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Resumo

Nos tltimos dois séculos, ocorreram importantes mudangas demograficas acom-
panhadas por um crescimento da expectativa média de vida, aumentando a popu-
lacdo com mais de 60 anos. Como consequéncia desse processo, houve o aumento
na incidéncia das doencas associadas ao envelhecimento, conhecidas como doencgas
neurodegenerativas, que podem afetar partes cerebrais relacionadas ao sistema ol-
fatorio, levando a uma perda prevalente da percep¢ao do olfato. A avaliacdo da
capacidade olfativa pode ser realizada de diversas formas, através de métodos espe-
cificos, com o auxilio de técnicas de neuroimagem ou de testes clinicos. H4 dois tipos
de testes clinicos, os eletrofisiolégicos, baseados em potenciais olfativos detectados
no cérebro, e os psicofisicos, que avaliam a capacidade olfativa, ou seja, o limiar
olfativo, a discriminacdo e a identificacdo de odores. Estes dltimos, porém, sdo fei-
tos de forma manual, o que torna o procedimento sujeito & perda de informagoes
e contaminagdo ambiental. Em conjunto com esses métodos de avaliagio, existem
ainda sistemas/equipamentos (olfatometros) que auxiliam na avaliagao olfativa, for-
necendo o estimulo olfativo. Este trabalho propoe o desenvolvimento de um sistema
de entrega controlada de estimulo olfativo, chamado olfatometro. O sistema desen-
volvido é avaliado de acordo com trés parametros, sdo eles: fluxo de ar adequado
para uma suficiente exposicio ao estimulo olfativo, reprodutibilida deste estimulo
e resposta temporal do sistema. Os parametros fluxo de ar e reprodutibilidade do
estimulo olfativo sdo analisados através de processamento digital de imagens, subs-
tituindo a substancia odorifera por uma substancia corante e borrifando-a em um
papel branco, gerando amostras que sao digitalizadas. A resposta temporal do sis-
tema é medida através de um sensor de oxigénio. Por fim, é proposta uma interface
que além de controlar o olfatémetro, reproduz o teste olfativo Sniffin’ Sticks, pos-
sibilitando ao médico a realizacdo da avaliacdo olfativa através de um computador.
Assim sendo, a contribuicdo da presente dissertacao reside no desenvolvimento de
um método e um sistema eletrénico que visam aumentar o grau de automagido do
procedimento de entrega controlada de estimulo olfativo e com isto, aumentar a
confiabilidade dos resultados e a capacidade de repetibilidade do processo.

Palavras-chaves: Sistema olfativo, Envelhecimento, Doencas degenerativas do cé-
rebro, Testes olfativos, Sistema eletronico, Automagao de processo, Entrega contro-
lada de estimulo olfativo, Processamento digital de imagens. .



Abstract

Over the past two centuries, significant demographic changes have occurred ac-
companied by a rise in average life expectancy, increasing the population over 60
years. As a consequence of this process, there has been an increase in the incidence
of aging-related diseases (neurodegenerative diseases), which can affect olfactory-
related brain parts, leading to a prevalent loss of smell perception in these dis-
eases.The assessment of olfactory capacity is performed in several ways, can be by
specific methods, with the aid of neuroimaging techniques or through clinical tests.
There are two types of clinical tests, electrophysiological, based on olfactory po-
tentials detected in the brain, which gives this method a high cost of execution
and day-to-day unfeasibility, and psychophysicists, which assess olfactory capacity,
that is, the olfactory threshold, the discrimination and the identification of odors.
However, these methods are carried out manually, which makes the procedure sub-
ject to information loss and environmental contamination. In conjunction with these
evaluation methods, there are also systems/equipment (olfactometers) that assist in
the olfactory evaluation, providing the olfactory stimulus. Given this scenario, this
work proposes the development of a controlled delivery system of olfactory stimulus,
called olfactometer. The developed system is evaluated according to three param-
eters, they are: adequate air flow for sufficient exposure to the olfactory stimulus,
reproducible from this stimulus and the system’s temporal response. The parame-
ters of air flow and reproducibility of the olfactory stimulus are analyzed through
the processing of digital images, replacing an odorous substance with a coloring sub-
stance and spraying it on a white paper, generating the samples that are digitized.
The system’s temporal response is measured using an oxygen sensor. To this end,
an interface is proposed that, in addition to controlling the olfactometer, still repro-
ducing the test Sniffin’ Sticks, allows the doctor to carry out an evaluation of the
olfactory evaluation through a computer. Therefore, a contribution of the present
dissertation does not lie in the development of a method and an electronic system
that aim to increase or decrease the degree of automation of the delivery procedure
controlled by olfactory stimulus and, with that, increase the results indexes and the
repeatability capacity. of the process.

Keywords: Olfactory system, Aging, Degenerative brain diseases, Olfactory tests,
Electronic system, Process automation, Controlled delivery of olfactory stimulus,
Digital image processing.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos dois séculos, ocorreram importantes mudancas sociais acompanhadas
por um consideravel crescimento da expectativa média de vida da populagao. Tal feno-
meno tem gerado importantes alteragoes nas piramides populacionais em todo o mundo,
com um progressivo aumento da populacdo com mais de 60 anos (SCHILLING et al.,
2016). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2060, apro-
ximadamente um quarto da populacao (25,5%) devera ter mais de 65 anos (IBGE, 2018).
Outra estimativa aponta que em 40 anos, esse aumento da populacao idosa deve multi-
plicar o niimero de pessoas com deméncia de 36 milhoes para 115 milhées (GUTIERREZ
et al., [2014). Atualmente, no mundo, estima-se que 40 milhoes de pessoas com mais de
60 anos sao diagnosticadas com deméncia e a projecao é dobrar esse nimero a cada 20
anos, pelo menos até 2050 (SCHELTENS KAJ BLENNOW| 2016). Apesar da vantagem
do aumento dessa expectativa média de vida e das melhorias na qualidade de vida da po-
pulagdo, uma das consequéncias mais relevantes desse processo demografico ¢ o aumento
na incidéncia e prevaléncia das doengas associadas ao envelhecimento, quando ha uma
combinag¢ao de modificagoes destrutivas em células e tecidos que levam a um maior risco
de desenvolvimento de doengas (CORREIA| 2016; SCHILLING et al.| 2016)).

Nesse cenario, observa-se um aumento na ocorréncia de condig¢oes biologicas cha-
madas neurodegenerativas, definidas pela perda progressiva de neurdnios no sistema ner-
voso (SN). Dentre as condigoes neurodegenerativas, existem alguns aspectos que podem
levar ao desenvolvimento de deméncia, estagio clinico caracterizado por comprometimento
da funcionalidade e autonomia do individuo (SCHILLING et al., [2016)). Diante dessa con-
digao, se constata um crescente interesse na busca por novas estratégias para o diagnéstico

precoce dessas patologias.

As condic¢oes neurodegenerativas podem afetar partes cerebrais envolvidas no pro-
cessamento de sinapses do sistema olfatorio, levando a uma perda prevalente da percepcao
do olfato. A disfuncao do sistema olfativo ja é considerada um dos sinais iniciais predo-
minantes nas doencas neurodegenerativas e vista como um marcador para este tipo de
doenca. Em uma pesquisa incluindo milhares de pacientes, as doencas de Parkinson e
Alzheimer acusam uma perda olfativa expressiva em mais de 70% dos pacientes (DOTY),
2012)). Sao observadas alteragoes na discriminacao de odores, na identificagdo e reconhe-
cimento de odores previamente conhecidos e também no limiar olfativo (percepgao de
odores em baixas concentragoes) (DUARTE et al) 2014; LOPES et al., [2018; NETO et
al., 2011). Nos ltimos tempos, essas disfungdes tém ganhado atengao por parte da co-

munidade cientifica devido a ocorréncia constante desses distturbios olfativos em pacientes
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com doengas neurodegenerativas (BARRESI et al., 2012; FACHEL, 2015)). Diante desse
panorama, a analise do olfato se torna uma consideravel e importante ferramenta para
auxiliar o diagnéstico precoce dessas neuropatias, principalmente, nas doencas de Parkin-

son e Alzheimer, permitindo um tratamento imediato e possivelmente, como resultado,
um recuo no desenvolvimento dessas doengas (FACHEL; [2015; NETO et al., 2011)).

A avaliagao da capacidade olfativa de um individuo é realizada de diversas formas.

Esta avaliacao pode ser através de métodos especificos, com o auxilio de técnicas de
neuroimagem ou através de testes clinicos (BASTOS et al., 2015; FORNAZIERI, 2013).

O desenvolvimento da tecnologia em neuroimagem estrutural e funcional provocou
rapidos avancos no conhecimento das diferentes areas do cérebro humano, no que corres-
ponde, principalmente, a fungao de cada regiao cerebral (FACHEL] [2015). O método de
diagnostico por Ressonancia Magnética funcional (fMR) ou, do inglés, functional Magnetic
Resonance Imaging (fMRI), possibilita examinar a atividade neuronal de forma dindmica,
e também permite identificar mudancas mais sutis no funcionamento do cérebro, referen-
tes as areas da linguagem, memoria e de mobilidade (CASTELO-BRANCO et al., 2017}
JESUS et al} 2017). Além disso, a técnica de fMRI vem sendo utilizada na deteccao das
areas comprometidas do cérebro referentes ao sistema sensorial olfatério, uma vez que a
identificacao das vias corticais centrais, que fazem o processamento de estimulos olfativos,
¢é de grande importancia justamente pela relacao existente entre deficiéncias olfativas e os

estdgios iniciais de doengas neurodegenerativas (VEDAEI et al., 2017)).

Ha dois tipos de testes clinicos: os eletrofisiolégicos e os psicofisicos. Os eletrofi-
siologicos baseiam-se em potenciais olfativos detectados no cérebro, o que atribui a este
método um alto custo de execucao e inviabilidade para o dia-a-dia (BASTOS et al., 2015;
FORNAZIERI, 2013). J& os psicofisicos sao testes que avaliam a capacidade olfativa, ou
seja, o limiar olfativo, a discriminacao e identificagao de odores. Estes testes utilizam como
ferramenta de analise canetas e cartelas de odores, sendo realizados inteiramente de forma
manual, o que torna o procedimento sujeito a perda de informacoes e contaminacao ambi-
ental. Em conjunto com estes métodos de avaliagao, existem ainda sistemas/equipamentos
que auxiliam na avaliagdo olfativa. Estes sistemas/equipamentos sdo chamados de olfato-
metros que, além de outras aplicacoes, sao utilizados para o fornecimento do estimulo
olfativo (BASTOS et al., 2015, FORNAZIERI, 2013).

No entanto, nenhum dos sistemas/equipamentos de estimulo olfativo ja desenvol-
vidos possui um sistema supervisorio que integre e controle o hardware e ainda possua
um software capaz de realizar testes olfativos, possibilitando a avaliagao olfativa através
de um computador. Por esta razao, este trabalho propoe desenvolver um sistema capaz
de realizar a entrega controlada e padronizada do estimulo olfativo. Da mesma forma, é
proposta também uma interface capaz de reproduzir o teste olfativo Sniffin’ Sticks pos-

sibilitando ao médico a realizacdo da avaliacao olfativa através de um computador, além
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de determinar o tempo de estimulacao e o tempo de limpeza da tubulacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho propoe o desenvolvimento de um sistema de entrega controlada de
estimulo olfativo. O objetivo final deste trabalho é entregar um estimulo olfativo, através
de um olfatometro, de forma padronizada e automatica, estudando a confiabilidade e
reprodutibilidade do estimulo olfativo. Desta forma, os objetivos especificos do trabalho,

de modo a atingir o objetivo geral sao:

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos para realizar o objetivo geral desta dissertacao sao descritos

abaixo:

Desenvolver e validar um hardware que permita o controle remoto do sistema de

entrega de estimulos olfativos e a configuragao do niimero de amostras.

e Caracterizar e validar um procedimento de entrega do estimulo olfativo quanto aos
seguintes parametros: fluxo de ar, resposta temporal, reprodutibilidade da amostra.
Este procedimento devera ser realizado através do uso de técnicas de processamento

digital de imagens.

e Desenvolver e validar um software capaz de reproduzir o teste olfativo Sniffin’ Sticks

e determinar o tempo de estimulagao olfativa.

e Integrar o hardware e software em um sistema que possa ser utilizado tanto em

ambulatorios, quanto em salas de ressonincia magnética.



21

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Para um maior detalhamento desta dissertacao, neste capitulo serao expostos con-
ceitos fundamentais para o entendimento da influéncia das doengas neurodegenerativas no
olfato. Ao longo da fundamentacgao tedrica sao apresentados caracteristicas béasicas sobre
a fisiologia do sistema olfativo, alguns aspectos sobre as doengas neurodegenerativas, os
disturbios olfativos e a hiposmia em doencas neurodegenerativas. Também é exposta a
maneira como ¢é realizada a avaliagao olfativa, os testes olfativos, um quadro compara-
tivo sobre os sistemas de estimulo olfativo existentes e, por tltimo, alguns aspectos sobre

processamento digital de imagens.

3.1 SISTEMA OLFATIVO

O sentido do olfato esta presente, de alguma maneira, em quase todos os animais,
nos que vivem na terra, no agua e até mesmo no ar. Inclusive bactérias e organismos unice-
lulares possuem mecanismos capazes de captar algumas substancias quimicas ambientais
(BASTOS et al 2015). O sistema olfativo teve grande importancia no desenvolvimento
dos seres humanos. Junto com o paladar, ele possibilita diferenciar alimentos em bom
estado e alimentos indesejaveis. Além disso, o sistema olfativo facilita a percepcao de al-
gum possivel perigo, como vazamento de gas, fumaca tdéxicas e poluentes por exemplo. O
olfato também permite que os animais percebam a aproximacao de outro, o que facilita
o reconhecimento de individuos da mesma espécie (BARREIRO, [2016; DUARTE et al.,
2014).

3.1.1 Fisiologia do Olfato

Dos sentidos quimicos, o olfato é o menos compreendido dentre os sentidos senso-
riais dos seres humanos e é considerado quase primitivo quando comparado ao de outros
seres vivos. Isto se deve ao fato do sentido da olfacao ser julgado subjetivo e a dificuldade
em quantificar respostas aos estimulos odoriferos, devido a inacessibilidade aos recep-
tores olfativos (HALL, 2017; [DUARTE et al., 2014, SANTOS et al., [2017; (GUYTON;
ESBERARD, |1993).

A membrana olfativa, localizada na parte superior da cavidade nasal e também
chamada de epitélio olfativo (Figura (1)), é uma pequena e fina camada composta por

diferentes tipos de células. Em cada narina, ela possui uma area de superficie de aproxi-

2

madamente 2,4 cm®, onde estao localizados os receptores sensoriais do sistema olfativo,

em um total de 6 milhoes aproximadamente (GUYTON; ESBERARD), [1993; BASTOS
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et al 2015)). As células receptoras olfativas sdo neuronios, com axonios proprios que se
infiltram no sistema nervoso central. Cada neuronio receptor olfativo é composto de um

unico dendrito com uma pequena dilatacao na superficie do epitélio, onde ha multiplos

longos cilios que se encontram revestidos por uma camada de muco (BASTOS et al., |2015;
BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008; [FACHEL), 2015; (GUYTON; ESBERARD), 1993).

Figura 1 — Representagao Sistema Olfativo

Bulbo  Nervo Fibras Poro do osso
offativo  olfativo O

Particulas de odor

Fonte: MARIEB & HOEHN, 2009.

As células olfativas respondem aos estimulos quimicos odoriferos através dos ci-
lios. As membranas dos cilios possuem um grande nimero de moléculas proteicas que
projetam-se através da membrana e ligam-se as substancias odoriferas, induzindo poten-
ciais de acfio nas células receptoras (DOTY] 2009; GUYTON; ESBERARD), [1993). A

transdugao olfativa ou estimulacao das células olfativas ocorre quando as moléculas odo-

riferas, diluidas no muco, ligam-se aos receptores olfativos localizados na superficie dos
cilios, ou seja, quando produtos voléteis, de substancias aromaticas ou de lipossoluveis,

entram nas cavidades nasais e se dissolvem no muco olfativo, alcancando o bulbo olfatoério
(Figura [1) (ANDRADE, 2016; BEAR; CONNORS; PARADISO| 2008; FACHEL, 2015)).

Apesar de ainda despertar pouco interesse na sociedade médica, o sistema olfativo
tem ganhado atencao da comunidade cientifica devido a sua capacidade de auxiliar na
interpretacao do comportamento humano, na seguranca e nas condi¢oes para o bem-estar
dos individuos (DOTY], 2009; PATEL; PINTO, 2014)). Nesta perspectiva, com o objetivo

de melhorar a qualidade de vida dos seres humanos, muitos pesquisadores tém dedicado

seu tempo ao estudo de condicoes e fatores patoldgicos que afetam o sistema olfativo.
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3.1.2 Doencas Neurodegenerativas

O sistema nervoso pode ter sua funcao comprometida devido a uma série de de-
sequilibrios que afetam a atividade de qualquer uma de suas estruturas, causando alte-
ragoes em fun¢des humanas importantes e, desta forma, acometendo a qualidade de vida
do individuo. Associado ao aumento da expectativa de vida ocorre também um aumento

consideravel da prevaléncia de doencas cronicas associadas ao processo de envelhecimento,

dentre elas, as doengas neurodegenerativas (CORREIA| 2016; (GODOY|, 2015)).

As doencas neurodegenerativas sdo enfermidades cronicas, as quais causam dege-
neracoes progressivas e irreversiveis em diversas areas do cérebro, bem como em células
nervosas especificas, resultando em disturbios sensoriais, motores e cognitivos (AMOR et
al.,[2014). Essas neuropatias, como por exemplo, as doenca de Parkinson (DP), doenca de
Alzheimer (DA), a doenga de Huntington (DH) e a Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA)
sao doencas agressivas e caracterizam-se pela disfunc¢ao e degeneragao do sistema nervoso
central (CORREIA; [2016; DUARTE et al., [2014))

3.1.2.1 Doenca de Parkinson

O médico inglés James Parkinson descreveu pela primeira vez, em 1817, através
da publicagdo do ensaio "An essay on the Shaking Palsy”, uma enfermidade intitulada
"paralisia agitante” caracterizada pela presenca de movimentos trémulos involuntarios, di-
minuicao da for¢a muscular, inclinagao do tronco para a frente e alteracao da marcha. A
Doenga de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa multissistémica progressiva
que afeta principalmente individuos com idade avangada (ANDRADE, [2016; SVEINB-
JORNSDOTTIR,[2016)). A fisiopatologia da doenca caracteriza-se pela formacao de corpos
de inclusdo citoplasmaticos por a-sinucleina (Corpos de Lewy) em intimeras regioes en-
cefalicas. Através da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra, o
circuito dopaminérgico nigroestriatal é o principal sistema acometido, sendo responsa-
vel pela maior parte dos sinais e sintomas. Estas alteragoes acometem também outras
regioes encefalicas, como o bulbo olfatério, nicleo basal de Meynert, locus coeruleus,
nucleo dorsal do vago e cortex cerebral. Além disto, o sistema dopaminérgico nao é o
unico afetado, ocorrendo perda de neurdnios colinérgicos, noradrenérgicos e serotoninér-
gicos (CARDOSO, [2016). A incapacidade gerada pela DP é andloga aquela provocada
por acidentes vasculares encefdlicos (ANDRADE| 2016)).

E a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, cujas incidéncia e prevaléncia
crescem com as mudangas demograficas (PRINGSHEIM et al., 2014). Devido a falta de
uma etiologia definida, a DP é uma doenca idiopatica e é caracterizada por uma desordem
complexa, onde multiplos fatores e diversos mecanismos patogénicos podem desenvolver a
doenca. O envelhecimento é tido como o principal fator de risco para o desenvolvimento da

DP, porém acredita-se que existem outros fatores que contribuam para o desenvolvimento
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da doenga (CARDOSO, 2016]).

Na Doenca de Parkinson, além das manifestagoes motoras, sabe-se que os pacien-
tes apresentam sintomas nao motores (SNM) que, normalmente, ji se manifestam antes
mesmo do aparecimento dos sintomas motores. Dentre os SNM, que podem ser tdao de-
bilitantes quanto os sintomas motores, podem ser citados, distirbios do sono, distiirbios
do olfato, distirbios gastrintestinais, distirbios sensoriais e sintomas neuropsiquiatricos.
Dentre os SNM na DP, os distirbios na fun¢do olfativa tém grande prevaléncia, o que

gera um aumento no foco nesta questao (CARDOSO) 2016)).

3.1.2.2 Doenca de Alzheimer

A demeéncia é caracterizada pela ocorréncia do declinio cognitivo e funcional pro-
gressivo em multiplos estagios, envolvendo obrigatoriamente o prejuizo da memoria, e
constitui-se como a forma mais prevalente de deméncia. Em 1906, em um encontro ale-
mao de psiquiatria, o médico alemao Alois Alzheimer descreveu caracteristicas clinicas e
patolégicas de uma deméncia pré-senil que posteriormente, em 1910, seria chamada de
Doenga de Alzheimer (GODOY|, 2015; SCHILLING et al., [2016)).

A fisiopatologia da Doenca de Alzheimer é caracterizada por uma complexa sequén-
cia de eventos neuropatolégicos como, a deposicao da proteina S-amildide e a hiperfosfo-
rilagdo e acuimulo de emaranhados neurofibrilares compostos pela proteina 7. Essas alte-
ragoes estao associadas a diversos eventos, tais como: neurodegeneracao, neuroinflamacao
com alteragbes na substancia branca e distirbios de neurotransmissores (SCHILLING et
al., 2016]).

A Doenca de Alzheimer é considerada como a principal causa de deméncia no
mundo, contabilizando cerca de 35 milhoes de pessoas em 2011, sendo 8,5% na América
Latina e 1 milhdo s6 no Brasil. Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se que
5,7 milhoes de pessoas sdao acometidos pela DA. As declaragoes oficiais de 6bito, em
2015, registraram 110.561 mortes por DA, tornando a DA a sexta causa de morte nos

EUA e a quinta maior causa de morte em americanos com mais de 65 anos de idade
(ASSOCIATION et al., 2018; | GODOY], 2015; SCHILLING et al., 2016])

3.1.3 Distarbios Olfativos e as Doencas Neurodegenerativas

As sensagoes olfativas acontecem através da interacdo das moléculas odoriferas
com as células receptoras da olfacao, as quais se propagam para o sistema limbico, bem
como para areas corticais superiores, podendo resultar em respostas emocionais ou até
afluxo de meméria (NETO et al., 2011). Esta interagao entre as moléculas odoriferas e
os receptores olfativos, as quais entram nas cavidades nasais e se dissolvem no muco,

alcancando o bulbo olfatério, é denominada transducao olfativa, conforme a Figura
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(ANDRADE, 2016; BEAR; CONNORS; PARADISO], [2008; [FACHEL), [2015).

Figura 2 — Representagdo do mecanismo de transducao olfativa
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Fonte: MARIEB & HOEHN, 2009.

Sabe-se que a capacidade sensorial olfativa diminui com o processo de envelheci-
mento em cerca de 1% por ano apés os 60 anos, e pode estar associada a degeneracao das
células olfatorias. Desordens ou perdas na funcao olfativa sao mais frequentes na popula-
cao idosa e afetam a qualidade de vida dos individuos (DEMARCO et al., 2019). Podem

representar risco a saude, com maior probabilidade de inala¢ao ou ingestao de substancias

toxicas, ingestao de alimentos deteriorados e falha na percepcao de situagdes de perigo

(DUARTE et al/ [2014) além de acarretarem também problemas sociais, psicolégicos e

inclusive nutricionais quando nao diagnosticadas ou tratadas de forma adequada (DE-
IMARCO et al., [2019). E considerado distiirbio do olfato a incapacidade de sentir cheiros

corretamente. Estas disfungoes olfativas podem ser classificadas como quantitativas ou

qualitativas e em categorias dependentes do grau de perda, disfuncao ou alteracao da
percepcao de odor (LOPES et al. 2018), conforme a Tabela

Célula de sustentagao
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Tabela 1 — Classificacao das disfunc¢oes olfativas

Disfuncio Olfativa (disosmia)

Hiperosmia Aumento da sensibilidade olfativa
Normosmia Condicdo olfativa intacta para todos os odores
Hiposmia Diminui¢do da sensibilidade olfativa

Anosmia completa | Perda total das funcoes olfativas
Quantitativa
. . Limitacdo grave da funcdo
. Anosmia funcional 1mitagdo gras ¢
Anosmia olfativa

Reducio acentuada da
Anosmia parcial sensibilidade a odores de grupos
especificos

Parosmia Percepcio alterada dos odores na presenca de estimulo

Alucinacdes
olfativas
(duracéo de
segundos)
Fantosmia
(duragdo superior
a alguns
segundos)

Fonte: Adaptado de (]LOPES et a1.|, |2018[).

Qualitativa
Percepcio de odores na auséncia de estimulo odorante

Em termos fisiopatologicos, os distiirbios olfativos podem se manifestar como dis-

fungdes de condugao (bloqueio anatémico a passagem do ar para a fenda olfativa) e dis-

fungoes neurossensoriais (lesdo ou perda neuronal) (LOPES et al.; 2018). Aspectos como

qualidade e intensidade da percepcao olfatoria dependem da condigao funcional e anato-

mica do epitélio nasal e dos sistemas nervosos central e periférico (NETO et al., 2011).

Algumas das condic¢oes patoldgicas que alteram o sentido do olfato podem ser congéni-
tas ou adquiridas como, por exemplo, deformagoes nasosseptais, polipose nasal, doenca
nasal e sinusal obstrutiva, infeccbes de vias aéreas superiores, traumatismo cranioencefa-
lico, envelhecimento, exposicao a substancias toxicas, neoplasias nasais ou intracranianas
e doencas neuroldgicas (NETO et al., 2011).

Na perspectiva clinica, o estudo dos disttrbios olfativos tem ganhado importancia,
especialmente, por serem apontados como possiveis antecessores de distirbios neurolé-
gicos, principalmente, por poderem auxiliar no diagnéstico precoce de algumas doencas
neurodegenerativas (ANDRADE, 2016; BARRESI et al.;2012)). Em alguns casos, a disfun-
¢ao no sentido olfatorio é o tnico indicio do comego da doenca, enquanto outros sintomas
ainda nao se manifestaram (REY; WESSON; BRUNDIN] 2016]).

A disfuncao olfatéria é uma das caracteristicas nao motoras predominantes em
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individuos com a DP (CARDOSO| 2016), sendo um importante indicador para o diag-
nostico precoce da doenga, ja que o olfato comeca a apresentar alteragoes antes mesmo
de aparecerem os sintomas tipicos (motores) (NETO et al., 2011; ZOU et al.| 2016). A
alteracdo da capacidade olfativa na DP ficou conhecida no inicio da década de 1970 e
estima-se que de 80-90% dos pacientes sejam acometidos pela diminui¢ao do sentido da
olfacdo (ANDRADE, 2016). A hiposmia (diminui¢ao da capacidade olfatéria) na DP pode
aparecer geralmente de 4 a 8 anos antes do diagnéstico da doenca, podendo se manifestar
até 20 anos antes (DOTY} 2009).

Na DA, que é a causa mais comum de deméncia, essa alteracao olfativa também
¢é considerada importante marcador para o diagnéstico precoce da doenca, aparecendo
antes dos sintomas comuns (cognitivos). A hiposmia na DA foi reportada pela primeira
vez em 1973, aproximadamente ha 40 anos, e estima-se que de 85-90% dos pacientes apre-
sentam déficit olfativo na sua fase inicial, que esta associado a diminuicao da ativacao
das estruturas centrais de processamento do olfato (VASAVADA et al., 2017; |ZOU et
al., 2016). Essa disfuncgao olfativa, nesse caso, é considerada um pré-sintoma, aparecendo
alguns anos antes dos sintomas cognitivos, antecedendo, assim, o diagnoéstico da doenga
(GODOY], 2015)). Sabe-se hoje que pacientes portadores dessa patologia apresentam a fun-
¢ao olfativa debilitada, fluéncia olfativa, memoria de reconhecimento olfativo e percepcao
de limiar olfativo alterados (VELAYUDHAN| 2015).

3.2 AVALIACAO OLFATIVA

Dentre as diversas maneiras de avaliar a capacidade olfatéria de um individuo pelo
uso de métodos especificos, destacam-se os testes clinicos (eletrofisiolégicos e psicofisicos)
e técnicas de neuroimagem (BASTOS et al., 2015; FORNAZIERI, 2013)) e para comple-
mentar estas formas de avaliagao, existem equipamentos que auxiliam na realizacao dos

testes clinicos, fornecendo o estimulo olfativo.

O método de avaliagao eletrofisiolégica, potencial evocado olfatorio e o eletroolfato-
grama, é baseado em potenciais relacionados a eventos olfativos, que resulta da atividade
sequencial de varias areas cerebrais. No entanto, devido ao fato de muitos pacientes nao
apresentarem, em condigoes normais, alguma deteccao de potencial olfativo, este método
avaliativo possui baixa especificidade e sensibilidade, além de apresentar alto custo de
execugao, o que o torna inadequado para a pratica de rotina (BASTOS et al., 2015;
FORNAZIERI, 2013).

O teste clinico olfativo é realizado através do método psicofisico, os quais com-
preendem testes que avaliam a capacidade olfativa. Esta avaliacao ¢ dividida em trés
modalidades: deteccao do limiar olfativo, discriminacao e identificacdo de odores. A de-

teccao do limiar olfativo consiste na apresentacao de trés alternativas de escolha forcada,
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na qual o paciente deve escolher qual possui certa concentracao de odor (as outras duas
nao possuem qualquer odor). O odor é apresentado em diferentes niveis de concentragao
e o limiar olfativo é a menor concentracao que o paciente é capaz de detectar tal odor. Na
modalidade de discriminagao de odores, o paciente deve distinguir qual é o odor diferente
dentre trés estimulos, sendo dois iguais e apenas um diferente. Em relacao a identificacao
de odores, na modalidade mais utilizada na pratica clinica, solicita-se ao paciente que
identifique um odor conhecido dentre, geralmente, quatro opgoes possiveis (BASTOS et
al.,[2015). Da mesma forma que os demais testes, estes também apresentam limitagoes re-
ferentes a dificuldade de padronizacao de aromas em diferentes culturas (FORNAZIERI,
2013).

3.2.1 Testes Olfativos

Os primeiros testes clinicos olfativos surgiram na década de 80 (DOTY; SHAMAN;
DANN] 1984). Os testes denominados eletrofisiologicos ou objetivos, além de possuirem
um alto custo de execucgao, ndo sao praticos para serem utilizados no dia-a-dia e adici-
onam muito pouco aos testes psicofisicos (FORNAZIERI, 2013). Esses testes dependem

da vontade do paciente e incluem:

1. Testes de Identificacao de Odores: reconhecimento de odores familiares a pessoas de

uma determinada cultura;

2. Testes de Limiar Olfativo: concentragoes crescentes de um mesmo odor sdo apre-
sentadas ao paciente com o objetivo de determinar a menor concentracao que o

individuo é capaz de perceber;

3. Testes de Discriminacao de Odores: o paciente deve identificar um odor diferente

dentro de alguns apresentados;

4. Testes de de Memoria Olfativa: o paciente deve reconhecer um odor previamente

experimentado.

Estes testes normalmente exigem uma resposta forcada do paciente, em que a
escolha de uma alternativa, que pode ser escrita ou apresentada na forma de figura, deve
ser feita, além de possuir elevada complexidade de execugao (FORNAZIERI, 2013).

Ao contrario dos eletrofisioldgicos, os testes psicofisicos ou subjetivos, sdo mun-
dialmente conhecidos, validados e mais utilizados na pratica clinica, como por exemplo,
os testes da Universidade da Pensilvania ou University of Pennsylvania Smell Identifica-
tion Test ™ (UPSIT), o Sniffin’ Sticks® (SST), originario na Alemanha (FORNAZIERI,
2013) e o Connecticut Chemosensory Clinical Research Center (CCCRC), conhecido como
Teste do Olfato de Connecticut.
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3.2.1.1 University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT)

O UPSIT foi o primeiro teste padronizado no estilo "raspar e cheirar”. Ele foi

validado em mais de 1600 participantes, ao longo de cinco experimentos (DOTY; SHA-
MAN; DANN] 1984)) e usado em outros estudos (FORNAZIERI et al.| [2010; |SILVEIRA-
MORIYAMA et al, 2010, FORNAZIERI, 2013} DRIVER-DUNCKLEY et all, [2014}

HUGH et al, 2015 [ANDRADE, 2016; LAWTON et all, 2016; [CAMPABADAL et al
2017; URBAN-KOWALCZYK; SMIGIELSKI; STRZELECKI, [2017). O teste consiste em

quatro folhetos com 10 aromas, sendo um aroma por pagina. Cada pagina contém uma

pergunta, por exemplo, "Qual alternativa abaixo contém o nome do aroma?”, quatro al-
ternativas de resposta. Os aromas sao embebidos em microcapsulas plasticas situadas em

uma faixa marrom na parte inferior de cada pégina, como pode ser visto na Figura [3]

Figura 3 — University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT): Folhetos com
aromas (A); Modelo de uma das péginas do teste (B).

B

1. Este odor se parece com: 1
a. gasolina
b. pizza

c. amendoin

® © ©

d. flor

Fonte: (]FORNAZIERI et a1.|, |2010[)

O estimulo olfativo é liberado quando o individuo raspa a faixa marrom. Ao final
do teste, a pontuagao obtida classifica a fungao olfatéria em normosmia (fungao olfativa
normal), hiposmia ou diminuigao da fungdo olfativa (leve, moderada e severa) e anosmia

(perda absoluta do olfato) (DOTY; AGRAWALJ 1989; FORNAZIERI et al., [2010)).

3.2.1.2  Sniffin’ Sticks (SST)

O relato do desenvolvimento do teste Sniffin’ Sticks®, foi feito por Hummel et. al.
(1997). Utilizado em diversos estudos (HAEHNER et al. 2009, [FUSETTI et al., 2010;
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CHEN et al., 2012, NEUMANN et al.| [2012; [KAMATH et all, 2013} DUARTE et al.|
2014; BASTOS et all 2015, COMOGLU et al., 2015; [HUGH et al., [2015; LAWTON et

al 2016} [NIKLASSEN et al} [2017) e difundido principalmente no continente europeu, o

teste associa a andlise do limiar olfativo a capacidade de discriminagao e identificagao de

odores. Este teste utiliza como ferramenta de avaliagdo um conjunto de canetas (Figura@)
com pontas de feltro embebidas em substancias aroméaticas. Disponivel comercialmente,
o teste é composto por trés subconjuntos/etapas diferentes que avaliam o limiar olfativo
(48 odores), discriminacio (48 odores) e identificacdo de odores (16 odores) (COMOGLU
et al 2015; SOROKOWSKA et al, 2015).

Figura 4 — Sniffin” Sticks Test

Fonte: Catalogo Sniffin’ Test (2014).

Para o teste de limiar olfativo, dezesseis dilui¢goes do aroma sao feitas a partir
de uma solugdo de 4% de n-butanol; a caneta com ntmero 16 é a com a substancia
mais diluida e a caneta com o numero 1, é a que contém a substancia no nivel mais
concentrado. As canetas sao apresentadas ao individuo em trios, dois contendo somente
o solvente e um contendo o aroma a uma determinada diluicao. A tarefa do paciente
é identificar qual caneta contém o odor. Os trios sao apresentados com intervalos de
aproximadamente 20 segundos e a pontuacao ¢ marcada como certa, em uma tabela, cada
vez que o paciente acertar qual caneta contém o odor duas vezes sucessivas (inversao da
escada de pontuagao), caso contrario é marcada como errada. O limiar olfativo é definido
com a média dos tltimos 4 dos 7 pontos de inversdo de escada (BASTOS et al., |2015;
\COMOGLU et al., [2015).

No teste de discriminagao, novamente trios de canetas sao apresentados ao pa-
ciente, duas contendo um mesmo odor e um contendo um odor diferente. A tarefa do
paciente ¢ identificar qual caneta possui o odor diferente (BASTOS et al. 2015, |CO-
MOGLU et all, [2015).
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No teste de identificacao, dezesseis aromas especificos sao apresentados ao indi-
viduo. O paciente recebe uma cartela com quatro alternativas de resposta e a tarefa é
marcar na cartela qual aroma estd sendo sentido (BASTOS et al., [2015; COMOGLU et
al.,2015). O resultado final do teste, também denominado TDI Score ( Threshold, Discri-
mination and Identification Score é definido pela soma dos subconjuntos de limiar olfativo,
discriminacao e identificacao (QOMOC}LU et al., 2015).

3.2.1.3  Connecticut Chemosensory Clinical Research Center (CCCRC)

Descrito por (CAIN et al |1988]), o teste do Connecticut Chemosensory Clinical
Research Center (CCCRQC), utilizado em diversos estudos (YUCEPUR et al., [2012; VEY-
SELLER et al.| 2014; CHAVES-MORILLO et al.| 2017)), associa um componente de limiar
olfativo, utilizando 1-butanol, e um de identificagdo (CAIN et al., 1988).

Inicia-se o teste de limiar olfativo solicitando ao paciente fechar os olhos e ocluir a
narina que nao sera testada. Dois frascos sao apresentados, primeiro o de menor concen-
tragao e, logo apds o outro, contendo uma substéncia inodora (dgua). A tarefa é identificar
qual das duas garrafas contém a substancia diferente de agua. Se a resposta for incorreta,
uma concentracao mais alta é apresentada ao paciente. Caso o paciente identifique cor-
retamente, a mesma concentragao é apresentada novamente. Cinco acertos consecutivos,
concluem o teste e, a concentracdo em que isso ocorre, define o limiar olfativo. Um score
de zero a sete é obtido para cada narina, correspondendo ao nimero do frasco de acerto.
Uma vez testada a narina direita, por exemplo, inicia-se o teste com a outra narina. O
frasco de concentragdo mais forte (nimero 0) é butanol a 4% em dgua destilada e cada di-
luigao subsequente obedece a proporcao de 1:3 até chegar no frasco mais diluido (niimero
7) (CAIN et al., [1988; DEMARCO et al., 2019).

A segunda parte do teste consiste na identificacao de odores, oito frascos com
as substancias odoriferas sao apresentados aos individuos: talco, chocolate, canela, café,
naftalina, pasta de amendoim, sabonete e Vick VapoRub®. Também de olhos fechados,
enquanto uma das narinas é avaliada, a outra deve permanecer fechada. Quando apresen-
tado um aroma, o individuo recebe uma lista com vinte nomes de substancias (algumas as
testadas e alguns distratores) e deve indicar qual odor é sentido. Uma resposta incorreta
permite uma segunda oportunidade de resposta que, se correta, é contabilizada no final
do teste como resposta certa. Ao final da avaliacao, uma pontuacao é obtida para cada
narina, correspondendo ao nimero de respostas certas entre 0 e 7. Ainda, ao final do teste,
¢ avaliada a capacidade de percepcao de estimulo trigeminal, com uma concentracao de
Vick VapoRub®. A capacidade de sentir esta substancia indica a funcio intacta do nervo

trigémeo, o que é fundamental quando durante o teste sdo obtidas respostas inconsistentes

(CAIN et al., |1988; DEMARCO et al., [2019).

A classificacao olfativa é calculada através de um score combinado, que corresponde
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a média aritmética entre o teste do limiar e a identificacao de odores, para cada paciente.
Também é definido um score combinado para cada cavidade nasal separadamente. A média
aritmética entre os score combinados das duas narinas resulta num indice, chamado Indice

de Score Combinado, conforme pode ser visto na Figura

Figura 5 — Exemplo de cartao de resposta do teste da Universidade de Connecticut
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11 13 11 11 | 131 11 4: 1t
10_10 10 10 | ic 16 10 10 Dstypowdet | (/" DK | Sy
ONEAEN] X 9 3 sl . 71k
(@ oy x o e84 ot bk | F5. f'.fré&‘.. 6‘{# >
X 1 1 1 -évﬁ}—g_? Cinnamon NS | M | WS | AS
& X & & &) [
5)2 (z% El) );j (3! ;?; x ;] Callse / \/
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— LJ 8 5 Metnbsns Ve Taps |
2 2 2 2| @) &) () (3| pesot tunet { (e, | DK | NS | Die
1 & 11 11 11 ;
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Composte Scors vk v v
el | o BT
4.0-4.75 Maders ypesmia] [ 4 Gl | v DK Ve
2.0-3.78 K,
5178 Anctmia composre | 4 |25 lemer. | DK NS | NS

Fonte: (CAIN et al., |1988])

A classificacdo da funcao olfativa do paciente se da através de indices de Score

combinado obtidos, conforma a Tabela [2|

Tabela 2 — Classificacao da funcgao olfativa conforme o teste da Universidade de Connec-
ticut.

Classificagio

6,0 — 7,00 Normosmia

5,0 -575 Hiposmia leve

40-475 Hiposmia moderada

2,0-3,75 Hiposmia severa
0-1,75 Anosmia

Fonte: O autor (2019).

3.2.2 Sistemas de Estimulo Olfativo

Aliados aos testes olfativos, existem alguns sistemas/equipamentos desenvolvidos
que realizam o processo de estimulacao olfativa, ou seja, entregam uma substancia aro-

matica ao paciente. O olfatometro, além de medir diluicdo de substancias aromaticas
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presentes em um determinado ambiente, é um equipamento utilizado principalmente para
levar o estimulo olfativo até o nariz do paciente, tendo aplicagoes nas areas industrial,
farmacéutica, alimenticia, médica, entre outras. Levando em consideracao a subjetividade

do sentido olfatorio humano em relagao a presenca de substancias odoriferas, é um equipa-

mento capaz de quantificar e qualificar o sentido do olfato humano. (FACHEL; 2015). Na

industria e nas areas farmacéutica e alimenticia, sao empregados para medir a diluicao de
substancias odoriferas em um ambiente. Ja na area médica, sao equipamentos utilizados
na comparacao da subjetividade do olfato humano em relagao a presenca de aromas, exa-
minando o limiar de percepcao de substancias odoriferas em um determinado ambiente e
avaliando a identificagdo e discriminacio de odores (LUNDSTROM et al., 2010). Alguns

dos sistemas desenvolvidos desde 2010 podem ser vistos na Tabela [3]

Tabela 3 — Sistemas de Estimulo Olfativos desenvolvidos desde 2010.

Universidade ou Centro de

S Pesquisa
Cuevas et. al. 2010 Development of a fl..lll}’ autarnatedl system for delivering Université Catllmllque de Bélgica
odors in an MRI environment Louvain
Lundstrém et. 2010 Methods for building an inexpensive Fomputer_—cumrollcd Monell Chemical Senses Center EUA
al. olfactometer for temporally-precise experiments
Gonzalez et. al. 2011 Mapping Brain A“'“Ty Indluced by Olfaction of Virgin Instituto de la Grasa Espanha
Olive Oil Aroma
Soomer et. al. 2012 A mobile olfactometer for fMRI-studies University Hospital Mannheim Alemanha
Arichi et. al. 2013 Compulerl—com_.mlled sf1mu|fil10n for functional magnetic Kings College London Inglaterra
resonance imaging studies of the neonatal olfactory system =
Seille et. al. 2013 A portable experimental apparlarus for human olfactory University Lyon Franca
fMRI experiments
Andrieu et. al. 2014 A modularl, camPulelr—cummlled system fr olfactory Franche-Comté University Franca
stimulation in the MRI environment
Mondini ct. al. 2014 Desenvolvimento e Avaliagio d:e Protcutl]:p para Estudos de PUCRS Brasil
Neuroimagem: Estimulo Olfativo
Fachel et. al. 2015 Estimulo olfativo para estudos de neuroimagem PUCRS Brasil
An extension of olfactometry methods: An expandable, . .
Bestgen et. al. 2016 fully automated, mobile, MRI-compatible olfactometer Rubr-University Bochum Alemanha
. . McLean Imaging Center
Lowen ct. al. 2017 Improved low-cost, MR-compatible olfactometer to deliver MecLean Hospital FUA

tobacco smoke odor Harvard Medical School

A compact olfactometer for IMS measurements and testing

Nieminen et. al. 2018 X
human perception

University of Tampere Finldndia

Este trabalho ) Desenvolvimento de um sistema de entrega controlada de PUCRS Brasil

estimulo olfativo

Fonte: O autor (2019).

Esses sistemas foram desenvolvidos para intimeras aplicagoes e utilizam diversos
métodos de validacao. Para que possa ser feita a comparagao entre eles, é necessario medir
e analisar alguns parametros referentes ao estimulo olfativo, os quais também servem para

validar o funcionamento dos sistemas/equipamentos.
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3.3 PROCESSAMENTO DIGITAL DE IMAGENS

Apesar da visao humana ser o sentido mais avancado, é limitada & banda visivel
do espectro eletromagnético (EM). Por este motivo técnicas de processamento digital
de imagens podem ser aplicadas para auxiliar a interpretacdo humana das informagoes,
uma vez que os aparelhos de processamento de imagens cobrem todo o espectro EM
(GONZALEZ; WOODS, 2010). Qualquer operagao que atue para melhorar, restaurar,
analisar ou de alguma forma modificar a imagem digital é uma forma de processamento

de imagem.

3.3.1 Representacao da Imagem Digital

Uma imagem digital pode ser monocromatica ou clorida e é classificada conforma

a quantidade de bits:

e 1 bit - composta por somente duas tonalidades. O preto, representado pelo valor
zero (0), e o branco, representado pelo valor um (1). Pertence a classe das imagens

monocromaticas, denomidada imagem binaria.

e 8 bits - composta por até 256 tonalidades de cores, cujos valores variam de 0 a 255.
Também pertencem a classe das imagens monocromaéticas, chamadas de imagens

em tons de cinza.

e 24/32 bits - composta por até 16 milhdes de tonalidades de cores, formadas pela

combinagao de verde, vermelho e azul e pertencem a classe das imagens coloridas.

O numero de bits de uma imagem se refere & quantas tonalidades uma imagem
pode ter. Toda imagem digital é formada por pontos que possuem o formato quadrado
chamados pizel. O termo pizel é derivado do inglés picture element que significa elemento
da figura e corresponde a menor unidade de uma imagem digital, onde sao descritos a cor
e o brilho especifico de da imagem (LOUREGA et al., 2006)).

A quantidade de pizels de uma imagem indica o tamanho da mesma. O tamanho
da imagem digital se refere tanto a quantidade de detalhes visiveis (resolugao espacial),
quanto ao nimero de cores presentes na imagem (profundidade de cor). Quanto maior for
a quantidade de pizels, maior serd o tamanho da imagem digital e melhor seré a qualidade
de detalhes (LOUREGA et al., 2006).

Uma imagem é a representacao grafica de objetos do mundo real. A imagem mo-
nocromatica pode ser definida como uma funcao bidimensional f(z,y) (Figura [6h), em que
z e y sdo coordenadas espaciais, e a amplitude de f em qualquer par de coordenadas (z,y)

¢ denominada de intensidade ou nivel de cinza da imagem neste ponto. Uma imagem
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digital é uma imagem cujos (z,y) e os valores de f sao finitos e discretos, ou seja, esta

imagem foi discretizada tanto nas suas coordenadas espaciais quanto nos niveis de cinza
(brilho)(Figura [6b).

Figura 6 — Imagem digital: a) f(x,y) corresponde os pixels da imagem. b) Representagao
bidimensional da imagem como matriz de pontos.

0 N-1 Pixel

Linha 0 g Prete
{m)
¢ Tons
(.13
Cinza
255

Branca

Fonte: (BASTOS, 2001; QUEIROZ; GOMES, 2006)

A imagem digital pode ser vista como uma matriz, conforme a Figura [7 cujas

linhas e colunas identificam um ponto na imagem e o valor corresponde ao nivel de cinza
da imagem naquele ponto (GONZALEZ; WOODS] 2010; LOUREGA et al., 2006]).

Figura 7 — Matriz bidimensional que representa uma imagem digital

f(L,D) f(1,2) - f(1,m)
fooy) = [f@D f@2 o f2m)

f1) f2) 7 fm)

Fonte: (JUNIOR; SOARES, 2019)

A transformagdo de uma imagem continua (Figura 8/ a) em uma imagem digital
(Figura |8 b) se da através da discretizagido espacial (amostragem) e da discretizagdo em
amplitude (quantiza¢do). A amostragem converte a imagem analdgica em uma matriz de
m por n pontos (pizels) e a quantizagdo faz com que cada um desses pizels assuma um
valor inteiro (GONZALEZ; WOODS| 2010)).
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Figura 8 — Transformagao da imagem continua em imagem digital

L &

"x

Imagem continua Imagem digital

Fonte: (GONZALEZ; WOODS, 2010)

A amostragem refere-se ao nimero de pontos amostrados de uma imagem digita-
lizada, ou seja, a sua resolugdo e a quantizacao refere-se a quantidade de niveis de tons

que pode ser atribuido a cada ponto digitalizado.

3.3.2 Etapas do processamento de imagens

Um sistema de processamento de imagens é composto por diversas etapas, tais
como: formacao e aquisicdo da imagem, digitalizacdo, pré-processamento, segmentagao,
pos-processamento, extracao de atributos, classificagao e reconhecimento, conforme o flu-
xograma da Figura [0 (GONZALEZ; WOODS, [2010)).

Figura 9 — Fluxograma de um Sistema de Processamento de Imagens

Formacdo e Aquisicdo da imagem

Digitalizacdo da imagem

Pré-processamento

Segmentacdo

Pos-processamento

Extracdo de atributos

Classificagdo e Reconhecimento

Fonte: O autor (2029).
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3.3.2.1 Formacao, aquisicao e digitalizacao da Imagem

Para a aquisi¢ao de uma imagem digital, dois elementos sao necessarios. O primeiro
consiste em um dispositivo fisico sensivel ao espectro de energia eletromagnética. Este
dispositivo transdutor deve produzir na saida um sinal elétrico proporcional ao nivel
de energia percebido. O chamado digitalizador é o segundo elemento, que converte o

sinal elétrico anal6gico produzido na saida do sensor em um sinal digital (GONZALEZ;

WOODS, [2010).

3.3.2.2 Pré-processamento

A etapa de pré-processamento tem o objetivo de melhorar a qualidade da ima-
gem. Esta etapa ¢ envolve duas categorias principais: métodos que atuam no dominio
espacial e métodos que atuam no dominio frequéncia. No dominio espacial, as técnicas
de pré-processamento baseiam-se em filtros que manipulam o plano da imagem. J& no
dominio frequéncia, as técnicas se baseiam em filtros que alteram o espectro da imagem.
O processo de realce de determinadas caracteristicas de uma imagem, por exemplo, com-
bina métodos que pertencem a estas duas (GONZALEZ; WOODS, 2010). O termo realce
de uma imagem quer dizer que a imagem ajustada é uma versao otimizada da original.
A grande parte das operagoes de realce da imagem sao aplicadas para tornar a imagem
visualmente mais definida (SOARES| 2019).

Alguns tipos de imagens nem sempre utilizam toda a escala disponivel de niveis
de cinza. Elas podem ser mais escura ou claras e podem apresentar muito ou pouco con-
traste em determinadas areas. Mesmo que o brilho e o contraste possam ser determinados
visualmente, o histograma de uma imagem é um artefato vantajoso para verificar quais
valores de cinza disponiveis a imagem estd utilizando (SOARES, 2019; [FILHO; NETO,
1999).

O histograma de uma imagem é basicamente um conjunto de nimeros indicando
o percentual de pizels na imagem que apresentam um determinado nivel de cinza. Estes
valores sdo geralmente representados por um grafico de barras que especifica para cada
nivel de cinza o nimero (ou percentual) de pizels correspondentes na imagem. Através da
visualizacao do histograma da imagem é possivel verificar a sua qualidade quanto ao nivel
de contraste e quanto ao seu brilho médio (se a imagem é predominantemente clara ou
escura) (FILHO; NETO)|1999). Os histogramas também sao conhecidos como distribuigao
de intensidades e fun¢ao de densidade de probabilidade. Esta tultima denominacao devido
ao fato de que, em termos estatisticos, o histograma representa a probabilidade de um
pizel da imagem apresentar um nivel de cinza (FILHO; NETO, [1999; CROSTA, [1999).
Outro ponto importante sobre os histogramas é que eles representam dados digitais, ou
seja, dados discretos. Desta forma, a representacao da distribuicao de intensidades ¢é feita

por colunas discretas (Figura[10)), que ndo podem ser divididas e correspondem & nimeros
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inteiros (CROSTA,, [1999).

Figura 10 — Exemplo de um histograma de uma imagem

Fregquencia (n® de pixels)

..|H h\llu
255

MNiveis de cinza (DNs)

Fonte: (CROSTA, |1999)

Como pode ser visto na Figura [I0] que é o exemplo de um histograma de uma
imagem de 8 bits (tons de cinza variam entre 0 e 255), a altura da barra (eixo das
ordenadas) para cada nivel de cinza, indica a frequéncia de pizels com este nivel de cinza
na imagem. Enquanto que o espalhamento ao longo do eixo dos niveis de cinza (eixo das

abscissas) é diretamente proporcional ao contraste da imagem.

3.3.2.3 Segmentacdo

O processo de segmentacao de uma imagem é fundamental para a extracao e identi-
ficacao de objetos ou areas de interesse, do mesmo modo que permite reduzir a informacao
da imagem com o objetivo de manusear objetos simples que geralmente correspondem a
linhas ou regioes de interesse. A segmentacao consiste em separar a imagem como um
todo, nas partes que a constituem e que se diferenciam entre si. De modo simplificado, o
processo de segmentacao de uma imagem significa a divisao de uma imagem em regioes
de atributos similares (MORGAN et al., 2008). Dividem-se em duas categorias, “obje-
tos” e "fundo”. Os "objetos” sdo o grupo de pizels de interesse na imagem, enquanto que
"fundo” refere-se ao grupo de pizels que pode ser desprezado. Essas denominagoes pos-
suem conotacao subjetiva, pois nem sempre os “objetos” referem-se a um grupo de pizels
que formam um objeto na imagem. As duas abordagens adotadas sdo: segmentacao base-
ada em intensidade e segmentagao baseada em regiao (CARDOSO, 2014; GONZALEZ;
WOODS| 2010)).

A segmentacao baseada em intensidade é conceitualmente a abordagem mais sim-

ples. Ela é realizada de acordo com a distribuicdo estatistica dos pizels na forma de
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histograma com o objetivo de identificar os pizels que pertencem ao objeto de interesse

e os que constituem o "fundo”. Uma das estratégias desta abordagem ¢é a limiarizacao

(CARDOSO), 2014).

A limiarizacao é baseada na separacao das regides de uma imagem quando esta
apresenta duas classes (objeto e fundo). O processo de limiarizacao apresenta na saida
uma imagem binaria e, por isso, geralmente, é denominado binarizacdo. A forma mais
simples deste processo consiste na divisdo do histograma, convertendo os pizels cujo nivel
de cinza é maior ou igual a um determinado valor de limiar (T) em brancos e os demais

em pretos, como pode ser visto na Figura |11}

Figura 11 — Limiarizagdo de uma imagem monocromética utilizando limiar T: (a) histo-
grama original, (b) histograma da imagem binarizada.

A B
4 g
'y Fundo A

L /1 1 Objeto
Objeto T \ \

Fundo

- =+
2
on
on

T 255
Miveis de Cinza Niveis de Cinza

Fonte: (FILHO; NETO, [1999)

Uma limitacao bésica da limiarizacao é a transformacao de uma imagem com
muitos niveis de cinza em uma com menos niveis de cinza, geralmente dois. Esta conversao
é realizada, normalmente, pela substituicdo de uma intensidade de pizels por valores de
referéncia (branco e preto). E uma etapa simples, visto que existem poucos objetos de
interesse na imagem, cuja forma é mais relevante do que propriedades de superficie, tais
como textura por exemplo, e o brilho médio é mais elevado ou mais baixo do que os outros
elementos da imagem (CARDOSO, [2014)).

A segmentacao baseada em regiao assume que um pizel ndo pode ser considerado
como uma parte de um objeto. Esta abordagem é fundamentada nos parametros de adja-
céncia e conectividade entre pizels vizinhos, com a finalidade de estabelecer quais pizels
pertencem a uma mesma regiao (objeto) ou nao. Regides sdo consideradas conjuntos de
pizels adjacentes que se espalham bidimensionalmente e apresentam invariabilidade em
relacdo a um determinado atributo. Essa divisao em regioes pode ser realizada de trés for-

mas: crescimento de regides, deteccao de bordas, ou a combinacao das duas. Crescimento e
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divisao de regides sao duas das estratégias baseadas nesta abordagem (CARDOSO, 2014;
MORGAN et al., [2008).

O crescimento de regides tem como finalidade identificar o crescimento de regices
conexas a partir dos pizels e estabelecer um critério de interrupg¢ao no crescimento, onde
por fim cada regido represente um objeto. Determinar os critérios de similaridade dos
pizels, como cor, textura, gradiente e intensidade dos niveis de cinza em imagens mo-
nocromaticas, por exemplo, e definir o limite de crescimento da regido sao alguns dos
pardmetros importantes desta estratégia (CARDOSO| 2014; MORGAN et al., [2008)).

A divisao de regioes, conhecida como Split-and-merge, é baseada na divisao da
imagem em subimagens ou regioes homogéneas. Este processo pode resultar em regioes
similares que, neste caso, sao fundidas ou subdivididas em novas regidoes homogéneas,
onde no final cada regidao represente um objeto (CARDOSO, 2014)).

3.3.2.4 Pobs-processamento

E a etapa que sucede a segmentacao e que todos os defeitos e imperfei¢oes da seg-
mentacao sao devidamente corrigidos. Normalmente, estes defeitos sao reparados através
da utilizagao de técnicas de morfologia matematica, com a aplicacao em sequéncia de fil-
tros morfologicos que realizam uma analise quantitativa dos pirels da imagem, eliminando
falhas ou separando objetos distintos (GONZALEZ; WOODS| 2010)).

3.3.2.5 Extracdo de atributos

E uma das etapas finais do sistema de processamento de imagens e na qual se
extrai as informagoes tteis da imagem processada. A extracao de atributos de uma ima-
gem ¢é realizada quando o objetivo do processamento é se obter informagoes numéricas,
tais como a forma, textura e intensidade. Os atributos quantitativos em imagens digitais
podem ser relacionados a forma ou morfoldgicos, de intensidade ou de textura, sendo am-
plamente utilizados em sistemas de auxilio computadorizado ao diagnéstico (GONZALEZ;

WOODS, [2010).

Texturas podem ser consideradas como um conjunto de padroes que ocorrem na
naureza, apresentando repeticoes ou nao. Estes padroes podem ser vistos em paredes
de tijolos com estruturas repetitivas ou em formacgoes geoldgias, exemplificando texturas
nao repetitivas. Atributos de textura sao aqueles relacionados a distribuicdo espacial dos
niveis de cinza dos pizels de uma regiao como, por exemplo, homogeneidade, entropia
e varidncia. As caracteristicas de textura de uma imagem fundamentam-se em estatis-
ticas com distribuicao de frequéncia relativa das intensidades dos pizels (HARALICK;
SHANMUGAM; DINSTEIN] [1973)).

A anélise de imagens e extracao de suas caracteristicas através da abordagem es-
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tatistica permite uma descricao da mesma através de medidas estatisticas que comandam
a distribuicao e a relagdo entre os seus niveis de cinza. Diversos tipos de caracteristicas,
como média, variancia, desvio padrao, energia e entropia podem ser extraidas de uma
distribui¢do de niveis de cinza, geralmente utilizando imagens de 8 bits (256 niveis de
cinza). No entanto, a abordagem estatistica é classificada em dois tipos mais relevantes:

abordagem estatistica de primeira ordem e segunda ordem.

e Abordagem estatistica de primeira ordem - é baseada na distribuicao de niveis de
cinza de uma imagem, onde as caracteristicas (média, descio padrao, coeficiente
de assimetria e de curtose) sdo extraidas a partir de um histograma de primeira
ordem. Este histograma fornece as probabilidade de ocorréncia dos niveis de cinza

da imagem, sem a preocupacao com a localizacao espacial.

e Abordagem estatistica de segunda ordem - considera o posicionamento espacial re-
lativo da ocorréncia dos niveis de cinza de uma imagem. Permite diferir imagens
que contenham uma mesma quantidade de niveis de cinza, divergindo apenas o

posicionamento dos mesmos.

Uma metodologia de classificagao de imagens a partir de estatistica de segunda
ordem foi descrita por HARALICK at. al. (1973). Nessa metodologia sdo definidas diver-
sas caracteristicas provenientes do cédlculo de matrizes de coocorréncia, que sao matrizes
que computam as ocorréncias de niveis de cinza de uma imagem. Essas caracteristicas au-
xiliam na diferenciagao de texturas que nao contém um padrao repetitivo (HARALICK;
SHANMUGAM; DINSTEIN| [1973)), sao elas:

e Segundo momento angular (SMA) - também conhecido como energia ou uniformi-
dade, mede a uniformidade da textura, ou seja, a quantidade de repeticdes de pares
de pizels. Uma imagem homogénea possui poucas transi¢oes de niveis de cinza. Essa
medida assume valores elevados quando os valores da matriz de coocorréncia estive-
rem concentrados, ou seja, quando houver grande repeticao na variagao dos niveis
de cinza (HARALICK; SHANMUGAM; DINSTEIN| 1973; ITO; KIM; SALCEDO|,
2009). A Equacao [3.1] descreve o SMA é:

n—1n—1

SMA=> Y [P(i,j,d,0)] (3.1)

=0 7=0

e Contraste ou Variancia - mede a quantidade de variacao local dos niveis de cinza de

uma imagem. Se o valor do contraste for pequeno, significa que ha pequena variagao
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entre os niveis de cinza de uma regiao contigua da imagem. A Equacao descreve

o contraste.

n—1n—1

Contraste =Y > (i — §)2P(i,5,d,0) (3.2)

=0 j=0

e Entropia - mede o grau de desordem dos niveis de cinza de uma imagem. A entropia
em conjunto com o SMA sao utilizados como medida da homogeneidade de uma
imagem. Esse parametro assume valores elevados quando a imagem possui uma
textura nao uniforme. A entropia e o SMA estao estreitamente relacionados, porém,
de maneira inversa (HARALICK; SHANMUGAM; DINSTEIN| 1973; ITO; KIM,;
SALCEDOJ 2009). A Equacao descreve a entropia.

n—1n—1

Entropia =YY P(i,j,d,0)logs[P(i, j,d,0)] (3.3)

i=0 j=0
e Correlacao - representa a dependéncia linear dos niveis de cinza de uma imagem
(HARALICK; SHANMUGAM; DINSTEIN| |1973). O valor de correlagdo é alto
quando uma imagem possui uma ordenacao local de niveis de cinza. A Equagao

descreve a correlagao.

n—1 n—1

i=0 245=0 ijP(i,j,d,0) — pizpty
00y

(3.4)

Correlagdo =

e Homogeneidade - também chamado de Momento da diferenga inversa (MDI), esse
parametro mede a homogeneidade de uma imagem. Essa medida é sensivel a valores
proximos a diagonal da matriz de coocorréncia, e consequentemente, ao baixo con-
traste da textura. A homogeneidade é uma medida inversamente relacionada com o
Contraste e a Energia da imagem (HARALICK; SHANMUGAM:; DINSTEIN| {1973;
[TO; KIM; SALCEDO| 2009). A Equagao descreve a correlacao.

n—1n—1
Homogeneidade = Z Z !

— —P(i,j.d,6 (3.5
o 1+ (—)? ( ) )

Alés dessas, existem outras caracteristicas que também auxiliam na descri¢do da
textura de uma imagem, porém, com o passar do tempo, algumas nao sao mais tao

utilizadas. As com maior relevancia foram descritas anteriormente.

3.3.2.6 Classificacdo e reconhecimento

O reconhecimento objetiva realizar, de forma automatica, a identificacao dos obje-
tos segmentados na imagem. Na classificacao de formas, existem duas etapas: o aprendi-

zado e o reconhecimento. Na grande maioria dos sistemas de reconhecimento de formas,
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os parametros oriundos da extragao de atributos sao utilizados para constituir um espaco
de medida a N dimensoes. O aprendizado define uma fun¢ao discriminante que separe

todas as formas representadas neste espaco de medida (GONZALEZ; WOODS, [2010)).
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4 ESTADO DA ARTE E TRABALHOS
CORRELATOS

Este capitulo apresenta uma revisdo dos métodos utilizados para caracterizacao

do estimulo olfativo e validagao dos olfatometros desenvolvidos desde 2010.

4.1 METODOS DE CARACTERIZACAO DO ESTIMULO OLFA-
TIVO

Os estimulos olfativos sao compostos por um conjunto de moléculas de odor que
possuem diferengas entre seus componentes (BUSHDID et all 2014). O nariz humano
¢é capaz de detectar e diferir milhares de odores, tanto complicadas combinagoes natu-
rais como também moléculas puras sintetizadas em laboratorio (AGAPAKIS; TOLAAS,
2012)). No entanto, estudar este tipo de estimulo ainda é um desafio, pois além de ser
de curta duracao, a percep¢ao das moléculas muda ao longo do tempo. Por este motivo,
estabilidade e controle do estimulo sao fundamentais para uma satisfatéria apresentacao
do odor (LUNDSTROM et al., [2010).

Sao utilizados diversos métodos para andlise e caracterizagao do estimulo olfativo,
os quais também servem para a validacao dos sistemas/equipamentos utilizados. A Tabela
mostra os autores, os parametros analisados e os métodos utilizados. Eles avaliaram pa-
rametros como fluxo de ar, resposta temporal do sistema e reprodutibilidade da amostra,

e a partir dos resultados, validaram os sistemas.
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Tabela 4 — Métodos de Caracterizagdo do Estimulo Olfativo

Referéncias Parimetros avaliados
= 5 psr Meétodos utilizados
Autor Fluxo de ar Resolugiao Reprodutibilidade
temporal da amostra
- Sim - Detector fotoionizacdo
Lundstrém et. al. 2010 i Cromatografia gasosa/
- B ’ Espectrometria de massa
. Anemometro de fio quente/
- 2 L - - -
Soomer et. al. 2012 Sim Medidor fluxo de massa
Sezille et. al. 2013 - - Sim Detector de fotoionizacdo
- Sim - Sensor de oxigénio
Mondini et. al. 2014 . Processamento Digital de
- - Sim
Imagens
Sim - - Anemodmetro de fio quente
Fachel et. al. 2015 5 5 -
- - Sim Espectrometria ultravioleta
- Sim - Espectrometria de massa
Bestgen et. al. 2016
- - Sim Espectrometria de massa
Karunanayaka et. al. 2017 - Sim - Detector de fotoionizagio
Este trabalho 2019 Sim Sim Sim Processamento Digifal de
Imagens

Fonte: O autor (2019).

4.1.1 Fluxo de ar

Em 2012, Sommer e colaboradores mediram os parametros de velocidade e fluxo do

ar utilizando um anemdémetro de fio quente (SOMMER et al., 2012)), que é um dispositivo

utilizado para medig¢oes de velocidade do ar em baixos fluxos. O olfatéometro de Sommer
fornece pulsos de fluxo de ar em forma de onda trapezoidal com tempos de subida e descida
de cerca de 120 milissegundos apés a troca da valvula. Esse atraso é estavel, desde que
nao seja feita nenhuma alteracdo no fluxo de entrada de ar. A estabilidade do estimulo é
afetada apenas pela qualidade e constancia do ar fornecido. Usando um medidor de fluxo
padrao, o fluxo de ar é constante a 2 £ 0,1 1/min durante 1 hora. As diferengas do fluxo
de ar entre os frascos de controle e de odor ficaram abaixo de 6% e nao foram percebidas

pelos sujeitos se o fluxo de ar foi desligado antes da troca.

Do mesmo modo, em 2015, Fachel e colaboradores mediram velocidade e fluxo de

ar utilizando um anemdmetro de fio quente (FACHEL| 2015)) e concluiram que as trés

valvulas do olfatémetro poderiam ser abertas individualmente ou simultaneamente.
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4.1.2 Reprodutibilidade da amostra

A percepcao do odor estd estreitamente ligada a sua concentragao, por isso, re-
produtibilidade da amostra ao longo do tempo é um parametro essencial para validar o
funcionamento dos olfatometros. Lundstrom e colaboradores, em 2010, mediram a repe-
titividade da amostra por dois métodos. O primeiro método consistiu em comparar as
concentragoes absolutas medidas, através de cromatografia gasosa junto com primeiras
sete apresentacoes de estimulo e durante as tultimas sete, de um total de sessenta apre-
sentacoes. Através do detector de foto-ionizacao, o segundo método consistiu em medir a
variacao nas concentragoes durante o experimento, obtendo uma variagao de 0,5% entre o
primeiro e Gltimo minutos do experimento (LUNDSTROM et al., 2010). Sezille e associa-
dos utilizaram um detector de foto-ionizacao para avaliar a reprodutibilidade da amostra
e detectou que devido a baixa sensibilidade deste dispositivo, nao foi possivel examinar a
consténcia do odor e nem o tempo que o individuo levou para perceber o odor (SEZILLE
et al., 2013).

Em 2014, Mondini e colaboradores utilizaram um método de processamento de
imagens para avaliar a reprodutibilidade da amostra (MONDINTI et al., 2014). As amostras
foram geradas pela unidade de controle (micronebulizador convencional) e pela unidade
experimental (protétipo desenvolvido). Essas amostras foram digitalizadas com um scan-
ner HP Scanjet G4050 e a partir das imagens, extraido o centro 6ptico de cada imagem,
gerando novas imagens de formato quadrado (2cm x 2cm) para posterior andlise. A re-
produtibilidade da amostra foi analisada pela andlise da intensidade dos pizels, com base

nos graficos de perfil de pizels, histogramas e dados estatisticos (média e desvio padrao).

Em 2015, Fachel e colaboradores utilizaram espectrometria ultravioleta para ava-
liar a reprodutibilidade da amostra (FACHEL| 2015). Os resultados demonstraram que
houve uma diferenca aproximada de 10 ug entre o valor teérico estimado (30 g/ml) e o
valor obtido (entre 19 e 22 g/ml) com os testes. Essa diferenca pode ter ocorrido devido
a perda de substancia durante o percurso da amostra ou até mesmo por uma limitacao
do sistema analitico. Apesar desta limitacdo, o sistema demonstrou repetibilidade intra-
amostra, pois os resultados entre as repeticoes tiveram pouca variagao (desvio Padrao -
Amostrador 1: 0,59 g/ml; Amostrador 2: 0,17 g/ml; e Amostrador 3: 0,39 g/ml) e uma
ligeira variacao na repetibilidade inter-amostra (desvio Padrao — 1,36 g/ml). Essa varia-
¢ao, pode ter sido ocasionada até mesmo por uma limitacao técnica referente ao sistema

de avaliagao por ultravioleta inédito para esta aplicacao.

Através de um espectrometro de massa/ ionizacao quimica, Bestgen e colaborado-
res analisaram a reprodutibilidade da amostra, avaliando a estabilidade da concentracao
de odores, medindo a porcentagem de flutuacao em torno do platdé de concentracao ao
longo do tempo e obtendo uma concentragao estavel de 0,97 ppm (desvio padrao 0,01),
com flutuagao inferior a 5%, ao longo de 1 minuto (BESTGEN et al., 2016).
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4.1.3 Resolucao temporal

Lundstrom e associados, em 2010, avaliaram o parametro de resolucao temporal do
olfatometro (LUNDSTROM et al., 2010), que consiste no tempo que a amostra demora
para percorrer a distancia do amostrador até o nariz do paciente. Eles utilizaram um
detector de fotoionizagao e obtiveram um resultado de 160 milissegundos (desvio padrao
2 milissegundos). Em 2014, Mondini e colaboradores mediram a resolugdo temporal do
olfatdmetro para quatro fluxos diferentes (4 1/min, 6 1/min, 8 1/min e 10 1/min), através
de um sensor de oxigénio posicionado no final do sistema (MONDINI et al., 2014)). Apos
a realizagdo do experimento, foi concluido que o fluxo de 4 1/min é suficiente para que
a amostra chegue ao nariz do paciente com um tempo de 700 milissegundos. Em 2016,
Bestgen e associados utilizaram espectrometria de massa para medir a resolugao temporal
do olfatémetro (BESTGEN et al., |2016). Neste caso, a resolugdo temporal é vista como
laténcia para alcancar o platdé de concentragao a partir da liberacao de odor, obtendo
350, 600 e 1000 milissegundos para alcancar 50%, 75% e 95% do platé de concentracao,

respectivamente.

Assim como os autores citados acima, em 2017, Karunanayaka e associados tam-
bém mediram a resolucao temporal do olfatometro através de um detector de fotoioniza-
cao (KARUNANAYAKA et al., 2017). Nesse caso, porém, a resposta temporal consiste
no tempo que o olfatéometro leva para comutar o odor entregue, obtendo uma média de 6

segundos.
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5 A TECNICA PROPOSTA

A proposta deste trabalho surgiu da dificuldade dos profissionais da saide em
fornecer um estimulo olfativo uniforme durante os testes psicofisicos. Aplicados inteira-
mente de forma manual, estes testes ndo mantém um padrao de pardmetros como tempo
de estimulacao, reprodutibilidade da amostra e resolucao temporal. Por esta razao, este
trabalho se propoe a desenvolver um sistema capaz de realizar uma entrega controlada e
padronizada de estimulo olfativo, caracterizando e avaliando seus parametros. Neste con-
texto, o sistema também permite a realizacao de testes de avaliacao olfativa, analisando

nao so o limiar olfativo, como também a discriminacgao e identificagdo de odores.

5.1 Sistema de estimulo olfativo

O sistema de estimulo olfativo é composto de um olfatometro e de uma interface
com o usuario. Para um melhor detalhamento e visualizacdo do olfatémetro, o diagrama

de blocos do sistema é apresentado abaixo na Figura (12|

Figura 12 — Diagrama de Blocos do Olfatometro
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Fonte: O Autor (2019).
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Alguns componentes do sistema de estimulo olfativo como as valvulas de controle
de fluxo, hardware de acionamento e os amostradores, foram armazenados em uma estru-
tura chamada olfatometro (representada pela drea maior pontilhada na Figura . Esta
estrutura foi projetada com o software SOLIDWORKS® e confeccionada em madeira
(Figura (a)). A estrutura possui prateleiras internas para suporte dos componentes,
rodas e puxadores que possibilitam a sua mobilidade. Além disso ela também possui dois
orificios para entrada e salda de mangueiras, as quais levam o estimulo olfativo até o

individuo.

A estrutura do olfatémetro foi confeccionada em madeira MDF (Medium Density
Fiberboard), com chapas de 9,5 mm de espessura. As chapas foram cortadas pela corte a
laser do Laboratorio de Fabricacao da Escola Politécnica da PUCRS e, posteriormente,
montadas, sendo algumas partes coladas com cola especifica para madeira e outras, fixadas
com parafusos M3 x 16 mm. A estrutura tem a base quadrada de, aproximadamente, 400
mm de lado e altura de 650 mm, e possui quatro prateleiras internas, nas quais foram

dispostos os componentes do sistema, conforme a Figura (13| (b).

Figura 13 — Estrutura do olfatometro: a) Imagem do projeto em SOLIDWORKS; b)
Estrutura em madeira montada (400x400x650).
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Fonte: O Autor (2019).

Nas prateleiras 1 e 2 estao dispostos os amostradores (8 em cada uma) sob configu-
racao matricial 2x4. Na prateleira 3 estao as valvulas de controle de fluxo e o distribuidor
metalico de ar e na prateleira 4, foi colocado o hardware de acionamento e controle do
sistema. Na altura da prateleira 4 foram confeccionadas duas aberturas, uma de cada

lado, para possibilitar o facil acesso ao hardware. Ainda nas partes frontal e traseira, a



Capitulo 5. A TECNICA PROPOSTA 50

estrutura também possui outras aberturas na altura das prateleiras 1 e 2 para que os

amostradores sejam facilmente acessados e manipulados, caso necessario.

5.1.1 Gerador de aerossol

O gerador de aerossol é a parte do sistema responséavel pelo transporte da amostra
aromatica (atomizagao), forcando a passagem de ar por um tubo capilar, e assim rea-
lizando o arrasto das moléculas até o individuo. Para este processo, é necessario que o
gerador de aerossol seja capaz de fornecer fluxo de ar e pressao constantes. Devido a sua
tecnologia consolidada e registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
foi utilizado um cilindro de oxigénio medicinal da marca Air Procuts (Figura |14] (a)),
acoplado a um regulador de pressao e um fluxometro de oxigénio 0-15 LPM, da marca

Protec, (Figura (14] (b)) padrao para esta aplicagao.

O fluxémetro de oxigénio trata-se de um dispositivo composto por um tubo e
um flutuador em formato de esfera. O tudo possui formato conico, e seu funcionamento
é simples, a medida que a esfera flutua para a area mais aberta deste tubo, mais ar é
liberado. Como o tubo do fluxoémetro de oxigénio é graduado, a medida ¢é feita pelo meio
da esfera flutuante, que permite informar o quanto de gas estd sendo liberado. A escala

de um fluxémetro de oxigénio varia de 0 a 15 litros por minuto, conforme a Figura (14| (b).

Figura 14 — Gerador de aerossol: a) cilindro de oxigénio medicinal; b) regulador de pressao
e fluxémetro.

Fonte: O Autor (2019).

O oxigénio medicinal 21% é um géas medicinal criogénico e foi escolhido como
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responsavel por levar a substancia odorifera até o nariz do paciente por ser exclusivo
para uso medicinal. Também pode ser usado para conduzir medicamentos, através de
inalagoes, sendo o gas mais utilizado dentro de hospitais, clinicas de satide ou outros

locais de interesse a satide, bem como em tratamentos domiciliares de paciente.

5.1.2 Controle do estimulo olfativo

Para o controle do estimulo olfativo foram utilizadas 18 valvulas mini solendide,

da marca PECROLL, disponiveis comercialmente, conforme a Figura [15]

Figura 15 — Valvula mini solenoide.

Fonte: O Autor (2019).

Cada uma foi acionada de forma individual com fluxo de ar e pressao determinados
constantes. O oxigénio medicinal chega ao sistema pela lateral do olfatometro, através de
uma mangueira autoclavavel PVC (policloreto de vinil), passa pelas valvulas e dirige-se
para os amostradores. Esta mangueira foi conectada, através de um conector de engate
rapido, a um distribuidor de ar metalico, onde todas as valvulas foram conectadas por

meio de fragmentos de, aproximadamente 100 mm, da mesma mangueira.

5.1.3 Amostradores

Os amostradores sao a parte do sistema na qual as amostras odoriferas ficam
armazenadas. Esses amostradores possuem um tubo capilar capaz de atomizar a amostra
com a passagem do ar. Como a construcao do capilar nao é simples de ser executada,
foram utilizados 16 copos nebulizadores com o capilar ja acoplado (iguais ao da Figura
, da marca NS, com registro na ANVISA e disponiveis comercialmente. Estes copos
nebulizadores sao feitos de PP (Polipropileno) e plastico ABS (Acrilonitrila butadieno

estireno), com capacidade maxima de 15 ml.
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Figura 16 — Amostrador.

Fonte: O Autor (2019).

Conforme o diagrama de blocos do olfatometro (Figura|12)), para manter a pressao
constante nos amostradores, duas valvulas sdo acrescentadas, uma de alivio (ntimero 17)
e uma valvula de seguranga (ntimero 18), para permitir interromper os testes a qualquer

momento.

5.1.4 Entrega da amostra

A entrega da amostra é a juncao dos amostradores ao nariz do individuo. Para
o transporte do estimulo, foram utilizadas mangueiras autoclavavel de PVC compativeis
com os conectores das valvulas e disponiveis comercialmente. O material das mangueiras
¢ livre de contaminagao para evitar que um aroma contamine algum outro durante os
testes. O ar passa pelo amostrador, atomiza a amostra e segue em dire¢do ao nariz do
individuo. Para a entrega da amostra, foi utilizado um dispositivo chamado almofada
nasal Swift ResMed®, conforme a Figura

Figura 17 — Dispositivo de entrega da amostra: almofada nasal Swift ResMed®

Fonte: Guia do Produto Site ResMed®, 2014.
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Esta almofada nasal tem acesso direto as narinas, reduzindo o risco de escape e

perdas das esséncias aromaticas na entrega.

5.1.5 Limpeza da tubulacao

Uma bomba centrifuga de vacuo foi projetada para efetuar a limpeza da tubulagao
e a remogao de quaisquer resquicios de substancia aromética (ao final de cada teste). Este
dispositivo foi essencial para este trabalho para evitar uma possivel contaminacao cruzada
entre as amostras aromaticas, prejudicando o resultados dos testes olfativos. O projeto da
bomba foi feito em SOLIDWORKS® (Figura[L§|(a)) e ela foi confeccionada na impressora
3D (Figura (18 (b)). O corpo da bomba foi impresso em ABS, com 30 mm de altura, 85

mm de largura e 95 mm de comprimento.

Figura 18 — Bomba centrifuga: a) Projeto em SOLIDWORKS®; b) Bomba centrifuga
montada.

Fonte: Guia do Produto Site ResMed®, 2014.

O rotor semi-aberto foi impresso em filamento PLA (polidcidolactico) com aletas
longitudinais e com perfil retangular e parabdlico. A cavidade onde foi instalada a hélice
tem um didmetro de 70 mm. Para conectar as mangueiras, foram utilizados conectores
de engate rdapido com rosca de 1/2 polegada, os mesmo utilizados nas véalvulas. Estes
conectores foras fixados através de uma peca usinada em latao, em torno mecéanico. Para

o acionamento da bomba foi acoplado um motor DC, 1200 rpm e 12V.

5.1.6 Sistema supervisério

O sistema supervisorio é caracterizado por permitir que informacgoes de um pro-

cesso sejam monitoradas e rastreadas. Este tipo de sistema é capaz nao somente de coletar
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e manipular, bem como analisar, armazenar e apresentar os dados ao usuario. Além des-
tas aplicagoes, sao empregados em larga escala na industria, em processos de automacao
industrial, utilizando estratégias de computacao e comunicagao para automatizar o con-
trole e supervisao destes processos. A partir deste cenario, para o desenvolvimento deste
trabalho foi escolhida uma ferramenta de desenvolvimento, na qual fosse possivel a imple-
mentacao deste tipo de sistema, visto que o mesmo ¢é capaz de realizar a coleta de dados e
apresenta-los de forma simples para o operador, promovendo assim, uma interface com o

usuério acessivel. O diagrama de blocos do sistema supervisério pode ser visto na Figura
L9l

Figura 19 — Diagrama de Blocos do Sistema Supervisério
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Fonte: O Autor (2019).
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Nenhum dos sistemas/equipamentos de estimulo olfativo ja desenvolvidos possui
um sistema supervisorio que integre o controle do hardware e ainda possua um software
capaz de realizar testes olfativos, possibilitando a avaliagdo olfativa através de um com-
putador. Por esta razao, foi desenvolvida uma interface capaz de visualizar os dados de
entrada e realizar o controle do processo de estimulo olfativo, reproduzir o teste olfativo
Sniffin’ Sticks, determinar o tempo de estimulacao e o tempo de limpeza da tubulacao,
além de analisar os dados coletados e avaliar a capacidade olfativa do individuo, apresen-

tando o resultado ao médico.
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Dentre as diversas plataformas comerciais disponiveis, o VisualStudio foi adotado
como ferramenta para o desenvolvimento deste sistema, que conta com uma interface
visual para o controle e visualizacao de dados. O Microsoft Visual Studio é uma plataforma
de desenvolvimento universal, IDE (Integrated Development Environment) profissional da
Microsoft, que auxilia desde o projeto até o teste de sistemas mais complexos, e ainda
oferece integracdo com software e hardware ja implementados. O sistema supervisério
visualiza os dados de entrada e controla o acionamento das valvulas, de forma individual
de acordo com o protocolo do teste olfativo. O acionamento das valvulas é realizado por
um conjunto de relés, configuragdo normalmente aberto (NA), de 12V. O microcontrolador
aciona um relé que, por sua vez, aciona a valvula desejada permitindo que o ar chegue até
o amostrador que contém o aroma, através das mangueiras em posteriormente, ao nariz

do individuo.

Para evitar cabeamento elétrico, a comunicacao entre o sistema e o computador
¢é feita através de uma porta de comunicacao wireless, utilizando um dispositivo de ra-
dio ZigBee. Para o controle do hardware foi utilizado o STM32F103, microcontrolador
fabricado pela STMicroelectronics, que é um dispositivo de baixo consumo e baixo custo,
possui 20kB de RAM, 37 GPIOs, porta serial (comunicagao wireless), além de portas para
comunicacao [12C. Além disso, o sistema supervisorio possui uma interface grafica, onde
constam algumas informacgoes sobre o sistema, como fluxo de ar e pressao do gerador de

aerossol.

A interface inicia uma tela principal, conforme a Figura [20] com informagoes sobre
o funcionamento do teste Sniffin’ Sticks e quatro icones. O primeiro icone da acesso a um
formuléario de cadastro do individuo, onde podem ser inseridos informagoes como nome,
idade, sexo, profissao, data, escolaridade, e-mail, habitos diario e historico. Este formulério
possui um botao para retornar ao menu principal, chamado Menu principal, um botao
para salvar os dados do individuo, chamado Inserir e um botdo Cancelar. O segundo
abre um ambiente de configuracao do teste, o terceiro abre uma tela onde podem ser

visualizados os resultados e o tltimo é o botao de encerramento do programa.
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Figura 20 — Tela principal do sistema supervisoério.

Sniffin® Sticks Test

O relato do desenvolvimento do teste Sniffin' Sticks, foi feito por Hummel, 1557

Ltilizado em diversos estudos e difundido principalmente no continente europeu, o teste associa a analise do limiar offative a capacidade de discriminaggo e
identificagdo de odores.

Para o teste de limiar offativo, dezesseis concentragies de um aroma =do apresentadas ao paciente. sendo a de nimero 16 a maig diluida até a ditima (hdmero 1),
a mais concentrada.

Qs aromas serdo apresentados em trios, dois contendo somente o aroma de um solvente e um contendo o aroma na determinada diluigdo.

Atarefa do paciente & identificar qual caneta cortém o odoar.

Mo teste de discriminagdo, novamente trios de aromas serfo apresentados ao paciente, porém dois contendo um mesma odor & um contenda um odor difererte.
Atarefa do paciente & identificar qual caneta possui o odor diferente.

Mo teste de identficagdo, dezesseiz aromas especificos sdo apresentados ao paciente.
O paciente recebe uma cartela com quatro alttemativas de resposta e a tarefa & marcar na cartela qual aroma estd sendo sentido.

O resuttado do teste & definido pela soma dos subtestes de limiar offativo, discriminacdo e identficagdo.

Cadastro do individuo ‘ Teste ‘ ‘ Resultado ‘ ‘ Sair ‘

Fonte: O Autor (2019).

O segundo icone chamado Teste abre um ambiente de configuracao que possibilita
nao s6 a escolha do subteste a ser realizado, como também permite visualizar a pressao
e o fluxo de ar predefinidos, determinar o tempo de acionamento do sistema, de limpeza
da tubulagdo e o tempo de duragao do estimulo, conforme a Figura 21} Além disto, este

ambiente também possui o mesmo icone Menu principal que possibilita o retorno para o

menu inicial.

Figura 21 — Tela de configuracao.

Configuracao
Pressdo 35 Kgf/cm2 Limpeza
FAew 6  Limin Duraggio de estimulo
‘ Limiar ‘ ‘ Disciminacdo ‘ ‘ ldentficagdo ‘

Menu Principal

Fonte: O Autor (2019).
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Cada subteste possui o seu proprio ambiente, conforme as Figuras[22] 23|e[24] Cada
ambiente possui um icone Iniciar que da inicio ao protocolo de teste e um campo onde
a resposta é digitada pelo médico. Contam inclusive com um botao Inserir que marca a
resposta na tabela, e um botao de Reset que reinicia o teste. Estes ambientes contam ainda
com um campo chamado Score onde o resultado é apresentado, e um campo chamado
Tempo Oxigénio que mostra o tempo que o oxigénio levou do olfatometro até o nariz
do individuo, este Tempo Oxigénio representa a resposta temporal do sistema. Também
possui um botao chamado limpeza para acionar o sistema de limpeza da tubulagao. Além
disto, contam com outros dois botoes que permitem retornar a tela de configuracao e
ao menu principal. A Figura 22 mostra a tela referente ao subteste limiar olfativo, que
contém uma tabela especifica, com 16 linhas e 7 colunas, de acordo com o protocolo para

este subteste.

Figura 22 — Ambiente do subteste Limiar olfativo.

Limiar Olfativo

Resposta Reset

Column Column2 Column3 Column4 Column5 Columné Column? Score

- I

Tempo cxigénio

Menu Principal
Configuragdo

Fonte: O Autor (2019).

A Figura mostra a tela referente ao ambiente do teste de discriminacao de

odores.
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Figura 23 — Ambiente do teste de Discriminagao de odores.

Discniminacao

[ Menu principal ] [ Corfiguragdo

Score Tempo oxigénio

Fonte: O Autor (2019).

Na discriminacao de odores, a tabela possui 3 linhas e 16 colunas, de acordo com
o protocolo deste subteste. Neste caso, as respostas marcadas na segunda linha, ou seja,

na linha do meio, sao as corretas.

A Figura 24 mostra a tela referente ao ambiente do teste de identificagao de odores.
Neste caso, o subteste ¢ composto por 16 tabelas menores, cada uma composta por 4 linhas
e 2 colunas, uma de espacos vazios e outra com alternativas. As respostas da identificacao

de odores sao comparadas a um gabarito ja definido e corrigidas.

Figura 24 — Ambiente do teste Identificacao de odores.

Identificacio
I JE——

Pt
Amora Cola Baunilha Menta Banana Magd Cereja Bomacha
Marango Couro Chocolate Pinho-sal Mozes Lim&o G... Menta Balz de ..
Abacad Grama Canela Cebala Cereja Laranjz4i.. Bolacha Solvente...

Repalho Café Péssego Pimenta Ameia Framboesa Pinga Peixe

Alho Vinha Laranja Canela Pézsego Fosa Mel Queijo

Cenoura Fumaga Magd Mostarda Abacax Cereja Pinho-sal Presurto
Score Tempo cxigénio Menu principal ] [ Configuragdo

Fonte: O Autor (2019).
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A interface computa a resposta e, conforme o teste é realizado, salva o resultado.
Apo6s o término do teste, o algoritmo calcula, através do botao Calcular SCORFE, e mostra
na tela de resultados um score para cada teste e o score final, também chamado de TDI
(Threshold, Discrimination and Identification Score) (Figura [25).

O resultado (score) do teste do limiar olfativo é definido com a média dos tltimos
4 dos 7 pontos de inversao de escada. O resultado do teste de discriminagao é a soma dos
acertos e, da mesma forma ocorre no teste de identificagdo de odores. O TDI Score final
¢é equivalente a soma dos scores dos trés subtestes. Se o TDI final for menor do que 15, o
resultado é Anosmia. Se estiver entre 16 e 30, o resultado é Hiposmia e maior do que 30,

caracteriza Normosmia.

Figura 25 — Tela de resultados.

Resultado
Limiar Olfativo ]
Discriminacdo T Calcular SCORE 11
ldentficagan 4

Escala de Classificagdo
5 Anosmia
D Hiposmia
0 Momosmia

) G —L

Fonte: O Autor (2019).

Na tela de resultados também ha um icone Menu principal que possibilita o retorno
para a tela inicial, um icone Exportar Excel que permite os resultados serem exportados

para uma planilha no Excel e, por fim, um icone Sair que encerra o software.

5.2 Caracterizacao do estimulo olfativo

O método proposto de caracterizacao do estimulo olfativo consiste em utilizar téc-
nicas de processamento digital de imagens para avaliar o fluxo de ar e a reprodutibilidade
da amostra aromatica. Estes dois parametros citados anteriormente, junto com a resposta

temporal do sistema, validam o olfatometro desenvolvido.
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Primeiramente, para determinar o fluxo de ar que proporciona uma suficiente ex-
posicao ao estimulo olfativo e torna-lo padrao para o restante dos testes, foram realizados
experimentos com a unidade de referéncia (nebulizador) e com a unidade experimental
(olfatémetro). Foi escolhido como sistema de estimulo olfativo para a unidade de referén-
cia, um nebulizador convencional, da marca NS, por ser um equipamento validado, com
tecnologia ja consolidada e disponivel comercialmente, além de ser utilizado em empresas
de alimentos e em larga escala na administracao de medicamentos na prética clinica e
em hospitais. Para a unidade experimental, foi determinado como sistema de estimulo
olfativo, o olfatometro desenvolvido, com o propodsito de compara-lo com o padrao de
referéncia (nebulizador). No lugar do estimulo olfativo (substéncia aromatica), foi utili-
zado uma substéncia corante para tornar a amostra visivel e um anteparo (papel branco

padrao) onde a amostra pdde ser depositada.

Posterior aos experimentos, as amostras foram digitalizadas para permitir o pro-
cessamento digital das imagens. As amostras geradas com o nebulizador serviram como
padrao de referéncia na comparagao com as amostras geradas pelo olfatometro. A avalia-
¢ao do fluxo de ar foi feita através da contagem depizels pretos segmentados das imagens

digitalizadas do nebulizador e do olfatometro.

Das mesmas amostras geradas pelo nebulizador e pelo olfatometro, primeiramente,
foram extraidos e comparados graficos de perfil de pizels e histogramas, a fim de avaliar
a reprodutibilidade e verificar o quao estaveis foram amostras geradas pelo olfatéometro.
Os graficos de perfil de pizels possibilitam visualizar os valores de intensidade (ntimero)
dos pizels ao longo da imagem, em escala de cinza, ou seja, o eixo das ordenadas cor-
responde a intensidade do pizel e o eixo das abscisas representa a distancia ao longo do
perfil da imagem. Através destes graficos é possivel verificar a forma como, neste caso, a
substancia corante se distribuiu ao longo do anteparo. Além disso, também para avaliar
a reprodutibilidade das amostras, foram extraidos e analisados trés atributos de textura

das imagens.

A resposta temporal do sistema, que também pode ser chamada de atraso do sis-
tema, consiste em medir o tempo desde o momento da liberacao da substancia até sua
a chegada no anteparo. Para mensurar este parametro foi utilizado um sensor de oxigeé-
nio, modelo AX300, em conjunto com um monitor, modelo MX300, ambos da fabricante
Analytical Industries, posicionados no final da mangueira. Ele foi escolhido por ser um
dispositivo utilizado na area médica, ideal para uso em terapia respiratéria neonatal e

anestesia.
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6 VALIDACAO

Este capitulo apresenta os resultados dos testes realizados para a validacao do
método de caracterizagdo do estimulo olfativo proposto, através de processamento digital

de imagens. Para tanto foram analisados trés parametros:

1. Fluxo de ar
2. Reprodutibilidade da amostra

3. Resposta temporal do sistema

Para assegurar uma suficiente exposicao a amostra aromatica, foram testados trés
fluxos de ar diferentes. Apds a determinacao do fluxo de ar adequado, foi realizado o res-
tante dos experimentos para avaliar a reprodutibilidade da amostra entregue e a resposta
temporal do sistema desenvolvido (olfatometro). Para realizar os experimentos e avaliar os
outros dois parametros propostos, foram montadas duas unidades, uma unidade referéncia

e uma unidade experimental.

Como ja explicado anteriormente, a unidade referéncia foi escolhida para ser uti-
lizada como padrao. As amostras geradas por ela serviram como guia para verificar quao
estaveis e constantes foram as amostras geradas pelo sistema de estimulo olfativo desen-

volvido (olfatémetro).

Esta unidade é composta por um nebulizador a ar comprimido convencional, Inalar
Compact® da marca NS, certificado ISO9001:2008 e ISO 13485:2007, uma mangueira au-
toclavavel de PVC, um amostrador (copo de nebuliza¢ao), uma méscara de nebulizagao e
um anteparo (onde a amostra foi borrifada), conforme a Figura [26] Utilizado como sistema
de estimulo olfativo, o nebulizador convencional foi escolhido para a unidade de referéncia
por ser um equipamento com tecnologia ja consolidada e disponivel comercialmente, além

de ser utilizado em larga escala na pratica clinica.
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Figura 26 — Diagrama da unidade de referéncia
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Fonte: O Autor (2019).

Anteparo

A unidade experimental, conforme a Figura é composta pelo gerador de ae-

rossol (cilindro de oxigénio medicinal), pelo olfatémetro desenvolvido, uma mangueira

autoclavavel de PVC, uma maéscara de nebulizagdo e um anteparo (onde a amostra foi

Hardware de

borrifada).
Figura 27 — Diagrama da unidade experimental
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Sala de experimentos

Fonte: O Autor (2019).

Como o anteparo é constituido de um papel branco padrao e foi posicionado

em



Capitulo 6. VALIDACAO 63

uma superficie vertical plana (parede), no lugar da almofada nasal determinada para o
projeto do olfatometro, foi utilizada uma mascara de nebulizacao devido a sua anatomia e
melhor acoplamento ao anteparo. Se a almofada nasal fosse mantida para os experimentos,
provavelmente haveria perdas de substancia, pois ela possui um encaixe adequado ao nariz

humano, devido ao seu desenho anatomico.

Apobs a montagem das duas unidades, a etapa dos experimentos foi iniciada. Para os
testes, em substituicao a substancia odorifera e para tornar a amostra visivel, foi utilizado
uma substancia corante Nankin profissional da marca ACRILEX, de cor preta, que é um

produto quimico nao classificado como perigoso de acordo com ABNT NBR 14725-2.

Primeiramente foram realizados os experimentos com a unidade referéncia. Apro-
ximadamente 10 ml do corante foram colocados no amostrador e o nebulizador acionado,
o fluxo de ar passa pelo capilar do amostrador, nebulizando e carreando a substancia odo-
rifera até o anteparo localizado no final da mangueira, apds a mascara. Essa substancia
colorida foi borrifada diretamente no anteparo, que substitui o nariz do individuo. Como
o nebulizador utilizado possui um fluxo de ar constante de 8 1/min, foram definidos 3
tempos diferentes de exposicdo a substancia para os testes, 15, 30 e 60 segundos. Foram

feitas b repeticdes para cada tempo, gerando 5 amostras de cada.

Apos esta primeira fase de testes, foi iniciada a segunda etapa, com os experimentos
realizados com a unidade experimental (olfatometro). O mesmo procedimento foi efetuado,
foram colocados aproximadamente 10 ml do corante no amostrador e o gerador de aerossol
foi acionado. O fluxo de ar passa pelo capilar do amostrador, nebulizando e carreando
a substancia odorifera até o anteparo localizado no final da mangueira, ap6s a mascara.
A substancia colorida foi borrifada diretamente no anteparo, que substitui o nariz do
individuo. Os tempos foram os mesmos definidos anteriormente, porém com fluxos de
ar também varidveis para cada tempo, 3, 4 e 6 1/min. Neste caso, para o tempo de 15
segundos, foram geradas 5 amostras com fluxo de 3 1/min, 5 amostras com fluxo de 4
1/min e 5 amostras com o fluxo de 6 1/min. O mesmo aconteceu para os tempos de 30 e

60 segundos.

As amostras foram digitalizadas gerando imagens para analise. As fotos das amos-
tras foram feitas com uma cadmera Nikon, modelo D7200, resolucao alta de 6000 x 4000
pixels, no formato NEF RAW, 8 bits por pixel, em tons de cinza, com uma lente Nikon
DX 18-55 AF S-DX F/3.5 — 5.6 G. A andlise das imagens foi realizada com os softwares

ImageJ e MATLARB, através do processamento e extracao de caracteristicas das imagens.

6.1 Fluxo de ar

Com o objetivo de verificar qual fluxo de ar testado proporciona suficiente expo-

sicdo a amostra odorifera e defini-lo como padrao para os demais experimentos, foram
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realizados os processos de segmentacao das 15 imagens (5 para cada tempo) das amostras
do nebulizador e a contagem dos pizels pretos segmentados. Os resultados foram tabe-
lados para uma melhor visualizagdo e posterior analise estatistica. A Tabela [f] apresenta

estes dados das amostras geradas pelo nebulizador.

Tabela 5 — Numero de pizels pretos das amostras geradas pela unidade de referéncia

Unidade de Referéncia (Nebulizador)
Tempo (segundos)

Amostra Fluxo 15 30 60
(V/min) N° pixels pretos = N° pixels pretos N° pixels pretos
segmentados segmentados segmentados

| 3862 11218 21830

2 5114 10245 20416

3 8 (£0.5) 4395 10418 22017

4 3694 11635 20845

5 4823 9863 21456
MEDIAS 4378 10676 21313

Fonte: O autor (2019).

Logo apds, o mesmo procedimento foi realizado para as 45 imagens (15 para cada
um dos 3 fluxos de ar) das amostras geradas pelo olfatometro. A Tabela@ apresenta estes

dados das amostras geradas pelo olfatometro.
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Tabela 6 — Numero de pizels pretos das amostras geradas pela unidade experimental

Unidade Experimental (Olfatémetro)

Tempo (segundos)

Amostra Fluxo 15 30 60
(L'min) | N° pivels pretos N° pixels pretos = N° pivels pretos
segmentados segmentados segmentados

1 3254 0523 13423

2 4572 8637 18759

3 & 4733 10120 20231

4 3621 8846 17989

3 3085 0284 19852
MEDIAS 4033 0181 19251

Unidade Experimental (Olfatometro)
Tempo (segundos)

Amostra Fluxo : 15 : 30 : 60
(L'min) | N° pivels pretos =N pixels pretos = N° pivels pretos
segmentados segmentados segmentados

1 2085 3142 8125

2 2870 4120 7963

3 4 2651 3229 9745

4 2037 3775 2469

5 2540 3842 9254
MEDIAS 2797 3612 §711

Unidade Experimental (Olfatomeiro)
Tempo (sezgundos)

Amostra Fluxo 15 30 6l
(Vmin) | N° pivels pretos | N pivels pretos = N* pivels pretos
segmentados segmentados segmentados

1 085 1482 3167

2 1145 1574 2975

3 3 1326 2011 3123

= 1049 1739 2816

5 1010 1847 2988
MEDIAS 1103 1731 3014

Fonte: O autor (2019).

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas [f] e [6], comparando os re-

sultados da referéncia (nebulizador) com os experimentais (olfatometro), para o tempo de
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15 segundos, é possivel visualizar que a média do nebulizador (fluxo de 8+0,5 1/min) se
aproximou mais da média do olfatémetro com o fluxo de 6 1/min, o que denota, para os
15 segundos, o olfatometro desenvolvido proporciona uma suficiente exposicao a amostra.
As amostras do nebulizador e do olfatémetro podem ser vistas logo abaixo, conforme a
Figura [28|

Figura 28 — Amostras do olfatometro e do nebulizador com seus respectivos fluxos e
tempos.

Nebulizador
8 I/min — 15segundos

N

i S
Olfatémetro Olfatometro Olfatémetro
31/min — 15segundos 4 I/min — 15segundos 6 I/min — 15segundos
A \

Fonte: O autor (2019).

Para verificar a veracidade no nimero de pizeks, os mesmos foram submetidos
a um teste de hipdteses (p<0,05). Foram comparados os valores da contagem de pizels
pretos segmentados do nebulizador com os do olfatémetro (3, 4 e 6 1/min), para cada
tempo proposto (15, 30 e 60 segundos). A Tabela [7| apresenta os resultados da andlise

estatistica..
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Tabela 7 — Resultados da anélise estatistica da contagem de pizels pretos segmentados

- Tempo

0,3606
8(0.5) 4 0,0158 15
3 0.0016

Tempo
Nebulizador | Olfatémetro (segundos)
6

0.1019
8(=0.5) 4 0.0005 30

Fluxo de ar
(I/min)

Fluxo de ar
(1/min)

3 0.0002

Tempo
Nebulizador | Olfatometro (segundos)
6 0,0068
Fluxo de ar
mi +0.5 TE-07
(I/min) 8(=0.5) 4 2.0097E-07 60
3 1.0947E-05

Fonte: O autor (2019).

Nebulizador | Olfatometro (segundos)
6

Com base nos resultados apresentados pela Tabela[7] é possivel verificar, do ponto

de vida estatistico, que nao houveram diferenca entre as amostras do nebulizador e

do olfatémetro (para o fluxo de 6 1/min) nos tempos de 15 (p=0,3606) e 30 segundos

(p=0,1019), o que indica que o restante dos experimentos com o olfatémetro poderia ser

realizado com um fluxo de 6 1/min, em qualquer um dos tempos (15 ou 30 segundos).

No entanto, mesmo a partir deste resultado, o tempo de 15 segundos foi escolhido como

padrao, pois é o tempo que mais se assemelha ao protocolo do teste Sniffin’ Sticks Test,

que utiliza um tempo de exposicdo a amostra de 20 segundos.

6.2 Reprodutibilidade da amostra

A partir da escolha do tempo de 15 segundos, foi realizada a etapa de experimentos

para verificar a reprodutibilidade da amostra. Esta etapa iniciou com a extragdo de um
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atributo chamado centro 6ptico de cada uma das imagens, conforme mostrado na Figura
29} Apoés a extracao deste atributo, foram analisados graficos de perfil de pizels das novas

imagens.

Figura 29 — Extragao do centro éptico (recorte) de cada amostra

Fonte: O Autor (2019).

Em cada uma das 5 amostras foi marcado o orificio da méscara onde é colocado
o elastico para fixacdo na cabeca do individuo. Logo apods esta marcagao, foi desenhado
um quadrado que compreende toda a extensao da madascara, foram tragadas duas retas
mediatrizes dividindo o quadrado inicial em quatro partes iguais. A partir do cruzamento
das duas retas, que resultou no centro da imagem, foi feito um recorte quadrado de 3cm
x 3cm, também para cada amostra, gerando uma nova imagem correpondente ao centro
optico. Este atributo foi extraido por representar aproximadamenta a area, dentre toda a

extensao da mascara, que fica mais préxima ao nariz do individuo.

A Figura [30] apresenta os recortes de cada uma das 5 amostras da unidade refe-
réncia (nebulizador), para o tempo de 15 segundos. Eles estao representados por letras,
ou seja, a letra A representa o recorte da amostra 1, B representa o recorte da amostra 2,

C representa o da 3, D representa o da 4 e, por fim, a letra E representa o da amostra 5.
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Figura 30 — Recortes das amostra 1(A), amostra 2(B), amostra 3(C), amostra 4(D) e
amostra 5(E) geradas pela unidade referéncia (tempo 15 segundos).

A B C

Fonte: O Autor (2019).

A partir dos recortes, foram gerados graficos de perfil dos pizels das linhas ho-
rizontal e vertical, ambas passando pelo centro da nova imagem (recorte 3cm X 3cm),
com o intuito de compara-los, posteriormente, com os graficos extraidos das amostras da
unidade experimental (olfatémetro). A Figura apresenta os graficos de perfil do recorte

A (amostra 1) da unidade referéncia (tempo 15 segundos).

Figura 31 — Perfil vertical (A), perfil horizontal (B) do recorte A (amostra 1) da unidade
referéncia (tempo 15 segundos).
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Fonte: O Autor (2019).



Capitulo 6. VALIDACAO 70

Conforme a Figura |31, é possivel verificar que os graficos de perfil de pizel da
unidade referéncia comprovaram uma caracteristica peculiar dos nebulizadores comerciais,
a distribuicdo uniforme da substancia por toda a extensao da mascara. Os dois perfis
horizontal e vertical mostram, ao longo de suas distancias, varios pontos onde os pizels
possuem valores inferiores a 250, indicando pontos onde houve uma maior concentragao

da substancia corante.

O mesmo procedimento foi realizado para as 5 amostras da unidade experimental
(olfatdémetro). Foi extraido também o centro 6ptico das imagens nas mesmas configuracoes
anteriores. A Figura [32] apresenta os recortes de cada uma das 5 amostras da unidade
experimental, obtidas com fluxo de 6 1/min e tempo de 15 segundos. Da mesma forma,
eles estao representados por letras, ou seja, a letra A representa o recorte da amostra 1,
B representa o recorte da amostra 2, C representa o da 3, D representa o da 4 e, por fim,

a letra E representa o da amostra 5.

Figura 32 — Recortes das amostra 1(A), amostra 2(B), amostra 3(C), amostra 4(D) e
amostra 5(E) geradas pela unidade experimental (fluxo de 6 1/min e tempo 15 segundos).

A B C

Fonte: O Autor (2019).

Foram gerados, também a partir dos recortes, os graficos de perfil de pizels dos
recortes da unidade experimental (olfatometro). A Figura apresenta os graficos do

recorte A (amostra 1) da unidade experimental (fluxo de 6 1/min e tempo 15 segundos).
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Figura 33 — Perfil vertical(A), perfil horizontal(B) do recorte A (amostra 1) da unidade
experimental (fluxo de 6 1/min e tempo 15 segundos).
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Fonte: O Autor (2019).

Os gréficos de perfil de pizel da unidade experimental indicaram que, assim como
na unidade referéncia, a distribui¢ao dos pizels permaneceu uniforme ao longo da mascara,
(Figura . Novamente os dois perfis horizontal e vertical mostraram, ao longo de suas
distancias, varios pontos onde os pizels possuem valores inferiores a 250, indicando pontos
onde houve uma maior concentragao da substancia corante. Todos os graficos das unidade
referéncia e experimental apresentaram um padrao de desenho, possuindo apenas alguns

valores abaixo de 250, indicando uma possivel reprodutibilidade da amostra

Logo apés a andlise dos graficos de perfil de pizels, foram extraidos e analisados
atributos de textura tanto das imagens do nebulizador, como também das imagens do
olfatometro (fluxo de 3, 4 e 6 1/min). Os trés atributos extraidos para avaliagdo foram:
uniformidade (também conhecido como Segundo momento angular - SMA), homogenei-

dade (também conhecido como Momento da diferenga inversa - MDI) e entropia.

Esses atributos foram calculados a partir das matrizes de coocorréncia, as quais
descrevem a probabilidade de ocorrer um par de pizels (i, j) em um determinado angulo 6.
Neste trabalho foi utilizada a média dos atributos de textura em quatro dngulos (0°, 90°,
180° e 270°). Foi utilizado o software Matlab para o cilculo das matrizes de coocorréncia

das amostras e dos parametros estatisticos de textura delas derivados.

Os valores obtidos dos atributos foram submetidos & um teste de hipéteses (p<0,05),
comparando os valores de uniformidade (SMA) das amostras do nebulizador com as do
olfatometro, conforme a Tabela [ O mesmo procedimento de comparacao foi realizado

para os outros dois atributos analisados, homogeneidade (MDI) e entropia.
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Tabela 8 — Resultados da andlise estatistica dos atributos de textura

Grupo

Atributo Olfatometro Tempo
(segundos)
6 0.1095
SMA 4 0.0019
3 0.0060
6 0.9071
Homogeneidade 8(=0.5) 4 0.0121 15

3 0.0010
6 0.1196
Entropia 4 0.0247
3 0.0041

Fonte: O autor (2019).

A partir dos resultados, do ponto de vista estatistico, nao é possivel constatar
diferengas entre as amostras do nebulizador (840,5 1/min) e do olfatometro (6 1/min)
nos trés parametros avaliados, SMA (p=0,1095), Homogeneidade (p=0,9071) e Entropia
(p=0,1196), conforme a Tabela E possivel constatar também que as amostras do olfatd-
metro realizadas com os fluxos de 4 e 3 1/min obtiveram diferencas significativas quando
comparadas as amostras do nebulizador (Tabela. Com base nestas observacoes, pode-se
afirmar que a reprodutibilidade da amostra se manteve entre as amostras do nebulizador
e as do olfatdmetro, com fluxo de 6 1/min. O mesmo nao ocorreu com as amostras do
nebulizador quando comparadas com as do olfatometro para os outros dois fluxos (4 e 3

1/min), pois estas apresentaram diferengas estatisticas significavas.

6.3 Resposta temporal do sistema

Os experimentos para medir a resposta temporal do sistema foram realizados sepa-
radamente dos outros testes, devido a diferente mistura de géds utilizada, oxigénio a 17%.

A mistura foi escolhida justamente para o sensor de oxigénio ter a capacidade de detectar
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0 oxigénio, visto que o oxigénio utilizado anteriormente possui concentracao ambiente de
21%. Foi montada uma terceira unidade de experimentos para analisar este parametro,

conforme a Figura [34]

Figura 34 — Unidade de experimentos montada para mensurar a resposta temporal do
sistema.
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Fonte: O Autor (2019).

A unidade foi composta de um cilindro de oxigénio a 17%, a mesma mangueira
PVC, o olfatometro desenvolvido, o amostrador (copo nebulizador), a mascara de nebuli-
zagao e o sensor de oxigénio escolhido. O ar sai do cilindro e chega em uma determinada
valvula do olfatometro. Esta valvula ¢ acionada liberando o ar até chegar no amostrador,
passando pelo tubo capilar no amostrador, atomizando a amostra em dire¢do ao final
da mangueira onde foi posicionado o sensor de oxigénio. O sensor fica constantemente
medindo a concentracao do ar ambiente, no momento em que detecta alguma concen-
tracao de Oy menor do que 21%, envia para o computador o valor da concentracio e o
sistema supervisério para o cronéometro, apresentando o tempo transcorrido, na ordem de
milisegundos. A Tabela [9] apresenta a resposta temporal do sistema para os trés fluxos

utilizados anteriormente no olfatometro.



Capitulo 6. VALIDACAO 74

Tabela 9 — Resposta temporal do olfatometro.

Tempo
(milissegundos)
3 800
4 700
6 500

Fonte: O autor (2019).

A fim de verificar se o olfatébmetro apresenta um atraso significantemente maior do
que um equipamento comercial, o mesmo teste foi realizado com o nebulizador. A Tabela

apresenta o resultado da resposta temporal do nebulizador.

Tabela 10 — Resposta temporal do nebulizador.

Fluxo Tempo
(I/min) (milissegundos)

8 400

Fonte: O autor (2019).

Comparando as duas tabelas [0 e[10} é possivel observar que nao houve consideravel
diferenca entre a resposta temporal do olfatémetro, para o fluxo de 6 1/min (escolhido),

e a resposta temporal do nebulizador.

A Figura apresenta os graficos da resposta temporal do olfatémetro, para os
fluxos de 3, 4 e 6 1/min.
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Figura 35 — Graficos da resposta temporal do sistema.
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7 CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho, foi descrita a construcao de um equipamento, também cha-
mado de olfatémetro, para o auxilio na avaliacao olfativa por meio da entrega do estimulo
odorifero e da realizacao do teste olfativo. O olfatometro é capaz de realizar uma en-
trega controlada e padronizada de estimulo odorifero, além de possuir uma interface que

reproduz o teste olfativo.

A maior contribuicao deste trabalho esta no fato de que o olfatometro possui um
sistema supervisério que controla o hardware do equipamento e um software que realiza
o teste olfativo, permitindo a avaliagdo do olfato através de um computador. Além de
reproduzir o teste Sniffin’ Sticks, através do software é possivel determinar o tempo de

estimulagao do individuo e de limpeza da tubulacgao.

Para o desenvolvimento do sistema, foram utilizados recursos e ferramentas dis-
poniveis no Visual Studio. Além de ser uma plataforma de desenvolvimento universal
da Microsoft, o Visual Studio dispoe de uma interface visual que possibilita o controle e
visualizacao de dados e ainda disponibiliza integracao com hardware e software ja imple-

mentados.

A fim de avaliar o estimulo olfativo fornecido pelo olfatometro desenvolvido, foram
realizados testes com o olfatémetro e com um nebulizador, equipamento escolhido como

referéncia, ja validado e disponivel comercialmente.

Primeiramente, foram realizados experimentos com o propodsito de comparar e
estabelecer um fluxo de ar padrao. Foram feitas 5 amostras do nebulizador, com fluxo
constante (8+0,5) 1/min, em 3 tempos diferentes (15, 30 e 60 segundos). Com o olfato-
metro, foram feitas 5 amostras para cada tempo (15, 30 e 60 segundos) e para cada fluxo
(3, 4 e 6 1/min). Destas amostras foi realizada a segmentacao e a contagem de pizels
pretos segmentados. Os resultados foram analisados estatisticamente através do Teste de
hip6teses (p<0,05). Do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenca significativa entre
as amostras do nebulizador e do olfatémetro para o fluxo de 6 1/min, nos tempos de 15
(p=0,3606) e 30 segundos (p=0,1019). Diante destes resultados, o restante dos experi-
mentos poderia ser realizado tanto com o tempo de 15 quanto com o de 30 segundos. No
entanto, foi escolhido o tempo de 15 segundos (por ser o mais proximo ao utilizado no

teste utilizado como Sniffin’ Sticks) e o fluxo de 6 1/min.

A segunda parte dos testes teve o objetivo de verificar a reprodutibilidade da amos-
tra. Foram utilizadas as amostras do nebulizador feitas com 15 segundos e as amostras
do olfatometro (6 1/min) também feitas com 15 segundos. Foi extraido o centro éptico

de cada amostra e chamado de recorte, recorte A pertence a amostra 1, B pertence a
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amostra 2 e, assim sucessivamente. Destes recortes foram analisados os graficos de perfil
de pizels e histogramas. Os graficos de perfil de pizels do nebulizador mostraram uma
caracteristica ja conhecida destes equipamentos que é a distribuicao uniforme do corante
por toda a mascara. Através dos graficos perfis de pizels dos recortes do olfatometro, foi
possivel verificar que esta condi¢ao foi mantida. Dos histogramas das imagens (nebuliza-
dor e olfatometro) foram calculados, através de matrizes de coocorréncia, trés atributos
de textura: uniformidade, homogeneidade e entropia. Os resultados foram submetidos
também a um Teste de hipéteses (p<0,05). As amostras do olfatémetro foram compara-
das as do nebulizador, para cada atributo. Do ponto de vista estatistico, nao foi possivel
constatar diferengas entre as amostras do nebulizador (840,5) 1/min e do olfatometro (6
1/min) nos trés atributos, uniformidade (p=0,1095), homogeneidade (p=0,9071) e entropia
(p=0,1196), o que denota que a reprodutibilidade da amostrafoi mantida no olfatémetro

desenvolvido, nestas condicoes.

Na tultima parte dos testes, foi medido a resposta temporal do sistema. O tempo
que a amostra demorou desde a abertura da valvula até a chegada no final da mangueira
onde estaria o nariz do paciente, foi medido com um sensor de oxigénio e apresentado
através do sistema supervisério. O tempo de atraso da amostra carreada com fluxo de 6
1/min foi de 500ms. Nao houve significativa diferenca entre o atraso do olfatometro e o

atraso do nebulizador, visto que o do nebulizador foi na ordem de 400ms.

Conforme o método de avaliacao proposto, foi escolhido o tempo de 15 segundos,
visto que é o tempo que mais se assemelha ao tempo utilizado no Sniffin’ Sticks e o
fluxo de 6 1/min como padrao, pois foi o que teve a média mais préxima da referéncia.
Analisando as imagens visualmente, ndo houveram consideraveis diferencas. Portanto, se
confirma que as informacoes visuais foram aperfeicoadas pelas técnicas de processamento

de imagens proporcionando uma interpretagao cientifica mais precisa.

7.1 TRABALHOS FUTUROS

Espera-se com a implementacao dessa linha de pesquisa, que o sistema de estimulo
olfativo desenvolvido possa ser validado em pessoas sadias no ambiente de ressonancia
magnética funcional, realizando a entrega do estimulo enquanto o paciente é submetido
ao exame de ressonancia. Para tanto, novos parametros podem ser empregados no olfato-
metro desenvolvido, por exemplo um sinal de sincronismo associado com um software para
monitorar e medir o tempo de resposta do paciente, agregando qualidade ao equipamento.
Nesse contexto, ainda se pode sugerir a utilizacao de técnicas de processamento digital de
imagens e machine learning em uma nova area de pesquisa para implementar avaliacao
de imagens de fMRI. Espera-se, também, que essa nova ferramenta possibilite um maior

entendimento do comportamento fisiologico do sistema olfativo e que contribua para a
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capacitacao técnico-cientifica académica.
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