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Resumo

O peixe-zebra é utilizado como modelo vertebrado para estudos in vivo de
diversas patologias de origem genética. Neste trabalho pretendeu-se estudar a
discinesia ciliar primdria através do estudo in vivo do organizador da esquerda-
direita destes peixes, conhecido por vesicula de Kupffer. Em particular, apds
analise de sequéncias de imagens captadas a alta velocidade, avaliou-se o com-
portamento dindmico de cilios normais e comparou-se com o de cilios com alte-
racdes genéticas com o objectivo de melhor compreender os processos que in-
fluenciam a localizacdo assimétrica dos 6rgaos internos, associados a esta doen-

ca.

De videos obtidos por microscopia de alta velocidade do interior da vesi-
cula de Kupffer foram analisados 32 cilios, sendo 8 normais e os restantes cilios
pertencentes a trés alteracdes genéticas diferentes: subexpressao de Pkd2, so-
brexpressao de Arl13b e mutagdo no gene deltaD. Para cada cilio calculou-se a
frequéncia de batimento e caracterizou-se quantitativamente o movimento. Esta
tltima analise teve como base a segmentagdo manual do cilio em quatro pontos
definindo a base, o meio e a ponta. De seguida, estudou-se a dindmica de cada
uma das rectas constituidas por estas trés estruturas ao longo do tempo. Com
recurso a andlise estatistica ANOVA podemos comprovar diferencas no movi-

mento entre os cilios alterados quando comparados com os normais.

A andlise da frequéncia demonstrou que todos os cilios estudados possu-
em uma frequéncia média 34,9 Hz. Demonstrou-se ainda que, quando compa-
rados com cilios normais, os cilios Pkd2 possuem um movimento 60% mais ri-
gido, os Alr13b sdo caracterizados por amplitudes angulares 26% superiores no
seu movimento e, por fim, a relacdo entre as amplitudes base/meio é 23% supe-

rior nos cilios Delta D.

Para implementar estes estudos, desenvolveu-se uma ferramenta baseada
num plugin para Image] conjuntamente com cédigos em R, que poderé vir a ser

utilizada em investigacdes da discinesia ciliar primaria em peixes-zebra.

Palavras-chave: Cilios, Peixes-zebra, Discinesia Ciliar Priméaria, Assime-

tria, Genética.






Abstract

The zebra fish is used has a vertebrate model for in vivo studies of several
pathologies with genetic origin. In this work we aimed to study primary ciliary
dyskinesia through samples of in vivo cilia existing in the Kupffer vesicle. In
particular, after the analysis of image sequences captured in high-speed, we
evaluated the dynamic behaviour of normal cilia and genetically altered cilia,
with the goal of better understanding the process that influence the asymmetric

location of internal organ associated with this disease.

Videos obtained using high-speed microscopy from inside the Kupffer
vesicle were analysed and from them 32 cilia were studied. From this sample, 8
cilia. were normal and the others were from 3 different genetic alterations:
subexpression of Pkd2, overexpression of Arl13b and deltaD mutation. For each
cilium the beat frequency and the movement dynamic are analysed. This last
study is based on the manual segmentation of structure using four different
points defining the base, the mid and the tip of the cilium. Then, the dynamic of
each slope defined by these three structures is studied overtime. Using ANOVA
statistical analysis we managed to verify differences between the movement of

normal cilia and altered cilia.

The cilia beat frequency analysis has shown that the studied cilia had an
average frequency of 34,9 Hz. It's was also demonstrated that when compared
to normal cilia, the Pkd2 cilia have a movement 60% stiffer, the Arl13b have an-
gular amplitudes 30% greater and DeltaD have a base-mid amplitude ratio 23%

superior.

To implement these studies, it was developed a tool based on a plugin for
Image] along with R codes which ought be used for future investigations of

primary ciliary dyskinesia in zebrafish.

Keywords: Cilia, Zebra fish, Primary Ciliary Dyskinesia, Asymmetry, Ge-

netic.
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1.INTRODUCAO E OBJECTIVOS

A discinesia ciliar primaria é uma doenga maioritariamente autossémica
recessiva que resulta em varios quadros clinicos como infecgdes respiratorias,
das quais se destacam a inflamagdo crénica e a bronquiectasia, (1112 a hidrocefa-
lia, e por vezes associagdo a doenga renal e hepatica policistica e atrésia das vias
biliares [2I3l. O Sindrome de Kartagener é caracterizado pela associacao de sinu-
site e bronquiectasias com a patologia congénita Situs Inversus. As principais
causas sdo variadas, e passam, em grande parte dos casos, por alteracdes gené-

ticas a nivel dos genes que codificam as dineinas presentes nos cilios.

O objectivo desta tese sera a criagdo de um software que permita uma boa
caracterizacdo do padrao de movimento ciliar e da sua frequéncia, tendo como
base imagens em video-microscopia de alta velocidade. As imagens analisadas
serdo de cilios presentes na vesicula de Kupffer de peixe-zebra (Danio rerio). Es-
te 6rgdo embriondrio é transiente e funciona como o organizador do eixo direi-
ta-esquerda nos peixes teledsteos, sendo homologo em funcdo ao n6é embriona-
rio do ser humano, que também é ciliado. O genoma do peixe-zebra tem uma
elevada homologia com o genoma humano e a facilidade da sua reproducao em
meio laboratorial, bem como a sua transparéncia, permitem que este seja um
bom modelo para estudos genéticos e para visualizagdo ao vivo de processos
biolégicos. Assim sendo, pretende-se desenvolver software e criar um protocolo
de teste para o estudo do movimento ciliar dos cilios da vesicula de Kupffer do

peixe-zebra.

Esta abordagem deverd ser uma porta para um melhor conhecimento so-
bre os passos iniciais na localizagdo assimétrica dos 6rgaos internos. Sdo estes

cilios méveis que irdo criar o fluxo direccional responsavel pela activagdo dos



primeiros genes assimétricos na placa mesodérmica lateral (PML). Esse proces-
so culmina com a localizacdo do coracdo do lado esquerdo do eixo mediano do

corpo bem como a correcta lateralidade do figado e do pancreas.

Tenciona-se que este software se baseie em técnicas de programacao e de
processamento de imagem, nomeadamente a segmentacdo, de modo a que seja
possivel a caracterizagdo do batimento. Serdo ainda utilizadas outras ferramen-

tas para a andlise da frequéncia como a transformada de Fourier.

Devido a variabilidade na qualidade das imagens, serd preciso criar meto-
dologias de melhoramento de imagem, de modo a maximizar-se a informacéo a

extrair das mesmas.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO E
ESTADO DA ARTE

2.1 Estrutura ciliar

A discinesia ciliar primaria afecta o batimento ciliar, sendo que a sua

compreensao passa pelo entendimento da estrutura dos mesmos.

Os cilios (ver figura 2.1) sdo organelos presentes na superficie da maioria
das células e sdo utilizados quer para fungdes sensoriais quer para impulsionar
fluidos ao longo da membrana celular no caso de serem méveis. No corpo hu-
mano os cilios méveis possuem diversas fun¢des importantes como a limpeza
das vias respiratorias, o movimento do liquido cefalorraquidiano no cérebro,
funcdes sensoriais no nariz e a regulagao da localizagdo dos 6rgaos internos no

corpo humano.

Os cilios sdo compostos por uma base denominada de corpo basal e por
um citoesqueleto de microtibulos denominado axonema. Por fim, sdo cobertos
por membrana ciliar. O principal componente, os microtabulos, sdo constitui-
dos por arranjos de moléculas de tubulina a e § servindo de suporte a todo o
cilio.

O corpo basal serve de estrutura nucleadora e base de todo o cilio e é cons-
tituido por tripletos de microttibulos. O axonema (figura 2.1) possui um anel de
nove pares de microtibulos em redor de uma estrutura de dois microttabulos
individuais chamada par central. Cada par de microtabulos possui dois bragos
de dineina e uma projeccao radial em direccdo ao par central. Dependendo do

tipo de cilios moveis, este par central pode ou ndo estar presente. Nos cilios



primarios que sdo ndo mdveis nunca esta presente o par central nem os bragos
de dineinas.
Cilio Par Cilio (secgéo transversal)

exterior de
microtubulos

.,. o= N
: I ‘ }_Elragos de
L HT dineina
| |

Membrana
Plasmatica

Par exterior de microtubulos
B tubulo  Atubulo

Bainha
interna

, Projeccées
radiais

—Par central

i Protofilamentos
Microtubulo

Figura 2.1 - Estrutura de um cilio mével. Podemos observar na figura a composi¢do do
axonema, com o arranjo dos nove anéis de microtibulos e do par central. O microtabulo é
constituido por um arranjo de moléculas de tubulina, a e B, projec¢des radiais com direccao
ao par central e dois bragos de dineina. (Adaptado de ScienceBlogs.com, What's inside a Micro-
tubule?, acedida a 14 de Janeiro de 2013)

A presenca do par central torna-se bastante relevante pois influencia o ba-
timento ciliar. Cilios que exibam par central sdao denominados 9+2, sendo que

os outros se denominam 9+0.

Os cilios 9+2, presentes em células multi-ciliadas, sdo dotados de motili-
dade e contém os dois bracos de dineina. Estes bracos sao os motores molecula-
res responsaveis pelo movimento ciliar, sendo chamados ODA e IDA depen-
dendo da sua localizagdo. Caso o braco de dineina se encontre virado para o par
central (figura 2.1) denomina-se IDA, caso contrério trata-se de um ODA. Por
sua vez, os cilios 9+0, chamados de cilios primérios, estdo presentes em quase
todas células do nosso corpo que sao células mono-ciliadas e nao possuem mo-
tilidade. H4 um caso excepcional de cilio de conformacdo 9+0 moével observado

apenas no né de ratinho e que é utilizado para gerar fluxos nodais. Sendo as-


http://scienceblogs.com/transcript/wp-content/blogs.dir/365/files/2012/04/i-97d442a07883a1cae01b5da267c433e7-axoneme.gif

sim, estes cilios sdo chamados cilios nodais e localizam-se no né primitivo

aquando a gastrulacdo do embrido.

Nos peixes-zebra, os cilios nodais encontram-se dentro da vesicula de
Kupffer e estdo presentes em todas as células. Estao dispostos apicalmente, um
por célula e estao orientados para o limen que é cheio de liquido. O seu bati-
mento é especifico, com rotacdo no sentido dos ponteiros do relégio. Alteracdes
nestes cilios no ratinho, Xenopus e peixe-zebra sdo conhecidas por influenciarem

a assimetria esquerda-direita.

A dineina (figura 2.2) é uma proteina motora que converte ATP em ener-
gia que, neste contexto, é utilizada em processos que controlam o movimento
ciliar. Pode estar presente tanto nos microtibulos dos axonema, como no cito-
plasma. A dineina presente no axonema é constituida por quatro cadeias: a ca-
deia pesada (DNAH), a leve intermédia (DNALI), a intermédia (DNAI) e a leve
(DNAL). Podem conter entre uma a trés cadeias pesadas e cada uma destas

possui um motor molecular que se associa aos microttbulos.

Figura 2.2 - Estrutura da dineina

simplificada. (Adaptado de Carter La-

Cadsia e boratory - Structural studies of dynein.

: Cadeia Acedido dia 18 de Janeiro de 2013.
Cadeia Gio Cadeia ] )
pesada ntermiadia intermédia

Uma ma codificacdo dos genes da dineina leva ao seu mau funcionamento
e, consequentemente a um movimento irregular por parte dos cilios. Os cilios
presentes, por exemplo, no tracto respiratdrio sdo cilios do tipo 9+2, pelo que a

dineina tem um papel importante no seu movimento.

Os cilios possuem um batimento caracterizado pela sua frequéncia e pela
dindmica do seu movimento. A PCD pode afectar tanto um como o outro, sen-
do que poderdo existir cilios com a frequéncia de batimento correcta e movi-
mentos atopicos, ou com movimentos correctos e frequéncias atopicas. Os cilios
podem ficar ainda completamente iméveis, ou com ligeiros movimentos es-

pasmodicos.



O padrao de batimento do cilio nodal do peixe-zebra é formado por um
movimento composto. O cilio parece descrever um cone, em que dependendo
da posicdo do observador, aparenta dois tipos de movimento. Lateralmente,
pode ser observado um movimento ondulatério, semelhante ao movimento de
um chicote, e verticalmente observa-se um padrao circular/elips6ide. Este ba-
timento é regulado por mecanismos presentes dentro do axonema, como sera

descrito na secgao seguinte deste capitulo.

Foram identificados vérios genes cujas mutagdes estdo na origem da PCD
e Sindrome de Kartagener. Nestes casos, sdo frequentes as muta¢des nas dinei-
nas que por consequéncia afectam todo o sistema que controla a motilidade ci-
liar. Na tabela 2.1 encontra-se um resumo de algumas das mutacdes conhecidas

que podem afectar a motilidade e quais as estruturas ciliares que afectam:

Tabela 2.1 - Resumo dos efeitos das mutag¢des de alguns genes envolvidos na PCD.

Mutacoes Estrutura Efeitos
Afectada
DNAHS5 ODA Auséncia de ODAs nos cilios respiratérios resultando em cilios

imoéveis ou com movimentos residuais.

DNAI1 ODA Cilios respiratérios com batimentos de frequéncia reduzida e/ou
imoveis
DNAI2 ODA Cilios respiratérios imdveis ou com movimentos residuais.
DNAH11 Estruturas cilia- Padrao de batimento ciliar irregular e hiperactivo, sem altera¢ées
res normais na estrutura dos cilios.
TXNDC3 ODA Auséncia ou encurtamento de ODAs nos cilios. Frequéncia ciliar
normal.
KTU ODA e IDA Imobilidade dos cilios.
RSPH4A Projeccoes radi- Auséncia destes componentes radiais e cilios com movimentos
e RSPH9 ais e par central circulares semelhantes aos dos cilios nodais.

Existem outras alteracdes que podem afectar o correcto funcionamento
dos cilios. Para este trabalho foram estudados cilios com alteracdes genéticas
nas proteinas Pkd2, DeltaD e Arl13b devido a disponibilidade das mesmas por
parte do CEDOC@IGC.

A proteina Pkd2 codifica canais de calcio que influenciam as respostas

mecanossensoriais do cilio. Altera¢des nesta proteina resultam no aparecimento



de rins poliquisticos e em alguns casos podem originar assimetria nos érgaos
internos [4l. Neste trabalho foi feita uma sub-expressao da Pkd2 de modo a ana-
lisar o batimento ciliar quando o cilio ndo possui a maioria dos canais sensoriais
activos e, por consequencia, é incapaz de “sentir” o fluxo presente na vesicula
de Kupffer.

A proteina DeltaD est4 envolvida na via de sinalizacdo Notch, com papéis
importantes na neurogénese e somitogénese.®! Os cilios na auséncia desta pro-
teina tém um tamanho inferior ao normal e produzem um fluxo mais lento ndo

funcional. [6]

A proteina Arl13b estd presente na membrana ciliar e quando sobre-
expressa gera cilios muito longos. AlteracOes nesta proteina podem resultar no
Sindrome de Joubert. Os cilios com modificagdes na proteina Arl13b estudados

possuem uma sobre-expressao da proteina.

2.2 Regulacao do batimento ciliar

O movimento ciliar é realizado através do deslizamento dos microtabulos
devido a accdo da dineina presente no axonema. Quando os bragos de dineina
sdo activados através de ATP provocam um deslizamento dos microtibulos
uns sobre os outros. A regulacdo da dineina, e consequentemente os batimentos
ciliares, é feita através de variacdes na concentracdo de calcio. No entanto, a
maneira de como é regulado o célcio para modular este processo esta ainda a
ser estudada [’l. Pensa-se que passa por uma via de transducdo de sinal que en-
volve componentes do axonema. A proteina calmodulina (CAM, calcium-
modulated protein) é um sensor de calcio presente no axonema dos cilios com
motilidade e, em conjunto com outras proteinas auxiliares, as projec¢des radiais

e o par central constituem esta via de transdugao.

Um estudo realizado pelo Departamento de Ciéncias Biol6gicas na Facul-
dade de Darthmouth 8] verificou a interacgdo de quatro polipeptideos com a
CAM em condigdes de alta concentracdo de célcio e identificou um complexo
proteico, a partir de algas verdes C. reinhardtii, cuja proteina FAP221 (analoga a
Pcdpl nos mamiferos) foi identificada como essencial para o controlo da moti-

lidade ciliar. A sua reduzida expressao levou a falhas no arranjo do par central



e deu origem a uma reducao da frequéncia do batimento ciliar e a alteragdes no
seu movimento. As restantes proteinas desse complexo foram também identifi-
cadas. A calmodulina actua em varios complexos proteicos dispostos em varias
localizagdes do axonema, desde a base das projecgdes radiais até ao par central.
Sendo assim, alteragdes na calmodulina, em qualquer um destes complexos,

desregulam todo o mecanismo de batimento ciliar.

2.3 Introduc¢ao ao processamento de imagem

Neste trabalho foram utilizados diversos métodos de tratamento de ima-
gem. Uma imagem é a representacgdo visual de um dado objecto. Os métodos de
processamento de imagem destinam-se a extrair desta a maior informagao pos-
sivel. Devido ao elevado nivel de ruido da imagem sera necessario um primeiro
tratamento a imagem. O objectivo da fase do pré-processamento é preparar a

imagem de modo a que seja mais facil a extracgdo de informacao.

e Filtros dereducdo de ruido

Existem varios métodos aos quais se pode recorrer, nomeadamente atra-
vés de filtros de extraccdo do valor da média, ou da mediana. Os filtros média
embora diminuam o contraste da imagem e nitidez das bordas que delimitam

0s objectos, sdo extremamente tteis na diminuicao de ruido.

Os filtros gaussianos (figura 2.3) permitem reduzir o ruido da imagem, re-

' 'o
) i
B

Figura 2.3 - Aplicacdo de um filtro gaussiano (o =2) a imagem original A. A imagem B

tirando também detalhe a imagem.

apresenta o resultado final.



e Segmentacao

A segmentacdo de objectos serve para identificar uma estrutura numa
imagem ou sequéncia de imagens segundo um determinado critério selecciona-
do pelo utilizador. E importante referir que ndo existe um método tnico para a
segmentacdo, sendo que o algoritmo a utilizar depende da imagem e da sua

qualidade.

A segmentacao pode ser realizada de vérias formas e tem como base as in-
tensidades dos pixéis, respondendo a critérios previamente estabelecidos. (figu-
ra 2.4). Também se pode efectuar a segmentacdo manual dos objectos, em que o

utilizador define onde é que estes se encontram.

Figura 2.4 - Exemplo da segmentagdo utilizando a binarizagdo Otsu de objectos. A ima-

gem final B obtém-se através de uma binarizagdo da imagem A com valor de threshold 149.

Um dos métodos de binariza¢do mais simples é a binarizagdo Otsu. Este
método assume que existem dois grupos distintos de pixeis da imagem, de
acordo com a sua intensidade. Tem como base métodos de thresholding que ten-
ta minimizar a varidncia dentro destes grupos, ajustando o valor de threshold.
Este valor é obtido tendo em conta o histograma de intensidades da imagem
(figura 2.5). Por fim, classifica um grupo como cor preta e outro como cor bran-

ca, obtendo assim uma imagem binarizada.

Poderé realizar-se ainda uma binarizacdo em que o valor do threshold é es-

colhido pelo utilizador.



Fundo

Objecto

Brilho

Valor dptimo de threshold T

M® de pontos

Figura 2.5 - Histograma de uma imagem. Pode-se observar o valor de threshold 6ptimo

para a classificagdo dos grupos e posterior binarizagdo. Adaptado de dandiggins.co.uk/arlib-

3.html. Acedido a 21 de Setembro de 2014.

Esqueletizagéo

A esqueletizagdo é um processo que permite a transformacdo da imagem

como se pode verificar

4
7

“esqueleto

, 0 seu

em analise numa forma mais simples

na figura 2.6. Este processo pode, no entanto, levar a perdas de informagao.

Figura 2.6 - Exemplo de esqueletizacdo. Fonte: homepages.inf.ed.ac.uk/rbf/HIPR2/thin.htm.

Acedida a dia 21 de Janeiro de 2013.
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2.4 Transformada de Fourier

Para a determinacdo das frequéncias ciliares, utilizou-se a transformada
de Fourier. Esta permite a transformacao de um sinal no dominio do tempo pa-
ra o dominio da frequéncia. Como tal, permite-nos calcular as frequéncias que
compdem o sinal e, desta forma, determinar a sua frequéncia fundamental. A
sua inversa permite transformar um sinal no dominio da frequéncia para o do-

minio do tempo.

Seja um sinal no dominio do tempo f(t). A sua transformada de Fourier é

dada por:
F(w) = f f(eltdt (1)

Em termos computacionais, a transformada de Fourier possui um algorit-
mo bem definido. Através da biblioteca pracma para cédigo R, podemos ter
acesso a diversas ferramentas semelhantes as de Matlab® que nos permitem o

calculo eficiente da transformada de Fourier.

Dois dos aspectos a ter em conta na aplicagdo da transformada de Fourier
a um sinal sdo: a dimensdo desse sinal e a sua frequéncia de amostragem. A
dimensao do sinal influencia, entre outros aspectos, a velocidade com que o al-
goritmo vai ser processado. Para maximizar a velocidade de célculo, utilizam-se

sinais com dimensoes iguais a 2", em que n=1,2,3....N.

Seja um sinal f(t), tal que t =1,2,3...N, Ne 2",n=1,23...N, e uma

frequéncia de aquisicao fa.

A resolucao dos valores de frequéncia w depende de um valor, o NFFT,
que varia consoante a dimensao total da amostra inicial. Este valor é a poténcia
de 2 da menor poténcia de 2 maior que a dimensao da amostra. Isto é, se o ta-
manho da amostra for 230, temos:

N =230

11



n=1-21=2

n=7 - 27 =128
n=8 - 28 =256

Sendo assim, o valor de NFFT =28=256, visto que 8 é o indice que da a me-

nor poténcia de 2 maior que 230. Ou seja, em termos matematicos:
NFFT = 2", talque N < 2™, nez (2)

Com este valor, definimos a partir da amostra o valor de w tal que:

a):f;*s (3)

fa - Frequéncia de aquisigao do sinal f(t)
NFFT }

s = {1,2,3,...,T+ 1

Definindo a variavel Y (k) como

N
Y (k) = Zf(t)e(%x("‘l)x(t‘”), k=123..N (4)
t=1

A varidvel Y (k) da-nos um espectro duplo de poténcia, em que o sinal é

complexo e espelhado (figura 2.7).
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Figura 2.7 - Representacao grafica de Y(k) definida na equacao 4. Trata-se de um espectro

duplo, em que o sinal encontra-se espelhado.

Para obtermos o espectro de poténcia F(w) sem este efeito calcula-se:
F(w) =2x [Y(s)] ()

Deste modo obtemos um espectro de frequéncias simples (figura 2.8) para
um sinal f(t). Este algoritmo pode ser optimizado de acordo com o sinal, atra-

vés de filtros aplicados a varidvel Y de modo a remover frequéncias de ruido.
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Figura 2.8 - Exemplo da transformada de Fourier de um sinal f(t). Os picos maiores cor-

respondem as frequéncias mais relevantes do sinal.
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2.5 Transformada de Hilbert

A transformada de Hilbert ao representar o sinal na sua forma complexa,
permite analisar a diferenca de fase entre dois sinais ao longo do tempo. Neste
trabalho é utilizada para a determinagdo da diferenca de fase entre dois cilios
vizinhos. E uma transformada que converte um sinal no dominio do tempo

f(t), para outro sinal f(® complexo no dominio do tempo, mas com uma com-

ponente imaginaria com desfasamento de fase relativamente ao sinal real inicial

de 90°.

Para o processamento de sinais, o algoritmo [°! para o célculo da transfor-

mada de Hilbert passa pela realizacdo da transformada de Fourier.

Seja um sinal f(t), tal que t = 1,2,3....N. Seja Y (k) a sua transformada de

Fourier definida pela equagao (4).

Criando um operador H (i) tal que:

N
1, S€i=1,(§+1)
H() =<2, sei=234,..,N/2 (6)
N
0, sei = <E+2>,...,N

)
Y'(k) = Y(k) * H®)

Calculando a transformada de Fourier inversa de Y'(k) obtemos o sinal

f(t) que representa a transformada de Hilbert do sinal f(t).

—2mj

N

\ 1 )

f@®) = FFT™(y'®) = v z YN XHxED) g o3 N (§)
k=1
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Exemplo:

Seja um sinal f(t) = sin (mt). A sua transformada de Hilbert devera ser o
sinal f(t), idéntico ao anterior , mas desfasado de 90°. Ao aplicar o algoritmo

descrito acima, obtemos o resultado que pode ser observado na figura 2.9.

Transformada de Hilbert

= Legenda
_f®

wo ]

o ~
~,;,- _ Imag(f())
e
¢ 2
&

o

T T T T T T T

0 2 4 B 8 10
z Tempo

Figura 1.9 - Transformada de Hilbert do sinal f(t) = sin (mt). A vermelho, a componen-

te imagindria da transformada de Hilbert, e a preto, o sinal original.

Esta transformacao permite-nos calcular a varia¢ao da fase p(t) de f(t) ao
longo do tempo.
Real(f (1)) )

ple) = tan® (hnag(f(t))

©)

Aplicando esta equacdo ao exemplo anterior obtemos a figura 2.10, que

representa a fase ao longo do tempo para a funcao f(t).
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|

Tempo

Figura 2.10 - Fase ao longo do tempo de f(t).

A diferenca de fase entre os dois sinais é obtida realizando a transformada
de Hilbert para ambos os sinais, calculando para cada um a fase ao longo do

tempo e tomando a diferenca entre elas.

Diferenca de fase (fl(t),fZ(t)) = Fase de f1(t) — Fase f2(t) (10)

Exemplo:

Seja um sinal f1(t) = sin (wt) e f2(t) = cos (nt). Calculando a transfor-
mada de Hilbert e a fase ao longo do tempo para cada um, iremos obter, para o
seno, as figuras 2.9 e 2.10. Para o co-seno obtemos graficos semelhantes mas

com um desfasamento de 90°.
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Calculando a diferenca entre a fase de f1(t) e f2(t) obtemos o grafico da

figura 2.11.
Diferenca de fase
g TSy
I
[=] o
[ -
©
o
e
PR
w
L)
(1N
3 o 4
S
C
o
2 9
<
T —
(ERERIRE) focconcodc] (T oo Lo}
T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Tempo

Figura 2.11 - Diferenca de fase ao longo do tempo entre f1(t) e f2(t).

Como podemos observar os valores variam entre "/, e — 37T/ 2,0 que se

encontra correcto tendo em considera¢do que um seno e um co-seno com a

mesma frequéncia possuem um desfasamento de ™/, . (De notar que no circulo

trigonométrico, - 37/ 2= "T/5)
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2.6 Analise Estatistica: ANOVA a um factor

Neste trabalho utiliza-se a analise estatistica ANOVAI a um factor para a
validacdo dos resultados obtidos. Esta ferramenta analisa dois conjuntos de
médias e averigua se estas pertencem ou ndo a mesma populagdo. Por outras
palavras, permite classificar as diferengas observadas como relevantes estatisti-
camente ou nao.

Sejam u1 e 2 a média a analisar de populacdes diferentes, 1 e 2. Assim
consideramos as hipoteses:

HO: ul = u2
H1:pul # u2

Seja a populacao yi, constituida por N termos. Cada termo desta é dado
por:

Yij=u+6 +¢gj0ondej=12ei=1,..,N (11)

u - Média da populagao total

6; - Desvio da média da populagdo j perante a média da populagéo total p.
0j = Hj— M (12)

g;j — Variabilidade dentro de cada populagao.

De modo a testar se a nossa hipétese HO é verdadeira, assume-se que a va-
ridncia ¢? é igual para as duas populacdes e que o termo ¢;; é independente e

segue uma distribuicdo normal, de média 0 e variancia o?

Como tal, calculam-se a soma dos quadrados entre populagdes, a soma
dos quadrados dentro da prépria populagdo e a soma dos quadrados dentro da

populagao total y, sendo quey =y 1+y 2.

Sabendo que:
N
Soma dos quadrados(y) = SQ(y) = Z(yi - média(y))2 (13)
, =1
SQ) = ) SQr) +5Q (11y2) (14)
i=1
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Onde
SQ(y) — Soma dos quadrados para a populacio total y
SQ (yj) — Soma dos quadrados dentro da populagao y;
SQ (y1y2) — Soma dos quadrados entre y, e y,

Podemos calcular a soma dos quadrados entre as populacdes a partir dos
outros dois termos.

Podemos assim caracterizar a média dos quadrados, MQ, para cada um

dos grupos dada por:
sQ(v;) $Q(v;)

mQ(y;) graus de liberdade dey; N —] (15)

SQ(y1y2) SQ(y1v2)
_ = 16
MQ(y1y2) graus de liberdade de y;y, J—1 (16)

S SQ(y1y2) +SQy;
MOGy) = o) _SQ(nye (v)) a7

graus de liberdade de y N-1

Por fim, calculamos o termo F, que nos diz a proporcao entre a média dos
quadrados. Caso HO fosse verdadeira, seria de esperar que F fosse um valor
perto de 1 e que as diferencas entre valores na populagao se deveriam a varia-
cao do factor ¢;;. Sendo assim:

F= MQ(y1y2) (18)
MQ(y;)

F critico é o maior F que pode ser obtido para que a hip6tese HO seja ver-
dadeira. Este valor encontra-se tabelado, na funcdo de densidade F. O valor de
a, normalmente 0.05, indica a percentagem de erro que permite calcular este va-
lor. As hipéteses verdadeiras dizem-se verdadeiras com um intervalo de confi-
anca de I-a, neste caso 0.95 (95%).
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2.7 Importancia da caracterizacao do batimento ciliar em

peixes-zebra

Os peixes-zebra (Danio rerio) sdo uma espécie de peixe tropical de agua
doce da familia das carpas (Cyprinidae), originaria da regido dos Himalaias [11]
(figura 2.12). Sao utilizados como modelo biolégico para fins biomédicos devi-
do a diversos factores entre os quais a sua elevada taxa de fertilidade e o facto
dos embrides se desenvolverem rapidamente fora da mdae. Os embrides sdo
transparentes, permitindo uma melhor visualizacdo em estudos que carecam de
analise de imagens in vivo. A utilizacao destes peixes contribui para uma redu-

cdo de custos e maior eficiéncia dos estudos biolégicos.

Sao utilizados como modelo vertebrado para diversos estudos de patolo-
gias do foro genético, com a vantagem de que todo o seu genoma esta sequen-
ciado e existem muitas estirpes mutantes disponiveis. A capacidade de se pode-
rem efectuar screening genéticos rapidamente permite o isolamento de genes
especificos para varios processos biologicos. Muitos dos fenétipos mutantes
identificados com estes screenings sao homoélogos a mutagdes que ocorrem em

mamiferos e em particular em humanos.

Devido a sua elevada capacidade de regeneracgdo sao usados também para
estudos a nivel de medicina regenerativa e doengas neuro degenerativas. Como
modelo para doencas humanas, sdo também importantes para investigacao a

nivel de ciliopatias, cancro, diabetes e doengas cardiovasculares.

Paélo animal
Figura 2.12 - (acima) Peixe-zebra
adulto. Fonte: thehindu.com - Science Scroll
- Why can’t we grow back amputated organs
Paélo Ventral

like zebrafish? Acedida a 15 de Janeiro de
2013.

Figura 2.13 - (a direita) Estagios do
embrido do peixe-zebra e algumas das
estruturas observéveis. Fonte: Adaptado
de embryology.med.unsw.edu.au - UNSW
Embryology - Zebrafish - Segmentation Pe-
riod. Acedida a 15 de Janeiro de 2013.

8 Somites 17 Somites

[ Vesicula de Kupffer
3 slastodisco
B notocorda

- Ezcudo Embridnico
[ Desenvelvimento do vinco do mesencéfalo e primedium optice

26 Somites
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Os embrides de peixes-zebra utilizados para a obtencdo de imagens cilia-
res para o nosso estudo encontram-se entre os estadios 8 a 10-somitos 12l onde é
possivel a visualizagdo da vesicula de Kupffer na cauda do peixe (ver figura
2.13).

Os cilios observados nesta vesicula sao cilios nodais que geram um fluxo
nodal (figura 2.14). Durante a gastrulacao, o fluxo nodal influencia a localizagao
dos 6rgaos internos do embrido. Sendo assim, os cilios nodais influenciam a as-
simetria esquerda-direita no peixe-zebra, e o comprimento destes parece estar
igualmente relacionado com a robustez dos fluxos nodais [13l. Foram observados
varios mutantes de peixe-zebra com problemas de lateralidade, entre os quais
uns que apresentavam lateralidade de todos os 6rgaos, menos do coragao, o que

é também observado em alguns casos clinicos de PCD (Lopes et. al. 2010).

Figura 2.14 - Cilios de peixe-zebra na vesicula de Kupffer. Fonte: cedoc.unl.pt/cilia-
regulation-and-disease/. Acedida a dia 6 de Outubro de 2014.

Os cilios de peixe-zebra permitem o estudo da influéncia de varios facto-
res genéticos no batimento ciliar, pelo que se consegue recriar em laboratério

varios mutantes e posteriormente observar a influéncia destas mutagoes.
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2.8 Estado da arte

Existem diversos métodos de diagnéstico para a discinesia ciliar primaéria,
embora o primeiro passo passe pela identificacdo dos sintomas mais comuns
por parte de um médico, como a dificuldade respiratoria, sinusite crénica e ou-
tras infecgdes recorrentes no tracto respiratério e auditivo. Para confirmagao de
diagnostico sdo efectuadas escovagens nasais, medicdo do nivel de NO (6xido

nitrico) nasal e testes genéticos através de uma amostra de sangue. [°!

O trabalho de investigacdo nesta doenca é efectuado com base em mode-
los animais, nomeadamente ratinho, algas Chlamydomonas reinhardtii e peixe-
zebra, ou em amostra do epitélio nasal de grupos de pacientes ja diagnostica-
dos. Os modelos animais possibilitam uma andlise mais detalhada dos proces-
sos que ddo origem a patologia, visto que permitem silenciar genes ou mesmo
induzir mutagdes e, posteriormente, analisar o comportamento ciliar face a es-
tas modificacdes in vivo e num organismo intacto. Os grupos de pacientes per-

mitem estudar evolucdo da doenca a longo prazo.

Actualmente, a contagem da frequéncia dos cilios e a analise do seu bati-
mento sdo realizadas maioritariamente de modo subjectivo. Em humanos sdo
efectuadas escovagens nasais com auxilio de zaragatoas, onde sdo recolhidas
amostras de células do epitélio nasal que sdo enviadas para andlise. Sdo grava-
dos videos dos cilios de modo a que se possa estudar todo o batimento ciliar. A
analise dos batimentos é realizada através da visualizacdao destes a uma veloci-
dade baixa o suficiente para que se possa observar o seu movimento. E ainda
analisada toda a estrutura ciliar por microscopia electrénica 2], para averiguar
deformacoes. Existem outros métodos mais antigos de andlise da frequéncia ci-

liar nomeadamente por espectroscopia, foto diodos e foto multimetros. [14]

Mais recentemente existem programas criados para andlise das imagens
de video de microscopia para cilios humanos. Entre estes esta o ciliaFA 14, que
foi desenvolvido por uma equipa da Action Medical Research no Reino Unido.
Elaborado usando a ferramenta Image] e com recurso ao Excel, este plugin reali-
za a andlise da frequéncia do batimento ciliar. No ciliaFA sao extraidas intensi-
dades dos pixeis das imagens por video dos cilios e é efectuada uma FFT das

intensidades. Se a frequéncia dos cilios estiver entre 3 a 52 Hz, o programa é ca-
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paz de medir o seu valor e apresentar o resultado. No entanto, esta ferramenta

trabalha apenas com cilios humanos, estando optimizada para tal.

Para peixes-zebra, os investigadores do grupo “cilia regulation and di-
sease” no CEDOC@IGC criaram uma metodologia para a analise da frequéncia
ciliar. Estabeleceram que a frequéncia possui valores que variam entre 20 a 40
Hz, com uma média de 33Hz. Determinaram ainda a existéncia de cilios wob-
bling que possuem, para além da frequéncia principal, uma frequéncia secundé-
ria de valor inferior. [241S3o cilios raros, que apenas constituem cerca de 14% da

populacao. [24]

O padrao de batimento ciliar ao longo do tempo pode ser visualizado
através de um quimografo, tendo como base os videos da vesicula de Kupffer
(figura 2.15 e 2.16). Este da uma projeccdo da variacdo dos pixeis, em ordem a x
ou ay, ao longo do tempo. O quimoégrafo para os cilios wobbling revela um pa-

drao irregular (figura 2.16), ao contrario da de um cilio normal (figura 2.15).

Figura 2.15 - Quimoégrafo de um cilio normal.

Figura 2.16 - Quimoégrafo de um cilio wobbling.
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3.PROCESSAMENTO DE IMAGEM

3.1 Pré-processamento geral

Os videos analisados sdo recolhidos por microscopia electrénica pelos in-
vestigadores do CEDOC@IGC. Sao filmadas vesiculas de Kupffer de peixes-
zebra in vivo, a partir de embrides aos quais podem, ou nao, ter sido induzidas
alteracdes genéticas. Estes encontram-se na fase de desenvolvimento 8 a 10 so-
mitos, na qual ainda ndo existe formagdo dos 6rgaos internos e é possivel a vi-
sualizacdo da vesicula de Kupffer na cauda do peixe. O processo de formacao
dos 6rgaos ira ser influenciado pelo movimento dos cilios nodais presentes na

vesicula.

Os filmes sao adquiridos a uma taxa de aquisicao de 500 frames por se-
gundo e desacelerados para 30 frames por segundo. Com recurso ao programa
de tratamento e andlise de imagem Image] os videos serdo processados de modo

a ser extraido a maior quantidade de informagao possivel.

Apesar da membrana da vesicula ser transparente, nos videos é possivel a
observacdo de uma camada (figura 3.1 A) que, impede a visualizacdo dos cilios.
Como esta é estética, ao efectuar a projeccao da média de cada um dos pixeis da
imagem, obtém-se uma imagem da membrana (figura 3.1 B). Com a subtraccao
da mesma em cada frame eliminamo-la obtendo apenas a imagem do interior
vesicula (figura 3.1 C). Desenvolveu-se uma sucessao destes comandos - uma

Macro - de modo a que o tratamento possa ser efectuado em qualquer filme.

Posteriormente foram desenvolvidas mais macros, nomeadamente de ex-
traccdo de ruido, binarizagdo e melhoramento de imagem mas devido a baixa

resolucao dos videos estas nao chegaram a ser utilizadas neste trabalho.
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A

Video original Computagdo da mé- Remocao da média

dia em cada frame

Figura 3.1 - Esquema do processo de tratamento de Imagem.
A partir do video original (A) é calculada a média de todas
as frames (B). Esta é entdo subtraida ao video (A), originando
uma imagem sem a mesma (C). Por fim é realizada a inver-
sdo das cores (D) da imagem, de modo a que os cilios se

apresentem mais claros.

Inversdo da imagem

3.2 Processamento de imagem para a caracterizacao do
movimento ciliar

3.2.1.Primeiros algoritmos e suas limita¢Ges

Numa primeira fase pensou-se em automatizar ao maximo a segmentacao
dos cilios de modo a adquirir valores de referéncia para o movimento. Através
de macros conseguiu-se uma ordem de comandos que, com o ajuste do utiliza-

dor, levavam a binarizacdo e posterior esqueletizagao do cilio.

Os videos eram tratados como descrito na figura 3.1. De seguida, elimina-
va-se ao méaximo o ruido de fundo (figura 3.2 B). Como este processo diminuia
o contraste da imagem, era pedido ao utilizador que o ajustasse de modo a que
o cilio ficasse bem visivel (figura 3.2 C). De seguida era aplicado um filtro gaus-
siano que iria suavizar as bordas, evitando parte do ruido introduzido pelo con-
traste. (figura 3.2 D) A imagem era entdo binarizada (figura 3.2 E e F), com ajus-

te manual, de modo a evitar perdas de informagdo e seguia-se a remogao dos
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clusters (figura 3.2 G), num processo ciclico, com a ferramenta Remove Clusters
presente no Image]. Tal como nos processos anteriores, o utilizador devia medi-
ar a remocdo de modo a que ndo se perdesse parte do cilio. Por fim esqueletiza-

va-se a imagem (figura 3.2 H).

Figura 3.2 - Primeiro processo de tratamento da imagem, desenvolvido para a caracteri-

zagdo do movimento ciliar. A partir da imagem (A) era retirado o ruido de fundo (B) e aumen-
tado o contraste (C). Devido ao aumento do ruido, aplicava-se um filtro gaussiano (D) que sua-
vizava a imagem. Esta era binarizada (E e F) e removia-se as particulas de fundo que mais pro-
eminentes (G). Por fim era esqueletizada para obter a zona central do cilio (H). Podemos obser-
var assinalado a verde um cilio cujo tratamento ndo alterou a sua geometria e assinalado a ver-

melho um cilio que sofreu “um corte” devido a binarizagado e posterior remogao de clusters.

O objectivo passava por guardar os pontos referente a zona central do ci-
lio, obtidos através da esqueletizagao, e tentar deduzir automaticamente, atra-

vés de codigo R, as coordenadas que delimitavam a ponta, o meio e a base.

Cada conjunto de pontos que representava a zona central era considerado
como uma funcao f(x,y). (figura 3.3) Os pontos da funcdo eram ordenados e era
aplicado um smoothing de modo a facilitar o célculo da segunda derivada. Com

esta determinava-se os pontos de inflexdo que, teoricamente, iriam correspon-
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der aos pontos que iriam segmentar o cilio. Apesar de as macros e o cédigo em R
para o tratamento e divisao do cilio terem sido desenvolvidos, os resultados ob-

tidos nao foram satisfatorios.

Cilio f(x,y)

177

174

I O Y
=]
=]

171

80 83 100 103 110

Smoothing do cilio f(x,y)

177

174

171

80 85 100 105 110

04

oo

80 85 100 105 110

Figura 3.3 - Exemplo de um cilio f(x,y). Segundo este resultado, a segmentacdo iria ser
aplicada nos pontos marcados a verde. Se examinarmos o cilio, os pontos a azul marcados no

primeiro grafico efectuam uma segmentagdo mais correcta.

Devido a natureza irregular da binarizagdo existiam zonas onde eram de-
tectados dois pontos de inflexdo errados, em determinados casos, relativamente
proximos dos reais. Na figura 3.3 podemos observar que dois dos pontos de-
terminados (a verde) se encontram bastante perto do pontos que efectuam uma

segmentacdo correcta (a azul).

O movimento ciliar, como j4 foi descrito, decompde-se em dois tipos: um
lateral, que se caracteriza por um movimento ondulatério semelhante ao de um

chicote, e um rotacional, que ndo é completamente captado pelos videos quan-
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do o cilio se encontra na posicao lateral. Este altimo causa um ligeiro desvio na
ponta dos cilios de perfil, o que origina uma perda de contraste tal que, em de-
terminadas frames, a intensidade dos pixeis ndo permite a binarizagdo seleccio-

nar aqueles pixeis como parte do cilio.

Devido ao ruido da imagem, a binarizacdo também encontrava muitos ar-
tefactos (figura 3.4 A) e as proprias bordas do cilio eram inconstantes (figura 3.4
B), alteracdes na geometria do cilio que ndo correspondiam a realidade. O mo-
vimento ciliar era assim, incompleto, visto que parte do cilio poderia ndo estar
presente e arriscar-se-ia a que fossem induzidas alteragdes no movimento devi-

do ao ruido.

Figura 3.4 - Dois exemplos de problemas relacionados com a binarizagdo. A. Pode-se ob-
servar o artefacto criado na borda do cilio pelo ruido. B. O desaparecimento de parte do cilio

devido ao contraste da imagem. Ambos originam irregularidades, assinaladas a vermelho.

A dificuldade na seleccdo dos pontos da base, do meio e da ponta, levou a
que se implementasse pontos guia inseridos pelo utilizador, que seriam usados
pela fungdo. Apesar disto, a perda de informacao durante a fase de binarizacao
continuava a dificultar a previsdo dos pontos e resultava em segmentacdes in-

correctas.

Optou-se, assim, por uma seleccdo manual dos pontos de segmentacao do
cilio. Seguindo o protocolo desenvolvido (Anexo I) o utilizador deve seleccionar
quatro pontos por cada frame, dividindo-o em ponta, meio e base do cilio. Este
método permite que ndo se perca informagdes, ja que mesmo com desapareci-
mento de parte do cilio devido ao seu movimento rotacional é possivel perceber

o seu movimento através da observacao da sequéncia de imagens.

29



3.2.2.Procedimento actual

Num video com pelo menos 100 frames, o utilizador devera seleccionar um
cilio que esteja em posicao lateral, com um movimento bem definido. A ima-
gem do cilio deve estar posicionada de modo a que a base do cilio se encontre
virada para a esquerda e o mais proximo possivel da borda esquerda da ima-

gem, preferencialmente na posicdo horizontal (figura 3.5).

R

Figura 3.5 - Rotacdo de um cilio.

Neste processo nao deverao ser utilizadas operacgdes de rotacao que nao
sejam de inversao horizontal e vertical ou de +90°. Outro tipo de rotacdes po-
dem vir a introduzir altera¢des na forma da imagem originando erros de inter-

polagdo nos pixeis e, como tal, ndo devem ser utilizadas.

Sdo marcados quatro pontos (figura 3.6 A). A marcacao destes deve ter
como base os locais onde a estrutura ciliar apresenta inflexdes, bem como a dis-
tancia entre os pontos. O critério utilizado foi o de dividir o cilio em trés partes
com dimensdes semelhantes, com excepgdo para casos em que o movimento do
cilio sugira uma outra segmentacao. Para minimizar erros deverdo ser marca-
dos primeiro os pontos que se localizam nos limites do cilio (ponta e base) e
posteriormente os dois pontos intermédios que irdo segmentar o cilio em trés

partes.

Para destacar os pontos marcados utiliza-se uma binarizacdo. Esta consiste
num método de clustering, em que assume que parte dos pixeis da imagem cons-
titui um grupo, que devera ser branco, e outro que serd a preto. No nosso caso
apenas os pontos deverao estar seleccionados em todas as frames. O fundo de-
vera ser escuro, com os pontos a branco. Sendo assim aplica-se uma binarizacdo

com o threshold a 0, sendo esta a cor preta. De seguida é realizada uma esquele-
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tizagdo que reduz os pontos a um tnico pixel e estes vao ser a base de trabalho
do resto do processo. Na figura 3.7 encontra-se um esquema ilustrativo dos

procedimentos usados no processamento.

=

Figura 3.6 - Exemplo da aplicacdo da binariza¢do a imagem com os pontos marcados a
preto e posterior esqueletizacdo. A. Marcacdo dos quatro pontos. B. Binarizacao. Como se pode
observar o método de binarizagdo permite a marcacao de um limite que determina que todos os
pixeis que ndo se encontrem a preto na imagem fiquem a preto, e os restantes a branco. C. A
esqueletizagdo. Esta reduz estes pontos a apenas um pixel que vai constituir a base de trabalho

para a analise do movimento.

Seleccionar um cilio lateral

Reduzir o video a pelo menos 100 frames

Dividir o cilio em quatro pontos

Binarizacao

Esqueletizacao

Converter para RBG

Figura 3.7 - Esquema do pré-processamento para a caracterizagdo do movimento ciliar.
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4. PROCESSAMENTO DE DADOS

4.1 Criacao de um plugin para imagej

O Image] é uma ferramenta de tratamento de imagem para fins cientificos
de dominio publico desenvolvido pelo Instituto Nacional de Satide dos Estados
Unidos da América. Como o nome indica o seu cédigo tem como base lingua-
gem JAVA e permite a criagdo e instalacdo de plugins tendo um elevado nivel

de personalizacao de acordo com cada utilizador.

O plugin criado no decorrer deste trabalho foi desenvolvido em JAVA e
tem como objectivo facilitar a recolha de dados dos videos e nele estdo contidas
as ferramentas para a aquisicdo de dados para o posterior calculo da frequéncia
e caracterizacdo do movimento. Permite ainda guardar estes dados sob o forma-
to de texto, que ira servir de base para o processamento em R o qual seré discu-

tido nas préximas secgdes.

O plugin foi desenhado de modo a que a sua utilizagdo seja fécil e intuitiva
para o utilizador. Numa primeira instancia, quando se corre o plugin, é pedido
ao utilizador que insira a taxa de aquisi¢do do video em frames por segundo (fi-
gura 4.1 A). Se este for um valor valido, inicia a interface do plugin (figura 4.1
B). Esta é constituida por seis botdes, organizados numa janela e dispostos por
tipo de aquisicdo. A funcionalidade de cada um sera descrita nas seccdes se-

guintes.
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: | Getfrequencyspectra|
Frames per second: |0] Plot results | Set cilia limits |

Save values | Get cilia movement |

OK Cancel

A B

Figura 4.1 - A. Interface inicial para a insercao da taxa de aquisicdo do video e B. Interfa-

ce do plugin.

4.1.1. Limitacoes do Image]

Uma das principais limitagdes do Image] é a capacidade de memoria e a
velocidade de processamento, pelo que o algoritmo ndo pode armazenar valo-
res de um grande namero de variaveis. Dado que cada video tem no maximo
512 frames seria necessaria uma lista de x X y matrizes, com 512 valores de in-
tensidade cada uma, o que se provou impossivel, visto que o plugin para além
de demorar tempo excessivo ndo chegava a guardar os valores alegando falta

de memoria.

O problema da falta de memoria, aliado a morosidade do programa a rea-
lizar operagdes de calculo complexas, levou a que se utilizasse o R como ferra-
menta de analise de dados. Sendo assim, os videos sdo processados em Imagej e
com o plugin retiram-se todos os dados necessarios para em R efectuar a deter-

minacado das frequéncias ciliares e caracterizagdo do movimento ciliar.

A utilizacdo de linguagem R neste trabalho deve-se ao facto de este ja ser
utilizado pelos investigadores do CEDOC®@ICG, pelo que facilita a compreen-

sdo e uso das ferramentas desenvolvidas no decorrer deste trabalho.

4.2  Calculo das Frequéncias ciliares

O grupo de investigacdo “cilia regulation and disease” no CEDOC@IGC
desenvolveu uma metodologia para a caracterizacdo das frequéncias, no entan-
to para este trabalho também se estudou a frequéncia dos cilios aos quais se fez
a andlise do movimento. Como tal, incorporou-se no plugin um método de re-

colha de dados para célculo da frequéncia, tanto para um pixel, como para to-

34



dos os pixeis da imagem. Apesar de se basear na mesma metodologia, o algo-
ritmo desenvolvido pelo grupo de investigagdo, é executado de maneira dife-
rente, na medida em que adquire a variagao de intensidades de um pixel direc-
tamente no quimégrafo, exportando os dados para R onde calcula a transfor-

mada de Fourier.

O cédigo em R para a determinagdo das frequéncias tem como base a
transformada de Fourier, quer seja para um pixel, quer seja para varios. Conso-
ante o tipo de processamento escolhido, pode determinar a frequéncia ciliar,
sendo que o calculo a varios pixeis permite uma determinacdo da frequéncia
principal mais fidvel. No entanto na andlise de cilios wobbling, o uso de varios
pixeis mascara a frequéncia secundéria, pelo que o calculo da frequéncia associ-

ada apenas a um pixel nestes casos se torna mais vantajosa.

4.2.1. Plugin - Aquisicao de dados para o calculo da frequéncia

A determinagdo da frequéncia ciliar assenta na variacdo de intensidade de
um ou mais pixeis da imagem. Observando a interface do plugin observamos
diversas funcdes (figura 4.1 B). A funcdo “Get frequency values” adquire a inten-
sidade de um tnico pixel para cada frame do video, armazenando-a. Os valores
podem ser visualizados graficamente ao longo do tempo seleccionando a opcao
“Plot results” (4.2 A). Esta opcao permite ainda ao utilizador observar os valores

adquiridos sob a forma de lista (4.2 B).

File Edit Font

S A s
250 0.0020 140.0000
0.0040 130 0000
0.0060 138.0000
200 0.0080 166 0000
= 0.0100 186.0000
I 0.0120 1150000
=50 0.0140 1020000
| 0.0160 1180000
0.0180 1260000
100 0.0200 1320000
0.0220 1380000
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0240 139.0000
Time (seconds) 0.0260 147.0000

(5] save..| copy.|x=0.21, t-95.2 00280 1230000 z

A B

Figura 4.2 - Janelas obtidas ao efectuar a recolha de intensidades para um pixel. A. Varia-

¢do de intensidades obtida para um pixel. B. Lista das intensidades obtidas e os seus tempos.
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Seleccionando a opcado “save values” podemos guardar os valores numa lo-
calizagdo a escolha, bastando para tal digitar o caminho. O ficheiro tera formato
de texto e o nome “Intensity_values” seguido da data e hora de aquisigao. Este
ficheiro contém um cabecalho com informacado geral do video como a data de
aquisicdo, frames por segundo, nimero de frames e coordenadas do pixel onde
foi adquirida a variacao de intensidade. De seguida, apresenta uma tabela com

a frame, o tempo e a intensidade (de 0 a 255) do pixel em causa.

Para o utilizador adquirir os dados para o calculo da frequéncia para um
pixel, aconselha-se a visualizagdo do quimégrafo do cilio em questdo para de-
terminar qual o melhor local para fazer a aquisi¢do. O quimoégrafo pode-se vi-
sualizar no Image] através das teclas de atalho ctrl+shift+H. O pixel deve ser
aquele que corresponde ao pico superior da onda deste para evitar o apareci-

mento de harmonicas.

A fungdo “Get frequency spectra” obtém a intensidade para cada um dos
pixeis que constituem a imagem ao longo do tempo. Estes valores sdo guarda-
dos num documento de texto de nome “TotallntensityValues” a medida que sao
obtidos. Este documento terd no cabecalho o tamanho x,y da imagem em pixeis,
a data de aquisicdo, as FPS e o niimero de frames. De seguida, apresenta o na-
mero de cada pixel, a sua intensidade e a frame correspondente. O nimero do
pixel permite a identificacdo do local do mesmo, possibilitando a criacdo de um

espectrograma com as frequéncias de cada pixel.

4.2.2. Codigo R - Calculo da frequéncia de um tnico pixel

Quando o utilizador corre o c6digo R, é-lhe pedido o ficheiro de texto que

contém as intensidades ao longo do tempo para o ponto em questao.

Existem no c6digo diversas constantes que deverao ser ajustadas pelo uti-
lizador antes de o correr, nomeadamente o factor de conversdo, que vai conver-
ter a frequéncia obtida de acordo com a frequéncia de aquisicdo do video, e o
pico maximo de poténcia (Pks) que deve ser considerado. Por defeito assume-se

que o factor de conversao é 500/30.
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O processo de célculo da transformada de Fourier tem como base a varia-

cdo das intensidades ao longo do tempo.

Primeiro é filtrada a média deste sinal e determinado o NFFT de acordo
com o nimero de frames do video. O sinal é entdo cortado ou preenchido com

zeros, dependendo do valor de NFFT.

Com este novo sinal é calculada a transformada de Fourier. O sinal obtido
é filtrado em relagdo a poténcia F(w) de acordo com a constante Pks, visto que o
ruido de fundo pode atingir valores de poténcia muito elevados mascarando a

frequéncia ciliar.

De seguida sdo determinados os picos mais altos da transformada. Este
processo s considera picos com frequéncias superiores a 6 Hz, visto que a ga-
ma das principais frequéncias de ruido se encontra entre os 0 e 6 Hz. O pico
maximo corresponde a frequéncia do cilio ou, por vezes, a sua harménica mais
proxima. Na figura 4.3 pode ser observado um espectro de frequéncia para um
cilio. Para frequéncias inferiores a gama de ruido, o pico mais alto corresponde
a frequéncia 43,0 Hz, sendo esta a sua frequéncia fundamental. De seguida ob-

servam-se algumas harmoénicas com picos igualmente elevados.

Os primeiros cinco picos mais altos sdo apresentados na janela em R para
consulta do utilizador (figura 4.4), sendo assinalado o pico maximo.

Frequency Cilia

Feaks= Frequency

7 [1,] 6.178053  0.9765625
[2,] 5.530137 42.9687500

7 [3,] 4.413307 6.8359375
. [4,] 3.422429 85,9375000
[5,] 2.681617 126.9531250

Figura 4.4 - Exemplo para a andlise de

- um pixel de uma tabela de valores com os

picos mais altos do FFT. Para este exemplo a

0 . 100 150 200 250 frequéncia considerada para o cilio seria de

43,0 Hz.

Frequency(Hz)

Figura 4.3 - Exemplo para a andlise de
um pixel do espectro obtido ap6s a aplicacdo

do algoritmo FFT.
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4.2.3. Codigo R - Calculo da frequéncia para varios pixeis

Quando se trata de varios pixeis, este processo repete-se para cada um dos
pixeis que representam a imagem. Cria-se uma matriz com a dimensao da ima-
gem e nesta sdo guardados os valores do pico méximo de acordo com as coor-
denadas (x,y) do pixel que esta a ser analisado. E ainda calculada a frequéncia
média do conjunto dos pixeis. Ao utilizador é apresentada a tabela das frequén-
cias presentes e a sua contagem, bem como o histograma (figura 4.5) das mes-

mas.

Histogram

4296875
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|

Ocurrences
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|

200
|

T W 1T T T 10 0T T T T T 0 T T
6.8359375 63.4765625 119.140625 171875  218.75

Frequency (Hz)

Figura 4.5 - Exemplo de um histograma para o mesmo cilio que a imagem anterior mas

utilizando a totalidade dos pixeis. Como se pode observar o resultado é o mesmo, 42.97Hz.

A observacdo da frequéncia de cada um dos pixeis da imagem traz vanta-
gens, nomeadamente permite o calculo de frequéncias mesmo que estas estejam
bastante mascaradas pelo ruido sendo um método de célculo mais fidvel que o

de apenas um pixel.

O utilizador pode ainda realizar o heatmap das frequéncias (figura 4.6) pa-
ra esta imagem, observando todas as frequéncias da imagem e a sua localizacao

na mesma. Correspondendo esta abordagem a uma extensdo dos procedimen-
tos ja realizados no CEDOC@ICG.
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Figura 4.6 - Heatmap de um cilio. A escala Figura 4.7 - Frame do cilio que
encontra-se em Hz. Pode-se observar uma enor- originou o heatmap. O seu movimento
me prevaléncia de frequéncias na gama a que cor- pode ser observado no heatmap pelas zo-
responde a frequéncia do cilio (figura 4.7). No nas que correspondem a frequéncia ciliar
fundo sobressaem as frequéncias mais altas visto  (azul).
que se filtrou parte das mais baixas aquando da

realizacdo do FFT.

4.2.4. Codigo R - Estudo da diferenca de fase entre cilios

Utilizando os ficheiros das intensidades associado apenas a um pixel apli-
cou-se a transformada de Hilbert com o objectivo de analisar a diferenca de fase
entre dois cilios. Esta, tal como ja foi discutido, permite analisar a diferenca de
fase entre dois sinais através da representacdo complexa de cada um deles lon-

go do tempo.

Esta andlise derivou da observacdo de certas irregularidades no movimen-
to ciliar que aparentavam ser semelhantes a um acerto de fase entre varios cilios
(figura 4.8). Apesar de este facto so ter sido observado num conjunto de cilios
(normais) tentou estudar-se a possivel relagdo entre as suas diferencas de fase

durante um intervalo definido de frequéncia ciliar.
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O cilio em questao era um cilio que se observava num plano vertical, e que

aquando a rotacdo realizava “uma breve paragem”. O quimégrafo encontra-se

representado na figura 4.8.

Figura 4.8 - Quimoégrafo do cilio com movimento anormal assinalado a azul.

Procedeu-se a andlise da fase entre cada um dos cilios presentes na vesicu-

la e ao estudo das suas diferencas de fase. Um exemplo de resultado pode ser

observado nas figuras 4.9 e 4.10.

Fase (Radianos)

Fase (Radianos)

-1

3

-1

3

Fase para o cilio 1

| | | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Tempo (s)
A

Fase para o cilio 2

1.0

| | | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Tempo (s)

B

1.0

Figura 4.9 - Gréficos das fases ao longo do tempo. A. Fases para o cilio 1 representado na

figura 4.8 e B. fase para um cilio vizinho (cilio 2).
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Diferenca de Fase entre o cilio 1 e o cilio 2
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Figura 4.10 - Diferenga de fase para o cilio 1 e cilio 2. Podemos observar alguns momen-
tos em que a diferenca de fase aparenta ter um valor relativamente estavel.

Através da observacao do grafico 4.10 podemos assinalar momentos em
que os valores de diferenca de fase aparentam ter um valor relativamente esta-
vel. Apesar disto quando estudados varios graficos de diferentes cilios, verifi-
cam-se que estes momentos sdo comuns, mas aparentam ser de origem estocas-
tica. Como tal, os resultados ndo foram conclusivos pelo que a abordagem foi

posta de parte.
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4.3 CARACTERIZACAO DO MOVIMENTO CILIAR

4.3.1. Aquisicao de dados para a caracterizacio do movimento

Como ja foi descrito anteriormente, o utilizador selecciona quatro pon-
tos/frame que irdo segmentar o cilio. O plugin permite guardar estes pontos

num documento de texto que sera analisado em R.

O botao “Set cilia limits” permite que o utilizador indique as coordenadas
do rectangulo que contém o cilio na imagem. Caso toda a imagem seja para
analisar, o utilizador insere a dimensdo da imagem. Por sua vez “Get cilia mo-
vement” vai adquirir todos os pontos de todas as frames e calcular a dimensao do
cilio para cada uma. O ficheiro de texto final contém a indicacdo do rectangulo
que foi analisado, as coordenadas x e y de cada um dos quatro pontos e a di-

mensao estimada para cada frame.

A medida que decorre a aquisicao, uma janela de log (figura 4.11) é apre-
sentada ao utilizador, com a indicacdo do ntiimero da frame onde se esta a obter
os pontos. Esta funcionalidade permite ao utilizador detectar em que frame exis-

tem pixeis a mais devido a artefactos.

d Log - o '
File Edit Font

des

Acguiring X and ¥ segmentation wvalues for frame 63 of 100

Acguiring X and ¥ segmentation values for frame 64 of 100

Acguiring X and ¥ segmentation values for frame 65 of 100

Acguiring X and Y segmentation values for frame 66 of 100

Acguiring X and Y segmentation wvalues for frame 67 of 100

Acquiring x and Y segmentation values for frame 68 of 100

ACOUiring X and ¥ segmentation values for frame 69 of 100

ACOuining X and ¥ segmentation values for frame 70 of 100

Acguiring X and ¥ segmentation wvalues for frame 71 of 100

java lang ArraylndexOutOfBoundsException: 8

at Cilia_data_27junho.cilia_form(Cilia_data_27junho javai551)

at Cilia_data_27junhofRunner.runCommand(Cilia_data_27junho java:251) :‘
[»

at Cilia_data_27junhofRunner.runCilia_data_27junnho java: 170)
4

Figura 4.11 - Ponto com dois pixeis devido a artefacto e respectivo erro na janela de log.
Nesta é apresentada a frame onde se encontra a decorrer a aquisigdo permitindo ao utilizador

localizar o erro com facilidade.
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4.1.1. Codigo R - Organizacao do codigo

O cédigo R encontra-se organizado em rotinas. Nestas, encontram-se va-
rias fungdes que vao ser chamadas a partir da rotina principal. Cada rotina diz
respeito ao tipo de funcgdes: fungdes de organizacdo de dados, de gravacao de
dados ou de andlise de dados. Existe ainda uma rotina com as bibliotecas utili-
zadas e com as constantes que vao ser utilizadas. Na rotina principal encontra-

se o codigo que utiliza todas as fungdes.

4.1.2. Codigo R - Algoritmo

A anadlise da dinamica do movimento ciliar envolve varios passos de tra-
tamento dos dados. Cada frame vai ser organizada numa tabela com os valores
(x,y) de cada um dos quatro pontos seleccionados manualmente. Primeiro os
pontos devem estar ordenados segundo x, de modo a calcular correctamente a
dimensao do cilio e a forma como este é divido. Quando os pontos estiverem
ordenados, calcula-se o comprimento do cilio em funcdo do tempo e o declive
de cada segmento. A partir daqui é calculada a variagdo dos angulos com a ho-
rizontal e a variacdo dos angulos entre cada segmento. A primeira (figura 4.12
A) toma como valor de referéncia o valor do angulo mais baixo da base e calcu-
la todos os outros angulos em funcao deste. O segundo (figura 4.12 B) calcula a

variacao entre os angulos formados pelos conjuntos base-meio e meio-ponta.

B

Figuras 4.12- A. Cilio com a variacdo dos dngulos com a horizontal (& esquerda) com a
azul o angulo de referéncia. B. A direita, ilustragdo do cilio com a varia¢do entre os angulos

formados pelos conjuntos base-meio e meio-ponta.
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Estas duas medidas permitem observar a forma como se comporta cada
uma das porgdes do cilio ao longo do tempo (figura 4.13 e 4.14), designadamen-
te se existe alguma rigidez no seu movimento, mesmo que esta ndo seja obser-

vavel nos videos apenas por inspecgao visual.

<) (DegreesL

Angular variation —— BBase variation
150 —a— OMid variation
OTip variation
00 = by A -
AN A\ AN G %
50 a\ \ \ N FA\
AN 240 AN Z ANV
0 T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

&0
o
—e

Time (Frames)

Figura 4.13 - Exemplo da variagdo dos angulos com a horizontal para um cilio normal ao
longo do tempo (em frames). Para este exemplo estdo apenas representadas 50 frames de um to-
tal de 100. E tomado como valor de referéncia o menor angulo da base (neste caso Oref=-40.6°) e

calcula-se os angulos referentes ao meio e ponta em fungédo deste.

Variagao entre angulos

200
180
160 -

MRV . A . A N
A% \J \WAY \J x

100 \"4
80

60
40 ——THETA1

20 —=—THETA2

0 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (Frames)

© (Degrees)

Figura 4.14 - Exemplo da variacdo entre dngulos para um cilio normal ao longo do tempo
(em frames). Esta representa a variagdo entre os angulos formados pelos conjuntos base-meio e

meio-ponta, THETA 1 e THETA 2, respectivamente.

Como se pode observar o movimento dos cilios normais é, como se espe-

raria, caracterizado por um ciclo, onde ao movimento da base se segue o movi-
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Angle (Degrees)

mento do meio e o movimento da ponta, de uma forma sequencial. As curvas
que constituem a variacdo dos dngulos com a horizontal ao longo do tempo sdo
seccionadas de acordo com os minimos e cada uma das partes é interpolada
com 100 valores. Para a base, meio e ponta sdo calculadas as médias (figura

4.15) destes sinais ficando com apenas uma onda para cada.

Angular Averages

120

100 Base
80 ﬁ\__\ Average

= S~ ——Mid
. = SN\
40 ~ Top
===
0

0 20 40 60 80 100
Time (Frames)

Figura 4.15 - Exemplo de uma média calculada para uma varia¢do angular em funcdo do
tempo em frames. A média é calculada determinando os minimos das ondas e interpolando cada
um dos segmentos em 100 pontos. Depois calcula-se a média ponto a ponto para o sinal. Este
processo é realizado para a base, meio e ponta.

Para quantificar o movimento é realizada sobre estas médias uma modu-

lagdo paramétrica com cinco parametros b,c,K1,K2,K3, representados na figura

4.16.

N
7

X

Figura 4.16 - Modelo utilizado para parametrizar a curva média associada a variagdo an-
gular da base, do meio e da ponta dos cilios. Os pontos a e d sdo o primeiro e dltimo ponto da

média, respectivamente, e nao entram na parametrizagao.
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Com os referidos parametros calcula-se o tempo de subida, de plateau, de

descida, o valor do plateau, e os declives das rectas m1 e m2 sendo que:

tsubida =b — @
taesciza =d —C
tplateau = C — b
m; = (K2 — Kl)/tsubida
m, = (K3 — KZ)/tdescida

Todos os valores sao guardados em documentos de texto que podem ser

importados para Excel e os gréficos guardados em .pdf .

Adicionalmente, também é analisado o atraso de cada parte do cilio face a
base. Estas medidas, denominadas At1 e A2 (figura 4.17) sdo computadas atra-

vés dos valores obtidos para o inicio do ciclo de cada componente do cilio.

— — Através da sua média podemos estimar a

dindmica do movimento ciliar.

N
S Y At
At] ===——
N
15 - A2
Atl] T N
1000 |
At2 Em que i=1,...,N representa o ntamero de

Figura 4.17 - Representacio de Al minimos obtidos para a base, meio e topo

A2 em parte de um gréfico (Figura do cilio a partir do grafico da variacdo dos
4.2) da variacdo dos angulos com a angulos com a horizontal.
horizontal.

De seguida efectua-se uma andlise estatistica para cada tipo de cilio de
modo a perceber quais as diferencas entre cada um. Este tema serd abordado na

secgao seguinte.
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4.1.3. Andlise Estatistica

A ANOVA é uma ferramenta que, tal como ja foi discutido anteriormente,
permite a analise estatistica da varidncia entre dois grupos. Neste caso, foi utili-
zada uma ANOVA de factor tinico pois assume-se que assume-se que cada
grupo de dados s6 é influenciado por um tnico factor. A analise estatistica foi

realizada com recurso ao Excel.

Os valores aos quais foi aplicada a ANOVA foram: At1, At2, m1, m2, tem-
po de subida, tempo de descida, tempo de plateau, amplitude de plateau e tam-
bém as diferengas de amplitude angular entre os segmentos meio-base e ponta-
base.

Para cada um dos valores em questao foi calculada a média para cada tipo

de cilio, ponderando-se as hipoteses:

HO: Média cilio tipo 1 = Média cilio tipo 2
H1: Média cilio tipo 1 # Média cilio tipo 2

Caso se verificasse a hipétese HO, podemos afirmar que, estatisticamente,
ndo existem diferencas para aquele valor, sendo que o movimento ciliar é seme-
lhante nesse aspecto. Se a hipétese H1 se demonstrar verdadeira entao o movi-

mento ciliar é diferente para aquele valor.
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5.RESULTADOS

5.1 Amostra

Foram recolhidos videos de 32 cilios de 21 filmes, com 512 frames cada
um. Destes 32, 8 cilios eram normais, sem nenhuma alteracdo, 8 tinham subex-
pressao de Pkd2, 9 tinham sobreexpressdao de Arl13b e 7 tinham uma mutagao

no gene deltaD.

Na tabela 5.1 encontra-se a listagem dos cilios analisados bem como o vi-

deo a que pertencem.

Tabela 5.1 - Listagem da Amostra utilizada. As primeiras duas letras do nome dos vi-
deos indicam identificam o embrido usado para filmar a vesicula e as duas seguintes, quando

existem, indicam qual o cilio analisado no video.

Cilio Alteragao Cilio Alteracao
Al E2
A2 E1l
A3 E4_C1
B1 C1 N3o existente E4 C2 Sobreexpressao de
B1_C2 E4_C3 Arl13b
B4 E6_C1
c1 E6_C2
MovieS5 E6_C3
A2 E7
A5_C1 A2
2?:2 Subexpressao de 2: )
B1 C1 Pkd2 A62 C1 Mutagdo no gene deltaD
B1_C2 A6_2 C2
B1_C3 A6_3 C1
B4 A6 3 C2
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Foram comparados estatisticamente os grupos de cilios normais e cilios al-
terados (tabela 5.2).

Tabela 5.2~ Tipos de cilios comparados com ANOVA factor tnico.

Cilio tipo 1 Cilio tipo 2
Normais Pkd2
Normais Arl13b
Normais DeltaD

5.2 Frequéncia

A frequéncia foi calculada para os 32 cilios quer utilizando a imagem toda,
quer utilizando s6 um pixel. Este processo permitiu a validacdo do resultado
por duas vias diferentes bem como a determinacdo de quais dos cilios eram do
tipo wobbling [24]. Esta tltima analise s6 é possivel com o célculo da frequéncia
para um pixel tendo em conta, como ja foi discutido, que considerando a totali-
dade da imagem embora se tenha uma visdo global da distribuicdo das fre-
quéncias, a escolha da frequéncia caracteristica dos cilios é menos 6bvia.

Os resultados obtidos entram em acordo com o que era ja descrito por
Sampaio et. al. 2014 [?4], com valores entre os 20 e 40 hertz. A média obtida para
toda a amostra foi de 34,9 Hz. (tabela 5.3)

Tabela 5.3 - Média da frequéncia obtida para cada tipo de cilio. A média total obtida foi
de 34,9 Hz. Os valores encontram-se todos dentro do intervalo esperado comparando com os

resultados descritos por Sampaio et. al. 2014. [24]

Tipo de Cilio Frequéncia média (Hz) o (Hz)
Normais 39,1 5,2
Pkd2 32,0 2,0
Arl13b 31,5 2,6
DeltaD 37,2 2,5

Os resultados individuais para cada cilio encontram-se no Anexo II.

Foi encontrado um cilio wobbling, com uma frequéncia secundaria de 11,7 Hz

para além da primaria de 28,3 Hz. Este foi identificado por um padrao de bati-
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mento irregular, observado no quimégrafo e, posteriormente, pelo calculo da

frequéncia.

A anélise estatistica destes resultados mostrou que 2 dos tipos mutantes
possuem frequéncias estatisticamente diferentes dos cilios normais, com um in-

tervalo de confianca de 95% (tabela 5.4).

Tabela 5.4 - Andlise ANOVA (a=0.05) as frequéncias ciliares.

Conjunto analisado F F critico
Normais/ Pkd2 11,43 4,60
Normais/ Arl13b 13,28 4,54
Normais/ DeltaD 0,62 4,67

Podemos verificar que, para esta amostra, os cilios com subexpressao de
Pkd2 e sobreexpressao de Arl13b possuem, respectivamente, frequéncias 18% e

19% inferiores, quando comparadas com os cilios normais.

5.3 Movimento Ciliar

O estudo do movimento ciliar englobou varios factores conforme discuti-
do no capitulo anterior e a sua respectiva andlise estatistica. Todos os resultados
obtidos completos podem ser consultados no anexo III. Os graficos da variacao
angular permitiram visualizar as diferencas entre os cilios normais e os cilios
com alteracdes. Todos os cilios possuem um movimento ciclico com a sequéncia
base—meio—ponta. Nos cilios normais (figura 5.1) observa-se que esta sequén-
cia é uma progressdao bem definida, caracterizada por um espagamento obser-

vavel entre as ondas.
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Figura 5.1- Variagdo angular para um cilio normal. Podemos observar um movimento ci-

clico do tipo base (azul)—»meio (vermelho)—ponta (verde) com um espacamento claro entre

ondas.

Através dos valores médios para cada video de At1 e At2 podemos estimar

o atraso médio entre o movimento de cada segmento. Na tabela 5.5 encontram-

se os valores médios calculados para At1, At2, m1,m2, tempos de subida, desci-

da e plateau e a amplitude.

Tabela 5.5 - Tabela de valores médios para os cilios normais.

Atl (frames) -2,83 oan = 1,60
At2 (frames) -4,70 oAan=2,17
x Base | O Base Meio O Meio Topo O Topo
m1(graus/ frames) 1,36 0,34 1,70 0,32 1,47 0,35
m2(graus/ frames) -1,18 0,35 -1,50 0,39 -1,49 0,40
tsubida (frames) 44,35 | 10,88 39,50 7,44 43,22 8,78
tdescida (frames) 40,85 | 11,88 38,08 6,94 33,25 4,82
tplateau (frames) 14,26 | 8,87 20,44 6,27 21,35 8,65
Amplitude (graus) 65,78 2,45 66,92 11,23 64,42 15,63

52



Nos cilios com subexpressdao da proteina Pkd2 (figura 5.2), os valores de
Atl e At2 (tabela 5.6) sdo inferiores aos valores correspondentes aos cilios nor-
mais, sendo que aparenta existir uma sobreposigdo entre as ondas que caracte-
rizam a dindmica. Se considerarmos que estes gréficos (figura 5.2) nos dao a va-
riacdo angular de cada um dos segmentos constituintes do cilio, podemos pre-

ver que este tipo de cilio possuird uma maior rigidez que os cilios normais.

—— OBase variation

Angular variation oMid variation

OTip variation

125

105 r/‘\

[
[T}
A 45 7
6 25 /]
5
-15 10 20 30 20 50 60 70 80 90 100

Time (Frames)

Figura 5.2 - Variagdo angular com a horizontal para um cilio com subexpressédo da prote-
ina Pkd2. E visivel um menor atraso entre as ondas, o que denota uma certa rigidez no seu mo-

vimento.

Tabela 5.6- Valores médios para cilios com subexpressao de Pkd2. De notar a diferenca

nos valores de At1 e At2 face aos valores normais.

Atl (frames) -1,74 oan = 1,67
At2 (frames) -2,60 oA =1,85
x Base | 0O Base Meio 0 Meio Topo O Topo

m1(graus/ frames) 1,67 0,60 2,03 0,35 1,50 0,29
m2(graus/ frames) -1,24 0,26 -1,81 0,37 -1,98 0,57
tsubida (frames) 40,95 | 7,03 39,27 4,95 44,77 6,67
taescida (frames) 49,04 6,95 37,10 6,88 32,04 7,77
tolateau (frames) 9,01 4,40 22,63 6,85 22,20 6,17
Amplitude (graus) 68,98 | 10,95 74,08 8,50 77,08 8,46
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Efectivamente, grande parte dos valores médios para cilios com subex-
pressao da proteina Pkd2 nao diferem estatisticamente dos cilios normais. Ape-
sar disto os valores de Atl e At2 provaram ser, em média, 60% inferiores relati-
vamente aos valores para cilios normais com um intervalo de confianca de 95%.
(Tabela 5.7) No anexo IV podem ser consultados os resultados da ANOVA apli-

cada as restantes variaveis.

Tabela 5.7 - Resultados ANOVA (2=0.05) dos valores Atl e At2 para os grupos Nor-
mais/Pkd?2.

Normais/Pkd2 F F critico
Atl 10,98 3,94
At2 26,66 3,94

A andlise da variagdo angular base-meio e meio-ponta (figura 4.9 A) foi
feita através do estudo da varidncia dos sinais obtidos. Os cilios com subexpres-
sdo de Pkd2 foram os tnicos a diferirem dos normais estatisticamente. O angulo
62 é inferior a dos cilios normais com um intervalo de confianga de 95% (Anexo
IV).

No caso de cilios com sobrexpressao da proteina Arl13b (figura 5.3), ja nado
se observam alteracdes a nivel do espacamento, conforme se pode confirmar na
tabela 5.8.
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Figura 5.3 - Variacao angular para um cilio com sobrexpressdo da proteina Arl13b. O es-
pacamento entre cada onda é semelhante ao do cilio normal, no entanto este possui uma ampli-

tude angular superior.
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Quando comparados com os cilios normais, os cilios Arl13b aparentam
uma maior amplitude angular, implicando que estes cilios deverdo ter oscila-
¢Oes mais acentuadas que os restantes. Como estes cilios possuem dimensoes
superiores ao normal, é possivel que seja um mecanismo de compensacdo para
manter o fluxo da vesicula o mais normalizado possivel. A amplitude de cada
um dos componentes do cilio foi considerada superior a componente respectiva
dos cilios normais com um intervalo de confianca de 90%, como pode ser ob-
servado na tabela 5.9 (Anexo IV). Em média, as amplitudes angulares para ci-

lios Arl13b sdo 26% superiores quando comparados com os cilios normais.

Tabela 5.8 - Valores médios para cilios com sobrexpressao de Arl13b.

Atl (frames) -2,49 oan = 1,67
At2 (frames) -4,70 oarn=1,77
x Base | O Base Meio O Meio Topo O Topo
m1(graus/ frames) 1,59 0,59 1,78 0,22 1,71 0,36
m2(graus/ frames) -1,43 0,53 -2,02 0,84 -2,08 0,47
tsubida (frames) 41,63 | 10,49 46,81 10,24 44,75 6,86
tdescida (frames) 40,87 | 9,60 34,95 9,42 30,56 9,51
tolateau (frames) 16,50 = 8,66 17,24 7,02 23,78 10,73
Amplitude (graus) 76,30 | 9,60 88,31 9,42 84,28 9,51

Tabela 5.9 - Teste ANOVA para a amplitude de cilios normais/Arl13b

Normais/Arl13b F F critico
Base (a=0.1) 3,70 3,07
Meio (a=0.05) 10,81 4,54
Topo (a=0.05) 514 4,54
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Os cilios com mutagao no gene deltaD (figura 5.4) por sua vez nao aparen-
tam diferengas significativas, quando comparados com os cilios normais. Pos-
suem uma progressao normal tal como foi observado para os Arl13b, como po-

demos verificar na tabela 5.10.
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Figura 5.4 - Variacdo angular para um cilio com mutagdo no gene deltaD. Apresentam
uma progressdo do movimento semelhante aos cilios normais, mas a diferenca de amplitudes

entre a base e meio do cilio é superior a dos cilios normal

Tabela 5.10 - Valores médios para cilios com mutacdo DeltaD.

Atl (frames) -2,28 oan =1,49
At2 (frames) -4,91 oin=1,74
x Base | O Base Meio O Meio Topo O Topo
mi(graus/ frames) 1,33 0,35 1,56 0,35 1,36 0,56
m2(graus/ frames) -1,17 0,23 -1,71 0,47 -1,50 0,38
tsubida (frames) 40,91 | 8,46 47,42 8,24 43,55 11,58
tdescida (frames) 38,69 | 3,78 31,16 9,11 24,93 4,53
tolateau (frames) 1940 @ 5,50 22,42 10,86 30,52 14,39
Amplitude (graus) 64,46 8,60 77,39 13,25 70,54 17,77
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A andlise estatistica revela porém, com um intervalo de confianca de 95%,
que estes cilios possuem um tempo de descida inferior relativamente aos cilios
normais. Estes cilios possuem um comprimento inferior ao normal, pelo que
um tempo de descida inferior na ponta do cilio podera estar relacionado com as
forgas de atrito do interior da vesicula. Como a superficie de contacto com o flu-
ido no interior da vesicula é inferior e se a forca exercida pelo cilio for a mesma

que para os cilios normais, este ird encontrar menos resisténcia ao movimento.

Apesar dos valores normais das amplitudes ciliares dos cilios mutados pa-
ra DeltaD com a andlise grafica das varia¢des angulares, supds-se que houvesse
uma desigualdade entre a relagdo na amplitude entre a base e o meio do cilio ou
entre a base e a ponta relativamente aos cilios normais. (Ver imagem 5.4). Por

este motivo, analisou-se também estatisticamente as quantidades (tabela 5.11):

1. Amplitude (Meio/Base) = Amplitude meio/Amplitude base
2. Amplitude (Topo/Meio) = Amplitude topo/Amplitude meio

A diferenca de amplitudes do ponto 1 foi verificada pela ANOVA, que
com um intervalo de confianca de 95% determinou que efectivamente existe
uma diferenca, em média, de 23% na razdo meio/base das amplitudes entre os

cilios mutados e os normais. (Anexo IV).

Tabela 5.11 - Médias da relacdo entre amplitudes para cilios normais e cilios com muta-

¢do no gene deltaD.

Amplitude (Meio/Base) o Amplitude (Topo/Meio) 0 To-

(graus) Meio/base (graus) po/meio

Normais 0,98 0,15 0,94 0,14
DeltaD 1,21 0,16 0,91 0,15
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6. CONCLUSOES

O uso de videos de microscopia electrénica aliado a ferramentas de aqui-
sicdo de dados permitiu observar diferengas entre cilios normais e cilios com
alteracdes genéticas. Foi possivel quantificar parte do movimento ciliar e obter
resultados que, apesar de preliminares, permitem abrir caminho para o estudo

dos processos que ocorrem na vesicula de Kupffer.

Os cilios possuem um movimento caracterizado por um ciclo com uma
sequéncia base—meio—ponta. Em geral, esta ordem é bem definida e o movi-
mento flexivel, permitindo uma subida da base, seguida do meio e a ponta. As
ferramentas desenvolvidas neste trabalho e a sua aplicagdo a uma amostra de
cilios normais e geneticamente modificados, permitiu verificar que cilios com
subexpressdo da Pkd2 se caracterizam por uma certa rigidez (cerca de 60% su-
perior comparativamente aos cilios normais), em que cada uma das partes cilia-
res se move quase como um todo. Sugere-se que essa rigidez possa estar, de al-
guma forma, relacionada com a falta de sensibilidade destes cilios ao fluxo ge-
rado na vesicula, ou até a diferenga na estrutura na membrana ciliar que a falta

dos sensores de movimento possa causar.

Os cilios com sobrexpressdao da proteina Arl13b possuem comprimentos
superiores aos cilios normais, sendo que o seu movimento tem amplitudes su-
periores, nomeadamente na ponta do cilio, onde atinge valores, em média, 26 %
superiores ao normal. Por fim, cilios com mutacdo no gene deltaD tém um
comprimento inferior ao normal e produzem um fluxo mais lento, sendo que a
relacdo entre as amplitudes da base e do meio é, em média 23%, superior quan-

do comparada com os demais.

2

E necessario analisar mais cilios, de modo a ter resultados mais sélidos

visto que existe uma grande variabilidade de dimensdes ciliares existentes den-
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tro da vesicula. De futuro sera importante também melhorar toda a metodolo-
gia utilizada, nomeadamente na criacdo de um algoritmo que consiga analisar
nao s6 o movimento dos cilios apenas quando estes se encontram em posi¢des
laterais, mas também quando os mesmos estao, por exemplo, na posicao de to-
po.

Finalmente, espera-se que esta ferramenta, concebida para ser utilizada
com programas ja existentes no CEDOC@ICG, venha a permitir ao grupo uma
nova abordagem para o estudo dos cilios de peixe-zebra. Os resultados obtidos
estdo a ser utilizados em alguns trabalhos a decorrer neste momento, visto que
todos os cilios analisados foram recolhidos de videos que estdo a ser utilizados

para investigacdo dos efeitos das diversas alteragdes ciliares.
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ANEXOS

ANEXO1 Protocolo

1. Pré-processamento
O video devera estar sob a forma de sequéncia de imagens, RBG, e dever4 ter, no

maximo, 512 frames (2",n=9).

No programa Image], correr, sem abrir a sequéncia, a macro “Tratamento”. De

seguida ser-lhe-a pedido para abrir a sequéncia de imagens a tratar.
Menu Plugins->Macro->Run->Seleccionar a macro “Tratamento”

Seleccionar o cilio a ser analisado através da ferramenta seleccionar =, Preferen-
cialmente devera tentar-se que a forma seja a de um quadrado. Recortar o ROI no me-
nu Image->Crop (Ctrl+Shift+X).

A imagem do cilio deve estar posicionada de modo a que a base do cilio se en-
contre virada para a esquerda e o mais proximo do canto inferior esquerdo. (figura 1)
O cilio devera estar posicionado de tal forma que, no seu movimento, ndo atinja a ver-

ticalidade, para evitar declives infinitos “Div/0”.

Para tal recorre-se as ferramentas do menu Image->Transform->Flip Horizontal/Flip
Vertical/Rotate 90° Rigth/Rotate 90° Left.

Exemplo
Figura 1 - Rotagao de um cilio
2. Estudo do movimento ciliar

a. Aquisi¢ao dos pontos no Image]
Das 512 frames seleccionar as desejadas para efectuar a aquisi¢ao de pontos (100

ou mais).
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Depois de efectuado o pré-processamento, através da ferramenta Paintbrush (fi-
gura 2) desenhar quatro pontos para segmentar o movimento do cilio. (figura 3) Deve-
ra ter em atengao a distancia entre os pontos bem como os pontos de inflexao do cilio.
Sempre que possivel, os pontos deverado ter uma distancia similar entre si, excepto em
casos que a sinuosidade do movimento do cilio ndo o permita, visto que se deve tentar
reproduzir o mais fielmente possivel a curvatura do cilio. De modo a facilitar, podera
seleccionar primeiro os pontos principais para todas as frames, base e ponta, e depois

marcar os dois restantes.

Estes pontos deverao ter uma cor distinta da imagem, isto €, se a imagem for cla-
ra utilizam-se pontos pretos. Caso seja escura utilizam-se brancos. Deverao ainda ter
de dimensdo minima de 5 pixels (dimensdes n+1, com n>=4). Se for preciso recorre-se a

uma mudanga de contraste na imagem (Ctrl+Shift+C).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

8 ola|o|a]+/x|ala]ofs] |wsdZ]a|x|n]s>]

Imaged 1.47v; Java 1.6.0_20 [32-bit]; 2634K of 1638MB (=1%)

Figura 2 — Paintbrush Tool. Ao clicar duas vezes abre-se o menu que permite alterar a cor e o tama-
nho da mesma.

Figura 3 — Exemplo de segmentagao

Seleccionar os quatro pontos para todas as frames. Caso se engane, utilize para
corrigir a cor oposta a que esta a utilizar, i.e., se os seus pontos forem brancos, pinte de

preto o ponto errado.

Abrir o menu Image->Adjust->Threshold Color e escolha o Thresholding method
“Otsu”, Threshold color “B&W” e ajuste as barras correspondentes ao grafico
“Brightness” de modo a que s6 fiquem visiveis os quatro pontos na imagem. De segui-
da clicar em “Stack” para que seja aplicado a todas as imagens na sequéncia.
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Existe a possibilidade de ocorréncia de artefactos (figura 4) devido ao mau ajuste
dos parametros do Threshold color. Para os corrigir basta pintar todos os artefactos de

preto.

Figura 4 - Artefacto

Em Image -> Type seleccionar a opgao 8-bits. No menu Process, seleccionar a opgao
Binary e de seguida Skeletonize. Corra a sequéncia de modo a verificar que nao existem

mais que 4 pixeis por frame. Se sim, apague-os do mesmo modo que aos artefactos.
Volte a ir a Image->Type e escolha a op¢ao RBG Color.

No menu Plugins, seleccionar o plugin “CiliaData”. Numa primeira instancia ser-
lhe-4 pedida a taxa de amostragem a que foi gravado o video. A seguir devera definir
os limites do cilio na sua imagem em Set Cilia Limits. Por norma, como ja seleccionou
a area onde o cilio se encontra, deverd escrever apenas os limites relativos ao canto su-
perior direito da imagem. Por exemplo, se a imagem tiver 85x71 px, deverd colocar
0,0,85,71 (figura 5).

{Gatiequencyvalues | Getfrequency specra |

0
0
’35— Plotresuts | Setcilialimits |
71

Save values ‘ Get cilia movement |

OK Cancel

Figura 5 — Exemplo do plugin e input de limites do cilio

De seguida seleccionar a op¢ao Get Cilia Movement. Devera escrever qual o lo-
cal onde quer que o seu ficheiro de texto seja guardado. Apds inserir uma localizagao
valida e carregar em OK, inicia-se a aquisi¢ao dos pontos, que é acompanhada por uma

janela de log que o informa qual a frame a ser lida e se existe algum erro.

Quando haja mais que quatro pixeis por frame, o programa encerra com uma
mensagem de erro no log, e a frame onde tal ocorre é a tltima da janela. (figura 6) De-

vera corrigir a situacao e voltar a carregar em Get Cilia Movement. Serdo criados dois

ficheiros de texto, mas o correcto serd aquele que possui uma data mais recente (figura
6).
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_uiLa B UYL e L [ LI LR TO I

J Copiar Cola \'----Z:.'-="'-.='-' d LOg - O

File Edit Font

ACOuiring x and ¥ segmentation values for frame 63 of 100
ACOuiring ¥ and v segmentation values for frame 64 of 100
Acquiring x and v segmentation values for frame 65 of 100
Acquiring x and v segmentation values for frame 66 of 100
Acquiring x and v segmentation values for frame 67 of 100
Acquiring ¥ and v segmentation values far frame 63 of 100
Acquiring x and v segmentation values far frame 69 of 100
Acquiring x and v segmentation values far frame 70 of 100
Acquiring x and v segmentation values far frame 71 of 100

A5 dh java.lang ArrayindexOutOfBoundsException: 8
;"gﬁé’é at Cilia_data_27junho cilia_form(Cilia_data_27junho java:551)
1 at Cilia_data_27junho$Runner.runCommand{Cilia_data_27junho java 261)

at Cilia_data_27junho$Runner.run{Cilia_data_27junhao java 170)
4

Figura 6 - Ponto da segmentac¢ao com dois pixeis e respectivo erro na janela de log.

b. Anadlise de pontos em R

O ficheiro resultante serd utilizado para efectuar a andlise em R. Abrindo o cédi-
go R com nome R_cddigo_movimento comece por definir as constantes. A constante
principal a definir é a do directério na linha 17, que vai definir onde se guardam os fi-

cheiros que vao resultar da recolha.

myPath="C:\\Users\\..... "

Seguidamente deverd seleccionar todo cddigo até a linha 777 e correr esta selec-
¢do. Esta guarda em memdria todas as fungdes que irao ser utilizadas pelo utilizador e
inicia a importac¢ao do ficheiro de texto com os dados a ser analisados. Deverd ser-lhe
pedido que seleccione o ficheiro em questao, sendo que deve escolher aquele que dese-

ja analisar.

As seguintes trés linhas de cddigo irao organizar os dados. Altere o input das

fung¢des conforme o seu cilio:

values2=cilia_order(values,frames, TRUE) — o termo a negrito indica se o cilio
¢ horizontal (TRUE) ou vertical (FALSE)
Para o passo seguinte deverd copiar as linhas 778 a 788 e corré-las na consola.

Aqui vai ser calculado a dimensao do cilio (variavel cilsize?), a dimensao média
do cilio (variavel meansize2), os declives das rectas (variavel slopes), os angulos em rela-
¢ao a horizontal (varidvel angh), a variagao de angulos base-meio e meio topo (variavel
thetv) e a média correspondente a variacao horizontal e respectivos minimos (variavel

averageList).
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De seguida corra as linhas 789 a 801 para visualizar a média graficamente. O gra-
fico devera ser semelhante a uma plataforma, nao tendo ondas muito acentuadas, co-

mo se pode observar nas imagens 7 e 8.

Angleldegrees)
40 B0 80
1 1

20

0 20 40 60 &0 100

Frames

Figura 7 — Representagao de uma média correcta, com um perfil de plataforma.

60
1

Angle{degrees)
20 30 40
1

10
1

0 20 40 &0 80 100

Frames

Figura 8 — Representagao de uma onda incorrecta com o perfil errado.

A figura 8 representa ma onda incorrecta. Este erro deve-se a previsao incorrecta

dos minimos, provavelmente ou por erro da fungao findpeaks (importada da biblioteca

pracma) ou devido ao movimento irregular do cilio. Caso exista algum erro semelhante

va a pagina 73 (Erro 1) para a sua resolucdo. Sé continue o processo quando este se en-

contrar resolvido.

K3}-------

KIp------

~
7

X

Figura 9 — Modelo utilizado para parametrizar a média. Os pontos a e d sdo o primeiro e ultimo
ponto da média, respectivamente, e ndo entram na parametrizagao.
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Com as médias ja feitas, falta realizar um ajustamento

para a obtencao de valores.

Seleccionando as linhas 802 a 814 e correndo-as na consola, fazemos este ajustamento.

Nas linhas 805,806 e 807 chamam-se as fun¢des que darao o fit das curvas (figura 9).

fitbase=averageFit(averagelList[[4]][,1],40,60,60)
fitmid=averageFit(averagelList[[5]][,1],50,70,70)
fittop=averageFit(averagelist[[6]][,1], 50,70,70)

fit

averageFit (y,b,c,R2)

Estes valores sdo os valores por defeito para os ajustamentos

nao se realize devera ajustar os valores de b, c e K2 através

. Caso o ajustamento

da observacao dos graficos

da média descritos na pagina anterior. A figura 10 apresenta outputs possiveis.

» fitmid=averageFit (averagelList[[5]])[,1],50,70,70)
'data.frame’': 300 oba. of 3 variables:

$x :int 12345678910 ...

$y :num 0.314 1,774 3.344 4.99 6.141 ...

£ rep: Factor w/ 3 levels "1","2","3": 11 11111111...

Ajustamento bem-sucedido

com os parametros a serem esti-

Ajustamento mal sucedido devido a um erro
de matriz ndo invertivel.

g1zz. 50.0000000 70.0000000 0.4261083 70.0000000 15.8298917
1862.¢ 55.399806 71.659083 -3.823022 77.400501 14.954225
1g08. 55.765940 71.106329 -3.790877 T8.330304 14.78%614
i1g08. 55.764364 71.105234 -3.790877 T8.330304 14.789614
Formzla: y ~ f.pcwad(x, b, <, k1, k2, k3} mados
Parameters:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
b 55.7644 0.3519 158.466 <2e-16 **%
= 71.1052 0.2952 240.871 <2e-1g **¥
k1 -3.7309 0.3803 -9.9689 <2e-16 **%
k2 78.3303 0.3573 219.209 <Ze-lg *H%
k3 14.7896 0.5174 2B.585 <Ze-1§ #*¥
Signif. codes: 0 “#%#%’ Q0,001 ‘#%r 0,01 **f 0,05 '.f 0.1 * ' 1

Residual standard error: 2.476 on 2985 degrees of freedom

Number of iterations to convergence: 3
Achieved convergence tolerance: 2.877e-08

> fittop=averageFit (averagelList[[6]]1[,1],
"data.frame': 300 obs. of 3 wvariables:
x @ int 34567 2 10 ...

¥ ! num

2 g

"

1

"

-0.53 3.27 7.41 11.01 14.58 ...

50,70,70)

leolol oo C=Ta B Yale 3
Error in nls(y ~ f.pewad(x, b, c,
singular gradient

¢ rep: Factor w/ 3 levels ™17, 72", "3": 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ...
191282.9 : 50.0000000 70.0000000 -0.6753062 70.0000000 14.7631966
20 g1 5C 4 2227 7 4 s4s28 o7 2200
k1, k2, k3), data = Data, start = list(b = bs§

Figura 10 — Outputs do ajustamento. Exemplo de um bem-sucedido e um mal sucedido com erro nls.

Os valores fitbase, fitmid e fittop terao os dados das varidveis g, b, ¢, d, K1, K2 e K3.
Caso o erro ndo desapareca com o0 novo ajuste, consulte a pagina 74 (Erro 2) para

corrigir. SO continue o processo quando este se encontre resolvido.

Seguidamente poderd visualizar os graficos dos ajustes, correndo as linhas de
codigo 816 a 824. A vermelho encontra-se a curva ajustada e os pontos correspondem a

média sem ajuste. (figura 11)
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Fit base

Angleldegrees)
30 50
1 1

10

0 20 40 G0 &0 100

Frames

Fit mid

60 &80
| 1

Angleldegrees)
0

20

0 20 40 G0 &0 100

Frames

Fit top

B0 &0

Anglefdegreas)
40
L1

20

0 20 40 G0 &0 100

Frames

Figura 11 - Fitting das médias para um cilio. A vermelho o fit e a preto o sinal da média

da variagdo angular ao longo do tempo.

Por fim, podera guardar os valores com as linhas 825 a 831. Devera mudar os
nomes dos ficheiros consoante o desejado. (Em baixo, a negrito substitua a palavra
NOME pelo nome do ficheiro)

save_values(values2,cilsize2,"CiliaMIDcoordinates SORTED_NOME")
sa-
ve_plots(values2,cilsize2,angh,thetv,averagelList,fitbase,fitmid,fittop

J

Cilia_movement_plots NOME")
savetxtAng(angh,thetv, "angles_NOME")
saveAFM(averagelList,fitbase,fitmid,fittop, "anglesAverages_NOME")

c. Importar valores para o Excel
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Com estes ficheiros, importamos para Excel os valores contidos nos ficheiros de
texto. Com o Excel “Modelo Cilio” podemos analisar e visualizar melhor todos os da-
dos obtidos.

Nota: todos os ficheiros de texto possuem a casa decimal marcada por um
ponto “ . “, enquanto que o Excel com as defini¢des portuguesas as marca com
uma virgula. Utilizando a ferramenta localizar e substituir do Excel devera mu-
dar todas as casas para que ndo ocorram erros.

Abra o Excel “Modelo Cilio” e o ficheiro de texto “CiliaMIDcoordina-
tes SORTED”. Os dados deste ficheiro deverao ser colocados na folha “Data”
do ficheiro Excel. Imediatamente, todos os valores das folhas seguintes deverao
ser automaticamente calculados pelo Excel.

Os dados do ficheiro de texto “anglesAverages” também deverdo ser co-

piados para o Excel, neste caso para a folha “A68Av Data”.

d. Analise Estatistica

E feita com recurso a fungdo ANOVA presente no Excel, na tab Dados ->
Anadlise de Dados.

Os valores a comparar devem estar em colunas adjacentes. O output é um
sumadrio das duas colunas e de seguida outra sec¢do com valores F, valor P e F
critico. Para que as duas colunas sejam consideradas iguais, o valor de F devera

ser inferior a F critico.
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3. Erros:
a. Errol
Primeiro, verifique quais os minimos em falta. Vamos ter de analisar o

contetdo da funcado angularAverage. Para tal corra na consola:

mh=angh[[2]]

e de seguida todo o c6digo das linhas 527 a 595. Para ver os minimos cor-

ra:

minl
min2
min3

Por baixo de cada varidvel deve encontrar os minimos. Estes devem ser
verificados face a variacdo dos angulos com a horizontal. Para tal, guarde os va-

lores dos pontos organizados através do cédigo:

save_values(values2,cilsize2,"CiliaMIDcoordinates_SORTED_NOME")

Depois prossiga como indicado na secgdo ¢, na parte referente a este do-
cumento de texto. Depois consulte no Excel quais os valores dos minimos cor-

rectos. Caso difiram dos obtidos anteriormente, devera alterd-los manualmente:

minX=c(minimol, minimo2, minimo3,....)

em que minx é a variavel a alterar. Caso falte apenas um ou dois pontos,

corra este codigo:

minX=sort(c(minX,minimol, minimo2, minimo3,...))

Deste modo escusa de repetir os valores que ja se encontram na variavel.
Copie o resto do cédigo das linhas 595 a 697 e corra-o. Acrescente a se-

guinte linha:

averagelist=results

Proceda com o resto do protocolo normalmente.
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b. Erro2

Caso novos ajustes ndo facam desaparecer os erros no fitting, realiza-se um
fitting manual. Para tal, visualize a onda da média a corrigir, a partir do cédigo
ja descrito acima (789 a 801 ).

De seguida corra o cédigo do tipo fit=c(b,c,k1,k2,k3) onde deverd alterar o
valor de b, ¢ e K2 consoante o visualizado graficamente. Corra apenas a linha
correspondente a parte do cilio cujo ajuste ndo funcione, com as devidas altera-

¢Oes (preencher os valores XXXX conforme descrito):

#if theres an error and the fit cannot be done use your own values
#fit=c(b,c,kl1,k2,k3)

fitbase=c (XXXX,XXXX,averageList[[4]][1,1],XXXX,averageList[[4]][100,1])
fitmid=c (XXXX,XXXX,averageList[[5]][1,1],XXXX,averageList[[5]][100,1])

fittop=c(XXXX,XXXX,averageList[[6]][1,1],XXXX,averageList[[6]][100,1])

Proceda com o resto do protocolo normalmente.
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ANEXO II Resultados: Frequéncias

A tabela com todos dos resultados para as frequéncias é a seguinte:

Tabela 1 - Tabela com resultados da analise a frequéncia ciliar

Cilio Alteracao Frequéncia Wobbling Meédia
Al_AB NA 37,11 N 39,06
A2_AB NA 41,99 N
A3 _AB NA 42,97 N

B1_AB_C1 NA 34,18 N
B1 AB C2 NA 41,99 N
B4 _AB NA 28,32 11,72
Cl1_AB NA 41,02 N
MovieS5 NA 44,92 N

A2 Pkd2 28,32 N 31,98
A5 _C1 Pkd2 31,25 N
A5 _C2 Pkd2 30,27 N
A5_C3 Pkd2 34,18 N
B1 C1 Pkd2 34,18 N
B1_C2 Pkd2 34,18 N
B1 C3 Pkd2 31,25 N

B4 Pkd2 32,23 N

E2 Arl13b 29,28 N 31,47

El Arl13b 27,35 N
E4 _C1 Arl13b 34,18 N
E4_C2 Arl13b 31,25 N
E4 _C3 Arl13b 34,18 N
E6_C1 Arl13b 30,27 N
E6_C2 Arl13b 30,27 N
E6_C3 Arl13b 30,27 N

E7 Arl13b 36,13 N

A2 DeltaD 31,25 N 37,25

A4 DeltaD 39,06 N

A5 DeltaD 38,09 N

A6_2 C1 DeltaD 38,09 N
A6 2 C2 DeltaD 38,09 N
A6_3 C1 DeltaD 37,11 N
A6_3_C2 DeltaD 39,06 N

Média total 34,94




ANEXO III Resultados: Valores do movimento ciliar

Cilios normais

Declive m1
Base Meio Topo
Cilio A1_AB 1,10 1,50 1,48
Cilio A2_AB 1,18 2,01 1,47
Cilio A3_AB 1,20 2,15 1,72
CilioB1 _AB 1 1,30 1,46 1,20
CilioB1_AB 2 1,03 1,10 0,77
Cilio B4_AB 1,66 1,88 1,73
CilioC1_AB 1,27 1,85 1,99
Cilio MovieS5 2,13 1,61 1,38
X 1,36 1,70 1,47
(o] 0,34 0,32 0,35
o’ 0,12 0,10 0,12
Declive m2
Base Meio Topo
Cilio A1_AB -1,08 -2,19 2,15
Cilio A2_AB -1,58 -1,42 -1,65
Cilio A3_AB -1,58 -1,42 -1,64
Cilio B1_AB_1 -1,45 -1,23 -0,99
Cilio B1_AB_2 -1,25 -1,26 -0,97
Cilio B4_AB -0,89 -1,11 -1,26
Cilio C1_AB -0,47 -1,27 -1,28
Cilio MovieS5 -1,14 -2,13 -1,98
X -1,18 -1,50 -1,49
(] 0,35 0,39 0,41
o 0,13 0,15 0,17
Tempo de subida
Base Meio Topo
Cilio A1_AB 53,88 54,81 51,57
Cilio A2_AB 58,19 32,06 47,62
Cilio A3_AB 57,86 31,31 42,89
Cilio B1_AB_1 38,25 44,25 42,26
CilioB1_AB 2 48,18 36,54 54,00
Cilio B4_AB 34,00 34,73 27,51
Cilio C1_AB 35,94 37,50 31,53
Cilio MovieS5 28,48 44,76 48,42
X 44,35 39,50 43,22
c 10,88 7,44 8,78
o’ 118,29 55,31 77,09




Tempo de Descida

Base Meio Topo
Cilio A1_AB 42,52 28,94 28,06
Cilio A2_AB 26,73 40,70 36,57
Cilio A3_AB 30,39 32,78 26,06
Cilio B1_AB_1 31,14 45,13 39,87
Cilio B1_AB_2 35,47 35,14 36,00
CilioB4_AB 55,00 47,68 32,36
Cilio C1_AB 63,00 44,67 38,23
Cilio MovieS5 42,57 29,57 28,89
x 40,85 38,08 33,25
o 11,88 6,94 4,82
c’ 141,07 48,12 23,20
Tempo de Plateau
Base Meio Topo
Cilio A1_AB 2,60 15,25 19,38
Cilio A2_AB 14,08 26,24 14,82
Cilio A3_AB 14,41 27,04 20,64
CilioB1_AB 1 29,61 9,62 16,87
CilioB1_AB 2 15,35 27,33 9,00
Cilio B4_AB 10,00 16,59 39,14
CilioC1_AB 0,07 16,83 29,24
Cilio MovieS5 27,95 24,67 21,69
x 14,26 20,44 21,35
c 9,87 6,27 8,65
d 97,46 39,31 74,79
Amplitude
Base Meio Topo
Cilio A1_AB 64,52 78,35 71,17
Cilio A2_AB 69,60 67,24 76,04
Cilio A3_AB 69,61 67,22 73,94
Cilio B1_AB_1 66,27 72,92 64,64
CilioB1_AB 2 62,86 55,89 39,44
CilioB4_AB 65,00 66,83 68,59
Cilio C1_AB 63,00 44,67 38,23
Cilio MovieS5 65,41 82,22 83,28
x 65,78 66,92 64,42
o 2,45 11,28 15,63
o’ 6,02 127,21 244,26
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Cilios Pkd?2

Declive m1
Base Meio Topo
Cilio A2 2,50 1,85 1,78
CilioA51 2,79 2,76 1,88
Cilio A5 2 1,67 1,93 0,96
CilioA53 1,58 2,30 1,51
CilioB11 1,12 1,61 1,25
CilioB1 2 1,31 1,65 1,30
CilioB1 3 1,16 1,94 1,73
Cilio B4 1,18 2,15 1,61
X 1,67 2,03 1,50
(] 0,60 0,35 0,29
o’ 0,36 0,12 0,08
Declive m2
Base Meio Topo
Cilio A2 -1,41 -1,87 -2,00
CilioA51 -1,09 -1,52 -1,63
Cilio A5 2 -1,30 -1,92 -3,34
Cilio A5 3 -1,71 2,44 -1,89
CilioB11 -0,80 -1,30 -1,62
CilioB12 -1,41 -2,22 -1,56
CilioB1 3 -1,10 -1,80 -1,52
Cilio B4 -1,07 -1,43 -2,26
X -1,24 -1,81 -1,98
c 0,26 0,37 0,57
o 0,07 0,13 0,32
Tempo de subida
Base Meio Topo
Cilio A2 30,62 37,51 41,41
CilioA51 29,66 34,03 35,51
Cilio A5 2 41,61 37,71 55,26
CilioA53 44,48 35,48 49,05
CilioB11 38,73 38,75 49,84
CilioB1 2 49,35 51,39 46,62
CilioB1 3 44,37 40,56 34,75
Cilio B4 48,78 38,78 45,67
X 40,95 39,27 44,77
c 7,03 4,95 6,67
o’ 49,44 24,54 44,47
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Tempo de Descida

Base Meio Topo
Cilio A2 52,11 32,84 36,93
CilioA5 1 65,42 50,61 35,30
Cilio A5 2 51,03 32,36 16,89
Cilio A53 42,50 28,33 27,85
CilioB11 47,01 40,86 36,48
CilioB1 2 46,13 30,77 39,79
CilioB1 3 43,88 39,72 39,34
Cilio B4 44,24 41,28 23,74
X 49,04 37,10 32,04
o 6,95 6,88 7,77
c’ 48,34 47,31 60,42
Tempo de Plateau
Base Meio Topo
Cilio A2 16,27 28,66 20,66
CilioA51 3,92 14,36 28,19
Cilio A5 2 6,36 28,93 26,85
Cilio A53 12,02 35,19 22,09
CilioB11 13,26 19,40 12,68
CilioB12 3,51 16,84 12,59
CilioB1 3 10,75 18,72 24,91
Cilio B4 5,98 18,95 29,59
x 9,01 22,63 22,20
(] 4,40 6,85 6,17
d’ 19,39 46,87 38,10
Amplitude
Base Meio Topo
Cilio A2 79,20 74,92 86,76
CilioA5 1 86,00 92,55 85,02
Cilio A5 2 68,56 65,84 84,07
Cilio A5 3 78,32 74,76 77,38
CilioB11 53,79 61,50 62,52
CilioB1 2 69,81 74,15 73,55
Cilio B1 3 56,09 72,31 65,98
Cilio B4 60,09 76,62 81,37
x 68,98 74,08 77,08
o 10,95 8,50 8,46
o 119,79 72,22 71,49
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Cilios Arl13b

Declive m1
Base Meio Topo
CilioE1 1,28 1,52 2,00
Cilio E2 1,26 1,97 1,85
CilioE4 1 3,04 1,92 1,73
CilioE4 2 1,69 1,81 1,65
CilioE4 3 1,37 1,28 1,37
CilioE6 1 1,06 1,91 1,05
Cilio E6 2 2,02 1,91 1,92
CilioE6 3 1,52 1,92 2,35
Cilio E7 1,06 1,77 1,42
X 1,59 1,78 1,71
c 0,59 0,22 0,36
o 1,28 1,52 2,00
Declive m2
Base Meio Topo
CilioE1 -0,47 -1,74 -1,90
Cilio E2 -1,06 -1,30 -2,30
CilioE4 1 -2,00 -1,82 -1,94
CilioE4 2 -1,45 -1,58 -1,38
CilioE4 3 -2,30 -3,78 -2,16
CilioE6 1 -1,61 -2,00 -3,02
Cilio E6 2 -1,05 -1,15 -1,63
CilioE6 3 -1,79 -3,26 -2,55
Cilio E7 -1,18 -1,58 -1,81
X -1,43 -2,02 -2,08
c 0,53 0,84 0,47
o -0,47 -1,74 -1,90
Tempo de subida
Base Meio Topo
CilioE1 35,93 53,12 39,16
Cilio E2 38,20 37,42 37,99
CilioE4 1 25,05 41,74 36,32
Cilio E4 2 41,86 40,31 43,63
CilioE4 3 60,82 72,00 56,77
CilioE6 1 51,76 46,03 51,78
CilioE6 2 29,57 42,66 39,99
CilioE6 3 42,52 50,33 44,70
Cilio E7 49,00 37,67 52,37
X 41,63 46,81 44,75
o 10,49 10,24 6,86
o 35,93 53,12 39,16
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Tempo de Descida

Base Meio Topo
CilioE1 62,86 41,44 34,43
Cilio E2 39,52 39,24 21,18
CilioE4 1 42,30 32,40 30,81
Cilio E4 2 39,72 38,19 45,47
CilioE4 3 30,78 15,00 34,78
CilioE6 1 35,26 35,19 10,53
Cilio E6 2 50,61 48,66 31,77
CilioE6 3 33,02 24,47 38,35
Cilio E7 33,74 39,99 27,76
X 40,87 34,95 30,56
(] 9,60 9,42 9,51
o’ 62,86 41,44 34,43
Tempo de Plateau
Base Meio Topo
CilioE1 0,20 4,44 25,41
Cilio E2 21,28 22,35 39,83
CilioE4 1 31,65 24,87 31,87
Cilio E4 2 17,42 20,50 9,89
CilioE4 3 7,40 12,00 7,45
CilioE6 1 11,99 17,78 36,69
Cilio E6 2 18,82 7,67 27,24
CilioE6 3 23,45 24,19 16,79
Cilio E7 16,26 21,34 18,87
x 16,50 17,24 23,78
c 8,66 7,02 10,73
o 0,20 4,44 25,41
Amplitude
Base Meio Topo
CilioE1 68,58 122,20 113,49
Cilio E2 60,81 79,93 87,87
CilioE4 1 93,41 86,23 68,70
CilioE4 2 78,28 77,16 72,88
CilioE4 3 106,24 98,00 92,23
CilioE6 1 60,33 81,42 72,21
Cilio E6 2 67,05 77,56 69,61
Cilio E6 3 79,19 91,53 99,81
Cilio E7 72,88 80,76 81,70
X 76,31 88,31 84,28
c 14,35 13,63 14,57
o’ 68,58 122,20 113,49




Cilios DeltaD

Declive m1
Base Meio Topo
Cilio A2 1,86 2,05 2,31
Cilio A4 1,69 2,13 1,96
Cilio A5 0,97 1,35 1,15
Cilio 2A6 1 1,32 1,23 1,20
Cilio 2A6 2 0,79 1,45 1,34
Cilio3A6 1 1,33 1,46 1,13
Cilio 3A6 2 1,33 1,23 0,46
X 1,33 1,56 1,36
o 0,35 0,35 0,56
¢’ 0,12 0,12 0,31
Declive m2
Base Meio Topo
Cilio A2 -1,19 -1,21 -1,82
Cilio A4 -1,29 -2,28 -1,60
Cilio A5 -0,93 -2,34 -1,55
Cilio 2A6 1 -0,96 2,14 -1,49
Cilio 2A6 2 -0,98 -1,29 -1,97
Cilio 3A6 1 -1,22 -1,33 -1,40
Cilio 3A6 2 -1,62 -1,41 -0,67
X -1,17 -1,71 -1,50
o 0,23 0,47 0,38
d’ 0,05 0,22 0,15
Tempo de subida
Base Meio Topo
Cilio A2 32,21 36,28 25,57
Cilio A4 32,45 39,24 34,10
Cilio A5 40,83 57,43 62,85
Cilio 2A6 1 34,68 44,53 45,61
Cilio 2A6 2 57,98 45,44 46,55
Cilio3A61 42,95 48,54 36,84
Cilio 3A6 2 45,27 60,45 53,33
X 40,91 47,42 43,55
o 8,46 8,24 11,58
o’ 71,53 67,82 134,16
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Tempo de Descida

Base Meio Topo
Cilio A2 42,27 46,63 17,44
Cilio A4 38,40 24,08 30,39
Cilio A5 39,14 25,64 29,55
Cilio 2A6 1 42,61 17,38 22,99
Cilio 2A6 2 30,51 39,22 29,30
Cilio3A6 1 40,48 31,66 21,84
Cilio 3A6 2 37,41 33,50 22,98
X 38,69 31,16 24,93
(] 3,78 9,11 4,53
o’ 14,31 82,95 20,49
Tempo de Plateau
Base Meio Topo
Cilio A2 24,52 16,09 55,99
Cilio A4 28,15 35,69 34,51
Cilio A5 19,03 15,92 6,60
Cilio 2A6 1 21,71 37,09 30,39
Cilio 2A6 2 10,50 14,33 23,15
Cilio3A61 15,57 18,80 40,32
Cilio 3A6 2 16,32 5,05 22,69
X 19,40 20,42 30,52
(] 5,50 10,86 14,39
o 30,23 117,97 206,94
Amplitude
Base Meio Topo
Cilio A2 74,31 102,27 95,74
Cilio A4 59,43 58,29 50,39
Cilio A5 53,57 75,00 80,58
Cilio 2A6 1 62,97 74,19 74,41
Cilio 2A6 2 53,94 70,02 65,56
Cilio3A61 73,34 89,59 85,13
Cilio 3A6 2 73,69 72,35 41,95
X 64,46 77,39 70,54
(] 8,60 13,25 17,77
o’ 73,97 175,47 315,92
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ANEXO IV
Frequéncias

Normais/Pkd?2 (a=0.05)

Resultados: ANOVA

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia
Freq Normais 8 312,4999 39,06249 30,5175
Freq Pkd2 8 255,8594 31,98242 4,564013
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 200,5094 1 200,5094 11,43106 0,004479 4,60011
Dentro de grupos 245,5706 14 17,54076
Total 446,08 15
Normais/Arl13b (a=0.05)
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Varidncia
Freq Normais 8 312,4999 39,06249 30,5175
Freq Arl13b 9 283,2131 31,46813 7,804534
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 244,2679 1 244,2679 13,2726 0,002403 4,543077
Dentro de grupos 276,0588 15 18,40392
Total 520,3267 16
Normais/DeltaD (a=0.05)
SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
Freq Normais 8 312,4999 39,06249 30,5175
Freq DeltaD 7 260,7422 37,24888 7,447742
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 12,27954 1 12,27954 0,617997 0,445886 4,667193
Dentro de grupos 258,309 13 19,86992
Total 270,5885 14
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Atl - Normais/Pkd2 (a=0.05)

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Varidncia
Normal 54 -153  -2,83333 2,59434
Pkd2 47 -82 -1,74468 2,846438
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico

Entre grupos 29,78165157 1 29,78165 10,98356 0,001285 3,937117
Dentro de grupos  268,4361702 99 2,711476

Total 298,2178218 100

Atl - Normais/Arl13b (a=0.05)

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Variéncia
Normal 54 -153 -2,833333333  2,594339623
Arl13b 53 -132 -2,490566038 2,831640058
Fonte de variagGo sQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 3,142567 1 3,142567448 [1,158823699 0,284177 | 3,93155641
Dentro de grupos 284,7453 105 2,711859838

Total 287,8879 106

Atl - Normais/DeltaD (a=0.05)

Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia

Normal 54 -153 -2,83333 2,59434

DeltaD 46 -121 -2,63043 2,282609
Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 1,022608696 1 1,022609 0,417187 0,519853 3,938111

Dentro de grupos 240,2173913 98 2,451198

Total 241,24 99
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A2 - Normais/Pkd?2 (a=0.05)

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Variéncia
Normal 54 -254 -4,7037 4,778477
Pkd2 47 -122  -2,59574 3,506938
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico

Entre grupos 111,6592156 1 111,6592 26,66386 1,25E-06 3,937117
Dentro de grupos 414,5784082 99 4,187661

Total 526,2376238 100

At2 - Normais/Arl13b (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média Varidncia
Normal 54 -254 -4,703703704  4,77847659
Arl13b 53 -249 -4,698113208 3,176342525
Fonte de variagGo sQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 0,000836 1 0,000835962 0,000209775 0,988472 3,93155641
Dentro de grupos 418,4291 105 3,985038767

Total 418,4299 106

At2 - Normais/DeltaD (a=0.05)

Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia

Normal 54 -254  -4,7037 4,778477

DeltaD 46 -226 -4,91304 3,103382
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 1,088566828 1 1,088567 | 0,27151 0,603496 3,938111

Dentro de grupos 392,9114332 98 4,0093

Total 394 99
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Declive m1 - Normais/Pkd?2

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,37523 1 0,375231,383374 0,25914 | 4,60011
Dentro de grupos 3,797393 14 0,271242
Total 4,172623 15

Meio (a=0.10)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,434673 1 0,434673 3,394222 0,086703 3,102213
Dentro de grupos 1,792878 14 0,128063
Total 2,227551 15

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢éo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,004553 1 0,004553 0,038813 0,846651  4,60011
Dentro de grupos 1,642367 14 0,117312
Total 1,64692 15

Declive m1 - Normais/Arl13b (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variag¢Go sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,225819 1 0,225819 /0,835825 0,375056 4,543077
Dentro de grupos 4,052617 15 0,270174
Total 4,278435 16

Meio (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,030128 1 0,030128 /0,364844 0,554854 4,543077
Dentro de grupos 1,238679 15 0,082579
Total 1,268808 16

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,32652 1 0,32652 2,369958 0,144517 4,543077
Dentro de grupos  2,066617 15 0,137774
Total 2,393136 16
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Declive m1 - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variag¢éo SQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,003609 1 0,003609  0,02661 0,872928 4,667193
Dentro de grupos 1,762894 13 0,135607
Total 1,766502 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,072331 1 0,072331 0,565751 0,465354 4,667193
Dentro de grupos 1,662037 13 0,127849
Total 1,734368 14

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢éo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,042026 1 0,042026 0,173263 0,684018 4,667193
Dentro de grupos 3,153199 13 0,242554
Total 3,195225 14

Declive m2 - Normais/Pkd2 (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,012745 1 0,01274510,114748  0,739829 @ 4,60011
Dentro de grupos 1,555005 14 0,111072
Total 1,567751 15

Meio (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,375012 1 0,375012 [2,278145  0,153444  4,60011
Dentro de grupos 2,304583 14 0,164613
Total 2,679595 15

Topo (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,956176 1 0,956176 |3,413978  0,085883 @ 4,60011
Dentro de grupos  3,921075 14 0,280077
Total 4,877251 15
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Declive m2 - Normais/Arl13b (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,271602 1 0,271602 1,163882 0,297705 [4,543077
Dentro de grupos 3,50038 15 0,233359
Total 3,771982 16

Meio (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1,143864 1 1,143864 2,248889 0,154462 [4,543077
Dentro de grupos 7,629528 15 0,508635
Total 8,773392 16

Topo (a=0.05)

Fonte de variagéo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 1,453739 1 1,453739 6,590928 0,02145 4,543077
Dentro de grupos 3,308499 15 0,220567
Total 4,762237 16

Declive m2 - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,000448 1 0,000448 10,004277 0,948849 4,667193
Dentro de grupos 1,362949 13 0,104842
Total 1,363398 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,165476 1 0,165476 |0,771165 0,395797 4,667193
Dentro de grupos 2,789534 13 0,21458
Total 2,95501 14

Topo (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,000436 1 0,000436 10,002398 0,961691 4,667193
Dentro de grupos  2,362212 13 0,181709
Total 2,362648 14
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Tempo de subida - Normais/Pkd?2 (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ MQ F valor P F critico
Entre grupos 46,12936 46,12936 | 0,48128 0,499193 | 4,60011
Dentro de grupos 1341,861 95,84723
Total 1387,991

Meio (a=0.05)
ANOVA

Fonte de variagdo sQ MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,197958 0,197958 0,004338 0,948416 4,60011
Dentro de grupos 638,8334 45,63096
Total 639,0314

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ MQ F valor P F critico
Entre grupos 9,498031 9,498031 ' 0,13674 0,717077 | 4,60011
Dentro de grupos 972,4438 69,46027
Total 981,9418

Tempo de subida - Normais/Arl13b (a=0.05)
Base (a=0.05)

Fonte de variagdo s5Q mQ F valor P F critico
Entre grupos 31,15365 31,15365 [0,241276 0,630395 4,543077
Dentro de grupos  1936,803 129,1202
Total 1967,957

Meio (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 226,475 226,475 |2,449683 0,138398 4,543077
Dentro de grupos 1386,761 92,45076
Total 1613,236

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,844296 0,844296 0,012071 0,913971 [4,543077
Dentro de grupos 1049,186 69,94571
Total 1050,03
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Tempo de subida - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 44,09162 1 44,09162 10,396111 0,540008 4,667193
Dentro de grupos 1447,047 13 111,3113
Total 1491,139 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 234,2675 1 234,2675 3,320167 0,091512 4,667193
Dentro de grupos 917,2663 13 70,55894
Total 1151,534 14

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,391561 1 0,391561 0,003272 0,955256 4,667193
Dentro de grupos 1555,782 13 119,6756
Total 1556,174 14

Tempo de descida- Normais/Pkd2 (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo s5Q gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 268,2186 1 268,2186 2,478223 0,137754 | 4,60011
Dentro de grupos 1515,223 14 108,2302
Total 1783,441 15

Meio (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 3,838837 1 3,838837 0,070398 0,794624 | 4,60011
Dentro de grupos 763,4216 14 54,53011
Total 767,2604 15

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 5,892368 1 5,892368 0,123312 0,730699 | 4,60011
Dentro de grupos  668,9816 14 47,7844
Total 674,874 15
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Tempo de descida - Normais/Arl13b (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variag¢éo SQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,001034 1 0,001034 | 7,92E-06 0,997792 4,543077
Dentro de grupos 1958,185 15 130,5457
Total 1958,186 16

Meio (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 41,33037 1 41,33037 1 0,523751 0,480381 [4,543077
Dentro de grupos 1183,683 15 78,91219
Total 1225,013 16

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢éo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 12,65196 1 12,65196 0,186436 0,672042 [4,543077
Dentro de grupos 1017,934 15 67,86229
Total 1030,586 16

Tempo de descida - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo s5Q gl mQ F valor P F critico
Entre grupos 17,45991 1 17,45991 0,184731 0,674377 4,667193
Dentro de grupos 1228,7 13 94,51538
Total 1246,16 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 178,5808 1 178,5808 |2,404254 0,145001 4,667193
Dentro de grupos 965,6015 13 74,27704
Total 1144,182 14

Topo (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 258,5919 1 258,5919 10,21638 0,007017 4,667193
Dentro de grupos  329,0494 13 25,31149
Total 587,6414 14
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Tempo de plateau- Normais/Pkd?2 (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 110,2208 1 110,2208 1,650593 0,219729  4,60011
Dentro de grupos 934,8706 14 66,77647
Total 1045,091 15

Meio (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 19,10509 1 19,10509 0,387938 0,543398 | 4,60011
Dentro de grupos 689,4689 14 49,24778
Total 708,574 15

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢éo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 2,884291 1 2,884291 0,044715 0,835576 | 4,60011
Dentro de grupos 903,0555 14 64,50397
Total 905,9398 15

Tempo de plateau - Normais/Arl13b (a=0.05)
Base (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 21,21948 1 21,21948 10,218699 0,646755 4,543077
Dentro de grupos 1455,389 15 97,02595
Total 1476,609 16

Meio (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 43,53489 1 43,53489 0,861975 0,367886 4,543077
Dentro de grupos 757,5896 15 50,50597
Total 801,1245 16

Topo (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 46,83984 1 46,83984 10,435504 0,519306 4,543077
Dentro de grupos 1613,297 15 107,5532
Total 1660,137 16
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Tempo de plateau - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 98,73481 1 98,73481 1,294812 0,275701 4,667193
Dentro de grupos 991,3044 13 76,25419
Total 1090,039 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variacdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,001794 1 0,001794 | 2,05E-05 0,99646 [4,667193
Dentro de grupos 1140,278 13 87,71367
Total 1140,28 14

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 351,6584 1 351,6584 [2,398846 0,143729 4,60011
Dentro de grupos 2052,328 14 146,5948
Total 2403,986 15

Amplitude- Normais/Pkd?2 (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 40,96698 1 40,96698 [0,569833  0,462836 4,60011
Dentro de grupos 1006,501 14 71,89295
Total 1047,468 15

Meio (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 205,2293 1 205,2293 [1,800841 0,200971  4,60011
Dentro de grupos 1595,482 14 113,963
Total 1800,711 15

Topo (a=0.05)

Fonte de varia¢do sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 641,6553 1 641,6553 [3,556251  0,080243 @ 4,60011
Dentro de grupos  2526,023 14 180,4302
Total 3167,679 15
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Amplitude - Normais/Arl13b (a=0.05)

Base (a=0.10)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 469,1423 1 469,1423 3,700594 0,073583 3,073186
Dentro de grupos 1901,623 15 126,7749
Total 2370,765 16

Meio (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 1937,773 1 1937,773 10,80706 0,004986 4,543077
Dentro de grupos 2689,594 15 179,3063
Total 4627,367 16

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1412,429 1 1412,429 5,138279 0,038622 4,543077
Dentro de grupos  4123,255 15 274,8837
Total 5535,684 16

Amplitude - Normais/DeltaD (a=0.05)

Base (a=0.05)

Fonte de variag¢Go sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 6,512682 1 6,512682 10,149608 0,705167 4,667193
Dentro de grupos 565,9098 13 43,53152
Total 572,4225 14

Meio (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 409,0578 1 409,0578 [2,367705 0,147848 4,667193
Dentro de grupos  2245,952 13 172,7655
Total 2655,01 14

Topo (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 139,7709 1 139,7709 10,436199 0,520495 4,667193
Dentro de grupos 4165,584 13 320,4295
Total 4305,355 14
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Amplitude (Meio/Base) - Normais/Pkd?2 (a=0.05)
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico

Entre grupos 0,02079 1 0,02079 10,822867 0,379692 @ 4,60011
Dentro de grupos  0,353721 14 0,025266
Total 0,374512 15

Amplitude (Meio/Base) - Normais/Arl13b (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,125846 1 0,125846 12,345714 0,146444  4,543077
Dentro de grupos 0,804739 15 0,053649
Total 0,930584672 16

Amplitude (Meio/Base) - Normais/DeltaD (a=0.05)
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico

Entre grupos 0,174731 1 0,174731 16,337278 0,027038 [4,747225
Dentro de grupos 0,330864 12 0,027572

Total 0,505595 13

Amplitude (Topo/Meio) - Normais/Pkd2 (a=0.05)

Fonte de variagGo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,034714 1 0,034714 1 1,997489 0,179408 @ 4,60011
Dentro de grupos 0,243302 14 0,017379
Total 0,278015957 15

Amplitude (Topo/Meio) - Normais/Arl13b (a=0.05)

Fonte de variag¢do sQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 1,58E-05 1 1,58E-05 10,001099 0,973986  4,543077
Dentro de grupos  0,215608 15 0,014374
Total 0,215624 16

Amplitude (Topo/Meio) - Normais/DeltaD (a=0.05)

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico

Entre grupos 0,005177 1 0,005177 | 0,218113 0,648848 4,747225

Dentro de grupos  0,284805 12 0,023734
Total 0,289982 13
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Varidncia 6 1 - Normais/Pkd2 (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
Normais 8 2345,753 293,2192 17737
Pkd2 8 1554,425 194,3032 5594,523
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 39137,49 1 39137,49 |3,354902 0,088363 | 4,60011
Dentro de grupos 163320,7 14 11665,76
Total 202458,2 15

Variincia 6 1 - Normais/Arl13b (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
Normais 8 2345,753 293,2192 17737
Arl13b 9 2387,494 265,2771 7492,471
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 3306,743 1 3306,743 10,269427 0,61129 4,543077
Dentro de grupos 184098,8 15 12273,25
Total 187405,5 16

Variincia 6 1 - Normais/DeltaD (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
Normais 8 2345,753 293,2192 17737
DeltaD 7 2272,277 324,6109 14216,38
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 3678,989 1 3678,989 0,228337 0,640694 4,667193
Dentro de grupos 209457,3 13 16112,1
Total 213136,3 14
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Varidncia © 2 - Normais/Pkd2 (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia

Normais 8 2050,674 256,3343 12567,44
Pkd2 8 1094,718 136,8398 2340,225
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 57115,77 1 57115,77  7,662607 0,015097 4,60011
Dentro de grupos 104353,6 14 7453,831
Total 161469,4 15

Variincia 6 2 - Normais/Arl13b (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia

Normais 8 2050,674 256,3343 12567,44
Arl13b 9 2101,826 233,5362 3492,431
ANOVA

Fonte de variag@o SQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 2201,298 1 2201,298 1 0,284868 0,601349 4,543077
Dentro de grupos 115911,5 15 7727,433
Total 118112,8 16

Varidncia 6 2 - Normais/DeltaD (a=0.05)

Grupos Contagem  Soma Média Varidncia

Normais 8 2050,674 256,3343 12567,44
DeltaD 7 1950,369 278,6242 7302,8
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 1854,863 1 1854,863 0,182969 0,675835 4,667193
Dentro de grupos 131788,9 13 10137,6
Total 133643,7 14
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