'université du Sussex [15] avec intégration de 1’électrode capacitive et de la chaine
¢électronique. Ce capteur réalise une mesure capacitive non-invasive ou sans contact des variations du potentiel électrique spatial
liées aux perturbations du champ électrique ambiant causées par un corps vivant en mouvement.

3.1 Principe physique

Le capteur EPIC agit comme un voltmétre sans contact. Il est constitué¢ d’une électrode métallique, couplée a un circuit
électronique de trés haute impédance d’entrée. Ce capteur détecte, sans perturber 1'environnement, les changements du potentiel
électrique spatial environnant. L’EPIC est congu pour mesurer des changements infimes de ce potentiel électrique avec une
résolution de quelques millivolts. Pour mettre cette valeur en perspective, il est important de rappeler que le champ électrique, a
la surface de la terre, est d'environ 100 V/m (Figure 6).
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Figure 6. Distribution du potentiel électrique au-dessus de la terre. Extrait de “The Feyman lectures on physics” [16]

Tout objet isolé placé dans ce champ électrique va accumuler des charges selon deux mécanismes possibles : sa polarisation,
par le simple fait d’étre placé dans ce champ (augmentation du potentiel de I’objet jusqu’au potentiel en ce point du champ), ou la
tribo-électricité qui fait qu’un objet peut étre chargé soit par le frottement, soit par le contact avec un autre matériau (1’air ambiant,
le sol, ...).

Un objet conducteur en contact avec la terre provoque une distorsion du gradient de potentiel vertical (Figure 7).

Pour un objet isolé comme pour un objet conducteur, leur mise en mouvement entraine une variation du champ électrique.
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Figure 7. Distribution du potentiel électrique autour d’un humain dans un espace ouvert. Extrait de “The Feyman lectures on
physics” [16]
Ainsi, les différents mécanismes mentionnés ci-dessus permettent au mouvement d’étre détecté en utilisant une technique
passive et sans contact basée uniquement sur la détection de la variation du champ électrique. Cette technique fonctionne si
I’objet en mouvement n’est pas masqué par des matériaux conducteurs reliés a la terre. La présence de matériaux non-

conducteurs ou de matériaux conducteurs correctement isolés de la terre ne perturbent pas les mesures.

Dans notre application, nous souhaitons détecter les mouvements de la cage thoracique du rongeur, image de 1’activité
respiratoire, sans contact et au travers des parois de la cage de repos

3.2 Conditionnement intégré

Le capteur EPIC utilisé intégre 1’électrode de mesure et 1’électronique associée (Figure 8).
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Figure 8. Schéma-bloc du capteur EPIC (Plessey Semiconductors, 2013)

Pour ne pas perturber la mesure, ’amplificateur intégré doit présenter une impédance d'entrée trés élevée, une capacité d'entrée
tres faible et une bonne immunité au bruit.

Les techniques de positive feedback sont utilisées pour répondre a ce cahier des charges :

e le montage bootstrap permet de maintenir une impédance d’entrée de I’amplificateur élevée indépendamment de 1’impédance
ramenée par ’électrode,

e la neutralisation de la capacité parasite d’entrée permet d’obtenir une capacité équivalente tendant vers zéro

¢ ’anneau de garde se comporte comme un blindage qui protége le signal du bruit [17].

Le capteur EPIC utilisé (PS25012A1) présente les caractéristiques suivantes :
e impédance d'entrée : 50 GQ ;

e capacité d'entrée : 10 pF,

e gain en tension : 50,

e bande passante : 0,2 Hz a 4 kHz.

Le capteur EPIC étant sensible aux variations du champ électrique environnant, sa réponse correspond donc a la superposition
des mouvements respiratoires du rongeur (faible amplitude) et des mouvements des expérimentateurs présents autour de la cage
(grande amplitude). Afin d'isoler le systéeme a étudier (le rat) des perturbations extérieures, nous avons élaboré une cage de
Faraday grillagée pouvant contenir la cage de repos du rongeur tout en conservant un visuel sur le rat.

4. CARACTERISATION DU CAPTEUR EPIC A L’AIDE D’UN SIMULATEUR DE RESPIRATION

4.1 Description du simulateur de respiration



Dans le cadre du bien-étre animal, la réglementation européenne impose la régle éthique des 3R (Remplacement, Réduction du
nombre d’animaux, Raffinement). Bien que notre systéme ne soit pas invasif, nous avons développé un fantdme simulant les
mouvements de la cage thoracique du rat lors de la respiration. Ce dispositif nous permet de tester les performances du capteur
sans utiliser d’animal. La cage thoracique est modélisée par un ballon de baudruche. Celui-ci est animé par un simulateur de
respiration (Figure 9) permettant de reproduire le décours temporel d’un cycle respiratoire et d’en ajuster la fréquence et les
volumes d'air correspondant a l'inspiration et a l'expiration d’un rat. Ce dispositif a déja été utilisé chez I’animal anesthésié pour
simuler, dans la cavité nasale, les variations de débit et de fréquence respiratoires observés chez I’animal vigile et étudier leur
impact sur I’activité cérébrale [18], [19].
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Figure 9. Synoptique du simulateur de respiration

Pour ce simulateur, nous utilisons :

- les vannes proportionnelles miniatures VSO (Parker) permettant de contrdler trés précisément un débit d’air en fonction d’un
courant d’entrée;

- les capteurs de débit AWMS101 (Honeywell) de réponse linéaire (Figure 10)

- le microcontroleur 32 bit 80 MHz (CY8C5888LTI-LP097, Cypress)

Tous modéles
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Figure 10. Caractéristiques de la vanne proportionnelle VSO (Parker) et du capteur de débit AWM5101 (Honeywell). Sources :
https://www.parker.com/literature/LiteratureFiles/PrecisionFluidicsDivision/UpdatedFiles/Proportional Catalog_2013 Lowres_FR.pdf.
https://sensing.honeywell.com/honeywell-sensing-airflow-awm50000-series-catalog-pages.pdf.

Nous avons implémenté dans le microcontréleur un asservissement numérique de type PID avec un systéme anti-emballement.
En effet, le capteur de débit et la vanne proportionnelle ont des zones de saturation qui provoquent un emballement du terme
intégral. Nous avons donc utilisé une structure paralléle ou les 3 termes P, I et D sont calculés séparément. Cette structure permet
de limiter le terme intégral dans les zones de saturation (Figure 11).
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Figure 11. Algorithme de régulation PID du simulateur de respiration
4.2 Etude des réponses spatiales et fréquentielles du capteur EPIC

L’objectif de cette étude étant la mesure de la respiration du rat dans un grand espace expérimental, ce simulateur nous a
permis de réaliser la cartographie de réponse du capteur EPIC en fonction de son éloignement et de son orientation par rapport au
fantdome. En nous basant sur la surface correspondant a la taille standard d’une cage d’hébergement (40 cm x 60 cm), nous avons
positionné le capteur sur différents repéres (Figure 12a) et mesuré la valeur créte a créte du signal en sortie du capteur. Les
relevés de mesure confirment que le capteur EPIC fournit un signal exploitable permettant de déterminer la valeur de la
fréquence, quelle que soit sa position dans la surface d'intérét (Figure 12b). De plus, ces tests ont permis de s’assurer de la
répétabilité des mesures.
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Figure 12. Réponse du capteur EPIC en fonction de la distance par rapport au fantéme

La fréquence de respiration du rongeur variant entre 1 Hz (sommeil) et 10 Hz (flairage), nous avons aussi testé la réponse du
capteur sur cette plage de fréquences (Figure 13).

f~1Hz f~4Hz f~ 10 Hz

Figure 13. Réponse du capteur EPIC en fonction de la fréquence respiratoire simulée



Les résultats obtenus avec le simulateur de respiration confirment que le capteur EPIC permet de suivre les mouvements
respiratoires simulés dans la gamme de fréquence physiologique (1-10 Hz) et ce a une distance suffisante permettant d’envisager
son implantation dans une grande enceinte expérimentale. Comme le montrent également ces données, la forme du signal dépend
de la position du capteur par rapport a la source et ne permet donc pas d’envisager des mesures absolues de I’amplitude du signal
respiratoire. Ce type de mesure n’est d’ailleurs possible que dans un systéme fermé du type pléthysmographe [3].

4.3 Chaine de traitement et d'acquisition des signaux

La chaine de traitement et d’acquisition (Figure 14) permet de filtrer et d’amplifier le signal fourni par le capteur et d’acquérir
les données sur de longues durées.
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Figure 14. Chaine de traitement et d’acquisition

4.4 Analyse des données

Le traitement des données est réalisé avec une suite logicielle développée en Python au sein du laboratoire [20].

Le signal respiratoire peut étre analysé de deux maniéres :

- Découpage du signal respiratoire en cycles individuels [14]. La fréquence respiratoire variant au cours du temps, nous avons
développé une nouvelle méthode de représentation dans laquelle la durée d’un cycle respiratoire, qui varie d’un cycle a ’autre,
est transformée en phase par rapport au cycle respiratoire. Cette nouvelle échelle, commune a tous les cycles, sert de base pour la
représentation et le moyennage de 1’activité a travers les cycles respiratoires.

- Représentation temps-fréquence basée sur 1’analyse en ondelette [21], [22] (Figure 18). Cette méthode nous permet de suivre
I’évolution de la fréquence respiratoire au cours du temps. En utilisant un seuil d’amplitude, on peut déterminer le début et la fin
des épisodes de respiration rapide et de respiration lente. Ces marqueurs temporels permettent de délimiter des périodes au cours
desquelles sont analysées finement les activités cérébrales et comportementales enregistrées simultanément.

5. RESULTATS OBTENUS CHEZ L’ANIMAL VIGILE

Apres avoir validé le choix du capteur EPIC sur notre modéle, nous avons réalisé une série de mesures en conditions réelles avec
un animal vigile libre de ses mouvements. Les mesures ont été effectuées dans la cage d’hébergement placée dans l'enceinte de
Faraday (Figure 15).

Figure 15. Cage d’hébergement dans la cage de Faraday avec I’instrumentation associée

La cage d’hébergement, en matériau non-conducteur, ne perturbe pas le champ électrique environnant. Les mesures des
variations du potentiel électrique liées au signal respiratoire peuvent donc étre réalisées depuis ’extérieur de la cage. Les deux
capteurs EPIC sont positionnés horizontalement sous la cage d’hébergement a environ 1.5 cm du fond (Figure 16). Ainsi, ils sont
inaccessibles aux rongeurs.



(a) vue de dessus

Cage d'hébergement

(b) vue de coté

Dans la phase de sommeil du rat, le signal enregistré de fréquence 1.9 Hz et de valeur créte a créte d’environ 6 V correspond a la

Figure 16. Positionnement des capteurs par rapport a la cage d’hébergement

respiration lente (Figure 17).

Le rat étant en phase de sommeil, ’envoi d’une odeur provoque son réveil et le déclenchement de I’activité de flairage (Figure

18).

signal respiratoire en fonction du temps
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Figure 17. Mesures sur rat vigile et non contraint : sommeil, respiration lente, & environ 1,9 Hz
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Figure 18. Mesures sur rat vigile et non contraint : respiration lente et passage en activité.

Les données recueillies démontrent que le capteur EPIC permet de visualiser ’activité respiratoire du rat pendant les périodes
d’éveil calme ou de sommeil (respiration lente), comme nous I’avions déja montré chez le rat anesthési¢. Mais nous pouvons
aussi mesurer 1’activité de flairage (respiration rapide) lorsque 1’animal explore son environnement.



Ces données respiratoires seront enregistrées simultanément avec les activités cérébrales et le signal vidéo permettant d’étudier le
comportement de I’animal. II est ainsi possible, en partant du signal vidéo, de rechercher quel motif respiratoire est utilisé par
I’animal a une période précise de la tache (par exemple lors de I’échantillonnage de 1’odeur). Dans ’autre sens, 1’analyse du
signal respiratoire permettra d’extraire des périodes d’intéréts (par exemple un épisode de flairage rapide) et de déterminer les
caractéristiques de I’activité cérébrale au cours de cette méme période.

6. CONCLUSION

L’ensemble des résultats obtenus, tant avec le fantdme qu’avec le rat vigile dans sa cage d’hébergement, démontrent que les
capteurs EPIC répondent a nos contraintes expérimentales et physiologiques. En effet, nous avons pu enregistrer 1’activité
respiratoire dans une plage de fréquence correspondant aux données physiologiques. Ainsi, les phases de respiration lente et de
flairage sont clairement différenciées.

Lors de ces enregistrements, les capteurs EPIC, non émissifs, sont placés a l'extérieur de la cage. Les mesures sont donc réalisées
sans contact, sans perturber 'animal et son environnement. Ceci répond ainsi a 1'objectif d'amélioration du bien-étre animal.

Nous poursuivons actuellement le développement de ce systéme par une démarche expérimentale en cherchant a optimiser le
nombre et le placement des capteurs afin de couvrir tout le volume de I’espace expérimental (L = 60 cm, H = 50 cm, 1 = 40 cm),
et d’améliorer le rapport signal sur bruit. Une des limites actuelles est liée aux mouvements de 1’animal qui induisent un signal
venant parasiter celui correspondant aux mouvements respiratoires. Une premiére solution, relativement simple a mettre en ceuvre
consiste a placer les capteurs EPIC dans les zones d’intérét de I’enceinte expérimentale, comme par exemple un port délivrant
une odeur que 1’animal doit échantillonner. Parmi les solutions & plus long terme envisagées pour résoudre ce probléme, nous
allons étudier ’apport d’autres types de capteurs pour isoler les mesures de I’activité respiratoire du mouvement du rongeur.
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