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RESUMO

Uma das grandes dificuldades encontradas no estudo da lesdo medular
traumatica consiste no método cientifico para se obter em laboratério a leséo
medular traumatica padronizada. Apesar de diversos laboratérios buscarem uma
solugdo, ha caréncia por uma solugdo que seja nacional, automatizada e de facil
utilizagdo. Por isso, o presente estudo buscou automatizar o sistema usado no
Laboratério de Lesdo Traumatica Experimental do Hospital Cajuru — PUC-PR,
trazendo uma proposta inovadora e mais eficaz. O sistema foi dividido em dois
modulos: modulo de contusdo e modulo de analise histolégica. O modulo de
contuséo utiliza a técnica de contusao medular aberta, pés-laminectomia, através de
queda de peso. E o mddulo de analise histolégica consiste em um microscopio
acoplado a um computador para a realizacdo de estudos pds impacto do dano
medular. Na avaliagdo do sistema automatizado, foram realizados testes eletrénicos,
mecanicos, experiéncias com 5 ratos sequencialmente submetidos ao dispositivo de
contusdo, avaliagdo motora pelo escore OSU e comparagdo de imagens. Como
resultado das regras implementadas, foi possivel verificar que todos os ratos
apresentaram lesdo medular completa abaixo do ponto de contusdo, e que as
imagens capturadas pelo modulo de analise histologica sdo suficientemente nitidas
para o uso em estudos histoldégicos pds-lesdo. Desta forma, concluiu-se que o
sistema segue um padrao confiavel de lesdo, sendo sua automatizacédo fator

importante na melhoria da qualidade das experiéncias.
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ABSTRACT

One of the great difficulties found in the study of spinal cord injury consists of the
scientific method to get in laboratory standardized traumatic medular contusion.
Although diverse laboratories are searching a solution, has lack for a solution that is
national, automatized and of easy use. Therefore, the present study we searched to
automate the Laboratory of Experimental Traumatic Injury system used at Cajuru
Hospital - PUC-PR, aiming to create a newel proposal. The system was divided in
two components: module of contusion and module of histological analysis. The
contusion module uses the technique of direct bruise, after laminectomia, through
weight fall. The module of histological analysis consists of a microscope connected to
a computer for the accomplishment of studies after the impact damaging spinal cord.
For evaluation of the automatized system involving electronics hardware and
software parts tests had been carried through, mechanics parts and in vivo
experimental protocol with 5 rats sequentially submitted to the device, the motor
evaluation according to OSU score, and comparison of images. As result of the
implemented rules was possible to verify that the all rats show completely lose of
function above spinal cord contusion point and that images acquired by histological
analyses module was sharp enough to be used to histological studies after lesion.
Thus, system has a trustworthy standard of Injury being its automatization an

important factor that increases the quality of experimental procedures.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

A lesdo medular traumatica afeta milhdes de pessoas no mundo inteiro, desde
os tempos mais remotos até os dias de hoje (NADERI et. al., 2004). Este tipo de
lesdo traz sérios comprometimentos para a vida social do individuo, pois a medula
estd diretamente ligada aos mecanismos neuronais de controle fisiolégico.
Geralmente, a pessoa assolada por esta lesdo sofre disfuncdes nos sistemas
fisiologicos, e tais disfungbes acarretam em uma limitagdo de sua participagao ativa
na sociedade (TORTORA, 2000).

Com o crescimento da populagdo e da violéncia urbana, o aumento do
numero de veiculos e a elevada estatistica de acidentes causados no transito e por
armas, também elevaram os numeros de casos de lesdo medular. No Brasil, a faixa
etaria atingida pela lesdo medular traumatica varia entre 18 e 30 anos (IBGE, 2000).
Apesar do Brasil ndo contar com dados estatisticos oficiais, pode-se ter uma idéia
pelos dados da Associacao de Assisténcia a Crianga Deficiente, que apontam como
as maiores causas de lesdo medular no Brasil, os acidentes com armas de fogo
(43,5%), os acidentes automobilisticos (30,5%), quedas de alturas (13%) e
mergulhos em locais rasos (6,8%) (AACD, 2004).

Dos primérdios da civilizagdo até pouco tempo atras, a lesdo medular era
considerada uma enfermidade sem tratamento e sem cura. Porém, gragas ao clamor
social por uma solugdo, a medicina mudou e hoje busca na bioengenharia e
biomedicina solugdes para tao assolador mal (VIALLE, 2001).

O primeiro passo para a aplicagao de novas terapias € a busca de um modelo
experimental que simule o modelo humano para uma possivel transposicao de
resultados, posteriormente (IWANAMI et. al., 2005). Uma das grandes dificuldades
encontradas no estudo da lesdo medular traumatica consiste no método cientifico
para se obter em laboratério a lesdo medular padronizada. O refinamento do modelo
experimental é o ponto crucial para o sucesso e eficacia de novas terapias. O
modelo experimental deve gerar confiabilidade e reprodutibilidade as experiéncias.

Precisa ser confidvel, a ponto de permitir que o funcionamento do dispositivo ndo



interfira nos resultados, e reprodutivel, para propiciar ao pesquisador a possibilidade
de reproduzir os mesmos resultados diversas vezes (VANICKY et. al., 2001;
BEHRMANN, 1992).

No Brasil, ha caréncia de dispositivos para o estudo experimental de lesao
medular traumatica (VIALLE, 2001), o que limita a busca por novas terapias. Um
pais com tantos pesquisadores qualificados ainda vem empregando solugées muitas
vezes precarias ou, quando possivel, aplicando solugbes importadas. Estas, a
exemplo do dispositivo encontrado no Laboratério de Lesdo Traumatica
Experimental do Hospital Cajuru-PR, s&o de dificil acesso, tém interfaces
complicadas, e deixam a desejar quanto a confiabilidade.

Um novo modelo inovaria se trouxesse uma proposta que limitasse a
necessidade da intervencdo do pesquisador para acionar o dispositivo, alterasse o
mecanismo de fixacdo do animal, tornasse a interface mais amigavel e
compreensiva, e tivesse um modulo de analise histologica integrado. Baseado nesta
lacuna cientifica, o presente estudo, empregando uma metodologia objetiva e
sistematica, buscou otimizar o modelo New York University - NYU usado no
laboratério de Les&o Traumatica Experimental do Hospital Cajuru-PUCPR.

Portanto, o projeto desenvolvido tem motivagdo na possibilidade de criar um
novo horizonte as pesquisas experimentais com lesdo medular, e relevancia
justificada na caréncia de uma solugdo automatizada com interface simplificada e
compreensivel. Pois, abalizado em relatos cientificos, pode-se afirmar que a leséo
medular € uma enfermidade de abrangéncia mundial, em que a descoberta de novas
terapias depende de um modelo experimental antes de transpor para o humano
(DABNEY et al., 2004).

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa consiste em desenvolver um sistema de leséo
medular traumatica experimental para animais de pequeno porte.

Os objetivos especificos séo:

(1) criar um sistema eletrénico de controle do mecanismo de queda de peso;

(2) desenvolver uma interface com o usuario simplificada;



(3) propor um modulo de analise histologica acoplado ao médulo de contuséo.

1.2 ESTRUTURA DA DISSERTAGAO

Feita a delimitacdo do problema e as consideragdes iniciais necessarias sobre
a lesdao medular experimental no capitulo 1, passar-se-a, no capitulo 2, a uma
revisdo bibliografica onde sera dada uma visdo global dos estudos realizados na
area de lesdo medular, inclusive apresentando uma tabela cronoldgica do tema.
Feito isto, no capitulo 3, delimitar-se-do os materiais usados e os métodos utilizados,
dando uma visdo aprofundada do trabalho idealizado e executado. A partir dos
materiais e métodos, no capitulo 4, sdo apresentados os resultados obtidos através
da implementacdo de métodos e materiais. Feita a leitura dos resultados, o leitor é
levado a acompanhar, nos capitulos 5 e 6, a discussao e as conclusdes obtidas com
esta pesquisa.






CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 LESAO MEDULAR: ANATOMIA E FISIOLOGIA

Etimologicamente, medula significa miolo e indica tudo o que esta dentro.
Portanto, a medula espinhal tem sua denominagao baseada na origem etimoldgica
por estar dentro do canal espinhal ou vertebral (HOUAISS, 2001).

Anatomicamente, a medula é descrita por Machado (2000) como:

‘uma massa alongada, cilindréide, de tecido nervoso situada, dentro do canal vertebral, sem
ocupa-lo completamente e ligeiramente achatada antero-posteriormente. Tem calibre nao-
uniforme, por possuir duas dilatagdes, as intumescéncias cervical e lombar, de onde partem

maior numero de nervos através dos plexos braquial e lombossacral, para inervar os

membros superiores e inferiores, respectivamente.”

A medula, apesar de corresponder a apenas 2% do sistema nervoso central,
inerva areas motoras e sensitivas de todo o corpo, com excegdao somente dos
nervos cranianos (MACHADO, 2000).

A lesdo medular ocorre devido a morte dos neurbnios da medula e a
interrupcdo de comunicagao entre os axénios oriundos do cérebro e suas conexdes
com os neurdnios da medula. Esta interrupgcdo cessa a comunicagao entre o cérebro
e as partes do corpo abaixo da area lesada.

Segundo Tortora (2000), “a medula espinhal conduz impulsos nervosos ao
longo dos tratos entre o encéfalo e a periferia, e serve como integrador dos reflexos
espinhais.” Baseando-se neste conceito, procurou-se fazer uma analogia entre as
figuras 1 e 2, ou seja, foi trazido para o mundo tecnolégico o funcionamento do
sistema nervoso. Com esta analogia, pode-se visualizar o funcionamento da medula
como uma rede de computadores (estruturas) ligados por um barramento (medula) e
recebendo informagdes de um centro de controle (cérebro). Por exemplo, se ocorrer
uma ruptura no ponto X da figura 2, os computadores a direita deste ponto podem

nao funcionar, pois n&o trocardo informagées com o centro de controle. O mesmo



ocorre com a medula quando lesionada: os 6rgaos abaixo do ponto lesionado n&o

trocam informagao e deixam de responder.

medula

— 0 — ___—___,._-

encéfalo

Figura 1 — Medula espinhal (adaptado de NOGUEIRA, 2004)

Centro

de ?

Controle

Figura 2 — Rede de computadores.

Assim, segundo Fernandes (2004), o conceito de medula seria a “estrada” por
onde as informag¢des motoras e sensitivas viajam entre o cérebro e o corpo. Ela
contém, conforme ilustra a figura 3, os tratos espinhais (matéria branca) que
envolvem a area central (matéria cinzenta), onde a maior parte dos corpos das
células neuronais estdo localizados. A matéria cinzenta esta organizada em

segmentos que compreendem neurdnios motores e sensitivos.
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Figura 3 — Visao microscépica da medula espinhal (de MACHADO, 2000).

Os nervos da medula, conforme ilustra a figura 4, conectam-se com o corpo
através das raizes nervosas que saem da coluna e abastecem os nervos das
pernas, bexiga, etc. Observa-se que o sistema esta interligado em regides bem
definidas. Por exemplo, a regido que é responsavel pela aceleragdo do coragao esta
interligada a regido toraxica da coluna. Portanto, pode-se visualizar através da
ilustracdo a complicagéo fisioldgica que a lesdo em determinados pontos pode

acarretar ao individuo.
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Figura 4 — Desenho esquematico mostrando: ao centro, a coluna e aos seus lados,
orgaos do sistema que estado interligados com a medula recebendo e enviando
sinais (adaptado de SENE, 2003 apud MATTHEWS, 2000).

O sistema ilustrado na figura 4 mostra a divisao feita para definir o
antagonismo que caracteriza o sistema simpatico e parassimpatico. Esta divisdo é
importante para o estudo das lesbes medulares, pois ajuda a identificar os possiveis
efeitos de uma lesdo em determinado ponto da coluna. Lesbes entre a primeira

vértebra toraxica e a segunda lombar afetam o sistema simpatico. Ja as lesbes na



regidao do tronco encefalico, segunda, terceira e quarta vértebras sacrais afetam o
sistema parasimpatico (NOGUEIRA, 2004).

2.2 LESAO MEDULAR TRAUMATICA E NAO TRAUMATICA

As lesbes podem ser definidas como Traumaticas e Nao-Traumaticas,
herdando sua nomenclatura do seu fato gerador. As traumaticas tém sua origem em
um trauma, por exemplo, fratura de vértebra. Ja as nao-traumaticas tém seu fato
gerador numa doenga, por exemplo, a poliomielite. Neste estudo, enfatizou-se a
lesdo medular traumatica devido a 81,9 % dos casos de lesdo medular terem seu
fato gerador em um trauma (BRASIL, 2004). O trauma, nestas situacdes, gera uma
fratura, como mostra a figura 5, em uma ou mais vértebras que podem se deslocar,
comprimindo a medula, ou os fragmentos de ossos da fratura podem invadir o canal

medular, ou ainda, ambos os casos concomitantemente (NOGUEIRA, 2004).

UEHTEIERAE

i

MEDULA ———=— |

HEMORRAGIA
FRATURAS

DESLOCAMENTO ° "-'. i:

Figura 5 — Lesdo Medular Traumatica (de NOGUEIRA, 2004)

Os efeitos das Lesdes Medulares Traumaticas sao percebidos em dois
momentos: num primeiro momento, provocam a morte de alguns neurbnios e a
rupturas de axénios; em um segundo momento, iniciam-se as lesées secundarias,
onde, o sistema de defesa do corpo, instintivamente, tenta bloquear o processo de
lesdo e as células de defesa comegam a destruir outras células. Também no

segundo momento, comega a ocorrer a morte de células por falta de oxigénio e
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nutrientes. Estudos relatados por Tator e Fehlings(1991) confirmam que a lesdo

medular segue dois momentos: o primario ou mecéanico e secundario ou isquémico.

Cristante (2004) relata as consequéncias da lesdo medular:

‘o trauma medular resulta em destruicdo mecéanica, hemorragia, diminuicdo da perfuséo,
hipoxia tecidual, edema e, finalmente, necrose dos elementos neurais, portanto, apos a lesédo
mecanica primaria, os processos fisiologicos secundarios (liberagdo de mediadores
enddgenos que levam a progressdo da lesdo neuronal por alteragdes fisiologicas e
metabdlicas) rapidamente ocorrem no local e ao redor da lesdo. A compresséao persistente da
medula por fragmentos 6sseos, ligamentos ou disco intervertebral também pode exacerbar o

dano mecéanico apos a lesdo primaria”.
2.3 LESAO MEDULAR COMPLETA E INCOMPLETA

A lesdo medular pode ser completa ou incompleta. Quanto mais préxima do
centro de controle, maior sera o comprometimento da rede. Ou seja, quanto mais
alta for a lesdo na coluna, maior sera a perda motora e sensorial nas partes do corpo
abaixo dela. Sado ditas completas aquelas lesdes que interrompem completamente a
comunicacado abaixo da altura lesionada, e incompletas quando a lesao é parcial,
havendo uma comunicagdo parcial com os o6rgdos abaixo da area lesionada.
Suponha-se neste caso, um cabo de rede UTP' como barramento, com 4 pares de
fios interligando a rede. Se forem cortados todos os 4 pares de fios, havera uma
lesdo completa; se forem cortados, por exemplo, 2 pares, ocorrera uma lesao
incompleta e provavelmente consiga-se enviar alguns dados pelos pares restantes.
De acordo com a classificagdo da American Spinal Injury Association-ASIA (2001), a
lesdo completa acontece quando atinge todas a vias motoras e sensitivas e a
incompleta quando afeta somente algumas vias motoras e/ou sensitivas. Dados
estatisticos apontam que 45% dos lesionados tém total auséncia de sensibilidade ou
movimento abaixo do nivel da lesdo, e que 55 % dos lesados tém presenca parcial

de sensibilidade ou movimento abaixo do nivel da lesdo. Estes numeros apontam

' O cabo UTP consiste de 4 pares trangados de fio de cobre, ou seja, 8 pequenos fios.
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para uma linha ténue entre as lesbes completas (45%) e incompletas (55%) (AACD,
2004).

2.4 PARAPLEGIA E TETRAPLEGIA

A lesdo medular pode ser classificada funcionalmente em duas categorias:
tetraplegia e paraplegia. A tetraplegia esta relacionada com lesbes na regido
cervical, a qual afeta os membros inferiores, superiores e o tronco. Ja a paraplegia,
esta relacionada com lesdes nas regides toraxica, lombar ou sacral, atingindo os
membros inferiores e o tronco (ASIA, 2001). Embora o senso brasileiro de 2000 ndo
fornegca dados detalhados, estima-se em 955 mil tetraplégicos, paraplégicos ou
hemiplégicos no Brasil (IBGE, 2000).

2.5 LESAO MEDULAR EXPERIMENTAL

Ha, no meio cientifico, uma necessidade de se entender como ocorre a lesao
medular e quais suas alteracbes e comprometimentos. E € no modelo animal
experimental que os pesquisadores buscam esse entendimento. Por questdes éticas
e de seguranga, novos tratamentos s&o preferencialmente testados previamente em
animais. Desta forma, busca-se no modelo animal fazer testes pré-clinicos para
depois transferir para seres humanos. Assim, pode-se definir a lesdo medular
experimental como a lesédo proposital em animais, na fase pré-clinica com o objetivo
de buscar novas terapias que possam ser transportadas para o ser humano.

Estudos com lesbes medulares propositais sdo fundamentais para a evolugao
das técnicas de cura. Segundo Meyer et al. (2003), “os estudos que envolvem leséo
medular experimental sdo fundamentais para a compreensdo dos mecanismos
secundarios de lesao tecidual decorrentes do trauma raquemedular”’. Seguindo a
mesma linha, prescreve Hwang et al. (2004), “um modelo animal da lesdo medular
traumatica é essencial para compreender os mecanismos da lesdo, a regeneragao
medular, e para o desenvolvimento de novas modalidades de terapias”.

Desta necessidade, surgiram algumas técnicas de se efetuar propositalmente

a lesao medular.
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2.5.1 HISTORICO DA LESAO MEDULAR EXPERIMENTAL

Segundo Lifshutz e Colohan (2004), o trauma medular € uma doencga que
assola o ser humano muito antes do proprio surgimento da medicina. Por ser uma
doenga que afeta geralmente a populacdo em faixa etaria produtiva e com
expectativa de vida, a Lesdo Medular foi alvo de estudos que atravessaram o tempo.
Os médicos egipcios (3000 a 2500 a.C), conforme manuscrito encontrado por Edwin
Smith, ja citavam em seus tratados de cirurgia a lesdo medular traumatica como uma
doencga nao tratavel, ou seja, casos sem esperanga. Ja no periodo de Hipdcrates
(500 a.C — 500 d.C), pai da medicina, observa-se grandes avangos na classificagao
e descrigao clinica da lesdo medular. Hipécrates e os hindus foram os primeiros a
utilizarem a tragdo como tentativa de correcido de desvios na coluna. Leonardo da
Vinci relatou: “A ra morreu instantaneamente quando a medula foi cortada...”, apesar
de eximio engenheiro, arquiteto e estudioso da medicina, ndo foi ele o primeiro a
identificar esta patologia. Aulus Cornelius Celsus (30 d.C), o disseminador das
teorias de Hipdcrates, foi o primeiro a notar a rapida morte quando lesada a medula.
Em 130 d.C, Aretaeus (81 — 138 d.C) foi um dos pioneiros na elaboragédo de niveis
de lesdo medular, mas foi seu contemporéneo Galeno (129 — 216 d.C) que mais
avangou o0 estudo no periodo classico, sendo considerado o segundo pai da
medicina. Na idade média, foram introduzidas as cirurgias de coluna como
tratamento para a lesdo medular traumatica. Nessas cirurgias, tentava-se efetuar a
descompressao da coluna (NADERI et al., 2004). E assim, a lesdo medular
traumatica foi remontando a histéria até o século 20, no qual iniciou o periodo da
lesdo medular experimental. Conforme a tabela 1, varias foram as experiéncias
envolvendo coelhos, gatos, caes, porcos, macacos e ratos. No entanto, os cientistas
nao tinham como efetuar experiéncias repetitivas e confiaveis, pois ndo conseguiam
padronizar as lesdes sem um equipamento que os auxiliassem (VIALLE et al., 2002).
Foi quando Alfred Reginald ALLEN, em 1911, criou o primeiro aparelho de lesao
medular padronizada, qualificando a lesdo como sendo o produto do peso, em
gramas, pela altura, em centimetros (g/cm). Allen buscou através da padronizagéo
do impacto sobre a coluna, descobrir 0 peso maximo suportado pela coluna. O
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aparelho de Allen consistia em uma série de pesos que eram soltos de uma
distancia fixa, através de uma base, sobre a coluna exposta de caes.

Na ordem cronolégica, exposta na tabela 1, pode-se observar pontos
marcantes década a década apos 1911. A partir do modelo do Dr Allen, (1911),
surgiram diversos estudos que usavam como base o modelo de pesos, porém, muito
se discutia sobre a quantificacdo da lesdo e que animal utilizar. Na década de 70,
havia muita imprecisdo nos resultados obtidos. J& na década de 80, com a
introdugcéo de tecnologias como a maquina fotografica e sensores, pesquisadores
como Wrathall, Gale e Noble conseguiram resultados mais precisos. Além da
precisdo e confiabilidade, houve uma busca por sistemas de facil manuseio e de
baixo custo. Nessa época, houve um consenso sobre a utilizagdo de animais de
pequeno porte. Em busca da confiabilidade, simplicidade, economia, Noble e
Wrathall, em 1987, propuseram alternativas para tornar o dispositivo de leséo
medular experimental popular nos centros de pesquisa. Neste mesmo ano,
Bresnaham et al. (1987), com o intuito de aprimorar o0 modelo de contusao,
desenvolveu um aparelho que armazenava variaveis como deformagao da medula,
velocidade e altura da queda. Na década de 90, com o avango da tecnologia, outros
modelos foram testados, inclusive empregando tecnologias com laser e ressonancia
magnética. Hoje em dia, o modelo mais utilizado &€ o aparelho de contuséo
desenvolvido pela Universidade de Nova York, tendo como seu prenunciador o Dr.
Gruner (1992). No entanto, o modelo desenvolvido, deixa a desejar em diversos
aspectos, principalmente, no que diz respeito a confiabilidade, facilidade de
manuseio e possibilidade de expansao.

A tabela 1 proporciona uma visdo cronolégica e geral do contexto da lesao
medular experimental. Porém, observa-se que a maior parte literatura esta
relacionada aos textos médicos. Poucos sdo os textos contendo dados técnicos
relacionados a engenharia, ou seja, ndo se encontrou disponivel na literatura textos
especificos sobre os dispositivos propriamente ditos. Desta forma, houve
dificuldades para revisar a literatura com bases em sistemas e dispositivos de leséo
medular experimentais. Por isso, a tabela elaborada esta baseada

predominantemente em textos médicos sobre estudos da lesdo medular.
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Tabela 1 — Linha do tempo do estudo da Contusao Medular Traumatica
Experimental.

Ano

Pesquisador

Animal

Caracterizagido do Método

1890

SCHMAUS

Coelho

Observagdo da degeneracdo da medula
(NADERI et al., 2004).

1900

BIKELES

Coelho

Confirmagéo do trabalho de Schmaus(NADERI
et al., 2004).

1900

LUGENBERGE

Porco da india

Reportou a degeneragdo medular (NADERI et
al., 2004).

1907

MC VEIGH

Cao

Compressdo da medula exposta criando
hemorragia e edemas (LIFSHUTZ, COLOHAN,
2004)

1907

THOMPSON

Uso da extremidade do escalpelo para efetuar
a lesdo (LIFSHUTZ, COLOHAN, 2004).

1908-
1914

ALLEN

Padronizagao da disténcia e pesos que eram
derrubados na medula exposta (ALLEN, 1911)

1971

DUCKER

Macaco

Pesos de 10, 15, 20, 25 gramas eram
derrubados a uma altura de 20 centimetros da
medula exposta (DUCKER et al., 1971).

1973

RIVLIN

Macaco

Insulflacdo de balonete no espago extradural
da espinha do macaco (RIVLIN, TATOR,
1978).

1975

HUNG

Gato

Pesos eram derrubados através de um tubo de
nailon na medula exposta. Para registrar a
deformacgéo utilizou-se uma camera fotografica
(HUNG et al.,1975)

1975

DANIELL

Gato e macaco

Pesos eram derrubados em uma base que
transferia a forca sobre a medula exposta. A
deformagéo era medida através de um strain
gauge ligado a um osciloscépio (DANIELL et
al., 1975)

1976

KOOZEKANANI

Cao

Pesos eram derrubados na medula exposta
através de um tubo. A deformagédo era
capturada por cémeras fotograficas e
simuladas em computador (KOOZEKANANI
et. al., 1976).

1976

DOHRMANN

Gato

Adaptacdo de sensores de deslocamento,
indutores e osciloscopios para medir a
velocidade, o impulso, e a energia
(DOHRMANN et al., 1976).

1976

EIDELBERG

Rato e Coelho

Método de compresséao progressiva colocando
pesos diretamente na medula por um
determinado tempo (EIDELBERG et al., 1978).

1978

RIVLIN e TATOR

Rato

Uso de um clipe para efetuar uma compresséao
equivalente a 180 gramas (RIVLIN et al, 1978).

1979

HUNG

Gato

Tentativa de estabelecer um critério de
padronizagao que recomendava o uso de um
peso de 20g, uma haste de 5 mm de didmetro
e uma massa de 0,1 g (HUNG et al., 1979).

1979

MOLT

Gato

Analisa da influéncia de variaveis como massa
da queda de peso, o didmetro da haste, e o
peso do animal (MOLT et al., 1979).

1979

GERBER

Cao

Estudo sobre os efeitos de diferentes formatos
e diametros da haste de contusdo (GERBER,
CORRIE, 1979).
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1981

HUNG

Gato

Alongamento longitudinal da espinha para
obter a forca de tensdo (HUNG et al., 1981).

1981

BOHLMAN

Cao

Testes e comparagdo dos métodos de queda
de peso e compressao  progressiva
(BOHLMAN et al., 1981).

1982

ANDERSON

Proposta de um modelo pneumatico que seria
capaz de controlar a velocidade e a
compressdo da medula (ANDERSON, 1982).

1983

KHAN

Rato

Comparagao dos métodos de queda de peso,
clipe, e o baldo extradural (KHAN et al., 1983).

1983

FORD

Gato

Introdugdo de um circuito eletrénico no modelo
de Allen na tentativa de garantir que a leséo
era produzida por um unico impacto (FORD,
1983)

1985

WRATHALL, GALE,
NOBLE

Rato

Utilizacdo da queda de peso de 10 g
derrubados, na medula exposta, a distancia de
0,2.5,5,7.5,10, e 17.5 cm com uma haste de
2.4 mm de diametro. Analise de parametros
morfolégicos relacionados com a altura e o
peso da haste (WRATHALL et al., 1985)

1986

BLIGHT

Gato

A medula exposta e estabilizada por um
suporte fixado ao processo espinhal. Os pesos
utilizados tinham de 10 a 13 g com diametro
de 5 mm derrubados a uma distancia de 20 cm
(BLIGHT, 1986).

1986

IZUKA

Rato

Proposta de um sistema automatizado de
andlise do dano axonal (IIZUKA et al., 1986).

1986

BLACK,
MARKOWITZ,
MECHANIC
KUSHNER

Rato

Definicao do rato como animal mais vantajoso
para modelo experimental. Teste do modelo
estatico, que consistia em colocar um peso
sobre a medula, e um modelo dindmico que
media forca por strain gauge. Estudos
matematicos que concluiram que 0O peso
contribui com 95% da lesao motora e o tempo
de duragédo com 5% (BLACK et al., 1986).

1987

NOBLE, WRATHALL

Rato

Proposta de modificagdes no modelo de 1985
com o intuito de baratear o modelo (NOBLE et
al., 1987).

1987

BRESNAHAN,
BEATTIE, TODD,
NOYES

Rato

Proposta de um dispositivo eletro-mecanico de
controle com realimentagdo. Com continuo
monitoramento da forga e deslocamento da
medula (BRESNAHAN et al., 1987).

1988

PANJABI,
WRATHALL

Rato

Definicao dos parédmetros biomecéanicos como
altura da queda, forca, impulso; e funcionais
como o0 escore de maximo plano inclinado,
escore motor , e escore de comportamento
comparado (PANJABI et al., 1988).

1989

NOBLE, WRATHALL

Rato

Estudos histolégicos para definicdo da relagédo
entre a substancia branca, a contusdo e o
déficit motor (NOBLE et al., 1989).

1989

MAIMAN

Gato

Injegcdo de radioisétopo na medula de gatos
levando ao fluoroscépio para verifica os efeitos
do impacto (MAIMAN et al., 1989).

1990

FINKELSTEIN

Rato

Definicdo de um parametro para o estudo
histolégico do dano a massa cinzenta e
branca. Apés a contusdo com a queda de
pesos, identificava-se o epicentro da lesao, a
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partir de onde eram feitas as secgdes para o
estudo histolégico (FINKELSTEIN et al., 1990).

1990

WEIRICH

Rato

Utilizacdo da ressonancia magnética para
avaliar a resposta a contusdo medular.
Comparagao com o estudo histolégico
(WEIRICH et al., 1990).

1990

BENZEL

Rato

Proposta de uma nova técnica de lesao
usando compressao ventral uma modificagdo
de um clipe de aneurisma de DeBakey
(BENZEL et al., 1990).

1991

BLIGHT

Porco da India

Proposta da utilizagdo de um par de forceps
modificado para efetuar a lesdo (BLIGHT,
1991).

1991

BRESNAHAN

Rato

Proposta de um modelo de analise
tridimensional assistido por computador que
fornecia mais dados que a analise histolégica
convencional (BRESNAHAN et al., 1991).

1992

GRUNER

Rato

Descreveu pela primeira vez o dispositivo
desenvolvido pela Universidade de Nova York
(GRUNER, 1992)

1994

CONSTANTINI e
YOUNG

Rato

Utilizagdo do dispositivo desenvolvido pela
Universidade de Nova York (CONSTANTINI,
YOUNG, 1994).

1994

FALCONER

Rato

Teste de tecnologias como a Ressonancia
Magnética, Laser e eletrodos para analisar os
parametros biomecanicos (FALCONER et al.,
1994).

1995

BASSO, BEATTIE,
BRESNAHAN

Rato

Definicdo da escala de avaliagdo motora BBB
(BASSO et al., 1995).

1996

PINTAR

Humanos

Busca de transposigdo para humanos do
modelo animal. Utilizagdo de cadaveres onde
o impacto dorsal era reproduzido em gelatina e
monitorado por sensores de presséo
piezoelétricos (PITAR et al., 1996).

1996

HAGHIGHI

Gato

Um eletrodos RF que gera 65 °C durante 1
min foi introduzido na espinha (HAGHIGHI et
al., 1996).

1998

KUHN, WRATHALL

Camundongo

Reestudo do modelo de queda de pesos
aplicados a camundongos (KUHN et al., 1998).

1999

HIRUMA

Rato

Utilizagdo de trés diametros de clipes para
efetuar a lesdo(3 mm, 2 mm, 1 mm). Cada
clipe era aplicado a uma profundidade de
deformagédo de 1 mm, 2 mm, 3 mm (HIRUMA
etal., 1999).

1999

KHAN

Gato e Rato

Descricao de um modelo que produzia um
forca de 65 N em gatos e de 35 Newton em
ratos, produzindo lesdes severas e moderadas
(KHAN et al. 1999).

2000

METZ

Rato

Validagdo do modelo de Allen, e
demonstragao da possibilidade de
transposi¢cao do modelo animal para o humano
(METZ et al., 2000).

2000

JAKEMAN

Camundongo

Adaptacdo do modelo proposto para ratos
para camundongos (JAKEMAN et al., 2000).

2000

FAROOQUE

Camundongo

Apresentagcdo de um modelo baseado na
queda de peso, com uma escala para
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quantificar a fungdo motora, e uma base
computacional para quantificar o dano medular
(FAROOQUE, 2000).

2001

CHADI

Rato

Utilizagao de dois modelos: o da Universidade
de Nova York e um bisturi ajustavel com
sensores infra-vermelho de  movimento
(CHADI et al., 2001).

2001

VANICKY

Rato

Utilizagao da técnica de compressao por baldo
introduzindo o baldo entre as vértebras T8 e
T9 e inflando por 5 min (VANICKY et al.,
2001).

2002

YOUNG

Revisdao das potencialidades da técnica de
queda de pesos e do dispositivo da
Universidade de Nova York (YOUNG, 2002).

2002

SEKI

Proposta de um dispositivo pneumatico para
lesao experimenta (SEKI et al., 2002).

2002

KAPTANOGLU

Proposta de um escore ultraestrutural para
quantificar a lesdo (KAPTANOGLU et al.,
2002).

2003

CARLSON

Utilizagdo de um pistao hidraulico para efetuar
a pressao na coluna (CARLSON et al., 2003).

2004

HWANG

Proposta de um dispositivo pneumatico de
lesdo (HWANG et al., 2004).

2004

DABNEY

Rato

Proposta de um dispositivo computacional que
aplica forcas para estirar a medula. Séao
controladas  variaveis de comprimento,
velocidade e duracdo do estiramento
(DABNEY et al., 2004).

2.5.2 LESAO ABERTA E LESAO FECHADA

As lesbes medulares experimentais podem seguir duas técnicas: a leséo

aberta, que expde a medula do animal através de um procedimento cirurgico, e a

fechada, onde a lesdo é produzida sem expor a medula do animal. Pode-se afirmar

que a leséo fechada é um procedimento evasivo e a aberta, invasivo.

Vialle (2001) afirma:

“as lesbes medulares experimentais abertas, isto €, com exposicdo da medula, sdo as que

criam as melhores condigdes para estudo. As lesdes fechadas, produzem um sem numero de

fraturas da vértebra atingida cujos fragmentos alteram o curso natural da lesdo medular que

se pretende estudar, impedindo analises histoldégicas mais detalhadas.”
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Para estudos experimentais, o método mais utilizado € o da lesdo aberta
devido as melhores condi¢des de padronizacao e fidelidade dos efeitos pos-trauma.

2.5.3 TRANSECGAO COMPLETA E TRANSECGAO PARCIAL

Em laboratério, uma transeccdo completa ou parcial da medula pode ser
obtida com um micro-bisturi ou uma micro-tesoura (figuras 6 e 7). Expde-se a
medula (lesdo aberta), e com o micro-bisturi secciona-se a medula efetuando a
lesdo. A transeccao completa causa um maior dano ao tecido espinhal e a sua
irrigac&o sanguinea, assim como a cicratizagdo, incluindo o fibroblasto (LEME et. al.,
2005). Devido a simplicidade do procedimento cirurgico e a simplicidade do manejo
do animal, a transeccédo € uma técnica de baixo custo e facil de ser realizada. Esta
técnica € eficaz quando se deseja avaliar a regeneragdo axonal e recuperagao
motora em animais com transec¢ao completa. No entanto, deixa a desejar no que
diz respeito a transecgao parcial, pois ha uma dificuldade em se efetuar varias
lesdes parciais de mesma intensidade e tamanho. Apesar de poder ocorrer uma
completa perda de sensibilidade e movimentos, é raro, em acidentes com seres
humanos, a transecgéo (LU, 2000). Portanto, a transecgdo n&o simula o que ocorre
na realidade dos acidentes com seres humanos. (KWON et. al., 2002).

]

Tesoura

Figura 6 — Transecgao parcial (de LU, 2000).
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Figura 7 — Transecgédo completa (de LU, 2000).

2.5.4 LESAO POR CONTUSAO E POR COMPRESSAO

As técnicas de lesdo medular experimental por contusdo e por compressao
sao as que mais se aproximam do que ocorre em acidentes envolvendo humanos
(KWON et. al, 2002). A compressao é uma técnica, como o préprio nome sugere,
que consiste em comprimir a medula gerando a lesdo. A maneira mais comum de se
efetuar esta técnica, conforme ilustra a figura 8, é expor a medula do animal e
colocar sobre ela pesos por um determinado periodo de tempo. Na literatura,
constam técnicas como a de McWeigh (1923) que comprimia a medula com o
préprio dedo (apud LU, 2000). Ja a contusdo é uma técnica que consiste em
contundir a medula com algum artefato que lese a medula. A maneira mais comum
de se efetuar a contusdo, conforme ilustra a figura 9, consiste em soltar um peso
através de um tubo, de uma distancia fixa, sobre a medula exposta. No entanto,
existem dispositivos que utilizam inovagdes tecnoldgicas para efetuar este tipo de
lesdo (KWON et. al., 2002).
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Figura 8 — Peso sobre uma base para comprimir a medula (de Farooque, 2000).

£; Peszo

Altura

Figura 9 — Artefato de contus&o por queda de peso ( de KUHN e WRATHALL, 1998).

2.6 DISPOSITIVOS DE LESAO MEDULAR EXPERIMENTAL ESTATICOS E
DINAMICOS

Quanto aos dispositivos de lesdo medular traumatica, pode-se encontrar duas
classes: a dos dindmicos, que geralmente utiliza a técnica de queda de peso, e a
classe dos estaticos, que geralmente emprega a técnica de compressao progressiva.
Esta, por forga dos materiais e métodos utilizados (pressdo com balonete inflavel,
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clipes, forceps) € mais barata e de facil execugéo. No entanto, sua fidelidade deixa a
desejar (VIALLE, 2001). Ja os dispositivos dindmicos utilizam técnicas mais caras e
exigem mais dos seus operadores, porém, devido a tecnologia empregada, podem

fornecer maior fidelidade nos resultados (VIALLE, 2001).

2.6.1 COMPRESSAO POR GRAMPO

O modelo de compressao por grampo, também chamado de compressao por
clipe, foi introduzido por Rivlin e Tator (1978). Este modelo consistia em comprimir a
medula por tempos determinados (3 s, 1 e 5 min) com clipe de aneurisma
modificado. Este modelo foi aprimorado por Fehlings e Tator (1991), permitindo a
escolha da forgca aplicada pelo clipe entre valores que variavam de 2 a 98 g.
Segundo Kwon (2002), esta técnica de compressao permite o controle de variaveis
como tempo e forga aplicada, porém, ndo avalia variaveis como deformacdo da
medula. A compressédo por clipe apresentou uma alternativa para a lesao por
contusdo, pois ao contrario do rapido impacto da contusédo, a compressao permite
simular a compressao gradual da medula por um determinado tempo. Isto contribuiu
para a compreensdo do impacto neuro-funcional resultante do tempo de

descompressao da medula.

2.6.2 O DISPOSITIVO DESENVOLVIDO NA UNIVERSIDADE DE NOVA YORK

O dispositivo Impactor-NYU, como usualmente é conhecido, foi, pela primeira
vez, descrito por Gruner (1992). A idéia criada, algum tempo depois, foi estudada e
adaptada por um consércio de oito laboratérios americanos chamado Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study-MASCIS. A figura 10 mostra uma visdo global do
sistema onde as setas indicam: no gabinete aberto, pode-se ver a indicagao da fonte
de corrente continua que fornece energia para o computador e para a placa de
aquisicao; encaixada na placa mae do computador, no slot ISA, ha a indicacédo da
placa de aquisicdo; ainda tem-se a indicagao do black box (caixa preta), que efetua
a interface entre o dispositivo mecanico e a placa de aquisi¢ao; e a indicacdo dos

tipos de conectores com seus respectivos numeros de pinos (9 pinos e 37 pinos). O



22

principio de funcionamento do dispositivo baseia-se em uma haste que é solta de 4
diferentes alturas sobre a medula exposta do animal, gerando com isso lesbes de
diferentes intensidades sendo o equipamento capaz de monitorar através do
computador parametros como a velocidade da haste, o tempo de queda e o
deslocamento da medula. Um dado interessante, incluido pelo consorcio, foi uma
série de procedimentos para diminuir erros na realizagdo das experiéncias como o

dispositivo.

Fonte DC Placa de aquisigdo 9 pinos

Figura 10 — Visao global do sistema NYU (de YOUNG, 2003).

2.6.3 O DISPOSITIVO DESENVOLVIDO PELA UNIVERSIDADE DE OHIO

O dispositivo OSU, como ordinariamente € chamado, foi, pela primeira vez,
descrito por Noyes (1987), e leva o nome de OSU devido a Ohio State University
onde foi desenvolvido. Este equipamento, do tipo dinamico, conforme ilustra a figura
11, segue muito de perto a idéia proposta pelo impactor NYU. A medula é exposta
através de laminectomia e as vértebras sao estabilizadas por grampos fixados ao

processo espinhoso. Entdo, uma haste vertical com uma area de contato de 30 ym
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aplica uma forga de 3000 N, gerando um deslocamento de medula predeterminado
de aproximadamente 0,8 a 1,1 mm (KWON, 2002). Todo o monitoramento deste
processo biomecanico, é efetuado através de uma placa de aquisicéo e o programa
desenvolvido na plataforma Lab-VIEW®; sendo possivel monitorar a forga aplicada e
o deslocamento da medula (JAKEMAN et. al., 2000).

Usuario
ESCID-2000
e Placa de aquisigéo
df:;frigf.,,m National Instruments

'\\ — [~

]
L—a filtro = sensorde
deslocamento
W

Figura 11 — Desenho esquematico do dispositivo OSU adaptado por Jakeman e
Stokes (2002).

2.6.4 DISPOSITIVO PNEUMATICO

O dispositivo pneumatico, figura 12, foi desenvolvido na Universidade de
Chung-Ang na Korea, tendo como seu idealizador Hwang et al. (2004). Este
dispositivo dindmico segue basicamente os mesmos principios de lesdo do
dispositivo NYU e OSU. Porém, ao invés de utilizar uma haste para contundir a

medula, o dispositivo usa o ar comprimido.
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Figura 12 — A, é o cilindro de ar; B, sensor ; C, valvula que libera o ar; D é um
amplificador de sinal; E uma placa de aquisigéo; F representa o computador (de
HWANG, 2004).

O dispositivo monitora grandezas como forga, velocidade, e aceleragao do ar,
através do sensor representado na figura 12 pela letra B, que envia um sinal para
uma placa de aquisicdo (E) que, por sua vez, € controlada por um programa de

instrumentacéo virtual desenvolvido na plataforma do Lab-VIEW®.

2.7 ANIMAL

Desde os primordios da lesdo medular experimental até hoje em dia, uma
gama enorme de animais foi testada (KWON, 2002). A propria tabela 1, exposta na
explanacao histérica da lesdo experimental, aponta estudos com macacos, caes,
ovelhas, ratos e camundongos. Porém, observa-se que com o decorrer do tempo, os
camundongos e ratos tornaram-se 0s mais populares animais usados em
experimentos de lesdo medular experimental (KUHN e WRATHALL, 1998). Isto

ocorreu devido a uma grande pressao da sociedade por limitar o uso de mamiferos
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de grande porte. Desta forma, os ratos, com seu pequeno porte, sua facilidade de
manutencio, baixo custo, capacidade de resposta terapéutica, assumiram o posto
de animal de melhor custo beneficio. Black et al. (1988) demonstraram que o rato
apresentava-se como um modelo confiavel, passiveis de lesbes graduaveis e
reprodutiveis. E estudos demonstraram que a histopatologia dos ratos é muito
similar a dos animais de grande porte (NOBLE e WRATHALL, 1985).

2.7.1 MANUSEIO DO ANIMAL

Como cada pesquisador utilizava seu préprio procedimento de anestesia,
cirurgia e manuseio do animal antes e ap6s a lesdo medular, em 2003, um consorcio
de universidades americanas atraves do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study,
prescreveu apos estudos com cerca de 3000 ratos, um protocolo de recomendacgdes
de cuidados com os animais (YOUNG, 2003). Essas recomendagdes sao divididas
em: padronizag&do dos animais, com o uso de ratos, 77+1 dias de idade, peso de 300
a 400 g para machos e de 200 a 300 g para fémeas; padronizacdo da anestesia
usando pentobarbital intraperitoneal, 35-55 mg/kg para fémeas e 55-75 mg/kg para
machos, espera de 5 min, suplemento de 5 mg; padronizagdo do procedimento
cirargico, raspagem dos pelos dorsais do animal, desinfec¢do com solugéo iodada,
contagem das vértebras até chegar a oitava toraxica (T8), realizagdo de
laminectomia expondo a medula mas preservando o processo espinhoso T8 e T11;
padronizacao dos cuidados apos a lesdo, devendo o animal, nas primeiras horas
apds a lesdo, ser mantido aquecido; se houver hemorragia ou estresse,
administracdo de 10 mg de solugdo salina subcutanea; sucg¢ao traqueal se houver
cianose ou dificuldade para respirar; administrar Kefzol subcutaneo por 10 dias; o
animal deve ser mantido em caixa isolada, deve-se esvaziar a bexiga do animal
toda tarde; para o sacrificio o animal de ser anestesiado com pentobarbital (45
mg/kg para fémea e 55 mg/kg para macho), deve-se administrar 1 ml de lidocaina
1%, 200 ml de solugdo salina, 300 ml de paraformaldeido; por fim, efetivagdo da

decapitacao e exsanguinagao.
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2.8 TECNICAS DE VERIFICAGAO DA LESAO

Para verificar a severidade das contusdes medulares e os efeitos pds-trauma,
encontram-se, na literatura, técnicas como: analise do comprometimento motor,
analise histologica, potencial motor evocado e ressonancia magnética. A analise do
comprometimento motor deve ser a técnica de menor custo e de mais facil
realizacdo (YOUNG, 2003). Nao requer equipamentos especiais, somente a
observagdo dos movimentos dos animais. Esta técnica foi padronizada por Basso,
Beattie, Bresnahan (1995) que criaram um escore de avaliagdo do comprometimento
motor do animal. A técnica adota uma escala de 21 pontos, que sdo observados em
ratos com lesdo incompleta, permitindo ao pesquisador classificar o nivel de
comprometimento motor. A classificagdo é feita anotando os pontos obtidos através
da observacdo dos movimentos dos ratos durante 4 min. O ponto zero indica que o
animal tem comprometimento motor total, e o ponto 21 indica nivel normal de
locomocgdo. A escala de zero até 21, para uma comparacdo com a lesdo em
humanos, geralmente é dividida em 3 grupos: de 8 a 12, como baixa capacidade
locomotora sem suportar peso; de 13 a 16, capacidade intermediaria de locomogéao
com demonstracdo de suportar peso; e de 17 a 21, alta capacidade locomotora
caracterizada pela normal locomogdo com apenas pequenas deficiéncias.

A técnica de andlise histologica € a mais difundida e utilizada no meio
cientifico devido ao seu custo acessivel e confiabilidade. Esta técnica, consiste na
retirada, através de laminectomia, de areas proximas a contusdao da medula do
animal, para a confeccdo de laminas, para determinar o tamanho da leséo e seu
efeitos. O estudo histoldgico permite ao pesquisador avaliar a hemorragia, hipoxia
neuronal, dano a substancia branca e perda neuronal em decorréncia da contusao
(NOBLE, WRATHALL, 1989) (FINKELSTEIN et al., 1990). Ja a ressonancia
magneética € uma técnica que apresenta resultados que seguem os parédmetros da
analise histoldgica, porém, o custo € muito alto. Hackney et al. (1994) apresentaram
estudos que avaliavam os resultados da contusao através da ressonancia magnética
quantificando o dano a substancia branca. No Brasil, a técnica mais utilizada é a
analise histolégica, porém, a maioria das solu¢gées sdo importadas, de alto custo e

separadas do modulo de contuséo.
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2.8.1 ANOTAGOES COMPORTAMENTAIS PARA PONTUAGAO DO METODO
BBB

Segundo Vialle (2001), o indice locomotor de Basso, Beattie e Bresnahan
(1995) do Laboratoério de Neurociéncias da Universidade Estadual de Ohio é
determinado por 2 examinadores que observam o rato por 4 min e fazem anotagdes
comportamentais em uma ficha (vide anexo 4) com base nos movimentos habituais
dos ratos. Sado anotados 10 comportamentos relacionados ao tronco, cauda, e
membros posteriores. Sao eles:

(1) movimento dos membros posteriores: quadril, joelho e tornozelo;

(2

(3
4
5

) posicéo do tronco: lateral, média, propulsdo com a cauda;
)
)

)
(6) coordenacao: membros anteriores e posteriores;
)

)

)

0

abdome: achatado, paralelo ou elevado do plano;
(4) posigao das patas: raspa o solo, apodia, ndo apdia;
(5) apoio das patas: apoio dorsal ou plantar;

(7) dedos: incidéncia de impulsoes;
(8
(9
(

10) cauda: movimentos para cima e para baixo.

posi¢ao predominante das patas: rotacédo e levanta na marcha;
instabilidade do tronco: Sim/N&o;

2.8.2 PREPARO DE LAMINAS

A correta confecgdo das laminas € pega chave para o sucesso da analise
histolégica. Existem diversas técnicas para o preparo de laminas, sendo que as
técnicas utilizadas na analise da lesdo medular sao similares as técnicas de preparo
empregadas para outros tecidos (KAPTANOGLU et al., 2002). Porém, com o
surgimento do consorcio de universidades que deu origem ao MASCIS, houve uma
recomendagao que propde que se sigam as seguintes recomendacgdes: identificada
macroscopicamente a area de contusao, conforme figura 13, efetua-se uma secgao
de 4 cm (2 cm em sentido cranial e 2 cm em sentido caudal). As secgdes obtidas a

2 cm cranial e caudal ao local do trauma sao submetidas a solugdo tamponada de
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formaldeido a 10%, submetidas a processador automatico de tecidos e embebidas

em parafina.

Figura 13 — Seta apontando para a area lesionada (de VIALLE, 2001).

Em seguida, determina-se uma area compreendida entre 0,5 cm cranial e 0,5
cm caudal ao ponto central da contusdo. Deste ponto, faz-se cortes histolégicos
seriados de 5 uym de espessura, realizados a intervalos de 500 um, num total de 10
cortes. Os 1,5 cm proximais e distais restantes s&o seccionados a intervalos de 5
mm, resultando em trés cortes de 5 ym de espessura para cada area proxima e
distal a zona contundida. Apds a devida identificacdo, os cortes sao corados pelos
métodos de hematoxilina-eosina e luxol fast blue para mielina, combinado com
cresil-violeta para neurdnios. De cada um dos 16 cortes histolégicos sdo produzidas
3 laminas, sendo 16 coradas por hematoxilina-eosina e 16 coradas por Luxol Fast
Blue. Em cada lamina, conforme figura 14, a medula € subdividida em 9 areas ou
compartimentos padrao, 5 delas correspondentes as colunas de substancia branca e
4 aos cornos de substancia cinzenta. Em cada uma das 9 areas, sao avaliados os
quatro critérios de lesdo: degeneragcao de substancia branca, hemorragia, perda

neuronal e injuria hipoxica neuronal (YOUNG, 2003).



29

D
g \ o
5 LY

‘l"‘i:"?"\| ?'"‘

Figura 14 — Desenho representando as 9 areas de corte (de VIALLE, 2001)
2.9 SENSORES DE DESLOCAMENTO

A maioria dos projetos envolvendo partes mecanicas com movimentos
controlados por meio da eletrénica necessita de um dispositivo que permita a
comunicagdo entre as partes mecanicas e eletrénicas. Ha a necessidade de se
transformar uma forma de energia em outra, geralmente em energia elétrica devido a
sua forma apropriada para o processamento em circuitos eletrbnicos. Esses
dispositivos captam elementos do equipamento ou mesmo elementos externos e
enviam para o processamento e controle eletrénico. Para fazer cumprir essa fungéo
sensitiva, existem os transdutores (BRAGA, 2005). No caso especifico da leséo
medular traumatica experimental, observa-se a necessidade da utilizagdo de

sensores de deslocamento, 0os quais passar-se-a a descrever na sequéncia.
2.9.1 ENCODER OPTICO OU CODIFICADOR OPTICO

Os encoders opticos, conforme ilustram as figuras 15 e 16, sdo sensores de
deslocamento que determinam a posi¢cao através de um disco ou trilho marcado por
onde passa um feixe de luz (BRAGA, 2005). Este feixe de luz é transmitido de um
lado do disco ou trilho e recebido do outro lado, gerando um trem de pulso

proporcional ao deslocamento do disco.



30

Placa
cletrbnica

atico

emizsora  EEmmmmm— Diaco
de luz ~. 2=t~ ‘ codificado

=

Marea B
de referéncia

o

Resalucio

Figura 16 — Principio de funcionamento do Encoder linear (de MATIAS, 2005).

Os encoders o6pticos podem ser classificados quanto ao tipo de deslocamento
a ser medido. Quando medem um deslocamento ao longo de um eixo (trilho) sao
chamados de lineares, e quando medem um deslocamento ao redor de um eixo

(disco) s&o chamados de rotacionais. Podem, ainda, ser classificados como
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absolutos, quando é gravado um codigo ao longo do disco ou trilho que é lido
conforme o movimento; e como relativo, quando o disco ou trilho tem raias ou
buracos que, conforme o movimento, interrompe o feixe de luz sendo gerado o pulso
(BRAGA, 2005).

2.9.2 ENCODER MAGNETICO

Os encoders magnéticos sdo sensores que executam um chaveamento
eletrénico devido a presenga de um campo magnético externo, proximo e dentro da
zona sensivel do sensor, proveniente, na maioria dos casos, de um ima permanente
(BRAGA, 2005). Estes sensores podem ser sensiveis aos dois polos do ima ou
sensiveis a apenas um polo. O encoder magnético pode ter a forma de disco ou
trilho, porém, diferente dos encoders o6pticos, eles sdo confeccionados com material
ferroso que, ao passar pelas raias ou buracos, ha uma interrupcdo do campo

magnético sendo gerado o pulso de deslocamento.

2.10 AQUISIGAO DE DADOS

O uso de computadores pessoais para fins de instrumentacéo e controle tem
aumentado, principalmente, em decorréncia do baixo custo, facilidade e recursos
disponiveis na maioria dos modelos de computadores. Hoje € comum o uso de
computadores pessoais de configuragdo basica por cientistas que utilizam placas de
expansao para pesquisas laboratoriais, teste e medi¢cdes. Para este uso ter
qualidade e performance satisfatérias, deve-se especificar o uso para propriedades
como tipo de sensor a ser utilizado, técnica de condicionamento de sinais, conversao

de sinais analdgicos, software e hardware de medigao (BRAGA, 2005).

2.10.1 CONDICIONAMENTO DE SINAIS

Na definicdo de um projeto de aquisicdo de dados para medigao de
grandezas, geralmente, depara-se com grandezas que geram sinais de baixa

intensidade e qualidade, ou seja, os sinais de saida dos transdutores ou sensores
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muitas vezes precisam ser condicionados de modo a prover sinais adequados para
os dispositivos de instrumentacdo. O condicionador de sinal é apresentado de varias
formas, como modulos dedicados ao condicionamento de sinal, condicionamento
embutido no dispositivo de instrumentacao (a exemplo de um multimetro digital ou
osciloscopio). Basicamente, o estagio de condicionamento de sinais em um circuito
consiste em um estagio em que o sinal é deixado de uma maneira bem definida para
que o sinal seja compreendido pelos demais estagios do circuito (COBBOLD, 1974).
Condicionadores de sinal amplificam sinais de baixa amplitude, isolam, filtram,
excitam, e provéem uma ponte para a geragdo de um sinal apropriado para o
dispositivo de instrumentacdo (WEBSTER, 1998).

2.10.2 CONVERSAO ANALOGICO-DIGITAL

As grandezas encontradas na natureza encontram-se em forma analdgica.
Por isso, quando se deseja efetuar uma aquisicdo de dados através de uma
interface que é interligada ao computador, faz-se necessario que essa interface
efetue a conversdo da forma analdgica para a digital, que é a forma utilizada pelo
computador (OPPENHEIM et al, 1975).

Para entender como acontece a conversao analdgico-digital € importante, a
compreensao do Teorema de Nyquist, o conceito de taxa de amostragem e a largura
de banda. De acordo com o Teorema de Nyquist, a taxa de amostragem (frequéncia)
minima deve ser o dobro da frequéncia mais alta do sinal amostrado (MOORE,
ZOURIDAKIS, 2004). Teoricamente, é possivel recuperar informacdo de sinais
abaixo da Frequéncia de Nyquist. A taxa de amostragem € aquela na qual um sinal é
adquirido e discretizado por um conversor analdgico-digital. A largura de banda
analogica descreve a faixa de frequéncias (em hertz) em que um sinal pode ser
digitalizado com precisao. Esta limitagdo é determinada pela resposta em frequéncia
do canal de entrada do digitalizador. Sinais de entrada com frequéncias acima da
largura de faixa resultam em perda de amplitude e deslocamentos de fase
(SEMMLOW, 2004).
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2.11 CONTROLE E AUTOMAGAO

Nao existe propriamente uma definicdo conceitual una sobre controle e
automacao, no entanto, existem explicagdes. O objetivo do desenvolvimento de
sistemas com técnicas de controle e automacao decorre da necessidade de tornar
as maquinas, processos, produtos em sistemas que trabalhem de maneira auto-
requlada e ou auto-gerenciada. Para o alcance deste objetivo, o sistema deve
possuir um controlador que pode ser mecanico, eletro-eletrénico, software ou eletro-
pneumatico (BRAGA, 2005). Na figura 17, pode-se visualizar o diagrama de blocos

de um sistema de controle basico.

Solenoide
Servo

.| ATUADORES Motor
10 |
N CONTROLE

¢
¥

A

A 4

SENSORES

Temperatura
Pressdo
Posicao

Figura 17 — Diagrama basico de um sistema de controle e automacéo.

O sistema automatizado tem como elementos comuns os sensores, atuadores
e o controlador. Sensores sao os elementos que fazem a leitura do atual estado da
maquina enviando para o centro de controle a situacdo do processo para que este
tome as medidas necessarias. Existem sensores para leitura das mais diversas
grandezas como posi¢ao, temperatura e pressao. Ja os elementos atuadores séo
aqueles que produzem alguma agao no mecanismo, atendendo a comandos que
podem ser manuais ou automaticos. Pode-se citar os solendides, os servo-motores e
motores que realizam movimentos induzidos pelo centro de controle sobre a
maquina. Estes elementos tém um caminho comum, sao concentrados no centro de
controle. Diante disto, o sistema de controle faz a leitura dos sensores (entrada) para
saber da atual posicdo do processo, jogam estes dados em uma légica que envia
um comando para que os atuadores realizem a tarefa desejada. Os centros de

controle geralmente sdo placas de expans&do microprocessadas ou conectadas a um
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computador. Esses dispositivos responsaveis pelo controle de mecanismo tém a
caracteristica de possuir portas de entradas e saida ( portas de I/O) que servem para
a comunicagao entre os elementos do sistema. As portas de I/O podem utilizar
portas e barramentos como porta serial, paralela, barramento agp, pci para fazer o
interfaceamento. Além de permitir a comunicagdo com os elementos do sistema,

pode fazer a comunicag&o com outros sistemas (MINK, TERRA, 1997).

2.12 PROCESSAMENTO DE IMAGEM

As primeiras aplicagbes envolvendo aquisicdo e processamento de imagem
datam da segunda década do século XX decorrente do impulso tecnolégico gerado
pelos programas espaciais (MARQUES, VIEIRA, 1999). Outro fator determinante da
disseminagao do processamento de imagem decorre do langamento e popularizagéo
a precos reduzidos dos computadores pessoais (SNELLING, 1984).

Hoje em dia, a diversidade de aplicativos de processamento de imagens
abrange praticamente todos os ramos da atividade humana, como Medicina,
Biologia, Meteorologia ou Engenharia.

A medicina € uma das areas que mais tem sido beneficiada pela evolugao
exponencial da computagdo nos ultimos anos. Tal evolugdo tem contribuido para o
crescimento da ciéncia através de um suporte a simulacbes e experimentos o que
tornou mais rapido, eficaz e simples o teste e comprovagao experimental. A simbiose
entre medicina e computacdo poupa o pesquisador da realizacdo de tarefas
cansativas e demoradas como as analises histologicas (DUCAN, 2000).

Sistemas para a aquisicdo e processamento de imagem envolvem hardware e
software. O hardware, geralmente uma placa de aquisigdo acoplada a uma camera,
captura as imagens e as envia ao software que, sob a forma de algoritmos, processa
a imagem (MARQUES, VIEIRA, 1999). A maioria das rotinas de processamento de
imagem sdo implementadas via software. Desta forma, faz-se necessario uma
interface que permita a manipulacao de rotinas e implementacbes matematicas que
possibilitem a automatizacdo dos procedimentos. Desta forma, o sistema de
processamento digital de imagem tem a fun¢ao de modificar as informagdes contidas

na imagem com o intuito de torna-las passiveis de interpretagdo visual e
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quantificacdo (GONZALEZ, 2004). Isto faz com que as informagdes estejam nitidas
para serem classificadas, medidas, contadas e comparadas. A maioria das
informacgdes resultantes da leitura de uma imagem digital € de formato numérico, ou
seja, com dados relativos areas, perimetros, volumes, intensidade, cor, etc.

Embora exista uma grande variedade técnicas e metodologias diferenciadas
de aquisicdo e processamento de imagens, a presente pesquisa dara énfase ao
software MatLab® que sera descrito no préoximo tépico.

2.12.1 MatLab®

O Matlab® é um ambiente de desenvolvimento com uma linguagem intuitiva e
um ambiente computacional técnico de facil utilizagdo. Tem um conjunto de
ferramentas de extensdo (foolbox) que contém diversas fungbes matematicas ja
implementadas, uteis para o processamento e aquisicdo de imagem. Ou seja,
podem ser incorporadas rotinas pré-definidas e pacotes para calculos especificos.
Ele consegue reunir em um ambiente a computagdo matematica, uma linguagem
intuitiva com alta taxa de reaproveitamento de cdodigo, ja que possui uma gama de
fungdes implementadas na forma de toolbox, bem como faz de maneira simples
acesso a dispositivos de hardware. Os comandos do Matlab® sdo muito proximos da
forma como se escreve expressdes, o que torna seu uso simples e facil. Nao € uma
linguagem compilada, portanto, € mais lenta, um grande numero de fungdes
importantes sao built-in, ou seja, se for possivel escrever codigo com as fungdes
definidas no Matlab® ao invés de implementar cédigo préprio o resultado final é um
programa tao ou mais rapido que um desenvolvido totalmente em uma linguagem
tradicional (MATHWORK, 2005). Uma desvantagem encontrada nos aplicativos
criados no Matlab® é que estes s6 rodam no ambiente Matlab®. Logo, para executar
programas em linguagem Matlab® é necessario ter instalado o software Matlab®.

Com base nestas caracteristicas pode-se dizer que o ambiente Matlab®
acelera o desenvolvimento e reduz o tempo despendido com programacgao.

As imagens no Matlab® podem ser tratadas como um sinal de forma
bidimensional ou mesmo tridimensional em alguns casos. Imagens bidimensionais

sdo representadas na forma de um vetor bidimensional, ja imagens volumétricas séo
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representadas por vetores tridimensionais. Neste ultimo caso as imagens podem ser
construidas a partir de multiplos vetores bidimensionais. Desta forma, independente
do formato da imagem, esta sempre € representada por um ou mais vetores
bidimensionais. Estes vetores sdo da forma | (m,n), onde | representa o menor
elemento da imagem (pixel). O conjunto de elementos s&o corriqueiramente
indexados em matrizes de forma que ‘m’ e ‘n’ representam a localizagao vertical e
horizontal do elemento. Esta forma de indexar os elementos € reconhecida pelo
Matlab como pixel coordinates, no entanto ndo € a unica. Os elementos também
podem seguir a forma espacial de indexagao (spatial coordinates) onde o0s
elementos sao colocados em um plano de coordenadas. Nesta forma de indexacgao
as coordenadas da imagem colocada sobre o plano sao localizadas e representadas
por variaveis ‘X’ e ‘y’, como em um plano cartesiano (SEMMLOW, 2004).

O Matlab®possui 4 diferentes classes ou esquemas de codificacdo de
imagens com o intuito de otimizar o uso de memoria e seu reflexo nas escalas de
cores, de cinza e preto e branco. O esquema de imagens indexadas (indexed) e
imagens RGB sé&o utilizados para armazenar imagens coloridas. As imagens
indexadas ndo sdo recomendadas para o processamento de imagens, porém
fornece de modo facil e flexivel a colorizagdo de imagens em escalas de cinza com o
auxilio do toolbox de processamento de imagem. Ja o esquema RGB, produz o
efeito chamado truecolor onde o esquema de cores € dividido em 3 vetores de cores
fundamentais: vermelha (red), verde (green) e azul (blue). Esta cores sédo passivel
de modificagdo independentes através do ajuste em seus vetores. Outro esquema
de codificacdo é a classe de intensidade (intensity) onde cada ponto representa o
brilho ou o valor da escala de cinza. Por isso, esta classe € amplamente utilizada
nas imagens em escala de cinza. Ja nas imagens em preto e branco, o esquema
mais utilizado € o binario (binary), pois o vetor pode ser representado em um
esquema légico de 0 e 1 (SEMMLOW, 2004).

Para reduzir os requisitos de armazenamento de imagem o Matlab® prove os
formatos de dados uint8, uint16 e double. Os formatos uint8 e uint16 reservam 1 ou
2 bytes para cada elemento do vetor, ja o double reserva 8 bytes para cada
elemento (SEMMLOW, 2004).
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O Matlab® prove uma série de comandos para mostrar uma imagem na tela,
sendo o comando imshow o mais simples e usado. Sua chamada de fungao segue o
formato: imshow (I, arg). ‘I' € o vetor da imagem e ‘arg’ o0 argumento que varia de
acordo com o formato da imagem (MATHWORK, 2005).

O armazenamento de imagem no Matlab® pode ser efetuado através do
comando imwrite. Este comando tem chamada imwrite (I, nomedoarquivo.ext, arg1,
arg2,...), onde ‘I' € o vetor da imagem, ‘ext’ € a extensdo do arquivo e ‘arg’ € o
argumento. Vale ressaltar que o Matlab® aceita como extensdo formatos como:
.bmp, .gif, .jpeg, .png, .pcs e .tiff. Da mesma forma que o arquivo pode ser gravado
com o comando imwrite, outro comando pode ser usado para a leitura de arquivos.
Este comando é chamado imread, tendo sua chamada de funcdo na forma: imread
(‘nomedoarquivo.ext’). Desta forma pode-se efetuar o armazenamento e a leitura de
arquivos através de comandos simples e sugestivos (MATHWORK, 2005).

No processamento de imagem operagdes basicas de matematica sao
essenciais para a manipulagédo das propriedades das imagens. Neste aspecto o
Matlab® é uma ferramenta que de forma facil e util prove ferramentas para
operagdes como adi¢do, subtracdo, multiplicacdo e divisdo de imagem, e até mesmo
entre imagens. Por exemplo, operagdes aritméticas de multiplicagdo e adigdo por
constantes € uma maneira simples de aumentar o brilho ou o contraste de uma
imagem (SEMMLOW, 2004). Desta forma, o Matlab® torna-se uma ferramenta
poderosa que através da matematica proporciona uma infinidade de operagdes
l6gicas que resultam no processamento e otimizagdo da imagem.

A segmentacdo € uma das principais operagbes na analise histologica
automatizada através do processamento de imagem, pois é através desta operagao
que os objetos de interesse sao diferenciados para descricdo e reconhecimento
posteriores. Tem especial valor para a medicina pela capacidade de separar e
identificar estruturas biologicas de interesse (SEMMLOW, 2004). Duas séao as
técnicas que as operagdes de segmentacdo estdo baseadas: descontinuidade e
similaridade. Na descontinuidade a diferenciagao é feita com base nas mudancas de
tons de cinza o que permite a identificagdo das bordas da imagem. Ja na
similaridade, a diferenciagdo € feita com base em limiares de aglomeragdo ou
regides (SEMMLOW, 2004).
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O Matlab® através de suas rotinas built-in prove uma série de ferramentas
para se efetuar a segmentacdo. As operagdes mais basicas sdo efetuadas com as
fungdes im2bw, grayslice e imhist, no entanto, ha rotinas como edge que realiza a
detecgéo de bordas através de algoritmos diversos. A chamada para esta fungéo é:
|_edge = edge (I_f, ‘método’, .3), no campo método pode ser colocado o tipo de filtro
que sera utilizado.

Além das fungdes de filtro e segmentacdo, o Matlab® traz operadores
morfolégicos que sdao muito uteis no processo de detecgdo das estruturas de
interesse biolégico. Dentre os operadores morfolégico mais importantes no foolbox
de processamento de imagem estdo a dilatacdo e a erosdo. A dilatagdo tende a
expandir bordas, limiares ou regides, enquanto a erosao tende a comprimir ou
eliminar pequenas regides (SEMMLOW, 2004). No Matlab® as fung¢des de dilatagéo
e erosao sao respectivamente imdilate e imrode, tendo como chamada de fungéo / =
imdilate (I, estrutura) e | = imerode (I, estrutura) onde ‘estrutura’ € a variavel que
indica a forma geométrica que deseja-se utilizar na erosédo ou dilatagdo. As figuras
geométricas de erosao e dilatagdo podem ser do tipo disco, linha, retangulo,

diamante e quadrado.



CAPIiTULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 VISAO GERAL

O sistema idealizado contém, basicamente, dois moddulos: o moédulo de
contusdo e o moddulo de analise histolégica. O mddulo de contusédo, conforme
ilustrado na figura 18, é dividido em hardware e software. No modulo de hardware,
ha uma estrutura mecanica, os sensores, a placa de aquisicdo e o microcomputador.
O software envolve os programas de aquisicdo de dados e da interface com o

usuario.

sensores >
S

Mecanismo
de
contusao

Placa/hardware

Figura 18 — Mdédulo de contusao

O moéddulo de analise histologica, ilustrado na figura 19, compde-se de
hardware e software, sendo o hardware um microcomputador, uma placa de
aquisicao, e um microscopio acoplado a uma camera. O software compde-se de

programa de aquisigdo e processamento de imagem.
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Microscopio Cimera >

Placa/hardware

Figura 19 — Modulo de analise histologica.

3.2 MODULO DE CONTUSAO

Este mddulo é responsavel pela produgcdo da lesdo padronizada,
sensoriamento da deformacéao produzida pelo impacto e armazenamento dos dados

de cada experiéncia.

3.2.1 Hardware do moédulo de contusao

O hardware do modulo de contuséo, ilustrado na figura 20, é formado por 3
blocos principais:
(1) mecanismo de contusdo: € responsavel pela contusdo medular
propriamente dita;
(2) placa de aquisicao: efetua a comunicagdo entre os sensores e
atuadores do mecanismo de contuséo e o PC;
(3) PC: é responsavel pela leitura, processamento e armazenagem dos

dados.
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Mecanismo Placa de
de < aquisicao de
contusao dados

A 4

A
A 4

PC

Figura 20 — Diagrama de blocos do mdédulo de contusao

Com esta composicao, pode-se definir o fluxo de dados dos blocos. A figura
21 mostra que o mecanismo de contusdo sofre a influéncia de duas implicacbdes que
sd0 0s sensores e 0 solendide, que a placa de aquisigdo recebe informagdes dos

sensores e envia para o PC e recebe comando do PC, que aciona o solendide.

Mecanismo
de Contusao

N
N/

Placa de
aquisicao de
dados

Solenoide

PC

Figura 21 — Diagrama de fluxo do médulo de contuséo.
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3.2.1.1 Mecanismo de Contusao

A figura 22 ilustra o mecanismo de contusédo idealizado, que segue 0 modelo
de queda de peso proposto pelo Dr. Allen (1911). O mecanismo idealizado tem trés
graus de liberdade, ou seja, desloca-se em trés diregbes: altura, largura e
profundidade; sendo estes movimentos realizados por parafusos seguindo design
proposto por Farooque (2000). J&4 as hastes de contusdo e controle de

deslocamento seguem o design do modelo NYU.

Figura 22 — Visao geral do mecanismo de contusao idealizado onde A indica o
parafuso de deslocamento do eixo z, B indica o parafuso de deslocamento no eixo y,
C indica o parafuso de deslocamento x, D indica as pingas de fixagao do animal, E
indica o parafuso de regulagem das pingas, F indica o solendide.
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A figura 23 mostra uma visdo explodida da haste de contus&do passando por
dentro do tubo metalico em corte horizontal, onde pode-se visualizar as hastes que

articulam o mecanismo ligado ao encoder 1.

Tubo de Metal

/

Eixo do Encoder 1

2 3 i

Articulacao

<4+— Haste de contusao

4

Figura 23 — Mecanismo de contuséao.
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Esse mecanismo articulado possui 3 hastes:

(1) do ponto 1 ao 2 com 108 mm de comprimento, didmetro de 2,06 mm e
peso de 1,3085 g;

(2) do ponto 2 ao 3 com 84 mm de comprimento, diametro de 2,4 mm e
peso de 1,6240 g;

(3) do ponto 3 ao 4 com 200 mm de comprimento, didametro de 2,95 mm e
peso de 5,9304 g.

Na ponta da haste de contusao, articulada no ponto 3, possui um pino de
metal ferroso que permite a aderéncia ao eletro-ima. As articulagdes dos pontos 1, 2,
e 3 sado construidas com nailon, que € um material auto-lubrificante. Na entrada e
saida do tubo de metal de 10 cm também existe nailon para que a haste de
contusao possa deslizar por dentro do tubo. A seta de dupla implicacdo, ao lado do
tubo de metal, indica o sentido de movimento da haste de contusdo. Com esta
composic¢ao articular, 0 mecanismo podera ser ajustado de forma gradual para uma
queda de alturas variaveis de 0 até 5 cm. Desta forma, esse mecanismo articulado
transfere o peso da haste de contusao para o animal, provocando a lesdo medular.

A figura 24 ilustra o mecanismo articulado responsavel pela captura de
qualquer movimento da coluna do animal. Este mecanismo é formado pelas

seguintes partes:

(1) do ponto 1 ao 2, haste com 40 mm de comprimento articulada ao eixo
do encoder no ponto 1;

(2) do ponto 2 ao 3, haste com 80 mm de comprimento articulada por

nailon;

(3) tubo de metal de 30 mm com extremidades com nailon.

Na ponta da haste, que vai do ponto 2 ao 3, existe uma pequena barra
transversal de 10 mm. Esta pequena barra fica posicionada sobre o processo
espinhoso. Sendo que qualquer movimento no sentido da seta ao lado do tubo de
metal € detectado pelo encoder.
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Eixo do Encoder 2

o L

<4— Tubo de Metal

Figura 24 — Mecanismo de controle de deslocamento medular.

Todas as pecgas do dispositivo foram desenhadas detalhadamente para
usinagem em formato de desenho técnico, e podem ser vistas no anexo 1.

A figura 25 ilustra como as hastes ficam posicionadas no animal que sera
submetido a contusdo. A medula do animal é exposta por laminectomia? ao nivel da
décima vértebra toracica (T10), ou seja, a parte éssea da coluna vertebral é retirada
para expor a medula. Feito isto, a haste de controle de deslocamento é posicionada
sobre o processo espinhoso da nona vértebra toracica (T9), e a haste de contusao é

liberada sobre a medula exposta.

2 Excis&o de lamina vertebral.
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Haste de controle

N
de deslocamento <+— Haste de contusio

]/ L 7 5 h
Medula — -m ,P 6'\

Coluna vertebral

Figura 25 — llustragao do posicionamento das hastes no animal.

3.2.1.2 Placa de aquisigao

A placa de aquisicao transforma o microcomputador PC em um instrumento
de medicdo e controle. Ela permite monitorar processos e promover acdes de
controle com comandos em linguagens de alto nivel, neste caso, Linguagem C. A
figura 26 ilustra, através de diagrama de blocos, a estrutura da placa de aquisigao.

A 4

Encoder 1

Porta

Microprocessador .
serial

A 4

RS 232

A 4

Encoder 2

Figura 26 — Diagrama de blocos da placa de aquisigéo.

A placa de aquisicdo tem como entrada os sinais do encoder 1 (haste de

contus&o) e encoder 2 (haste de controle de deslocamento). Os sinais sdo enviados
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ao microprocessador onde sao processados matematicamente. Como saida, a placa
de aquisicdo tem um sinal serial que é enviado para a porta serial do computador
apo6s passar pelo circuito integrado MAX 232. Esta placa foi projetada com o intuito
de prever futuras expansdes de recursos, sendo que foram deixadas 8 portas do
microprocessador livres. Com os recursos da placa de aquisi¢cao, pode-se monitorar
grandezas analdgicas e digitais, além de enviar sinais de controle. Como a placa
permite expansao e fica na parte externa do computador, pode-se, por exemplo,
expandir os recursos para medidas de temperatura e pressao. Conforme ilustrado na
figura 25, a placa de aquisigcdo tem uma interface com o computador através da
porta serial e prima pela mobilidade, ou seja, o fato de ser externa ao computador e
com tamanho de 5,5x11,5 cm permite que seja portada facilmente. A planta baixa da
placa de aquisicdo com suas principais conexdes e circuitos elétricos pode ser vista

no Anexo 2.

3.2.1.3 Computador

O computador tem a funcdo de enviar comandos para a placa de aquisi¢ao
acionar o solendide, coletar dados dos sensores, assim como armazenar os dados.
Toda a comunicagdo com a placa de aquisicdo € feita via porta serial do
computador. Para tal tarefa, utilizou-se a seguinte configuragéo:

(1) IBM/PC compativel com o minimo de 128 MB de memdria RAM e
processador de 1 GHz;

(2) placa mae com porta serial;

(3) placa de video com entrada para sinal de video;

(4) monitor VGA;

(5) sistema operacional Windows 98 ou superior.

Com essa configuragado, garante-se tanto a utilizagdo do equipamento no

modulo de contusao como no modulo de analise histoldgica.
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3.2.2 Software do mddulo de contusao

O software de operagédo do modulo de contusao foi desenvolvido em Microsoft
Visual Basic, apresentando uma interface limpa e intuitiva para o usuario final. A
escolha do Visual Basic deve-se ao fato de ser um ambiente de desenvolvimento
RAD (Rapid Application Development) com codificagdo simples tanto na captura dos
dados da porta serial quanto no armazenamento dos valores em um sistema
gerenciador de banco de dados. Também ha o fato de que os dados resultantes da
contusao na cobaia sao processados diretamente na placa de aquisicdo do modulo
de contusdo. Entdo, o programa tem por fungdo mostrar os resultados obtidos de
forma clara ao usuario e também servir de interface com o sistema gerenciador de
banco de dados.

Internamente, o programa envia um comando (no caso, o sinal para iniciar é
representado por um numero inteiro) para a placa acionar o sistema. Apos a
finalizagdo da experiéncia, a placa de aquisi¢cao envia ao software as variaveis encA,
encB e temC (pela ordem, valores do encoder A, do encoder B e do tempo de
queda). Respectivamente, representam os deslocamentos das barras 1 e 2 e o
tempo que a haste de contusdo levou para sair do solendide até o contato com a

medula do animal. Esquematicamente, o sistema pode ser visto na figura 27.

encA

v

Experiéncia
......................................... Placa de
aquisicao temC

encB

Software

v

v

inteiro(A)

A

Figura 27 — Diagrama de fluxo de dados.

Uma vez capturados os resultados, juntamente com dados basicos da
experiéncia, tais como denominagao e data, eles podem ser gravados em banco de
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dados para posterior uso e/ou comparagdo. Para fins de testes durante o
desenvolvimento do trabalho, utilizou-se o gerenciador de banco de dados MySQL
para armazenar os resultados. Mesmo assim, qualquer banco de dados que suporte
interface ODBC (Open Database Conectivity) pode ser usado com o sistema.

Neste estudo, foi empregada a analise essencial de sistemas para
modelagem do sistema, haja visto que uma abordagem mais complexa, como
orientacdo a objetos, seria desnecessaria ja que, em suma, o software apenas
apresentara os dados processados pela placa. O esquema de processamento do
programa pode ser entendido com o auxilio da figura 28, que mostra os dados
chegando da placa de aquisigdo na forma de trés variaveis x1, x2 e t1 que,
respectivamente, referem-se ao dados do sensor A, sensor B e tempo de
experiéncia, bem como mostra o processamento destes dados através da geragao

de relatérios e graficos e armazenamento dos dados.

Dados da placa

encA € x1(1)
encB € x2(1)
temC € t1(1)

!

Armazenamento Geragdo de
gréficos e relatorios
( FIM

Figura 28 — Processamento do programa.

Para operacdo do sistema, conforme ilustra figura 29, o wusuario
primeiramente deve preencher os campos nome, idade e peso do animal. Apds,

deve ativar o médulo clicando o botao “Ativar’. Com isso, as variaveis internas sao
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liberadas e um bit &€ enviado a porta serial, fazendo com que o solendide seja
ativado e a haste de contusdo presa. A partir desse ponto, basta ao usuario
aguardar 10 s para que a haste de contusdo seja liberada para queda.

Assim que os dados sdo enviados a porta serial, através do componente
MSComm, nativo do Visual Basic, o programa captura o resultado e o exibe nas
caixas de texto “Deslocamento da Coluna (mm)’, “Distancia da haste (mm)’ e
“Tempo de queda (ms)”. O Deslocamento da coluna pode gerar tanto um resultado
negativo (a favor da gravidade) ou positivo (contra a gravidade). Da mesma forma, a
distdncia percorrida pela haste, € negativa, pois esta movimenta-se a favor da
gravidade.

Laboratdrio de Anélise de Lesdo Medular Padronizada ' A

................. . R IR - DadDS da EHpE[iér‘lDia
: Abwar
e e et ke e eI ok i . E:,: E"EHEHE |I:|E|I:|E da "'E;I_II'_" PEED II|E| 54
Home: = Cobaia [dias] Cobaia [g)
Salvar T ricco | Horade |1 15
Diata: | /442005 Hara de Inicio: [0:16:58 Tl 11:15:47
Ewcluir
- Resultados da Expenéncia
Wisualizar Deslocamento {2 Distancia da {177 Tempoda |17
da coluna [mm]: haste [mm]: queda [ms]
Fechar
M| 4 |Navegacio de reqistios kM

Figura 29 — Tela principal do programa que aciona e grava dados da experiéncia
mostrando uma distancia percorrida de 177 mm e um deslocamento da coluna de 2
mm a favor da gravidade, sendo que a haste demorou 107 ms para sair do ponto
inicial até o ponto final da les&o.

Com a finalizac&do da captura dos dados e exibicdo para usuario, um clique no
botao “Salvar” gravara o resultado no banco de dados. O botao “Excluir’ serve para
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que o procedimento que estiver sendo mostrado na tela seja apagado do banco de

dados. Além desses, o botio “Visualizar” abre outra tela com os resultados das

experiéncias que estdo armazenados no banco de dados, conforme ilustra a figura

4

30.
Mome |dade Peso Data Iicio Teming  |edocamen] Disténcia | Tempo
Experiencia £ B 12005 | I0dERE | 111547 7 AT | 107
Experiéncia 3 5 i 1442005 105102 106103 2 187 122
f|  Expenigncia 4 I I 10742005 135335 135338 31 145 %
[4] 4|08 um duplo clique para ir a0 registro selecionade b M

Figura 30 — Tela do programa que mostra os resultados de todas as experiéncias
armazenadas no banco de dados: idade em dias, peso em gramas, deslocamento
em milimetros, distancia em milimetros e tempo em mili segundos.

O seguinte pseudo-cédigo € executado pelo programa durante a execugao:

(1) abre porta serial;

(2) envia inteiro para a porta serial;

(3) aguarda 10 s;

(4) captura conteudo porta serial,

(5) armazena valores nas variaveis encA, encB e temC,;

(6) fecha porta serial;

(7) exibe resultados na tela.
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3.3 PROTOTIPO DO MECANISMO DE CONTUSAO

Devido a falta de recursos financeiros para a confecgdo das pecgas do
mecanismo de contusdo o projeto foi prototipado (figura 31) sobre 0 mecanismo do
impactor NYU, o qual segue o mesmo principio de funcionamento idealizado por
Allen (1911) e proposto neste estudo.

Figura 31 — Protdtipo sobre o impactor NYU

Neste prototipo, figura 32, foram incluidos os elementos de automacao:
solendide e placa de aquisicao e controle. O solendide prende e solta a haste de

contusao automaticamente, de acordo com o comando da placa de aquisi¢cao e
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controle. A placa de aquisi¢gado e controle deste prototipo seguiu a caracteristica de
mobilidade proposta no estudo.

Placa de
aquisi¢do e
controle

Figura 32 — Prot6tipo com os elementos de automacéo: solendide e placa de
aquisicao e controle

3.4 MODULO DE ANALISE HISTOLOGICA

O mdédulo de analise histologica idealizado tem a fungao de fazer o exame
microscopico da area lesionada pos-impacto permitindo ao sistema verificar,

quantificar, e armazenar os dados da contuséo.
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3.4.1 Hardware do modulo de analise histologica

O hardware do modulo de analise histologica, conforme ilustra a figura 33, &

formado por 3 blocos principais:

(1) microscopio: é responsavel pela ampliagdo das laminas e captura das
imagens através de uma camera;

(2) placa de aquisigao: efetua a comunicagéo entre a camera e o PC;

(3) PC: responsavel pela leitura, processamento e armazenagem dos
dados.

Com essa composicdo, pode-se definir o fluxo de dados dos blocos no
seguinte sentido: o microscopio amplia a imagem da lamina, a cAmera captura essa
imagem, a placa de aquisigdo envia comandos para a camera, recebe a imagem e

envia para o computador.

Microscopio «» | Placa de aquisicao PC
de dados

Figura 33 — Diagrama de fluxo do médulo de analise histologica.

3.4.1.1 Microscopio

Utilizou-se, conforme mostra a figura 34, um microscopio binocular com as

seguintes especificagdes:

(1) canhao binocular com ajuste interpupilar e suporte para acoplamento
de cémera;
(2) oculares com aumento de 10x;

(3) objetivas com aumentos de 40, 100, 150 vezes;



(4) iluminacao com controle de intensidade;
(5) focalizagao coaxial;

Figura 34 — Microscépio com camera acoplada.

Utilizou-se, ainda, uma camera CCD com as seguintes especificagdes:

(1) Colorida;

(2) Resolugéao de 480 linhas;

(3) Compensacgao de luminosidade;
(4) Auto iris;

(5) Saidas Y/C e video composto;
(6) NTSC e Pal-M.

55
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3.4.1.2 Placa de aquisi¢ao

A placa de aquisi¢ao faz a interface entre o microscépio e o computador,

neste mddulo, a placa de aquisigao utilizada, conforme ilustra a figura 35, foi uma

placa de video com as seguintes caracteristicas:

(1) Barramento AGP;

(2) Meméria de 32 MB;

3) Resolucéo de 1920 x 1200;
4) Entrada de video.

(
(

AL -

CATY—
AN CUT— |

mianilkr
comneslor

SORAM Memary
J2UE

Figura 35 — Placa de video com entrada CATV e A/V.

Como a placa de aquisicdo nao tem entrada compativel com a camera

utilizou-se o adaptador RCA-AV que possui conexdao RCA, como mostra a figura 36.

:

Al @E (=)

Figura 36 — Adaptador RCA-AV.
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3.4.1.3 Computador

O computador tem a fungdo de enviar comandos para a placa de aquisi¢ao
acionar a camera, capturar, processar € armazenar as imagens do microscopio.

Para esta tarefa, utilizou-se a mesma configuragdo do moédulo de contuséo.

3.4.2 Software do mdédulo de analise histoldgica

O software deste moédulo deve permitir que o cientista possa capturar e
analisar as imagens produzidas pelo microscopio. A melhor solugdo encontrada e
disponivel foi o software Matlab® com o seu Toolbox de aquisicdo de imagem
versao 1.7. O Toolbox efetua a interface entre o Matlab® e o hardware permitindo
que o Matlab® acesse diretamente o hardware conforme o fluxo de dados
apresentado na figura 37. O Toolbox de aquisigdo de imagem faz o acesso a placa
de aquisicdo que, por sua vez, esta recebendo dados da camera acoplada ao

microscopio.

A
A 4

A
A 4

Matlab® Toolbox Hardware

Figura 37 — Diagrama de blocos do software de analise histologica.

3.5 AVALIAGAO DO SISTEMA

A avaliacéo do sistema seguiu em busca de uma regra cientifica fundamental
baseada em pesquisas encontradas na literatura, onde buscou-se identificar
determinados fendmenos, que sempre que pesquisados, se repetiram e que séo
passiveis de reproducao em futuras experiéncias, assim como buscou-se através de
testes praticos simular e verificar o sistema proposto. Desta forma, trilhou-se um

caminho para chegar-se ao objetivo desta dissertagao.
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Para uma melhor delineamento do caminho a ser seguido, a avaliagao foi

dividida em trés grandes enfoques:

(1) teste do moédulo de contusdo que avaliou o funcionamento do aparelho
de contus&o;

(2) avaliagdo do comprometimento motor do animal pelo escore BBB;

(3) teste do modulo de analise histolégica através comparagao das
imagens obtidas no Laboratério de Lesao Traumatica Experimental do

Hospital Cajuru — PUC-PR e as do modulo de analise histologica.

3.5.1 Método de avaliagao eletro-mecanico do médulo de contusao.

Para comprovagcdo do funcionamento eletro-mecénico do sistema foram

efetuados os testes descritos a seguir.

Teste dos Encoders ao movimento das hastes atraves de displays
A figura 38 ilustra o sistema idealizado. Este teste consiste em deslocar a
haste de contus&o e de deslocamento gradualmente com auxilio de um paquimetro

(vide figura 39) e verificar a resposta dos Encoders no display.

Display 1 Display 2

PROTOTIPO Porta Serial >

1

Encoder 1 Encoder 2

Figura 38 — Prot6tipo para teste de sensibilidade dos Encoders.
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O protdtipo consiste em um circuito eletrénico montado sobre um proto-board
(vide Anexo 3), que permite ajuste eletrdnico antes da confecgado da placa definitiva.
Aproveitando esta flexibilidade, adicionou-se ao circuito dois displays conectados

aos encoders para avaliar os encoders quando ocorre 0 deslocamento das hastes.

]

o by o o o 3

=
k3
=
=
E
=
>
=
=
=
=
=

Figura 39 — Deslocamento da haste de contusdo com auxilio do paquimetro

Teste de condutividade em solugéo salina

Este teste consiste em submeter uma esponja embebida em solugao salina®
ao moédulo de contusao (figura 40). A haste de contusdo, ao entrar em contato com a
solugdo salina, fecha o circuito entre a haste de contusao e a garra simulando o que
ocorre na medula exposta. Quando a haste é liberada tem inicio a cronometragem
do tempo, e quando a haste fecha o circuito com a garra a cronometragem é
finalizada. Desta forma, pode-se avaliar se o dispositivo de contagem do tempo da

queda da haste de contusao esta funcionando corretamente.

3 A solugio salina ¢ uma substancia eletrolitica apresentando condutividade elétrica como ocorre com o sangue.
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Figura 40 — Teste de sensibilidade e contato com solugéo salina. A haste de
contusao ao encontrar a solugéo salina da esponja, fecha o circuito com a garra que
esta ligada a esponja. Este teste simula o que ocorre com a medula exposta.

Teste do impacto em massa de modelar

Este teste consiste em submeter um filete de massa de modelar ao sistema
de contusao efetuando a medi¢cao da profundidade do buraco gerado pela queda da
haste de contuséo (altura fixa) com um micrémetro (figura 41). Desta forma, pode-se

avaliar se liberando a haste de uma altura fixa obtém-se um resultado padrao, ou

seja, resultados iguais de impacto.



61

Haste de
controle de
deslocamento

Haste de
Contusao

Figura 41 — Teste do impacto em massa de modelar.

Teste da placa de aquisicdo com software o software Serial Terminal

O aplicativo Serial Terminal foi desenvolvido especialmente para este teste.
Este aplicativo monitora diretamente a porta serial enviando estes dados uma a tela
do aplicativo e salva o dados em um arquivo texto. Desta forma, pode-se monitorar a
consisténcia dos dados enviados pela placa de aquisigdo para sua transposigcao
para um aplicativo mais complexo. Basicamente, o teste consiste em acionar o
sistema e verificar, através do monitoramento da porta serial, se a placa de
aquisicao esta coletando e enviando corretamente os dados para o computador.

3.5.2 Método de avaliagao por meio de protocolo experimental in vivo

Para comprovacgao de que o sistema é capaz de efetuar lesbes completas ou
incompletas de forma padronizada, foram submetidos ao sistema 5 ratos machos
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, procedentes

do Laboratério de Lesdo Traumatica Experimental do Hospital Cajuru (PUC-PR),
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com idade variando entre 115 e 130 dias, sendo a média de idade 122 dias. O peso
esteve entre 200 e 253 g, com média igual a 229 g.

Os procedimentos de manuseio do animal foram conduzidos por equipe
médica seguindo os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal e o protocolo proposto pelo MASCIS — Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study, e autorizagéo obtida pelo Laboratério de Lesao Traumatica Experimental para
realizar experiéncias com ratos.

O método consistiu em anestesiar o animal, expor a medula através de
laminectomia no nivel T10, contusdo da medula com o dispositivo e avaliagcédo
motora apdés 48 h. Apos 48 h da experiéncia, os animais foram submetidos ao
exame fisico pelo escore OSU — Ohio State University, também conhecido pelas

iniciais dos seus autores BBB, o qual permite avaliar se a lesao foi eficiente ou nao.

3.5.3 Teste do modulo de analise histologica

Instalados todos os hardwares, o software Matlab® e o seu Toolbox de
processamento de imagem. Foram submetidas Iaminas idénticas, preparadas de
acordo com as recomendagdes do MASCIS, comparando as imagens obtidas com o
modulo de analise histologica com as capturadas com microscopia eletrénica no
Laboratdrio de Lesao Traumatica Experimental do Hospital Cajuru (PUC-PR).

Seguiram-se 0s seguintes passos:

(1) configuragdo do Matlab® para identificar a placa de aquisicdo (vide
anexo 5)

(2) configuracéo das propriedades da camera (vide anexo 6);

(3) uso do comando getsnapshot para adquirir a imagem da camera (vide

anexo 7).



CAPITULO 4

RESULTADOS

O desenvolvimento de pesquisas com novos equipamentos visa obter
alternativas para substituicdo de equipamentos que ja existem, porém, ndo s&o
completos, ou mesmo criagéo de algo inovador. Para comprovar a viabilidade deste
novo projeto, realizaram-se testes de viabilidade técnica. Tanto o mddulo de
contus&o quanto o modulo de analise histolégica apresentaram bom desempenho.
Entretanto, para uma melhor caracterizagdo do sistema, deve-se fornecer
informacdes sobre suas limitagdes. No caso do médulo de contusdo, realizar testes
que indiquem qual é a real capacidade do sistema quanto ao peso da haste, atrito,
desgaste e durabilidade dos componentes. Ja o modulo de analise histoldgica abre
um leque enorme para futuros estudos, inclusive a automatizagdo da leitura das

laminas e contagem de células.

4.1 RESULTADOS DO METODO DE AVALIACAO ELETRO-MECANICO DO
MODULO DE CONTUSAO

A tabela 2 mostra o resultado do teste dos Encoders. O resultado foi
satisfatério e mostra que os Encoders respondem corretamente as variagbes das
hastes.

A primeira coluna mostra a variagdo manual do paquimetro, a segunda e
terceira colunas mostram as variagdes dos Encoders 1 e 2 como resposta ao
deslocamento efetuado nas hastes com o auxilio do paquimetro. Observa-se que a
resposta ao deslocamento segue um padrdo conforme se efetua o deslocamento
gradual das haste com o auxilio do paquimetro. Como este teste teve o objetivo de
somente avaliar o funcionamento dos Encoders, ndo foram abordadas a incerteza e

o erro das medidas.
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Tabela 2 — Resultado da movimentagéo das hastes, onde o display 1 representa o
movimento do Encoder 1 e o display 2 do Encoder 2.

Paquimetro (mm) Display 1 (m) Display 2 (m)

1 mm 0,001 0,001

2 mm 0,002 0,002

5 mm 0,005 0,005

10 mm 0,010 0,010

15 mm 0.015 0.015

20 mm 0.020 0.020

30 mm 0.030 Maximo 20 mm
50 mm 0.050 -

70 mm 0.070 -

O teste de condutividade através de uma esponja embebida em solugao

salina mostrou que o sistema de medida de tempo aciona o cronémetro ao liberar o

solendide e o para ao fechar um curto-circuito através da solugdo salina, entre a

haste de contus&o e a garra.

Para o teste de funcionamento da placa de aquisicdo e o do mddulo de

contusdo como um todo,

desenvolvido especialmente para este teste.

Dados Coletados Shatuz @

Dreshocarmeanta da coluna: 00000
Diistancia da haste: TO000
Tempo da queda: 00000

Fechar |

Temp: 1

Sabear

B e

-

B .

utilizou-se o software Serial Terminal (figura 42)

Figura 42 — Tela do software para teste do médulo de contuséo.
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O software, uma vez acionado o botdo iniciar, ativa o solendide e zera os
encoders. Ap6s 10 s, desativa o solendide. Finalizando a experiéncia, o software

imprime na tela os resultados:

(1) deslocamento da coluna, ou seja, o deslocamento do encoder 2;
(2
(3

(4) além de imprimir na tela os resultados, o software grava os resultados

a distancia percorrida pela haste de contuséo, ou seja, encoder 1;

e tempo de queda da haste de contuséo;

)
)
)
)

em um arquivo texto (figura 43).

B MR2302 - Bloco de potas
Fequeny Edtar Formstar  Esbie  Auds

peslgcamento da coluna: Q0000
Bistincia da haste: QL3O
Tempa da gquedas  Q000S

peslocenento da columa: 00001
Distidrncia da haste: OJL7PF
Tempa da gqueda: O0L0S

pestocatento da coluna: -00002
pistdncia da haste: QOL7F
rempn da queda:  Q0LO7

Figura 43 — Arquivo texto contendo os dados das experiéncias

Este teste apresentou como resultado a integragao entre software e hardware,
de forma que a comunicacado entre eles, permitiu o acionamento do solendide, a
captura dos sinais dos encoders, e a apresentacao dos dados e controles na tela do

computador.
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O teste de impacto em massa de modelar gerou os resultados da tabela 3 que
mostraram o correto funcionamento da parte mecéanica do mdédulo de contusdo. A
tabela mostra que, liberando a haste de contusdo de uma altura fixa de 3,5 cm,
sempre ter-se-a um buraco com médio de 1,52 mm. Ou seja, a experiéncia pode ser

repetida varias vezes com 0os mesmos parametros.

Tabela 3 — Resultados do impacto em massa de modelar.

Teste (altura fixa de 3,5 cm) Buraco mm
1 1.5
2 1.6
3 1.5
4 1.5
5 1.5

4.2 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO MOTOR

Os ratos foram avaliados clinicamente, conforme o escore OSU, sendo que
todos apresentaram lesdo medular completa abaixo do ponto de contusdo. Com este
exame ficou comprovado que o aparelho é capaz de produzir lesdes completas de

forma padronizada.

4.3 MODULO DE ANALISE HISTOLOGICA

Instalados todos os hardwares, o software Matlab® e o seu Toolbox de
processamento de imagem, o software toolbox reconheceu a placa de aquisig¢ao, foi
possivel configurar as propriedades da camera via software, e fazer a aquisi¢gao de
imagens de laminas posicionadas no microscopio. As laminas selecionadas foram
digitalizadas anteriormente através de microscopia eletrénica. Comparando as
imagens (figuras 44, 45, 46, 47) observa-se que as imagens obtidas com o médulo
de andlise histolégica sao nitidas, e permitem visualizar as estruturas celulares
coradas pelo método para mielina onde o arranjo da substancia cinzenta (nucleos)

permanece nao-corada e a substancia branca se cora intensamente. Desta maneira,
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chega-se ao resultado de que moédulo permite ao pesquisador identificar estruturas
celulares da medula espinhal que indiquem perda neuronal e hemorragia poés-

contusao.

Figura 45 — Imagem da mesma lamina obtida com o modulo de analise histoldgica,
mostrando que ambas as figuras apresentam nitidez satisfatéria para o estudo
histologico.
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Figura 47 — Imagem da mesma lamina obtida com o mdodulo de analise histologica.



CAPITULO 5

DISCUSSAO

Desde a tentativa de Allen (1991) em padronizar e controlar por meio de
padroes mensuraveis a lesdo medular traumatica, diversas foram as tentativas de
encontrar um modelo experimental ideal. Especialmente, na ultima década, viu-se
um emergente realce em busca de terapias através de modelos experimentais
(RAMER et al., 2000). O grande impulso veio da necessidade de compreenséo da
pato-fisiologia da lesdo medular e do refinamento das terapias. A partir dessas
necessidades, surgiram inumeros modelos, métodos e terapias. Na literatura,
encontram-se pacificados alguns pontos como a necessidade de padronizagdo do
meétodo de contusdo medular, a utilizacdo de ratos e camundongos, a utilizagdo do
método de contusdo aberta, a utilizacdo dos dispositivos dindmicos de queda de
pesos, a utilizagdo da avaliagdo motora e analise histolégica para verificagcdo dos
resultados, e busca por automatizagao dos sistemas. Os pontos criticos encontrados
na literatura e, em especial, no modelo utilizado no Laboratério de Lesbes
Traumatica Experimentais do Hospital Cajuru foram: (a) a necessidade da
determinacdo do ponto de inicio e final da experiéncia, pois a maioria dos
dispositivos sdo acionados manualmente, o que dificulta a definicdo precisa dos
pontos de inicio e fim da experiéncia; (b) a necessidade de um dispositivo que
permita efetuar a contusdo e analise histologica em um mesmo local; e (c) a
necessidade de um dispositivo nacional com interface clara e de facil compreensao.
A maior dificuldade encontrada na definicdo da revisdo bibliografica deu-se pela
maioria dos artigos encontrados serem especificos da area médica, ou seja, trazem
pouca ou nenhuma informagao técnica sobre os dispositivos de lesdao medular
experimental utilizados. Assim, os pontos criticos foram baseados em sua maioria
em relatos encontrados na literatura médica e na experiéncia da equipe do
Laboratdrio de Lesao Traumatica Experimental do Hospital Cajuru — PUC.

Estudos experimentais podem ser feitos com uma gama enorme de espécies
(FERNANDEZ et al., 1991). Neste estudo, seguiu-se a orientacdo pacifica na

literatura, do uso de ratos ou camundongos como espécime para estudos
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experimentais (JAKEMAN et al., 2000). Em levantamento realizado por Fagundes
(2004) na base de dados dos maiores sites de publicagcdes medicas identificou-se
que dentre as seis espécies de animais mais citadas (camundongo, coelho, céo,
suino e primatas) a soma das porcentagens de ratos e camundongos gera um indice
cerca de 85% de utilizagdo. Os animais de pequeno porte tém a vantagem de seu
manuseio e criagdo serem simples. A criagdo nao exige grandes espagos pois suas
gaiolas sao pequenas, geralmente em forma de prateleira. O ciclo de procriagéo de
animais de pequeno porte, em especial os roedores é muito rapido. A alimentagéo
ocorre em forma de ragdo sendo de pequena monta em relacdo a animais
carnivoros e de maior porte. Um bom modelo experimental deve atender aos
quesitos: (a) permitir o estudo dos fenbmenos biolégicos ou de comportamento do
animal; (b) que um processo patolégico espontdneo ou induzido possa ser
investigado; (c) que o fenbmeno, em um ou mais aspectos, seja semelhante ao
fenbmeno em seres humanos (FAGUNDES, 2004). O modelo animal escolhido para
este estudo confere todos os requisitos exigidos, pois permite o estudo dos
fendmenos biolégicos ou comportamentais conforme relatos citados na literatura do
uso do escore BBB para a avaliagdo do comprometimento motor; permite a
investigacdo dos fendmenos pato-fisiologicos conforme relatos de analises poés
lesdo; e ainda confere o item em que o modelo deve apresentar fendbmeno
semelhante ao que ocorre em humanos, neste caso, relatos indicam que o modelo
segue dois momentos bem delineados de lesdo medular conforme acontece em
humanos. Além disto, 0 modelo escolhido mostrou que realmente € de baixo custo,
de facil manuseio, acessivel, e com potencial de atender as necessidades de
estudos experimentais traumaticos. A grande dificuldade encontrada no trabalho
guanto aos animais foi encontrar animais para a experiéncia, pois a espécie utilizada
nao é facilmente encontrada no comércio e a fato da mudangca de sede do
laboratorio também prejudicou esta aquisi¢cao ja que o biotério também foi removido.
Assim recorreu-se ao biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Parana. No
entanto o mesmo s6 dispunha de animais que ja estavam envolvidos em outras
pesquisas e outros animais de grande porte. Entdo recorreu-se a Universidade
Federal do Parana onde se encontraram algumas pesquisas relacionadas ao tema

onde se pOde obter auxilio ao presente estudo.
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Dispositivos de lesdao medular experimental tém papel fundamental no
sucesso de novas terapias. A busca pela sofisticacdo desses dispositivos reduz
drasticamente o numero de animais requeridos, o tempo de experimento, e a
incerteza dos resultados. A eletrbnica tem papel fundamental na evolugao
tecnologica da bioengenharia, tornando através da automacdo, as experiéncias
cientificas mais rapidas e precisas. Segundo Castrucci (1969), a automacdo de
processos tem sido, neste século, uma tecnologia de profunda repercusséo cuja
importancia reside na quantitativa melhora dos processos. A somatéria da eletronica,
mecanica e inteligéncia artificial tém contribuido para o desenvolvimento de
dispositivos cada vez menos dependentes de atos humanos consequentemente
reduzindo falhas. Na industria eletrbnica, existem muitos componentes, sensores e
atuadores que podem ser uteis para futuros estudos sobre o sistema. Cabe aos
novos estudiosos projetarem novos médulos de expansao do sistema.

Existem diversos modelos de equipamentos e técnicas de lesdo medular;
porém, para a discussao deste estudo tomou por base o modelo proposto por
Gruner (1992), o qual utiliza a técnica de lesdo medular experimental aberta e se
assemelha mais ao modelo idealizado neste estudo no qual a equipe do Hospital
Cajuru possui vasta experiéncia de utilizagdo. A escolha da técnica da queda de
peso e lesdo medular experimental aberta se deu por causa de o aparelho mais
difundido e com mais documentacgao utilizar esta técnica, bem como por as lesdes
medulares experimentais fechadas através da contusdo produzirem fraturas que
alteram o curso natural da lesdo medular (VIALLE, 2001). Assim, chegou ao
consenso de que a melhor alternativa seria seguir a técnica utilizada no modelo de
dispositivo ja usado pois isto facilitaria a implementagdo assim como reproduziria
mais fielmente o que ocorre com o ser humano lesionado. O equipamento mais
popular é o desenvolvido com base no modelo de Gruner (1992) pelo laboratoério de
neurocirurgia da Universidade de Nova York. A haste de contusdo deste
equipamento, como a maioria dos equipamentos de contusao por queda de peso, é
acionada manualmente; neste caso, através de uma agulha amarrada a uma linha. A
haste de contusdo é elevada e presa por uma agulha. Quando o usuario quer
disparar a haste puxa a agulha que consequentemente solta a haste. Um método

um tanto rudimentar que infelizmente ainda é utilizado neste dispositivo. Sua
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interface é disposta toda em inglés, o software roda em plataforma DOS pouco
amigavel, sua placa de aquisicdo deve ser instalada em slot de barramento ISA e
tem a deficiéncia de sua placa ser somente de aquisigdo nao fazendo controle.

Baseado nesta lacuna tecnoldgica, o presente trabalho buscou descrever e
caracterizar um dispositivo projetado para produzir ferimentos consistentes e
quantificaveis em ratos. Todos os controles deste dispositivo séo eletronicos, sendo
a instalagdo e operagao realizavel faciimente por um unico usuario. O instrumento
grava e armazena o0s resultados da contusdo para a analise quantitativa
subsequente.

Diferentemente do impacto NYU, que utiliza o mecanismo de deslocamento (3
graus de liberdade) de um microscépio, todas as pegas do mecanismo de contuséo
foram desenhadas na forma de desenho técnico o que possibilita a confec¢do das
pecas através da usinagem de materiais, evitando a necessidade de importagdo. O
deslocamento em 3 graus de liberdade no dispositivo NYU é oriundo de um
mecanismo de microscépio que utiliza o sistema de pinhdo e cremalheira. Num
primeiro momento até tentou-se projetar mecanismo semelhante; no entanto, em
pesquisa de campo averiguou-se que nao havia cremalheira e pinhdo comerciais
acessiveis e de baixo custo. Havia somente pecgas importadas especificas para
robdtica de altissimo custo o que inviabilizaria o projeto. Entdo, recorreu-se a ferro
velhos em busca de alguma sucata que pudesse fornecer pegas que pudessem ser
adaptadas ao projeto. A pecga mais proxima encontrada foi a de uma diregcao de
veiculo, mas era grande para a finalidade desejada. A ultima alternativa seria
recorrer a usinagem da cremalheira e do pinhdo, porém em pesquisa junto as
ferramentarias e mesmo no setor de engenharia mecanica da PUC-PR, contatou-se
que a confeccdo da ferramenta para fazer tal pegca oneraria demais o custo do
projeto. Diante destes fatos, com o auxilio de engenheiros mecanicos partiu-se em
busca de uma nova solugdo. A melhor solugdo encontrada foi a substituicdo do
sistema de cremalheira e pinhdo por parafusos de rosca sem fim os quais séo
facilmente encontrados ou mesmo confeccionados e proporcionam 0s mesmo
movimentos do microscopio. A placa de aquisicdo do mddulo de contusdo, ao
contrario do modelo NYU, foi modelada prevendo futuras expansbes e novas

automacgdes. Assim como, traz portabilidade ao equipamento ao suprimir a
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necessidade de se instalar a placa em um slot interno do computador. Estas
caracteristicas geram vantagem com relagdo a equipamentos como o pneumatico
que utiliza placa de aquisicao proprietaria da National Instruments® e o NYU que
necessita de conectar a placa dentro do computador. Em um primeiro momento
avaliou-se qual tipo de conexdo com o computador seria melhor, chegando-se a
conclusdo de que a placa interna tem a vantagem de ficar protegida e ndo necessitar
de fonte externa; porém, tira a portabilidade do sistema; a conexdo através da
paralela poderia impedir a conexao de uma impressora; restou a opgao das portas
serial RS 232 e USB, escolhida a RS232 por a maioria dos computadores possuirem
tal porta. No entanto, ao iniciarem os testes verificou-se que somente notebooks
mais antigos possuem porta serial 0 que obriga o usuario a adquirir um adaptador do
tipo USB para Serial. Portanto, a placa de aquisicdo conectada a porta serial tem
suas vantagens e desvantagens. Como vantagens, observou-se a caracteristica da
mobilidade, da possibilidade de utilizagdo em computadores mais antigos sem porta
USB. A desvantagem € a necessidade de fonte externa de alimentagcéo e aquisicao
de adaptador para a utilizagdo em notebooks mais modernos. Outra caracteristica
inovadora da placa de aquisicdo é a sua capacidade de controle. Através da
interface, o usuario pode enviar comandos para a placa de aquisi¢cao e controle e
acionar determinados dispositivos, a exemplo do solendide que prende a haste de
contusao ou mesmo um servo motor para elevar a haste de contusao para a altura
desejada. O solendéide que prende a haste de contusdo para solta-la
automaticamente foi outra pega que gerou dificuldades para se implementar. Em
pesquisa no comércio local ndo foi encontrado nenhum exemplar comercial € no
mercado externo encontrou-se somente pegas para robdtica a um custo inviavel
para o projeto. Diante disso, optou-se pela confecgdo de um solendide capaz de
prender a haste de contusdo. Utilizou-se fio de cobre esmaltados (28 AWG — 0,5
mm) e um carretel utilizado em bobinas com um nucleo de metal. A intenc¢éo inicial
do projeto era incluir o controle de um servo motor de modelismo que teria a fungéo
de elevar a haste de contusdo automaticamente até a altura definida pelo usuario
através da interface do programa. No entanto, seria necessaria a aquisicdo de um

servo motor e a usinagem de pecgas para dar suporte a esse mecanismo. Isto nao foi
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possivel por falta de apoio do setor de engenharia mecanica e falta de recurso para
a aquisicao de materiais.

O impactor NYU possui um software que apresenta uma interface DOS,
totalmente na lingua inglesa, que dificulta a interpretacdo dos dados gerados pelo
equipamento. Ja o software proposto neste estudo apresenta de forma clara e
simplificada os dados necessarios para a avaliagao da lesao.

Todo sistema de controle necessita de uma central de controle que comanda
as funcdes do equipamento. Neste projeto, a solugdo de mais baixo custo e facil
acesso foi o PC que comandou as placas de aquisicdo através da porta serial e
barramento AGP. O computador utilizado neste projeto € de uso ja difundido, e abre
horizontes para modulos de expansao em termografia, processamento de imagem e
mesmo melhorias na automatizagdo. A grande vantagem deste sistema é permitir
que o usuario personalize a interface de controle de acordo com suas necessidades.
Comparando com o sistema manual, este sistema oferece basicamente vantagens
de custo, rapidez, precisao.

Os dispositivos de lesdo medular traumatica experimental, em sua maioria,
sdo avaliados através da reacdo anatbmica, bioquimica, neurofisiolégica, e do
comprometimento motor do animal apds a contusdo (KWON et al., 2002). Buscando
um denominador comum entre as ciéncias exatas e biologicas, balanceou-se o
conhecimento da equipe médica ao conhecimento de engenharia resultando em
uma metodologia inovadora. Na primeira fase, buscou-se na engenharia e fora de
modelos in vivo, a comprovagao da dinamica basica do dispositivo projetado. Onde
foram realizados os testes eletro-mecéanicos do modulo de contusdo. De posse da
comprovagao de correto funcionamento eletro-mecanico, transportou-se o teste para
o modelo in vivo, seguindo-se a orientacado e experiéncia da equipe médica, a qual
sugeriu o protocolo MASCIS de manuseio do animal, e o escore BBB para
verificagdo do comprometimento motor. Com esta metodologia, acredita-se ter
chegado a uma avaliagcdo segura do cerne deste projeto, que € o médulo de
contusao.

O moddulo de analise histologica foi idealizado buscando a solugéo que melhor
se enquadrava as necessidades do projeto, ou seja, a facilidade de se ter a

possibilidade de efetuar a anadlise histolégica no mesmo laboratério da contusdo. A
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maioria dos estudos de terapias e testes de novos medicamentos para leséo
medular envolvem o estudo histologico pds-lesdo. Desta forma, € imprescindivel,
que junto do moédulo de contusdo, o cientista tenha um moddulo de analise
histolégica. Vislumbrando esta lacuna, este estudo propds e idealizou um modulo de
analise histoldgica junto ao médulo de contusdo. Comparando com relatos literarios,
observou-se que a maioria dos estudos necessita de analise histoldgica, porém, esta
¢ feita fora do laboratério de lesdo medular (KWON, 2002). Isto gera morosidade no
processo. Por isso, a inclusdo do mdédulo de analise histolégica junto ao médulo de
contusdo trouxe agilidade ao processo experimental. Para testar este moddulo,
utilizou-se a comparagdo de imagens obtidas com outro sistema de analise
histolégica e o desenvolvido. Observou-se que o mddulo de analise histologica
idealizado supre as necessidades basicas do pesquisador de lesdo medular, porém
deve ser melhorado e efetuados mais testes. Um fator positivo do moddulo
desenvolvido, é a possibilidade de desenvolvimento futuro de um sistema
automatizado de leitura de Iaminas. No decorrer do estudo, identificou-se que para a
inclusdo do médulo capaz de efetuar a anadlise histolégica dentro do laboratério de
lesdo medular experimental ia muito além de um microscopio, uma céamera € um
computador com o programa de processamento de imagem. Descobriu-se que havia
todo um procedimento de preparacdo do material para a confecgao da lamina a ser
lida pelo sistema. Procedimento este que envolve conhecimento e materiais
especificos da histologia; portanto, ha a necessidade de equipamentos e materiais
diversos e inerentes a histologia, bem como um usuario capacitado para efetuar o
preparo das laminas. Diante disto, observou-se que o modulo de analise histologica
vai além do projetado no que diz respeito aos procedimentos de preparo das
laminas, porém, atende magnificamente as necessidades do pesquisador no que
tange as analises das laminas pos-lesdo a partir do momento que estas estdo
prontas para leitura. Mesmo diante dessas dificuldades encontradas, o médulo de
analise histologica contribui para a facilitagdo do processo de avaliagdo da leséo,
pois permite que o pesquisador tenha ao seu lado um dispositivo que possa fazer a
leitura das laminas a qualquer momento. Ou seja, de posse das laminas, o

pesquisador pode analisa-las e compara-las na hora em que for necessario.
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Neste sentido, visando experiéncias eficientes, rapidas e de baixo custo, este
trabalho obteve resultados satisfatorios quanto aos objetivos de desenvolver,
automatizar, e avaliar um sistema de lesdo medular traumatica para areas

experimentais. Assim como, abriu horizontes para a continuidade dos estudos.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os horizontes que sao vislumbrados a partir deste trabalho apontam para um
estudo aprofundado na parte mecanica, do desgaste e atrito das pecas; na parte
eletrbnica, a busca de novas expansdes (exemplo termografia); na parte clinica, o
estudo de novas terapias; e na area histolégica, o processamento automatizado de
imagem. Além dessas linhas, o dispositivo é de suma importancia nos estudos pré-
clinicos com células-tronco nos traumas raqui-medulares, pois sem o dispositivo fica
inviavel os estudos experimentais.

A parte de usinagem das pegas do modulo de contusao nao foi desenvolvida
neste por falta de recursos financeiros. O que obrigou a montagem de um protétipo a
partir do equipamento NYU disponivel no laboratério de Lesdo Medular Traumatica
Experimental. Desta forma, como trabalho inicial, deve-se dar prioridade a parte de
confecgdo e usinagem das pecas do modulo de contusdo, pois, a partir da
confecgdo de uma estrutura mecanica propria poder-se-4 melhorar a parte de
fixagdo do animal, bem como, pode-se introduzir um trilho junto a haste de contusao
para acoplamento de um servo-motor que elevaria a haste automaticamente. O atrito
e desgaste gerado nas partes mecanicas remetem ao estudo das propriedades
fisicas dos materiais que podem influenciar, no decorrer do tempo, no correto
funcionamento do sistema. Outra expansao interessante seria 0 acoplamento de um
term&metro ao sistema, pois todo animal tem sua temperatura tomada antes e
depois do procedimento de lesdo. Portanto, a introdugcdo de um termémetro que
medisse a temperatura do animal, remetesse e armazenasse esses dados
diretamente na ficha do animal no banco de dados das experiéncias, seria de grande
utilidade.

Deve ser estudado melhor o ciclo cardiaco e respiratério do animal no

momento da experiéncia, quem sabe até criando um monitoramento destes ciclos.
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O mddulo de analise histoldgica neste trabalho foi basicamente idealizado e
comprovado que em leitura de laminas idénticas, por um microscopio eletrdénico e
pelo modulo de analise histoldgica, ele pode gerar um resultado satisfatério. No
entanto, a idéia inicial ndo se limita a mera leitura de laminas. O software Matlab foi
escolhido devido a suas ferramenta que auxiliam no desenvolvimento de aplicativos
para o processamento automatizado de imagens. Como este recurso ndo foi
explorado nesta dissertagdo devido a reestruturagdo do Laboratério de Leséao
Medular Experimental, que prejudicou o trabalho por falta de profissional
especializado em histologia para orientar os estudos, assim como, pela falta de
estrutura fisica com a mudancga de sede, este € um ramo a ser expandido. Portanto,
entende-se que o nucleo do estudo futuro relacionado ao modulo de analise
histolégica esta no desenvolvimento de um aplicativo que efetue automaticamente a

contagem das células levadas ao microscopio pos-lesao.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Neste trabalho, apresentou-se uma nova forma computacional de realizar
experimentos de lesdo medular traumatica. Os modelos de queda de pesos sao
modelos consolidados cientificamente e sdo amplamente utilizados. O mesmo nao
pode ser dito de modelos automatizados. O trabalho contribuiu para um
aprofundamento no conhecimento sobre os simuladores de lesdo medular, assim
como propds um novo sistema. O trabalho desenvolvido teve como objetivos
automatizar o mecanismo de contuséo e simplificar a interface com o usuario, bem
como, a proposta de um modulo de analise histolégica. Objetivos estes que, com o
fim do trabalho foram atingidos com a automatizagdo do mecanismo de contuséo,
com a criagado de uma nova interface com o usuario e com a proposta do moédulo de
analise histologica. O novo sistema foi validado por meio de analise analitica,
numérica e comparativa, através da avaliagao eletrénica, mecéanica e experimental,
permitindo ao pesquisador concluir que: o sistema € simples, pratico e produz lesées
padronizadas. O sistema desenvolvido, devido a sua caracteristica tecnoldgica, abre
horizontes para a continuidade dos estudos e expansdo das funcionalidades do

sistema.
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ANEXO 1

Desenho técnico

Figura A1 - Vista lateral.
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Figura A2 - Vista frontal.
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Figura A3 - Vista superior.

Figura A4 - Suporte de fixagéao.
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Figura A5 - Suporte de fixagéao.
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Figura A6 - Pino do suporte de fixagao.

Figura A7 — Haste.



Figura A8 — Pinca.
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Figura A9 - Suporte da base vertical eixo y.
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Figura A10 - Base vertical eixo y.
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Figura A11 - Peca que realiza o deslocamento no eixo y.



Figura A12 - Base horizontal eixo x.
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Figura A13 - Peca interna da base horizontal eixo x.
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Figura A14 - Suporte do eixo z.
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Figura A15 - Peca interna da base horizontal eixo z.



12,7

60

30

10

60

150

1"x60X150 - 1 peca

Figura A16 - Base horizontal eixo z.
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Figura A17 - Haste e chaveta.
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Figura A18 — Haste.
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Figura A19 - Suporte da base.



ANEXO 2

PLANTA BAIXA DA PLACA DE AQUISIGAO E CIRCUITOS.

MTELICENTES
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Figura A20 - Planta baixa da placa de aquisi¢ao.

Os principais pontos desta planta foram numerados na planta da placa de aquisicéo

e sdo:

W Dnh -

© ® N o o

entrada da fonte de alimentacéao 12 VDC;

fusivel de seguranca;

chave de liga-desliga;

conector para os fios que fazem o curto-circuito que para a contagem
do tempo. Um fio fica ligado a haste de contusdo e outro com uma
garra jacaré fica preso na coluna do rato. Quando a haste desce e
encosta na coluna do rato ocorre um curto através de solucéo salina
entre os dois fios. Desta forma pode-se calcular o tempo de queda da
haste;

conector do solendide;

conector para a porta serial;

pinos de expansao;

conector do Encoder 1;

conector do Encoder 2;
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10. Microprocessador;
11. Circuito integrado MAX 232.

Circuitos Elétricos

Fonde.Sch

Engpder
Encoder. ek

Solenoide
Solenolde Sch

Figura A21 - Blocos principais do circuito, A indica a fonte de alimentagéo, B bloco
de entrada dos Encoders, C € o bloco que realiza o curto circuito entre a haste de
contusdo e a garra, D € a CPU, E o bloco do solendide, e F o bloco da interface
serial RS 232.
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Figura A22 - Circuito da fonte de alimentacéo.
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Figura A23 - Circuito de entrada dos Encoders.
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Figura A24 - Blocos que ilustra as portas para futura expanséo, onde A é a CPU e B

um conector de 20 pinos para possiveis expansoes.
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Figura A25 - Circuito com relé para acionamento do solendide.
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Figura A26 - Bloco de conexao RS 232.
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Figura A27 - Circuito que realiza o curto circuito entra a haste de contuséao e a garra.
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Figura A28 - Foto do circuito montado para avaliar o funcionamento.
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ANEXO 3

MODELO DO PROTOCOLO PARA EXAME DO COMPROMETIMENTO MOTOR
DO ANIMAL (VIALLE, 2001)

Tabela A1 - Tabela de exame do comprometimento motor

ESCALA BBB

ANIMAL:

MEMBRO DIREITO

MEMBRO ESQUERDO

MOVIMENTO DO QUADRIL

MOVIMENTO DO JOELHO

MOVIMENTO DO TORNOZELO

POSICAO DO TRONCO

ABDOME

POSICIONAMENTO DA PATA

MARCHA

COORDENAGAO

IMPULSAO DOS DEDOS

POSIGAO DA PATA

INSTABILIDADE DO TRONCO

CAUDA
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ANEXO 4
COMANDOS DO MATLAB

COMANDOS DO MATLAB PARA AQUISIGAO DE IMAGEM

Reconhecendo a placa de aquisicao

Uma entrada de video representa uma conexao entre o Matlab e a placa de
aquisi¢cao. Para criar uma entrada de video utilize a fungdo VIDEOINPUT. Por
exemplo:

vidobj = videoinput(‘dt, 1, 'RS170")

Identificando o tipo de entrada
Um video pode estar no formato RGB, para identificar o use:
sources = vidobj.Source
Selecionando um objeto para aquisigao
A selecao pode ser feita pelo nome:
set(vidobj, 'SelectedSourceName', 'VID2')

Para obter um arquivo que ja esta selecionado utiliza-se a fungao
GETSELECTEDSOURCE:

selectedsrc = getselectedsource(vidobj)

Acessando as propriedades de video
Para acessar essas propriedades utilize:

get(selectedsrc)

Para deletar um objeto do workspace utilize-se:

delete(vidobj)
clear vidobj
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COMANDOS DO MATLAB PARA ACESSAR AS PROPRIEDADES DA IMAGEM

Acessando as propriedades
Para acessar todas as propriedades de video utilize-se a funcdo GET:

vidobj = videoinput(‘winvideo', 1);
get(vidobj)

Para acessar uma propriedade especifica utilize-se a fungdo GET com o
nome do objeto e o nome da propriedade. Por exemplo, para altera o brilho:

brightnessValue = get(src, 'Brightness')
brightnessValue =
Configurando as propriedades
Para configurar uma propriedade utiliza-se a fungéo SET:

set(vidobj, 'LoggingMode’)
[ disk | disk&memory | {memory} |

Para configurar a propriedade especifica de um objeto utiliza-se a fungédo SET
o nome do objeto, o nome da propriedade a ser alterada:

set(vidobj, 'TriggerRepeat’, 2)
set(src, 'Contrast’, 100)



COMANDO DO MATLAB PARA VISUALIZAR IMAGEM EM TEMPO REAL

Visualizando uma imagem em tempo real
Para visualizar uma imagem utilize a fungao PREVIEW:

vidobj = videoinput(‘winvideo', 1);
preview(vidobj)

Capturando uma foto
Para capturar uma foto utilize-se a fungdo GETSNAPSHOT:

snapshot = getsnapshot(vidobj);
imagesc(snapshot)
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