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Resumo 

 

A discinesia ciliar primária (DCP) resulta de disfunção ciliar no ser humano, 
estando associada a um conjunto de sintomas muito diversificados. É uma 
doença respiratória rara caracterizada por infecções respiratórias, situs inversus, 
infertilidade e hidrocefalia.   
Em Portugal não existe nenhum centro de diagnóstico da doença. Mas a inten-
ção de criar um surgiu, seguindo o método de centros de diagnóstico para DCP 
utilizado noutros países. Este diagnóstico consiste em recolher amostras dos 
cílios do nariz, através do método de escovagem nasal e obter a gravação do 
batimento das células ciliadas por uma câmara de alta velocidade acoplada a 
um microscópio com objectivas de alta resolução.  
É possível estudar a DCP através da análise do comportamento físico dos cílios, 
e, para uma melhor abordagem, foi desenvolvido um programa executável, em 
C#, para análise destas amostras. Este, após a escolha de uma zona de interesse 
da sequência de imagens pelo utilizador (ROI), detecta as frequências do bati-
mento ciliar, indicando uma lista com as percentagens das frequências obtidas e 
cria um mapa de frequências do ROI. A ferramenta permite ainda calcular o 
comprimento do cílio e realizar um estudo do movimento do mesmo, algo que 
ainda não foi abordado por outros programas. 
O código desenvolvido permitirá, assim, obter um diagnóstico de DCP em Por-
tugal, rápido e nalguns casos com um melhor desempenho do que a inspecção 
visual seguida noutros centros de diagnóstico. 
 

Palavras-chave: Cílios, diagnóstico, DCP, Software 

 





 

xi 

 

Abstract 

 

Primary Ciliary Dyskinesia (PCD) results from a ciliary disfunction associated 
to a number of diverse symptoms in human being. It is a rare respiratory dis-
ease characterized by respiratory infections, situs inversus, infertility and hydro-
cephalus. 
In Portugal there is no center of diagnosis for PCD. But came up the intention of 
creating one, following the method of other countries centers. This diagnosis 
consists in collecting samples of cilia from the nose by the method of nasal 
brushing and acquiring the beating of the ciliated cells by a high-speed camera 
attached to a microscope with a high resolution objective. 
It is possible to study the PCD by analyzing the physical behavior of cilium. For 
a better approach an executable program was developed in C# for the analysis 
of these samples. This program, after an area of interest has been choosen from 
the image sequence (ROI) by the user, detects the frequency of ciliary beating, 
indicates a list of the proportion of frequencies obtained and creates a frequency 
map of ROI. The tool allows to calculate the size of the cilium and make a study 
of the cilium movement, something that has not been developed by other pro-
grams. 
The developed code will provide a diagnosis of PCD in Portugal, faster and in 
some cases with a better performance than the visual inspection followed in 
other diagnostic centers. 
 
 
 Keywords: cilium, diagnosis, PCD, software 
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Introdução 

A definição de Diagnóstico é, em Dicionário Priberam da Língua Portu-

guesa, 2008-2013, Priberam, a determinação de uma doença através dos seus 

sintomas.  

 É fácil obter-se um diagnóstico quando os sintomas são facilmente obser-

váveis. Por vezes, os sintomas são facilmente detectáveis mas o diagnóstico 

final é complicado de se obter. 

Um grande conjunto de pessoas encontra-se neste impasse, por vezes, 

devido à falta de meios de diagnóstico que lhes indique a sua situação. Os 

doentes de discinesia ciliar são um deles. Têm muitos sintomas, muito diversifi-

cados que para um médico sem os meios certos podem levar à tentativa de cura 

de algo inexistente. É uma área complicada de se obter um diagnóstico concre-

to, uma vez que ainda se encontra em fase de estudo. 

Em Portugal não há nenhum centro de diagnóstico para esta doença, mas 

a ideia de criar um já surgiu e, com ela, a ideia de criar um software que ajude no 

diagnóstico. 

Neste momento os únicos testes são feitos por via da contagem de bati-

mentos de cílios de forma manual, tal como acontece noutros centros referen-

ciados e por óxido nítrico, no Centro de Estudos de Doenças Crónicas 

(CEDOC@IGC), Hospital de Santa Maria (HSM) e Instituto de Medicina Mole-

cular (IMM). Impôs-se então criar uma ferramenta que o faça de uma forma 

mais automática e objectiva, a qual será apresentada nos próximos capítulos. 

1 
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O novo software1 que é apresentado nesta dissertação, foi criado com o 

intuito de ajudar a obter um diagnóstico concreto e rápido e que permita aceder 

também a novas informações, para complemento do diagnóstico.  

Será explicado no capítulo 5 como se chegou à versão final do software e 

como este funciona. O software encontra-se neste momento completamente ope-

racional, todavia está ainda aberto a possíveis actualizações, de forma a melho-

rar o seu desempenho ou a introduzir novos métodos.  

 

1.1 - Objectivos 

De forma a ajudar na criação de um centro de diagnóstico de Discinesia 

Ciliar Primária (DCP) em Portugal, o objectivo desta dissertação é criar um 

programa informático que identifique de forma rápida e eficaz o padrão dos 

batimentos dos cílios do epitélio nasal dos doentes através da análise de 

sequência de imagens. Para isso, o programa terá disponível uma série de 

métodos manuais e automáticos de identificação da frequência, medida do 

comprimento do cílio e movimento do cílio ao longo do tempo, deixando 

sempre margem para o utilizador do programa elaborar o melhor diagnóstico 

possível e estudar novos padrões desconhecidos relacionados com a doença.  

  

                                                 
1 software - Conjunto de processos relativos ao funcionamento de um conjunto de tratamento de 

informação. 

1.1 Objectivos                                                                                              Introdução 



 

3 

 

 

Princípios de Anatomia 

2.1 - Cílios 

 

Os cílios são organelos distintos da membrana plasmática com uma 

membrana ciliar própria cujo movimento se assemelha ao de um chicote. Cada 

célula poderá ter apenas um ou centenas deles. Os conjuntos de cílios da zona 

respiratória têm cerca de 10µm de comprimento. São caracterizados por um 

movimento próprio e é frequente encontrá-los em células epiteliais. Estas célu-

las formam o tecido epitelial que reveste e protege as superfícies externas e 

internas do corpo humano. [1]  

  Os cílios são constituídos por membrana ciliar, corpo basal e axonema. O 

corpo basal é um centríolo modificado localizado na base do cílio ainda no cito-

plasma da célula e serve de nucleador dos microtúbulos do axonema contendo 

gamma tubulina. O axonema é a estrutura interna que contém dupletos de 

microtúbulos, braços de dineína internos e externos, pontes de nexina e projec-

ções radiais[2].  Os microtúbulos estão dispostos por 9 + 2 microtúbulos (nove 

microtúbulos dispostos circularmente e dois microtúbulos centrais) originando 

um cílio motor, ou 9 + 0 microtúbulos (nove microtúbulos dispostos circular-

mente e nenhum central) originando um cílio primário[3] no caso de não ter bra-

ço de dineína, se o tiver será um cílio nodal, móvel. Os dupletos estão ligados 

entre si e deslizam uns sobre os outros com gastos de Adenosina trifosfato 

2 
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(ATP) devido às proteínas que constituem os braços de dineína e às projecções 

radiais.[1]  (Figura 2.1)   

 

Figura 2.1 - (a) Estrutura do cílio[1] (b) Representação da estrutura interna dos cílios, 

quando têm 9+2 microtúbulos (nove microtúbulos dispostos circularmente e dois microtúbu-

los centrais) e 9+0 microtúbulos (nove microtúbulos dispostos circularmente e nenhum cen-

tral)[28] 

 

 As membranas ciliares nasais contêm receptores específicos que iniciam 

as vias de sinalização, que controlam a quimio-sensação e mecano-sensação no 

nariz.[3] São uma extensão de vesículas olfácticas que por sua vez se estendem 

para neurónios olfactivos (Figura2.2). As moléculas com odor, odorantes, trans-

portadas pelo ar dissolvem-se no muco nasal, onde se ligam às moléculas qui-

mio-receptoras que fazem desencadear potenciais de acção nos neurónios olfac-

tivos através de despolarização, ou seja, ultrapassa o limiar de estimulação na 

membrana tornando o seu interior menos negativo e assim o sinal é transporta-

do pelo axónio até ao bulbo olfactivo, onde é processada a informação.[1] 

(a)                                              (b) 
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 Os cílios podem ser primários ou móveis. Os cílios do nariz são móveis e 

têm função motora, deslocando materiais através da superfície da célula, e a 

função sensorial no nariz, detectando odores. 

  

Figura 2.2 - Bulbo olfactivo[1] - Pode-se identificar o epitélio nasal olfactivo/nasal e as 

ramificações do nervo olfactivo. 

 

Nos animais, pode-se encontrar cílios móveis em diferentes orgãos: nas 

vias respiratórias, no aparelho reprodutor feminino e masculino e noutras 

superfícies celulares[1], como o epêndima no cérebro.   

O seu movimento é normalmente coordenado. Pode ser distinguido em 

duas fases, cada uma com uma direcção: fase activa, movimento no sentido da 

direcção do fluído, e fase reversa, movimento no sentido oposto para voltar à 

posição inicial (Figura 2.3).  A dinâmica deste movimento permite, quando 

necessário, que o fluído deslocado avance numa única direcção[1]. Por exemplo, 

no nariz, os cílios estão revestidos de muco que agarram as poeiras que são ins-

piradas. Os cílios, com a ajuda dos braços de dineína , realizam um movimento 

na direcção da garganta ou do exterior  de forma a deslocar o muco com impu-

rezas para fora do organismo.  

A quantidade, o comprimento, o tipo de batimento e o padrão do movi-

mento dos cílio são características importantes para o muco se movimentar e 
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não permitir a entrada de microrganismos, absorvendo tudo o que não é supos-

to entrar para ser expelido, definindo assim a depuração mucociliar, que permi-

te ter os pulmões limpos.  

 

 

Figura 2.3 - Direcção do movimento dos cílios[15] 

   

2.2 - Discinesia ciliar primária 

  

 A discinesia ciliar primária (DCP) resulta da disfunção ciliar[2], ou seja, 

tem origem em mutações que levam à imobilidade ou movimento descoorde-

nado dos cílios[3]. Trata-se de uma doença heterogénica rara e hereditária[4a] 

autossómica recessiva, ou seja, que apenas se manifesta se tiver dois genes 

mutantes, um do pai e outro da mãe, tendo assim apenas 25% de hipótese de 

desenvolver a doença no caso de ambos os pais terem o gene de DCP[5]. Baseia-

se, também, no facto dos pacientes disporem de um número de axonemas que 

incluem ligações de nexina e  de projecções radiais defeituosas, microtúbulos 

ausentes ou desordenados, ou braços de dineína anormais. Estima-se que 1 em 

cada 10 000 a 20 000 indivíduos seja afectado por DCP[13]. Sendo as mutações no 

gene DNAH5 e DNAI1 a causa mais comum.[29]  
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   A DCP pode-se apresentar em qualquer órgão cuja a função dependa do 

funcionamento dos cílios móveis. É caracterizada por infecções respiratórias 

recorrentes, por vezes acompanhadas de infertilidade, hidrocefalia, situs inver-

sus2, otites, doença cardíaca congénita, defeitos graves na função esofágica, 

entre muitos outros problemas[9].  No caso particular do transporte muco-ciliar, 

se este for realizado de forma irregular, podem surgir inflamações crónicas, 

bronquiectasias, rinite crónica e sinusite[13]. A tabela 2.1 apresenta algumas das 

doenças associadas à DCP. No que respeita ao síndrome de Kartagener, este está 

associado à doença com situs inversus[20],  uma condição na qual os órgãos são 

dispostos de forma inversa, como um espelho do eixo normal, durante a sua 

formação (Figura 2.4). 

 

Figura 2.4 - Ilustração esquemática de (a) uma pessoa normal com assimetria esquerda-

direita e (b)(c)(d)(e)(f) tipos de situs inversus.[30]  

Não há estágios definidos para a doença. As primeiras manifestações ini-

ciam logo em bebé, com problemas respiratórios e tosse. Em criança têm muitas 

infecções. Nos jovens, as infecções são menos frequentes, no caso de terem um 

                                                 

2 situs inversus - inversão da posição normal de uma ou mais vísceras. 

       (a)                                      (b)                                           (c) 

 

 

 

 

      (d)                                       (e)                                          (f) 
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tratamento em curso, mas nos adultos as infecções são recorrentes, pois trata-se 

de uma  doença progressiva. 

   Em caso de doença, os cílios têm habitualmente um batimento com fre-

quência (CBF) anormal. Podem estar paralisados, não existirem ou terem um 

padrão de batimento irregular[7,8,11,12]  .  

 

2.3 - Monitorização e Tratamento 

 

 Não há cura definida para este tipo de doença, apenas tratamentos 

agressivos e realizados com base no tratamento de cada infecção manifestada 

no paciente[5].  

 É realizada uma monitorização ao paciente ao longo do tempo, de forma 

a evitar infecções graves ou inesperadas. 

Alguns exemplos de tipos de monitorizações para DCP são[5]:  

 - Cultura de escarro ou de drenagem dos ouvidos como rotina (de 6 ou 12 

meses) onde é possível identificar micro-organismos que podem provocar 

infecções ou já estar a provocar.  

 - Teste à função pulmonar (espirometria) que permite o registo de vários 

volumes e fluxos de ar. É um método não invasivo e indolor, basta respirar pela 

boca através de um tubo ligado ao computador. 

 - TAC para detectar bronquiectasia.  

- Raios-X para detectar pneumonia. 

- Broncoscopia que mostra uma perspectiva directa do interior das vias 

respiratórias para detectar, por exemplo, bronquiectasia, ou para desobstruir as 

vias. 

São utilizados tratamentos  existentes para outras doenças de forma a 

diminuir o efeito das infecções, a progressão da doença e prolongar o bem-estar 

do paciente[5]:  
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- Depuração das vias respiratória, retira a acumulação de muco, através de 

fisioterapia respiratória (nas crianças é o mais comum, diariamente feito pelos 

pais que aprendem). 

- Mucolíticos, diminui a viscosidade das secreções, de forma a ser mais 

fácil respirar a secreção. 

- Broncodilatadores, expandem as vias respiratórias, ajudando a relaxar as 

paredes das vias respiratórias. 

- Antibióticos, para as infecções e esteróides para as inflamações. 

- Lavagem nasal, ajuda com o congestionamento do seio nasal. 

- Miringotomia, uma pequena incisão feita no tímpano por meio de uma 

cirurgia, para aliviar a pressão causada pela acumulação excessiva de fluído. É  

colocado um tubo de modo a prolongar o efeito de descompressão.  
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Tabela 2.1 - Manifestações clínicas de discinesia ciliar primária[21] 

Pulmão Outras doenças 

• Síndroma de dificuldade respiratória, 

pneumonia, atelectasia (período neonatal) 

• Tosse crónica produtiva 

• Broncorreia 

• Episódios recorrentes de pneumonia 

• “Asma brônquica” grave e/ou atípica, com 

ausência de resposta à terapêutica convencional 

• Bronquiectasias 

• Hipocratismo digital 

• Cardiopatia congénita complexa 

• Doença poliquística renal e/ou 

hepática 

• Atresia biliar 

• Atresia esofágica 

• Refluxo gastroesofágico grave 

• Hidrocefalia 

• Retinite pigmentosa 

Ouvido médio Fertilidade 

• Otite média serosa crónica 

• Hipoacusia de transmissão 

• Otorreia persistente após timpanostomia 

• Infertilidade masculina 

• Diminuição da fertilidade femi-

nina e gravidez ectópica 

Seios perinasais e fossas nasais Lateralização de órgãos 

• Rinossinusite crónica 

• Polipose nasal 

• Rinorreia mucopurulenta contínua (início 

no período neonatal) 

• Situs inversus total 

• Heterotaxia 

– isomerismo esquerdo (poliesplenia) 

– isomerismo direito (asplenia) 
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Métodos de diagnóstico de DCP 

A falha no reconhecimento da DCP pode levar a tratamentos inadequados 

ou cirurgias desnecessárias[12]. Verifica-se que a DCP é, frequentemente, sub-

diagnosticada devido à falta de um teste de triagem simples[6].  

 

3.1 - Formas de estudo de DCP já implementadas 

Ao longo do tempo, tem existido a necessidade de rastreio para a detecção 

de DCP. Existem vários métodos em estudo e alguns deles já se encontram em 

utilização em alguns países, mas nenhum é simultaneamente fácil e fiável[6].  

  Vejamos de seguida. 

3.1.1 - Meios Complementares de Diagnóstico de DCP 

- Análise de Haplótipo, um teste genético para identificar um conjunto de 

segmentos de DNA relacionados entre eles, utilizando um marcador. É 

baseado no estudo do genótipo, constituição genética do paciente, e de 60 

polimorfismos de nucleótidos únicos, uma mudança numa base da sequên-

cia de DNA,  de pacientes com mutações no homozigoto. Esta análise é rea-

lizada em famílias com vários elementos com histórico de DCP. Sendo 

assim, é mais utilizada para diagnóstico[16,2]. 

- Análise de mutações, que é feita através do isolamento do DNA[13]. As 

mutações mais prováveis que dão origem ao DCP são encontradas nos 

3 
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genes DNAH5 e DNAI1, que codificam as proteínas que compõem os bra-

ços de dineína [5,29], mas existem também mutações associadas a, pelo 

menos, mais de 21 genes.[29] 

-Análise de cDNA da mutação 1730G>C, que é obtida após isolar o RNA 

de células epiteliais respiratórias[13].  

- Estudo das células respiratórias epiteliais por imunofluorescência[13]. 

- Óxido Nítrico (NO) que é um teste não invasivo e simples, mas é neces-

sário equipamento e conhecimento especializado. O NO é medido a partir 

da cavidade nasal por meio de um analisador de quimiluminescência no 

paciente, onde é avaliado o seu nível no ar exalado no momento [6]. 

- O teste da sacarina é um processo mais barato e fácil para rastreio, mas 

necessita de outros testes para comprovação do diagnóstico, através de 

escovagem nasal. Este teste consiste na colocação de sacarina no interior do 

nariz. Se finda uma hora e o paciente não sentir o sabor da mesma, terá que 

passar ao próximo teste para confirmar DCP[9]. Mas encontra-se em desuso 

na Europa. 

- A utilização de um microscópio eletrónico de transmissão, permite 

observar amostras da estrutura interna dos cílios. Examina os defeitos nos 

microtúbulos e nos braços de dineína [5, 12].  

 

Com base no batimento ciliar: 

- No método do fotomultiplicador (photomultiplier method) mede-se a fre-

quência dos cílios através da gravação do seu movimento com um micros-

cópio de fotómetro. São gerados sinais de tensão pelo movimento dos cílios 

quando interrompe a passagem de luz e depois analisados num programa. 

É medido o intervalo de tempo correspondente a dez batimentos ao longo 

de cada zona ciliada e comparado com os valores considerados normais[11].  

- No método do fotodíodo são analisados sinais através de um programa 

informático. Estes são gerados assim que o cílio em movimento passa pelo 

fotodíodo. Também são realizadas, normalmente, 10 medidas em cada 

amostra[11]. 
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- Uso de uma câmara de alta velocidade acoplada a um microscópio com 

objectivas de alta resolução. Este dispositivo permite obter um vídeo das 

células epiteliais do nariz. Posteriormente, é possível analisar o vídeo frame 

a frame e observar o movimento dos cílios[20]. A frequência e o batimento 

ciliar podem ser avaliados por observação directa ou com ajuda de softwa-

re[10].  

 

Para este tipo de métodos manuais de contagem dos batimentos usa-se a 

seguinte fórmula para se obter o valor da frequência do batimento ciliar (CBF): 

 

    
                                        

                                   
                        

 

  O valor final do teste será a média de 10 valores obtidos. As amostras 

necessárias para a realização destes testes a partir de células epiteliais do nariz, 

são obtidas por escovagem nasal. Esta técnica utiliza uma escova nasal específi-

ca, que ao passar pelas paredes do nariz do paciente durante 2 a 3 segundos, 

arrasta consigo uma  amostra de boa qualidade com um elevado número de 

células ciliadas intactas. Os pacientes não podem ter tido infecções nas 4 a 6 

semanas anteriores à recolha[6, 10]. 

 

3.1.2 - Softwares já desenvolvidos: 

Hoje em dia, a tentativa de diagnóstico definitivo passa pela microscopia 

electrónica de transmissão ou videomicroscopia de alta velocidade pois são 

equipamentos que obtêm imagens com muito boa qualidade para análise. 

 

 - O Doutor Won-Jin Yi desenvolveu um programa que divide toda a fra-

me 3em zonas de 2x2 píxeis, soma as intensidades de cada zona ao longo de 

todo o vídeo, realiza a transformada de Fourier associada e escolhe a frequência 

                                                 
3 frame - uma imagem de uma sequência de imagens que pode produzir um vídeo. 

Equação 3.1 
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de maior amplitude. Com esta informação cria um mapa de frequências.  Mas 

está limitado ao número de frames, 128, e não obtém a informação de toda a 

imagem, uma vez que trabalha com matrizes de 2x2 e soma as intensidades dos 

quatro píxeis. Não refere a sua linguagem de programação. [17] 

 - O ciliaFA trabalha com o ImageJ e o Microsoft Excel. Trabalha com 

ROI's de 40x40 píxel. De seguida guarda os valores das intensidades dos píxeis 

e trata a informação no Excel, realizando a transformada de Fourier. O facto de 

usar duas plataformas diferentes para processar os dados torna complicado 

para o utilizador aprender a manejar duas ferramentas. [18] 

 - O SAVA é um programa que não é de livre acesso, desenvolvido em 

LabView. Foi criado para analisar amostras de cílios dos pulmões. Trata a 

informação de várias e pequenas regiões de interesse da mesma forma que o 

ciliaFA. Fornece a informação sobre o vídeo, número de frames, tempo e outras 

características. Consegue também tratar o vídeo por completo e criar um mapa 

de frequências e amplitude. [19] 

 

3.2 - Resultados publicados 

Em relação à frequência dos cílios, para indivíduos  sem patologia asso-

ciada, é tipicamente de 11-16 Hz, mas pode variar com o país, ou mesmo com a 

região do país ou pelas condições de aquisição das imagens da amostra. Os 

pacientes com DCP têm, geralmente, uma frequência de batimento ciliar 

menor[9]. 

Em doentes com DCP encontraram-se cílios: 

 - Imóveis ou com movimentos subtis temporários[20]; 

 - Rígidos, com baixa amplitude ou batimentos incompletos[20]; 

 - Com batimentos circulares com frequência normal [20]; 

 - Com batimento de frequência menor que 11Hz [9,11]; 

 - Hipercinéticos[14]. 

 - Inexistentes [20]. 
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 - Com padrão diferente do normal. Destes, foram descritos três tipos de 

batimentos: 

  * Cílio virtualmente imóvel - quando têm um movimento pouco 

 amplo, lento e rígido. Com frequência de batimento ciliar (CBF) entre 

 0,8 e2,3 Hz [12] (Figura 3.1a); 

  * Padrão de batimento dos cílios rígidos - com amplitude reduzida 

 e movimento anormal, forte e rígido. Com CBF entre 6,0 e 9,3 Hz[12] 

 (Figura 3.1b); 

  * Batimento ciliar circular - movimento para a frente e para trás 

 em forma de chicote, num perfil lateral. E visto de cima, um movimento 

 grande e circular. Com CBF de 10,7 Hz [12](Figura 3.1c); 

 

 

Figura 3.1- (a) Diagrama do cílio virtualmente imóvel, (b) Diagrama do padrão de 

batimento do cílio rígido, (c) Diagrama do batimento ciliar circular, (d) Diagrama do cílio 

normal[12]  

(d) 

 

3.2 Resultados publicados                                   Métodos de Diagnóstico de DCP 



 

16 

 

 

 

 

 Métodos de pré-processamento 

No decorrer desta dissertação é importante ter-se em conta alguns méto-

dos de processamento de sinal e de imagem, uma vez que as amostras a serem 

estudadas são sequências de imagens com um determinado tempo de gravação.  

Logo, a componente tempo vai permitir obter um sinal que poderá ser útil no 

cálculo das frequências. Também poderá ser necessário um tratamento com 

diversos filtros para obter informação através da sequência de imagens. 

4.1 - Processamento de sinal 

4.1.1 - FFT 

Cooley e Tukey desenvolveram um algoritmo eficiente para o cálculo da 

transformada de Fourier, uma vez que a transformação de sinais em tempo 

para frequência é uma operação computacional pesada. Este algoritmo tem o 

nome de FFT e considera que uma série infinita de senos e cossenos, ou expo-

nenciais complexas podem representar um sinal no domínio do tempo e assim 

encontradas as suas respectivas frequências[22]. 

A função FFT realizada por meio de um computador recebe um sinal em 

tempo discreto com número N de amostras e fornece como resultado um sinal 

em frequência com o mesmo número de amostras, N.  

4 
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Equação 4.1 

O cálculo de FFT, X(ω), é efectuado por: 

                             
  
    

  
     

onde N2-N1 é maior que zero e N1 é o primeiro ponto da amostra e N2 o 

último. Quanto maior esta amostra melhor a resolução, uma vez que o resulta-

do é distribuído uniformemente entre 0 e 2π[22]. 

Os sinais utilizados neste trabalho serão todos puramente reais, uma vez 

que se tratam de valores de intensidades dos píxeis. Uma propriedade impor-

tante a ter em conta é a de simetria. Como x(k) é real, a parte real da transfor-

mada apresentará os mesmo valores que a parte imaginária da transformada, 

mas a parte real terá simetria par e a parte imaginária simetria ímpar. Assim, 

será mais fácil considerar a parte imaginária da transformada de Fourier zero e 

usar os valores obtidos pela parte real, que obtêm sempre um representação 

espelhada. 

4.2 -Processamento de imagem 

4.2.1 - Filtro Sobel 

O filtro Sobel é um filtro de realce de contornos. 

No filtro Sobel o núcleo utilizado é de 3x3 para chegar ao resultado final 

pretendido. Utiliza uma matriz de píxeis 3x3 como se verifica na figura 4.1: 

a b c 

d e f 

g h i 

Figura 4.1 - Matriz 3x3 a ser usada para um filtro, em que cada posição é um píxel da 

imagem. 

 

O valor do píxel em análise, ou seja, do píxel "e" é obtido por: 

                                     

No caso de se utilizar os três canais de cores, RGB, é necessário fazer este 

cálculo para cada um[23].  

Equação 4.2 
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4.2.2 - Filtro Roberts  

O filtro Roberts utiliza um núcleo de 2x2 píxel, como ilustra a figura 4.2. 

 

f(x,y) f(x+1,y) 

f(x,y+1) f(x+1,y+1) 

Figura 4.2 - Matriz 2x2 a ser usada num filtro Roberts, em que cada posição é um píxel 

da imagem. 

aplicando a função: 

                                                     

 

após realizar uma convolução entre os núcleos apresentados na figura 4.3 

e a imagem original: 

0 1  1 0 

-1 0  0 -1 

 Figura 4.3- Núcleos a aplicar na convolução com a imagem original.  

 

Trata-se de um filtro de contornos de bordos. No caso de a imagem ter 

mais do que uma cor, a função tem de ser aplicada para cada canal[23]. 

4.2.3 - Binarização automática - Método Otsu 

A binarização é utilizada para transformar a imagem original numa ima-

gem a preto e branco, sendo que o valor de binarização automática é calculado 

através de um algoritmo que utiliza o histograma da distribuição das intensi-

dades na imagem.   

Este algoritmo, após ter todos os valores distribuídos num vector, procura 

separar em dois grupos de forma mais homogénea possível e calcula automati-

camente o valor de threshold (t), para a binarização.  

Equação 4.3 
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O método Otsu divide o histograma (vector) em dois grupos e procura o 

valor de t, maximizando a variância inter-classe: 

                          
 
 

Seja       e       a probabilidade do grupo para os quais i ≤ t e i > t, res-

pectivamente. 

             
    

             
      

      
       

   

     
 

      
       

     

     
 

O valor t, será o valor a ser utilizado para realizar a binarização, threshold, 

todos os valores abaixo serão píxeis pretos e todos os valores acima serão píxeis 

brancos[23]. 

4.2.4 - Filtro Mediana 

Os filtros de mediana permitem reduzir o ruído das imagens sem, no 

entanto, esbater muito nem deslocar as arestas e contornos das mesmas. O valor 

mediano é aquele para o qual existem metade dos valores menores que ele e 

outra metade dos valores maiores. Este tipo de filtros é adaptado à remoção de 

ruído impulsivo.  

Considera-se o valor em análise o píxel central, e será essa a posição ocu-

pada pelo valor mediano do conjunto de 9 píxeis[23].  

 

 

 

 

  

4.2 Processamento de imagem                             Métodos de pré-processamento 

Equação 4.4 

Equação 4.5 

Equação 4.6 

Equação 4.8 
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 Desenvolvimento do software 

Foi concebido um software de seu nome CiliarMove, foi assim denomina-

do com base nas palavras "cílio" e "movement4", para estudo do movimento dos 

cílios.    

As amostras a serem estudadas posteriormente por este programa serão 

obtidas através do método de escovagem nasal, sendo montadas algumas célu-

las ciliadas entre lâmina e lamela. O batimento das células ciliadas será adquiri-

do por uma câmara de alta velocidade acoplada a um microscópio com objecti-

vas de alta resolução. Assim, obtém-se, da amostra, um conjunto de imagens 

em sequência do tipo TIFF gravadas com uma determinada frequência.  Estas 

amostras são fornecidas pelo laboratório de cilia regulation and disease do 

CEDOC@IGC. 

O programa foi concebido consoante as necessidades dos futuros utiliza-

dores do CEDOC@IGC de forma a lhes proporcionar uma redução significativa 

no tempo de diagnóstico e uma maior quantidade de informação possível. 

5.1 - Início 

 Começou-se por programar no software ImageJ. Este software é utilizado 

no CEDOC@IGC, e assim os utilizadores mais próximos estariam mais familia-

                                                 
4 movement - movimento 

5 
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rizados com o programa, mas devido às suas limitações de memória e falta de 

controlo da mesma, optou-se pela não utilização do mesmo. 

A utilização do software Matlab seria fundamental devido à sua facilidade 

de processamento de sinal, mas o tempo que demora exclui também esta hipó-

tese. 

5.2 - Linguagem de programação escolhida 

 Devido a uma intensa utilização de memória, como foi verificado no 

Matlab, para processamento das imagens, foi escolhida a linguagem C#.  Esta 

linguagem permite o acesso directo à memória, o que torna o processamento 

mais rápido. Tem ainda outras vantagens, como a sua flexibilidade, componen-

tes de interface gráfica com o utilizador, excepções na codificação neste caso 

para evitar erros durante o processamento, acesso a bibliotecas diferenciadas 

com funções previamente criadas, possibilidade de criar um executável final 

sem ser necessário um programa de base, e muitas outras ofertas de facilidade 

para o programador e para o utilizador final.  

O programa foi compilado no Visual Studio Express, um programa freewa-

re5, leve e desenvolvido pela Microsoft.  

5.3 - Introdução ao programa e sua interface 

Como as imagens obtidas pela câmara de alta velocidade são em tons de 

cinzento, os valores de intensidades para cada píxel associados à cor verme-

lha(R), verde(G) e azul(B) são iguais. Sendo assim o programa foi desenvolvido 

apenas utilizando um canal de RGB, para poupar memória e aumentar a velo-

cidade de processamento.  

É possível processar até pelo menos 1024 frames, de uma sequência de 

imagens. Quanto maior a sequência de imagens, melhor a resolução dos resul-

tados, uma vez que assim ter-se-á mais informação para processar e obter 

melhor resultados, com mais precisão.  

 

                                                 
5 freeware - programa de livre acesso, gratuito  
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Figura 5.1 - Exemplo de um aviso de má utilização das opções do programa CiliarMo-

ve. "Corte a imagem outra vez. A partir do topo esquerdo e de seguida o canto inferior direi-

to." 

 

 

Figura 5.2 - Interface do software ciliarMove, quando o mesmo é ligado. 

 

A interface do programa foi desenvolvida de forma a ser fácil de ser utili-

zada e intuitiva (figura 5.2). Os métodos estão separados por abas e há sempre 

uma zona visível com a informação e a apresentação da sequência de imagens. 

Sempre que o utilizador tiver uma dúvida pode clicar no botão 'help' que se 

encontra junto a cada botão. No caso de haver algum problema durante o pro-

cessamento de dados ou má utilização por parte do utilizador, este será infor-

mado com uma pop-up6 que indica o erro (figura 5.1). Como pode-se observar 

na figura 5.3 , após ter-se escolhido a sequência que se pretende estudar, é apre-

sentado: 

                                                 
6 pop-up - janela extra que abre-se na interface 
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- A frame da sequência escolhida pelo utilizador como a primeira da 

sequência 

- Número de frames da sequência escolhida 

- O nome do ficheiro da amostra 

- A velocidade de gravação da câmara de alta velocidade. Encontra-se pré-

definida para 500 frames/s por ser a utilizada no laboratório em causa, mas 

poderá ser alterada. 

- A escala de conversão de um píxel. Está pré-definida para 0,11825 µm, 

pela mesma razão que a velocidade de gravação, e também poderá ser alterada. 

 

Figura 5.3 - Parte da interface permanente durante todo o estudo com a informação da 

amostra aberta com a imagem da primeira frame. Contém a hipótese de se ver a sequência de 

imagens a correr, saber a frame em que se encontra, escolher a velocidade para ver o vídeo e 

escolher e cortar o ROI no tamanho que se pretende. Assim que é aberta a sequência de ima-

gens é possível ver o número de imagens que contém a amostra, o nome do ficheiro, a veloci-

dade de gravação (pré-definido para 500fps pode ser alterada), a conversão de um píxel para 

micrómetros e as coordenadas do píxel quando se passa o rato por cima da imagem. Software 

CiliarMove. 

 

Para se abrir uma sequência de imagens, basta apenas escolher a primeira 

frame da sequência. Cada imagem da sequência tem de seguir uma ordem 

numérica no final do seu nome. Poderá abrir imagens em PNG,BMP, JPG e 

TIFF. 
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Figura 5.4 - Aviso que indica que se deve escolher a primeira frame da sequência sem-

pre que se pretende abrir uma nova sequência. Software CiliarMove. 

5.4 - Visualização do vídeo 

De forma a poupar recursos ao utilizador, o programa permite visualizar a 

sequência de imagens em forma de vídeo na velocidade escolhida pelo mesmo : 

10, 20, 30, 40 ou 50fps. Indica o número da frame que passa no momento e 

quando o utilizador pára o vídeo, indica a frame em que se encontra.  

É possível ver e parar a visualização da sequência de imagens a qualquer 

momento. 

 

5.5 - Métodos 

Para realizar qualquer um dos métodos descritos a seguir é necessário 

escolher uma zona de interesse (ROI). Este é escolhido pelo próprio utilizador 

de acordo com o seu interesse. Sendo assim, tem várias hipóteses: 

- Personalizado, onde o utilizador escolhe o tamanho que pretende, bas-

tando clicar na imagem da amostra no canto superior esquerdo e no canto infe-

rior direito do ROI que pretende obter no final (figura 5.5). 

- Com dimensões por defeito: 5x5, 10x10, 20x20, 30x30, 40x40, 50x50, 

60x60, 70x70, 80x80, 90x90, 100x100 píxel, e obterá um ROI com as dimensões 

pré-definidas com apenas um clique na imagem da frame em demonstração, no 

local que pretende que seja o meio do ROI pretendido. 

- "Last one7", que fará um ROI do mesmo tamanho realizado anteriormen-

te (no caso de já ter feito algum) que se realiza da mesma forma que os pré-

definidos, clicando uma vez na imagem que será o centro do ROI. 

                                                 
7 Last one - último 
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Figura 5.5 - Demonstração do corte "Custom" do ROI na imagem e o que origina. Pri-

meiro clique em X1 e segundo clique em X2, depois de clicar no botão "Crop Image". Softwa-

re CiliarMove. 

O programa contém três métodos principais para o estudo dos cílios: aná-

lise da frequência do batimento ciliar, obtenção do comprimento do cílio e 

estudo da dinâminca do movimento. O primeiro método vem substituir o 

método manual no diagnóstico de DCP para descobrir a frequência de cílios 

através de visualização das frames. Os restantes métodos ainda não foram 

implementados noutros programas com este fim, tratando-se de uma novidade 

e também uma grande ajuda para a descoberta de novos padrões no diagnósti-

co.   

 

5.5.1 - Frequência do batimento ciliar: 

Este método consiste no estudo da frequência do batimento do cílio ao 

longo do tempo, automaticamente. É possível obter resultados em segundos, 

ao contrário do método manual utilizado. 

Para se obter uma validação dos seus resultados, este método foi sempre 

comparado com o método manual. 

A frequência é a característica mais importante para o diagnóstico de DCP. 

Esta pode indicar se o doente está ou não doente. 
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     Equação 5.1 

- Transformada de Fourier : 

Para iniciar, guarda todos os valores das intensidades de todos os píxeis 

de todas as frames num vector. Com estes valores é calculada a FFT para cada 

píxel da sequência, com o auxílio de uma biblioteca, a Aforge. A Aforge é um 

framework, ou seja, é um conjunto de conceitos usados para resolver um pro-

blema agrupando código comum entre vários projectos.  Para este caso foi utili-

zado Aforge.Imaging que contém múltiplas funções para processamento de 

imagem, uma delas a transformada de Fourier. Esta função apenas aceita valo-

res de potência inteira de base dois, N = 2m.  

Para evitar a componente contínua nos resultados da FFT, antes de reali-

zar a FFT é subtraída a média do sinal das intensidades dos píxeis. Com este 

passo, retira-se o valor causado no ponto zero da FFT evitando a presença de 

uma frequência não real. O ponto zero da FFT é apenas a média do valor do 

sinal a ser estudado, uma vez que: 

                    

   

   

                  

   

   

      

   

   

 

 

Assim, obtém-se, para cada píxel da sequência de imagens da amostra em 

estudo, um conjunto de frequências com diversas amplitudes associadas. 

- Escolha da frequência: 

Para decidir qual o pico a escolher do sinal obtido foram comparadas 

algumas contagens feitas manualmente da mesma amostra com gráficos da FFT 

obtidos automaticamente pelo programa. Após análise dos gráficos, a melhor 

frequência a ser escolhida automaticamente pelo programa seria o primeiro 

máximo, pois correspondia ao pico da contagem manual, na sua maioria (tabela 

5.1) .  

Para se ter uma incerteza associada à frequência, uma vez que se trata de 

um diagnóstico, utilizou-se o facto de os resultados estarem dependentes de N. 

Sabendo N e a velocidade de gravação ter-se-á o intervalo para dispor os resul-

tados da frequência: 
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Assim, metade do valor obtido para "Intervalo entre valores de frequên-

cias" será a incerteza, pois tratam-se de valores discretos dispostos num histo-

grama (Figura 5.10b). 

 

Tabela 5.1- Comparação de valores de frequência obtidos manualmente com a fre-

quência com maior amplitude de um píxel obtida automaticamente, para algumas amostras. 

(a) exemplo de uma frequência superior à normal. (b) exemplo de uma frequência associada 

ao movimento da amostra. 

N.º Amostra 

Valor da frequên-

cia obtido manualmente 

(Hz) 

Valor da frequência máximo 

obtido automaticamente num píxel 

(Hz) 

1 (Normal 

L7_C001S0001) 

33,33 (150 frames)          

         

         (a) 

         

2 

(cilios_PacienteC1.5_ 

C001H001S0001) 

5,44 (919 frames)         

        

        

        

3 (Contro-

lo1_ServiçoPCD_ 

cilia2_C001H001S0

001) 

19,84 (252 frames)          

         

         (b) 

         

 

A diferença entre os valores obtidos no método automático e os obtidos no 

método manual devem-se à movimentação da amostra durante a gravação com 

determinada frequência. Frequências superiores poderão ser frequências har-

  Equação 5.2 
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mónicas ou frequências obtidas devido à passagem de mais de um cílio pelo 

mesmo píxel com frequências diferentes. 

A estrutura da célula pode alterar a frequência uma vez que estas contêm 

mais do que um cílio e não é possível isolar cada um deles de modo a que se 

obtenha a sua frequência específica. Como o batimento ciliar tem tendência a ter 

um movimento com uma frequência bem determinada e sendo o movimento 

dos cílios bem ordenados, um píxel poderá ter mais do que um cílio a passar 

num determinado tempo. Desta forma obtêm-se frequências superiores ao 

esperado. 

- Tentativa de remoção do movimento celular: 

Na tentativa de remover a frequência do movimento da célula na amostra, 

usou-se o plug-in8 "Align slices in stack" para o ImageJ[24], um programa freeware  

utilizado pelo CEDOC@IGC. Este plug-in tenta fazer o registo de imagem, ali-

nhando todas as frames com a base num ponto de referência seleccionado. Tenta 

encontrar um padrão de semelhanças na sequência de imagens e depois tenta 

colocá-lo sempre na mesma posição de forma a que a imagem não tenha um 

movimento não pretendido.  

Esta técnica de registo de imagem não foi bem sucedida com este tipo de 

amostras, pois não é fácil encontrar uma zona para seleccionar que seja igual 

em todas as frames de forma a evitar o movimento da célula. Há sempre um 

movimento de algum organelo ou uma mudança de intensidades nos píxeis 

devido à gravação que não permite melhorar a qualidade da amostra.  

De forma a confirmar os resultados obtidos anteriormente, recorreu-se ao 

Matlab e às suas bibliotecas de registo de imagem[25]. Mas obtiveram-se os 

mesmos resultados. Embora as imagens fossem alinhadas não o era suficiente 

para diminuir o movimento da célula (figura 5.6). 

Deste modo, esta técnica não foi utilizada no decorrer do trabalho. 

 

                                                 
8 plug-in - módulo de extensão de um programa 
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Figura 5.6 - Exemplo de uma imagem obtida em Matlab sobre a imagem original 

encontra-se representada a diferença, a cores de verde e rosa, entre duas frames após ter sido 

alinhada pelo método de registo de imagens. Pode-se observar que continua a existir movi-

mento na zona celular. 

 

- Mapa de frequências do ROI: 

Após detectada a primeira frequência máxima em cada píxel é criada, logo 

de seguida e automaticamente, uma imagem do mesmo tamanho da ROI, onde 

cada píxel corresponde a uma frequência que está associada a uma cor, um 

mapa de frequências. O dégradé de cores começa no azul escuro para frequên-

cias mais baixas, passa pelo verde, amarelo e acaba no vermelho para frequên-

cias elevadas. Esta imagem pode ser guardada se o utilizador assim o pretender 

(figura 5.7a).  

Se se passar com o rato do computador por cima desta imagem, aparecerá 

o valor da frequência associado ao píxel (figura 5.7b). 

Em caso de dúvida em relação às frequências apresentadas, com um sim-

ples clique no píxel em questão, pode-se verificar e analisar o espectro de 

potência do sinal associado a esse píxel. (figura 5.8). 
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Figura 5.7 - Exemplo de uma representação do mapa de frequências após análise das 

frequências do ROI escolhido pelo utilizador no software CiliarMove. a) imagem obtida 

como mapa de frequências. O dégradé de cores começa no azul escuro para frequências mais 

baixas, passa pelo verde, amarelo e acaba no vermelho para frequências elevadas.  b) Indica-

dor de frequências quando se passa o rato sobre os píxeis do mapa de frequências.  

 

  

Figura 5.8 - Exemplo de um FFT associado a um píxel escolhido no mapa de frequên-

cias pelo utilizador no software CiliarMove. (a) FFT completa, (b) Zoom da FFT a) 

 

- Exibição das frequências encontradas no ROI: 

Quando o método termina, também é apresentado um histograma com os 

valores de todas as frequências encontradas no ROI, onde a amplitude corres-

ponde à percentagem com que foi encontrada a frequência no mesmo. O histo-

grama foi criado com o auxílio de ZedGraph[26], um controlo para interface de 

C# que permite ao utilizador ampliar o gráfico, ver valores e guardá-lo. Este 

controlo torna mais fácil ao utilizador estudar o histograma (figura 5.10). 

Para uma melhor visualização de valores pode-se ver e exportar para uma 

folha de cálculo uma tabela com os mesmos valores apresentados no histogra-

ma (figura 5.9). 

        (a)                                                                               (b) 
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Como a resolução da frequência varia consoante o número de frames utili-

zadas para a FFT, já que esta apenas aceita valores de potência de dois, é sem-

pre apresentado o valor da resolução. Este será metade da distância entre duas 

frequências.  

 

 

Figura 5.9 - Demonstração de um exemplo de uma tabela que aparece na interface do 

programa CiliarMove com todas as frequências encontradas após análise de frequências do 

ROI escolhido pelo utilizador. 

 

 

Figura 5.10 - Demonstração de um exemplo de um histograma de frequências que apa-

rece na interface do programa CiliarMove. (a) Histograma com uma escala elevada. (b) Mes-

mo histograma com uma escala mais pequena, onde se pode observar todos os pontos da fre-

quência ligados. 

 

- Estudo das frequências obtidas: 

Para auxiliar o trabalho do utilizador e, por conseguinte, o diagnóstico da 

doença, é fornecida a possibilidade de fazer um estudo detalhado do histogra-

ma/tabela de frequências. 

Será possível, com um intervalo de frequências definido pelo utilizador 

(pré-definido 0 a 500 Hz, frequência pré-definida de gravação) obter uma tabela 

com: o número associado à amostra, o número associado ao ROI da amostra, a 

(a)                                                 (b) 
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média de frequências, a mediana das frequências, a moda das frequências, o 

desvio padrão das frequências, a frequência mínima, a frequência máxima, o 

intervalo de frequências escolhido, o nome do ficheiro, o tamanho do ROI esco-

lhido e a resolução da frequência(figura 5.11). 

Sempre que se pretende saber estes valores, basta clicar no botão "Study" 

na aba "Study of frequencies" do separador "Frequency", depois de se ter reali-

zado a análise da frequência do ROI pretendido.  

Como o utilizador pode querer estudar vários ROI's da mesma amostra, o 

programa conta o número de ROI's estudados e associa um número. Também é 

associado um número às amostras que abre, consoante é indicado pelo utiliza-

dor, quando este abre a sequência de imagens, indicando se a amostra é ou não 

do mesmo paciente. Se for do mesmo paciente o número na amostra será contí-

nuo, caso contrário volta ao número 1. Com esta numeração torna-se possível 

analisar a mesma amostra. Poder-se-á obter a média e o desvio padrão de todos 

os valores obtidos na tabela de estudo das frequências. No fim da análise, ou 

mesmo durante a mesma, é possível apagar linhas na tabela e exportar a mesma 

para uma folha de cálculo de forma a guardar os valores obtidos (tabela 5.2).  

 

 

Figura 5.11 - Opção disponível na interface na parte da análise de frequências que 

permite ao utilizador fazer um estudo mais aprofundado do histograma ou tabela de fre-

quências. 
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Tabela 5.2 - Exemplo de uma tabela obtida no fim do estudo de três amostras diferen-

tes, com diferentes ROI's. Neste exemplo apresentam-se 2 casas decimais, pois foi posterior-

mente tratada, mas o programa oferece mais casas decimais, deixando ao critério do utiliza-

dor. 
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5.5.2 - Comprimento do cílio 

O comprimento do cílio é uma característica do mesmo que não é muito 

explorada. Sabe-se que este tem um determinado comprimento e o mesmo 

pode influenciar o seu funcionamento. O facto de ser maior ou menor que o 

normal pode provocar problemas e ser um factor importante para o diagnóstico 

DCP. Este método poderá, por isso, trazer informações relevantes ao estudo do 

diagnóstico da doença em causa.  

Para este método é necessário que o ROI contenha célula, cílios e fundo, 

para uma melhor medição dos cílios. Qualquer medida é calculada em píxeis e 

depois automaticamente convertida para micrómetros com o valor de conver-

são definido na interface.  

 O programa permite medir o cílio de uma forma manual ou automática. 

O modo automático foi sendo validado com o modo manual. Futuramente 

poderá ser comparado com o método 3D confocal imaging  que é utilizado no 

CEDOC@IGC.  

5.5.2.1 - Modo manual 

É uma opção simples. Basta escolher o número de vezes que pretende 

medir o cílio e clicar no início e no fim, ou vice-versa, do cílio, o número de 

vezes que se escolheu previamente.  

No caso do cílio se encontrar numa posição não recta, é possível escolher o 

número de segmentos em que se pretende dividir o cílio. Para medir basta esco-

lher o número de segmentos que se tenciona utilizar na medição e o número de 

vezes que se pretende medir o cílio. A medida é realizada da mesma forma que 

a anterior, mas em vez de se clicar apenas no ínicio e no fim do cílio, clica-se o 

número de vezes que se achar necessário para segmentar o cílio e obter o seu 

comprimento. 

Será apresentada uma tabela com os valores de todas as medições e a res-

pectiva média e desvio padrão. 
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5.5.2.2 - Modo Automático: 

É necessário, antes de realizar este método, que o ROI esteja numa deter-

minada posição com célula, cílio e fundo, com os cílios quase alinhados com 

zero graus, como se verifica na figura 5.12 . Para tal ser possível, o utilizador 

pode rodar a imagem. 

Desta forma o programa irá tentar sempre calcular o comprimento do 

cílio, linha a linha do ROI. 

Para se chegar ao método final foram realizadas várias tentativas, para se 

encontrar o comprimento do cílio. Estas tentativas serão explicadas de seguida. 

 

- Aproveitar o mapa de frequências (Resultado não favorável) : 

Já que a análise de frequências nos mostra um mapa de frequências e 

supostamente apenas os cílios teriam movimento, com uma conversão para 

tons de cinzento e de seguida com uma binarização automática obtinha-se o 

cílio. Mas a célula também tem movimento, por efeitos da aquisição ou mesmo 

por influência do movimento do cílio, o que tornou impossível detectar o ponto 

ligação do cílio com a célula(figura 5.13c). 

Tentando melhorar a imagem obtida aplicou-se um filtro de mediana de 

forma a tentar retirar os outliers9, mas o resultado não foi melhor, uma vez que 

para além de retirar os outliers também retirou parte dos cílios, invalidando a 

tentativa (figura 5.13d).  

                                                 
9 outliers - valor atípico; que se apresenta distante de um grupo de valores 

5.5 Métodos                                                                  Desenvolvimento do software 



 

36 

 

                   

Figura 5.12 - Exemplo de como a amostra deve estar posicionada para realizar o modo 

automático de medição de cílio no software CiliarMove. (a) Posição original.  (b) Posição 

após ter rodado 90º 

(a)                                               (b) 
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Figura 5.13 - Exemplo de uma tentativa de calcular o comprimento do cílio através do 

mapa de frequências obtido pelo método de análise de frequências. As linhas de diversas 

cores ajudaram a localizar manualmente os cílios e a célula, de forma a verificar o melhor 

tratamento para imagem e a descobrir os cílio e automaticamente. (a) ROI de uma amostra de 

exemplo. (b) Mapa de frequências de ROI a). (c) Binarização automática de b). (d) Mediana 

de c) para retirar os outliers.  

           (a)                     (b)                    (c)                     (d) 

 

 

 

  

    (b) 

 

 

 

 

     (c) 

 

 

 

 

     (d) 
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- Média da diferença de intensidades entre frames (Resultado não favorável): 

Como a zona ciliar contém vários cílios, era de esperar que existisse uma 

elevada diferença de intensidades. Numa tentativa de encontrar a zona ciliar 

calculou-se a diferença de intensidades de frame para frame de cada píxel e de 

seguida calculou-se a média para cada um. Admitindo que a imagem já está na 

posição correcta: célula, cílio e fundo; criou-se um gráfico de várias linhas de 

forma a encontrar um padrão. Era de esperar uma média superior em toda a 

zona ciliar e uma média quase nula nas diferentes linhas das amostras, mas não 

foi o que se sucedeu (figura 5.14). A própria zona ciliar continha uma média 

diferente, dependendo se continha ou não muco na amostra. 

A diferença de frames poderia ser negativa, sendo assim tomou-se a hipó-

tese de calcular o módulo da diferença de intensidades. A falha foi  a mesma. 

Não havia um padrão que indicasse o início e o fim do cílio. A figura 5.14 mos-

tra um exemplo desta tentativa. 

 

 

Figura 5.14 - Exemplo de aplicação da tentativa da média da diferença de intensidades 

para uma linha de um ROI identificado em c). (a) representa o gráfico em função da posição 

do píxel. (b) parte de um quimógrafo de uma linha do ROI, com a representação de onde se 

encontra o cílio. 

- Desvio padrão das intensidades ao longo das frames (Resultado não favorá-

vel): 

Seguindo a mesma lógica da hipótese anterior, como os cílios teriam maior 

variedade de intensidades ao longo das frames. Realizou-se o desvio padrão das 

intensidades de cada píxel. Seria de esperar um grande desvio padrão na zona 
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ciliar, mas por observação de gráficos criados de uma linha do ROI com os 

valores do desvio padrão ao longo da coluna do ROI detectou-se que por vezes 

o mínimo do desvio padrão aparecia na célula. Contudo, nem sempre se verifi-

cava este acontecimento e diferenciar a ponta final do cílio com o fundo era 

complicado, devido à existência de muco ou ao líquido da preparação se 

movimentar na amostra (figura 5.15). 

 

Figura 5.15 - Exemplo de aplicação da tentativa de desvio padrão das intensidades ao 

longo das frames para uma linha de um ROI identificado em c). (a) representa o gráfico em 

função da posição do píxel. (b) parte de um quimógrafo de uma linha do ROI, com a repre-

sentação de onde se encontra o cílio. 

 

- Média das frequências superiores à principal detectada: 

Como já foi mencionado, os cílios poderão apresentar outras frequências 

superiores. Tal facto deve-se à passagem de vários cílios pelo mesmo píxel 

devido à existência de vários cílios na mesma zona. Mas a célula e o fundo não 

terão estas frequências porque estão isolados na sua zona. Assim sendo, é de 

esperar que as frequências superiores nos cílios tenham uma amplitude sufi-

cientemente alta que as distinga das mesmas frequências que se encontram na 

célula ou no fundo. Pode-se observar na figura 5.16 a diferença das amplitudes 

para um píxel pertencente à célula, figura 5.16(a), ao cílio, figura 5.16(b), e ao 

fundo, figura.16(c). 

Assim, optou-se por verificar, para cada linha, o gráfico da média de todas 

as frequências três vezes superiores à frequência considerada fundamental de 

cada píxel (figura 5.16) , apenas porque é um número que se adequa à circuns-
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tância.  Esta frequência fundamental é encontrada da mesma forma que se 

encontra na análise de frequências, a maior frequência no gráfico de FFT.  

 

Figura 5.16 - Gráficos FFT de um píxel (a) pertencente à célula, (b) ao cílio, e (c) ao fun-

do, da amostra em estudo no software CiliarMove. As setas representam a frequência esco-

lhida automaticamente pelo programa para associar ao píxel em estudo. As caixas a tracejado 

representam todas as frequências com valores três vezes superiores à frequência fundamen-

tal, que serão utilizadas para calcular o comprimento do cílio no método automático do soft-

ware. 
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Com esta hipótese, observou-se que havia uma grande diferença entre o 

valor obtido para a zona ciliar e os valores obtidos para as zonas da célula e do 

fundo da amostra (figura 5.16). 

Encontrou-se um padrão ao longo das linhas do ROI, a maior distância 

entre dois pontos com, aproximadamente, o mesmo valor será a zona ciliar 

(figura 5.17). Este padrão verificou-se para várias amostras, continuando a 

depender muito da qualidade da sequência de imagens.  

 

Figura 5.17 - Exemplo da aplicação de "Média das frequências superiores à principal 

detectada". (a) Onde se pode verificar no gráfico, o comprimento do cílio será entre o ponto 

18 e 89. (b) representação do ROI medido, a azul encontra-se o ponto 18 a 89.  

 

Para se detectar automaticamente o padrão calculou-se para cada linha do 

ROI a média das intensidades ao longo do tempo em cada píxel. De seguida, o 

algoritmo procura, na linha, a maior distância entre dois pixéis com o mesmo 

valor, sem conter valores menores entre eles, como está exemplificado na figura 

5.17(a). Depois de realizar este processo para todas as linhas do ROI que serão 

estudadas, calcula-se uma média de todos os valores obtidos para cada linha 

deste, e este será o valor final para o comprimento do cílio medido automatica-

mente (figura 5.18c).  
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Com este padrão, para se obter um melhor resultado final, o programa faz 

o estudo das frequências para todos os píxeis de 80% das linhas do ROI. Não 

realiza para 10% da parte superior e 10% da parte inferior do ROI, para evitar 

que no caso de o ROI não esteja bem escolhido , que não tenha a zona da célula 

ou a zona do fundo para fazer os cálculos, ou devido a muitas células serem 

redondas e assim torna-se complicado obter um ROI perfeito com as condições 

pedidas.  

Foi  a hipótese escolhida para este método, porque obteve melhores resul-

tados em termos de comparação com o modo manual. 

Este método só é viável se no movimento dos cílios, ao longo do tempo, 

estes atinjam uma posição horizontal. Caso contrário, o valor calculado poderá 

ser menor que o esperado. 

5.5.2.3 - Tabela com as medidas do cílio 

Sempre que é medido o cílio, tanto no modo automático como no modo 

manual, tem-se numa tabela com as seguintes informações: número da amostra, 

número do ROI, nome do ficheiro, número de medidas feitas manualmente, a 

média das medidas manuais e o respectivo desvio padrão, a medida feita pelo 

modo manual e a conversão utilizada para o píxel. 

É possível exportar esta tabela para uma folha de cálculo para ser guarda-

da se o utilizador pretender. Assim, torna-se mais fácil para o utilizador organi-

zar os dados obtidos (Figura 5.18d) 
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Figura 5.18 - Exemplo da utilização do método de medição do cílio. (a) ROI nas condi-

ções pretendidas célula, cílio e fundo. (b) Tabela com valores medidos no modo manual. (c) 

Valor obtido pelo método automático. (d) Tabela com a informação das medidas do cílio para 

o ROI em estudo. 

 

5.5.3 - Dinâmica do movimento: 

Sabe-se que o cílio tem um comportamento único no seu movimento, tipo 

chicote, e que já foi caracterizado teoricamente. Mas o movimento do conjunto 

dos cílios em células epiteliais nunca foi estudado como uma hipótese de ajuda 

no diagnóstico de DCP. 

O cílio terá uma dinâmica de movimento como se pode observar na figura 

5.19. Nesta figura, se se reparar nos números 5 e 19, encontra-se uma área de 

movimento do cílio, que poderá ser quantificada, pois os cílios de um paciente 

que tenha DCP  terão um movimento menos fluído, logo uma área mais peque-

na. Ter-se-á assim uma informação adicional para um possível auxílio no diag-

nóstico. 
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Uma vez que o cílio das células epiteliais do nariz é responsável pelo 

transporte de muco, o seu alcance no movimento (figura 5.19, número 1-10) será 

importante. 

 

 

Figura 5.19 - Exemplo de uma representação do movimento de um cílio visto de lado. 

Os números indicam a sequência do movimento. A seta representa a direcção do muco.[27] 

Deste modo, tentou-se criar um método automático que mostre o movi-

mento da ponta do cílio de forma a se tentar caracterizar este actividade. Não 

há nenhum objectivo concreto a se alcançar, uma vez que não se sabe ao certo o 

que se espera, mas com este método tentou-se descobrir a dinâmica do movi-

mento ao longo das frames e a dinâmica da onda de movimento de todo o con-

junto de cílios. Estas hipóteses serão explicadas de seguida.  Este método encon-

tra-se em desenvolvimento. 

A tentativa de registo de imagem, como já foi explicado na análise de fre-

quência, seria a ideal para se obter  melhores resultados para o estudo da dinâ-

mica do movimento do cílio. Contudo, como já se discutiu, não melhora signifi-

cativamente a sequência. 

Para o melhor funcionamento do método também é necessário rodar o 

ROI e colocar: célula, cílio e fundo, por esta ordem da esquerda para a direita. 
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- Detecção da zona de movimento ao longo de todas as frames: 

Primeiro, o programa realiza o método automático de detectar o compri-

mento do cílio para se ter uma noção de onde a ponta do cílio se deve localizar. 

Este método ajuda a poupar recursos à procura da ponta do cílio.  

De seguida, aplica-se um filtro Sobel e uma binarização automática, com o 

apoio da framework Aforge, a todas as frames da amostra. As várias imagens 

ficam a preto e branco, com a zona ciliar e a célula a branco (Figura 5.20h). 

Com a informação da ponta do cílio encontrada para cada linha do ROI, o 

programa procura o primeiro ponto branco que fica mais próximo, tanto para a 

esquerda como para a direita do ponto pré-definido como ponta final do cílio. 

Depois de encontrar os pontos nas diversas linhas marca-os com uma cor azul 

numa cópia do ROI da primeira frame, para representação de toda a amostra. 

Depois de fazer este último processo para todas as frames, obtém-se uma 

zona pintada a azul que será a zona de movimento ciliar (Figura 5.20b). 

Este método peca porque a aplicação do Sobel e a binarização automática, 

por vezes retiram parte da zona ciliar, "encolhendo" o movimento em demasia, 

ou mantêm ruído no fundo da amostra que pode interferir com os resultados 

finais.  

Tentou-se obter resultados com outros dois filtros, Roberts e Gaussiano, 

uma vez que são detectores de bordos, mas os resultados não foram as mais 

favoráveis, verificando-se que o nível de ruído era maior. 

- Detecção da zona de movimento de uma batida: 

Para se realizar este método, o utilizador precisa de indicar qual a fre-

quência dos cílios na amostra em estudo. Depois desta comunicação o progra-

ma calcula o número de frames com: 

                          
                                            

                                     
 
  

 

          Equação 5.3 
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e realiza todo o processo descrito anteriormente, mas apenas com o núme-

ro de frames de uma batida e mostra uma imagem com os pontos encontrados 

em azul (Figura 5.20c). 

- Detecção do movimento ao longo das frames, frame a frame: 

Utilizando novamente o método descrito em "Detecção da zona de movi-

mento ao longo de todas as frames", o programa vai guardando a frame com os 

pontos encontrados e marcados a azul numa pasta criada "Mov" na directoria 

da sequência de imagens. Assim, poder-se-á ver o movimento detectado em 

todas as frames, frame a frame. 

- Detecção do limiar do movimento da ponta do cílio, de acordo com a zona de 

movimento: 

Este método aproveita a imagem com a zona de movimento a azul criada 

em "Detecção da zona de movimento ao longo de todas as frames" e cria uma 

imagem igual ao ROI com apenas o último ponto a azul de cada linha. Com esta 

informação cria um gráfico para uma melhor visualização dos resultados (figu-

ra 5.20d,e). 

 - Detecção do limiar do movimento da ponta do cílio, de acordo com o com-

primento do cílio: 

Este método aproveita  a informação obtida quando se calcula o compri-

mento do cílio automaticamente. Ou seja, utiliza os valores obtidos do compri-

mento do cílio para cada linha do ROI em estudo, obtidos através do método " 

Média das frequências superiores à principal detectada" (5.5.2.2). Estes valores 

são marcados em todas as linhas numa imagem idêntica ao do ROI. Também 

cria um gráfico com a informação dos valores para uma melhor visualização 

(Figura 5.20f,g). 
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Figura 5.20 - Representa a interface do software CiliarMove para o método de estudo 

da dinâmica do movimento. (a) ROI em estudo nas condições pretendidas. (b) Demonstração 

da zona de movimento dos cílios para todas as frames. (c) Demonstração da zona de movi-

mento dos cílios para uma batida dos cílios, de acordo com a informação dada pelo utilizador 

da frequência da amostra. (d,e) Representação do limiar do movimento de todas as frames em 

conjunto e sua respectiva representação em gráfico. (f,g) Representação do limiar do movi-

mento de todas as frames através do método de obtenção do comprimento do cílio e sua res-

pectiva representação em gráfico. 

 
 

Na figura 5.20(e) é possível encontrar  valores nulos no meio do sinal. 

Estes valores aparecem quando o algoritmo não consegue detectar qualquer 

informação referente ao cílio. Os restantes zeros nas pontas do sinal são relati-

vos aos 20% da imagem que não são estudados no algoritmo, devido à possibi-

lidade de não ser um ROI perfeito, como foi explicado no método: "Média das 

frequências superiores à principal detectada" na secção 5.5.2.2. Tal também é de 

notar na figura 5.20(g). 

 

  

(a)                               (b)                          (c) 

 

 

(d)                              (h)                          (f) 

  

 

                       (e)          (g) 
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Características do software 

É um programa simples e leve e pode ser instalado em qualquer compu-

tador com o sistema operativo Windows Microsoft. Em computadores com um 

processador relativamente bom, i5 por exemplo, é possível abrir a sequência de 

imagens em 8 segundos e analisar a frequência de um ROI de 275 x 165 píxeis 

em aproximadamente 25 segundos ou de um ROI de 50 x 50 em 3 segundos.  

Uma desvantagem por parte do Visual Studio Express é que apenas permite 

a utilização de 1,5Gb da memória RAM do computador. É raro utilizar-se tais 

quantidades de memória, mas no caso de tal acontecer é criada uma excepção 

no código evitando que o programa bloqueie. Para que não aconteça esta 

excepção, não devem ser escolhidos ROI's muito grandes. 

A interface do programa tem um tamanho de 1550x887 píxeis. No caso do 

ecrã ter uma resolução menor, esta adapta-se ao ecrã sendo possível navegar 

através de scroll-bars10. 

Para exportar os dados do programa directamente é necessário um pro-

grama do tipo folha de cálculo, caso contrário é possível seleccionar os dados da 

tabela e simplesmente copiar e colar onde se pretende. 

                                                 
10 scroll-bars - Barras que se encontram, normalmente, do lado direito e na parte de baixo 

da interface que permite deslocar a mesma. 
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6.1 - Outras aplicações 

O programa CiliarMove foi concebido com o objectivo de ajudar no diag-

nóstico da doença DCP analisando sequências de imagens do epitélio nasal, 

mas depois deste estar pronto, verificou-se que também pode ser usado para 

outro tipo de células ciliadas.  

6.2 - Diferenças em relação a programas já existentes 

Já existem pelo menos três softwares disponíveis para determinar a fre-

quência do batimento dos cílios, como já foram descritos anteriormente. 

Em comparação com o software desenvolvido durante esta dissertação, não 

são tão completos.  

O SAVA é pago, logo não se tem tão fácil acesso ao seu conteúdo e utiliza-

ção. 

O CiliaFA trabalha com duas plataformas diferentes  até obter o resultado 

final, o que o torna pouco intuitivo. Este também mostra um histograma de fre-

quências encontradas mas para vários ROI's e a imagem que mostra as frequên-

cias é a preto e branco. O CiliarMove mostra um mapa de frequências a cores de 

forma a ser mais intuitivo, apenas funciona com uma plataforma para obter os 

resultados e permite ao utilizador escolher qualquer ROI. 

O Yi et al.(2003) desenvolveu um programa que apenas processa 128 fra-

mes e divide a imagem em várias de 2x2 e realiza a média de todos os píxeis do 

seu interior perdendo informação, ao contrário do CiliarMove que consegue 

processar pelo menos 1024 frames e realiza o estudo com todos os píxeis que se 

encontrem dentro do ROI.  

 
  

6.1 Outras aplicações                                                       Características do software 
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 Aspectos a melhorar no software 

Qualquer projecto de engenharia, seja de que área for, encontra-se sempre 

sujeito a novas características, melhoramentos ou novidades que o tornem 

melhor, mais actualizado e com melhor desempenho. O CiliarMove não é 

excepção à regra e algumas alterações e acrescentos ao programa enriquecê-lo- 

-ão no futuro. 

7.1 - Estudo do movimento da batida do cílio 

Este ponto é dos que mais dúvidas suscita e ao mesmo tempo mais novi-

dades pode trazer na área de diagnóstico de DCP. Trata-se de uma técnica ino-

vadora e que poderá fornecer dados quantitativos no que toca à dinâmica do 

movimento ciliar. Num futuro próximo, pretende-se testar o seguinte procedi-

mento: realizar um quimógrafo para várias linhas do ROI e realizar um filtro 

Sobel juntamente com a binarização e assim, tentar descobrir o limite do cílio. 

Com este limite poder-se-ia criar um gráfico com o limite descoberto para 

várias linhas do ROI e tentar encontrar um padrão. 

Outro método para caracterização do movimento ciliar, seria conseguir 

detectar a ponta de vários cílios e segui-los frame a frame. Assim, obter-se-ia um 

movimento "ideal" que poderia oferecer mais informação. Para isto acontecer, 

estar-se-ia dependente da qualidade das imagens, que neste momento seria um 

factor impeditivo, logo a melhor solução seria marcar frame a frame manualmen-

te e discutir o resultado obtido. 
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Figura 7.1 - (a)Exemplo de um quimógrafo de uma amostra ciliar. (b)Quimógrafo a) 

depois de aplicado um filtro Sobel e uma binarização automática. 

7.2 - Comprimento do cílio 

Realizar um segundo método para descobrir o comprimento automatica-

mente. Uma vez que o que existe depende da qualidade da gravação da ima-

gem. Neste ponto, propõe-se, por exemplo, considerar a média de todos os pon-

tos da FFT, excepto da frequência escolhida como fundamental e realizar a 

razão entre o pico mais alto, frequência escolhida, e a média obtida. Será um 

procedimento a testar. 

7.3 - Aspecto geral do programa 

Permitir ao utilizador realizar o zoom do ROI, criar um logotipo para o 

programa e melhorar o aspecto estético.  

 

  

7.2 Comprimento do cílio                                     Aspectos a melhorar no software 
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Conclusão 

A investigação feita aponta para a necessidade de desenvolvimento de um 

programa deste tipo, de forma a responder à lacuna que existe na área de diag-

nóstico de DCP, nomeadamente em Portugal. Desta forma, concretizou-se um 

software  para o centro de diagnóstico de DCP em Portugal.  

O software foi programado de raiz e ao longo deste tempo foi desenvolvido 

com aplicação de vários métodos na sua elaboração até chegar à versão final. 

Estes métodos foram adicionados e testados passo a passo. 

CiliarMove carece ainda de uma validação mais exaustiva. Ainda assim, o 

estudo analisou um número aceitável de amostras que atestam a sua credibili-

dade. Este já se encontra em utilização no CEDOC@IGC e com uma aceitação 

positiva por parte dos utilizadores, pelo menos para o uso do método de análise 

de frequências e para o de medição do comprimento do cílio. 

 

O método de estudo do movimento do cílio é um método mais complica-

do de se elaborar uma vez que não se tem uma ideia definida do que se espera. 

Sabe-se o tipo de movimento do cílio sozinho e em conjunto, mas não se sabe 

como é o tipo de movimento quantitativamente. Para se aumentar o nível de 

certeza sobre os resultados elaborados vai ser necessário esperar até se obter 

mais amostras de pacientes e controlos para uma melhor comparação.  
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Este projecto não foi considerado para termos comerciais, uma vez que 

será uma mais valia se for freeware. Já foi feita uma comunicação em forma de 

poster. Pretende-se também que venha a ser divulgado através de um artigo em 

revista científica.  
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NOVO SOFTWARE PARA ANÁLISE DO EPITÉLIO NASAL 
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RESUMO 

A discinesia ciliar primária resulta de disfunção ciliar no ser humano. É uma doença rara caracteri-

zada por infecções respiratórias, situs inversus e infertilidade, que é possível estudar através da análise do 

comportamento dos cílios de células epiteliais do nariz.  

Desenvolveu-se um programa executável em C#, que processa uma sequência de imagens de cílios 

em movimento, filmados com uma câmara de alta velocidade. Esta ferramenta detecta de uma forma 

robusta as frequências e o padrão de batimento ciliar, estima a dimensão dos cílios e faz parte de um pro-

jecto de criação de um centro de diagnóstico desta doença em Portugal.  
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