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Resumo

A discinesia ciliar primaria (DCP) resulta de disfungdo ciliar no ser humano,
estando associada a um conjunto de sintomas muito diversificados. E uma
doenca respiratéria rara caracterizada por infec¢des respiratorias, situs inversus,
infertilidade e hidrocefalia.

Em Portugal ndo existe nenhum centro de diagnéstico da doenca. Mas a inten-
¢do de criar um surgiu, seguindo o método de centros de diagnostico para DCP
utilizado noutros paises. Este diagnostico consiste em recolher amostras dos
cilios do nariz, através do método de escovagem nasal e obter a gravagdo do
batimento das células ciliadas por uma camara de alta velocidade acoplada a
um microscépio com objectivas de alta resolucao.

E possivel estudar a DCP através da analise do comportamento fisico dos cilios,
e, para uma melhor abordagem, foi desenvolvido um programa executavel, em
C#, para andlise destas amostras. Este, apds a escolha de uma zona de interesse
da sequéncia de imagens pelo utilizador (ROI), detecta as frequéncias do bati-
mento ciliar, indicando uma lista com as percentagens das frequéncias obtidas e
cria um mapa de frequéncias do ROIL A ferramenta permite ainda calcular o
comprimento do cilio e realizar um estudo do movimento do mesmo, algo que
ainda nao foi abordado por outros programas.

O codigo desenvolvido permitird, assim, obter um diagnéstico de DCP em Por-
tugal, rapido e nalguns casos com um melhor desempenho do que a inspeccao
visual seguida noutros centros de diagnostico.

Palavras-chave: Cilios, diagnéstico, DCP, Software
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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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Introducao

A definicdo de Diagnéstico é, em Dicionario Priberam da Lingua Portu-
guesa, 2008-2013, Priberam, a determinacdo de uma doenca através dos seus

sintomas.

E facil obter-se um diagndstico quando os sintomas sao facilmente obser-
vaveis. Por vezes, os sintomas sdo facilmente detectdveis mas o diagnéstico

final é complicado de se obter.

Um grande conjunto de pessoas encontra-se neste impasse, por vezes,
devido a falta de meios de diagnéstico que lhes indique a sua situacdo. Os
doentes de discinesia ciliar sdo um deles. Tém muitos sintomas, muito diversifi-
cados que para um médico sem os meios certos podem levar a tentativa de cura
de algo inexistente. E uma area complicada de se obter um diagnéstico concre-

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

Em Portugal ndo ha nenhum centro de diagnodstico para esta doenca, mas
a ideia de criar um ja surgiu e, com ela, a ideia de criar um software que ajude no

diagnostico.

Neste momento os tinicos testes sdo feitos por via da contagem de bati-
mentos de cilios de forma manual, tal como acontece noutros centros referen-
ciados e por Oxido nitrico, no Centro de Estudos de Doengas Cronicas
(CEDOC@IGC), Hospital de Santa Maria (HSM) e Instituto de Medicina Mole-
cular (IMM). Imp0s-se entdo criar uma ferramenta que o faca de uma forma

mais automatica e objectiva, a qual serd apresentada nos proximos capitulos.

1



1.1 Objectivos Introducéo

O novo software! que é apresentado nesta dissertacdo, foi criado com o
intuito de ajudar a obter um diagndstico concreto e rdpido e que permita aceder

também a novas informacgdes, para complemento do diagnéstico.

Serd explicado no capitulo 5 como se chegou a versdo final do software e
como este funciona. O software encontra-se neste momento completamente ope-
racional, todavia esta ainda aberto a possiveis actualizacdes, de forma a melho-

rar o seu desempenho ou a introduzir novos métodos.

1.1 - Objectivos

De forma a ajudar na criacdo de um centro de diagnoéstico de Discinesia
Ciliar Primaria (DCP) em Portugal, o objectivo desta dissertagdo é criar um
programa informético que identifique de forma rapida e eficaz o padrao dos
batimentos dos cilios do epitélio nasal dos doentes através da andlise de
sequéncia de imagens. Para isso, o programa terd disponivel uma série de
métodos manuais e automaticos de identificacio da frequéncia, medida do
comprimento do cilio e movimento do cilio ao longo do tempo, deixando
sempre margem para o utilizador do programa elaborar o melhor diagnoéstico

possivel e estudar novos padrdes desconhecidos relacionados com a doenga.

1 software - Conjunto de processos relativos ao funcionamento de um conjunto de tratamento de
informacdo.
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Principios de Anatomia

2.1 - Cilios

Os cilios sdao organelos distintos da membrana plasmatica com uma
membrana ciliar prépria cujo movimento se assemelha ao de um chicote. Cada
célula podera ter apenas um ou centenas deles. Os conjuntos de cilios da zona
respiratéria tém cerca de 10pm de comprimento. Sdo caracterizados por um
movimento proprio e é frequente encontra-los em células epiteliais. Estas célu-
las formam o tecido epitelial que reveste e protege as superficies externas e

internas do corpo humano. 11

Os cilios sao constituidos por membrana ciliar, corpo basal e axonema. O
corpo basal é um centriolo modificado localizado na base do cilio ainda no cito-
plasma da célula e serve de nucleador dos microtibulos do axonema contendo
gamma tubulina. O axonema é a estrutura interna que contém dupletos de
microtabulos, bragos de dineina internos e externos, pontes de nexina e projec-
¢Oes radiaisl?l. Os microttbulos estao dispostos por 9 + 2 microtibulos (nove
microtibulos dispostos circularmente e dois microtabulos centrais) originando
um cilio motor, ou 9 + 0 microtibulos (nove microtabulos dispostos circular-
mente e nenhum central) originando um cilio primariol®/ no caso de ndo ter bra-
¢o de dineina, se o tiver serd um cilio nodal, mével. Os dupletos estdo ligados

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

3



2.1 Cilios Principios de Anatomia

(ATP) devido as proteinas que constituem os bragos de dineina e as projecgdes

radiais.ll (Figura 2.1)

Brago de dincina  Brago de dincina Dupleto de

intcrno externo microtabulos

Nature Reviews | Genetics

Figura 2.1 - (a) Estrutura do ciliol!l (b) Representacdo da estrutura interna dos cilios,
quando tém 9+2 microttbulos (nove microtibulos dispostos circularmente e dois microtabu-
los centrais) e 9+0 microtiibulos (nove microtiibulos dispostos circularmente e nenhum cen-
tral)[28]

As membranas ciliares nasais contém receptores especificos que iniciam
as vias de sinalizacdo, que controlam a quimio-sensa¢do e mecano-sensagdo no
nariz.l3l Sdo uma extensdo de vesiculas olfacticas que por sua vez se estendem
para neurénios olfactivos (Figura2.2). As moléculas com odor, odorantes, trans-
portadas pelo ar dissolvem-se no muco nasal, onde se ligam as moléculas qui-
mio-receptoras que fazem desencadear potenciais de accdo nos neurénios olfac-
tivos através de despolarizagdo, ou seja, ultrapassa o limiar de estimulagdo na
membrana tornando o seu interior menos negativo e assim o sinal é transporta-

do pelo axénio até ao bulbo olfactivo, onde é processada a informacao.[!!



2.1 Cilios Principios de Anatomia

Os cilios podem ser primérios ou méveis. Os cilios do nariz sdo méveis e
téem funcdo motora, deslocando materiais através da superficie da célula, e a

funcao sensorial no nariz, detectando odores.

Neurénio de
associagdo
Célula
tufada
Célula
mitral Bulbo
Fita olfactivo
olfactiva
Lamina Buraco
crivada
Tecido Axénio
conjuntivo
Célula basal
. Célula de suporte
Epitélio
olfactivo Neurénio olfactivo
Dendrito
Camada :
mucosana —_ Cilios (pélos
superficie do Vesicula
epitélio

Figura 2.2 - Bulbo olfactivolll - Pode-se identificar o epitélio nasal olfactivo/nasal e as

ramificacdes do nervo olfactivo.

Nos animais, pode-se encontrar cilios méveis em diferentes orgaos: nas
vias respiratérias, no aparelho reprodutor feminino e masculino e noutras

superficies celularesll], como o epéndima no cérebro.

O seu movimento é normalmente coordenado. Pode ser distinguido em
duas fases, cada uma com uma direccao: fase activa, movimento no sentido da
direccdo do fluido, e fase reversa, movimento no sentido oposto para voltar a
posicdo inicial (Figura 2.3). A dindmica deste movimento permite, quando
necessario, que o fluido deslocado avance numa tnica direccaolll. Por exemplo,
no nariz, os cilios estao revestidos de muco que agarram as poeiras que sao ins-
piradas. Os cilios, com a ajuda dos bragos de dineina , realizam um movimento
na direccao 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 padrao do movi-

mento dos cilio sdo caracteristicas importantes para o muco se movimentar e
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2.1 Discinesia ciliar priméria Principios de Anatomia

nao permitir a entrada de microrganismos, absorvendo tudo o que nado é supos-
to entrar para ser expelido, definindo assim a depuracdo mucociliar, que permi-

te ter os pulmdes limpos.

Direcgdo do fluido

Célula

Direcgio do fluido

Célula

Figura 2.3 - Direc¢ao do movimento dos cilios[15]

2.2 - Discinesia ciliar primaria

A discinesia ciliar primaria (DCP) resulta da disfungédo ciliarl?l, ou seja,
tem origem em mutagdes que levam a imobilidade ou movimento descoorde-
nado dos ciliosBl. Trata-se de uma doenca heterogénica rara e hereditérial“al
autossémica recessiva, ou seja, que apenas se manifesta se tiver dois genes
mutantes, um do pai e outro da mae, tendo assim apenas 25% de hipétese de
desenvolver a doenca no caso de ambos os pais terem o gene de DCPl. Baseia-
se, também, no facto dos pacientes disporem de um nimero de axonemas que
incluem ligaces de nexina e de projecgdes radiais defeituosas, microtibulos
ausentes ou desordenados, ou bracos de dineina anormais. Estima-se que 1 em
cada 10 000 a 20 000 individuos seja afectado por DCP3]. Sendo as mutacdes no
gene DNAH5 e DNAII a causa mais comum. (2]



2.1 Discinesia ciliar primaria Principios de Anatomia

A DCP pode-se apresentar em qualquer 6rgdo cuja a fungdo dependa do
funcionamento dos cilios méveis. E caracterizada por infeccdes respiratérias
recorrentes, por vezes acompanhadas de infertilidade, hidrocefalia, situs inver-
sus?, otites, doenca cardiaca congénita, defeitos graves na funcdo esofagica,
entre muitos outros problemasl®l. No caso particular do transporte muco-ciliar,
se este for realizado de forma irregular, podem surgir inflamacdes cronicas,
bronquiectasias, rinite crénica e sinusitel’3l. A tabela 2.1 apresenta algumas das
doencas associadas a DCP. No que respeita ao sindrome de Kartagener, este esta
associado a doenca com situs inversusi?l, uma condicdo na qual os 6rgdos sao
dispostos de forma inversa, como um espelho do eixo normal, durante a sua

formacao (Figura 2.4).

Situs solitus Situs inversus totalis Left isomerism (polysplenia)

) (nN

'Stomach
Situs inversus thoracalis

o ‘_} (‘\

Figura 2.4 - Ilustracao esquematica de (a) uma pessoa normal com assimetria esquerda-
direita e (b)(c)(d)(e)(f) tipos de situs inversus.[3

Nao ha estagios definidos para a doenca. As primeiras manifesta¢des ini-
ciam logo em bebé, com problemas respiratérios e tosse. Em crianca tém muitas

infeccdes. Nos jovens, as infec¢des sdo menos frequentes, no caso de terem um

2 situs inversus - inversdo da posi¢do normal de uma ou mais visceras.
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2.3 Monitorizacdo e Tratamento Principios de Anatomia

tratamento em curso, mas nos adultos as infec¢des sdo recorrentes, pois trata-se

de uma doenga progressiva.

Em caso de doenca, os cilios tém habitualmente um batimento com fre-
quéncia (CBF) anormal. Podem estar paralisados, ndo existirem ou terem um

padrdo de batimento irregular(7811.12] |

2.3 - Monitorizacao e Tratamento

Nao ha cura definida para este tipo de doenga, apenas tratamentos
agressivos e realizados com base no tratamento de cada infeccdo manifestada

no pacientel®l.

E realizada uma monitorizacdo ao paciente ao longo do tempo, de forma

a evitar infec¢Oes graves ou inesperadas.
Alguns exemplos de tipos de monitorizagdes para DCP saol:

- Cultura de escarro ou de drenagem dos ouvidos como rotina (de 6 ou 12
meses) onde é possivel identificar micro-organismos que podem provocar

infeccOes ou ja estar a provocar.

- Teste a fungdo pulmonar (espirometria) que permite o registo de varios
volumes e fluxos de ar. E um método ndo 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
respiratérias para detectar, por exemplo, bronquiectasia, ou para desobstruir as

vias.

Sdo utilizados tratamentos existentes para outras doencas de forma a
diminuir o efeito das infec¢des, a progressao da doenca e prolongar o bem-estar

do pacientel!:



2.3 Monitorizacéo e Tratamento Principios de Anatomia

- Depuracao das vias respiratoria, retira a acumulacao de muco, através de
tisioterapia respiratéria (nas criancas € o mais comum, diariamente feito pelos

pais que aprendem).

- Mucoliticos, diminui a viscosidade das secrecdes, de forma a ser mais

facil respirar a secregao.

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

paredes das vias respiratorias.
- Antibiéticos, para as infecgdes e esterdides para as inflamagdes.
- Lavagem nasal, ajuda com o congestionamento do seio nasal.

- Miringotomia, uma pequena incisdo feita no timpano por meio de uma
cirurgia, para aliviar a pressdo causada pela acumulagdo excessiva de fluido. E

colocado um tubo de modo a prolongar o efeito de descompressao.



2.3 Monitorizacao e Tratamento Principios de Anatomia

Tabela 2.1 - Manifestac¢oes clinicas de discinesia ciliar primarial?!l

Pulmiao Outras doengas

* Sindroma de dificuldade respiratdria, * Cardiopatia congénita complexa

pneumonia, atelectasia (periodo neonatal) « Doenca poliquistica renal ¢/ou

* Tosse crénica produtiva hepatica

* Broncorreia * Atresia biliar

* Episodios recorrentes de pneumonia * Atresia esofagica

* “Asma bronquica” grave e/ou atipica, com * Refluxo gastroesofagico grave

auséncia de resposta a terapéutica convencional . .
* Hidrocefalia

*B iectasi s
ronquiectastas * Retinite pigmentosa

* Hipocratismo digital

Ouvido médio Fertilidade
¢ Otite média serosa cronica ¢ Infertilidade masculina
* Hipoacusia de transmissdo * Diminuicdo da fertilidade femi-

. . e . nina e gravidez ectépica
* Otorreia persistente apds timpanostomia & P

Seios perinasais e fossas nasais Lateralizacao de 6rgaos

* Rinossinusite cronica * Situs inversus total

* Polipose nasal * Heterotaxia

* Rinorreia mucopurulenta continua (inicio - isomerismo esquerdo (poliesplenia)

no periodo neonatal)

- isomerismo direito (asplenia)

10




Métodos de diagndstico de DCP

A falha no reconhecimento da DCP pode levar a tratamentos inadequados
ou cirurgias desnecessariasl!?l. Verifica-se que a DCP §é, frequentemente, sub-

diagnosticada devido a falta de um teste de triagem simplesll.

3.1 - Formas de estudo de DCP ja implementadas

Ao longo do tempo, tem existido a necessidade de rastreio para a detecgao
de DCP. Existem varios métodos em estudo e alguns deles ja se encontram em

utilizacdo em alguns paises, mas nenhum é simultaneamente facil e fidvelll.

Vejamos de seguida.

3.1.1 - Meios Complementares de Diagnostico de DCP

- Andlise de Haplotipo, um teste genético para identificar um conjunto de
segmentos de DNA relacionados entre eles, utilizando um marcador. E
baseado no estudo do genétipo, constituicdo genética do paciente, e de 60
polimorfismos de nucleétidos tinicos, uma mudanga numa base da sequén-
cia de DNA, de pacientes com mutagdes no homozigoto. Esta analise é rea-
lizada em familias com varios elementos com histérico de DCP. Sendo

assim, é mais utilizada para diagnésticoll6:2.

- Andlise de mutagdes, que é feita através do isolamento do DNAI[3]. As

mutagdes mais provaveis que ddo origem ao DCP sdo encontradas nos
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3.1Formas de estudo de DCP ja implementadas Métodos de Diagnéstico de DCP

genes DNAHS5 e DNAI1, que codificam as proteinas que compdem os bra-
cos de dineina [>%], mas existem também mutaces associadas a, pelo

menos, mais de 21 genes.[?’]

-Analise de cDNA da mutacdo 1730G>C, que é obtida apds isolar o RNA

de células epiteliais respiratorias!i3l.
- Estudo das células respiratdrias epiteliais por imunofluorescénciall3l.

- Oxido Nitrico (NO) que é um teste nao invasivo e simples, mas é neces-
sério equipamento e conhecimento especializado. O NO é medido a partir
da cavidade nasal por meio de um analisador de quimiluminescéncia no

paciente, onde é avaliado o seu nivel no ar exalado no momento [6l.

- O teste da sacarina é um processo mais barato e facil para rastreio, mas
necessita de outros testes para comprovacdo do diagnoéstico, através de
escovagem nasal. Este teste consiste na coloca¢do de sacarina no interior do
nariz. Se finda uma hora e o paciente ndo sentir o sabor da mesma, tera que
passar ao proximo teste para confirmar DCPPL. Mas encontra-se em desuso

na Europa.

- A utilizacdo de um microscépio eletréonico de transmissdo, permite
observar amostras da estrutura interna dos cilios. Examina os defeitos nos

microtibulos e nos bracos de dineina 512,

Com base no batimento ciliar:

- No método do fotomultiplicador (photomultiplier method) mede-se a fre-
quéncia dos cilios através da gravacdo do seu movimento com um micros-
copio de fotometro. Sdo gerados sinais de tensao pelo movimento dos cilios
quando interrompe a passagem de luz e depois analisados num programa.
E medido o intervalo de tempo correspondente a dez batimentos ao longo

de cada zona ciliada e comparado com os valores considerados normaisl!1l.

- No método do fotodiodo sao analisados sinais através de um programa
informaético. Estes sdo gerados assim que o cilio em movimento passa pelo
fotodiodo. Também sado realizadas, normalmente, 10 medidas em cada

amostrallll.
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3.1Formas de estudo de DCP ja implementadas Métodos de Diagnoéstico de DCP

- Uso de uma camara de alta velocidade acoplada a um microscépio com
objectivas de alta resolucdo. Este dispositivo permite obter um video das
células epiteliais do nariz. Posteriormente, é possivel analisar o video frame
a frame e observar o movimento dos cilios?’l. A frequéncia e o batimento
ciliar podem ser avaliados por observacao directa ou com ajuda de softwa-

rel10],

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

seguinte formula para se obter o valor da frequéncia do batimento ciliar (CBF):

numero de frames por segundo da gravacgio

CBF =

- - X numero de medidas (Hz)
numero de frames para 10 batimentos

Equacao 3.1

O valor final do teste serd a média de 10 valores obtidos. As amostras
necessarias para a realizacao destes testes a partir de células epiteliais do nariz,
sdo obtidas por escovagem nasal. Esta técnica utiliza uma escova nasal especifi-
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 ntimero de
células ciliadas intactas. Os pacientes ndo podem ter tido infecgdes nas 4 a 6

semanas anteriores a recolhal6 101,

3.1.2 - Softwares ja desenvolvidos:

Hoje em dia, a tentativa de diagnoéstico definitivo passa pela microscopia
electrénica de transmissdo ou videomicroscopia de alta velocidade pois sdao

equipamentos que obtém imagens com muito boa qualidade para andlise.

- O Doutor Won-Jin Yi desenvolveu um programa que divide toda a fra-
me 3em zonas de 2x2 pixeis, soma as intensidades de cada zona ao longo de

todo o video, realiza a transformada de Fourier associada e escolhe a frequéncia

3 frame - uma imagem de uma sequéncia de imagens que pode produzir um video.
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3.2 Resultados publicados Métodos de Diagnéstico de DCP

de maior amplitude. Com esta informagdo cria um mapa de frequéncias. Mas
estd limitado ao ntimero de frames, 128, e ndo obtém a informacao de toda a
imagem, uma vez que trabalha com matrizes de 2x2 e soma as intensidades dos

quatro pixeis. Nao refere a sua linguagem de programacao. [7]

- O ciliaFA trabalha com o Image] e o Microsoft Excel. Trabalha com
ROI's de 40x40 pixel. De seguida guarda os valores das intensidades dos pixeis
e trata a informacao 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. 18l

- O SAVA ¢é um programa que ndo é de livre acesso, desenvolvido em
LabView. Foi criado para analisar amostras de cilios dos pulmdes. Trata a
informacao de varias e pequenas regides de interesse da mesma forma que o
ciliaFA. Fornece a informagdo sobre o video, nimero de frames, tempo e outras
caracteristicas. Consegue também tratar o video por completo e criar um mapa

de frequéncias e amplitude. [1°]

3.2 - Resultados publicados

Em relacdo a frequéncia dos cilios, para individuos sem patologia asso-
ciada, é tipicamente de 11-16 Hz, mas pode variar com o pais, ou mesmo com a
regido do pais ou pelas condigdes de aquisicdo das imagens da amostra. Os
pacientes com DCP tém, geralmente, uma frequéncia de batimento ciliar

menorll.
Em doentes com DCP encontraram-se cilios:
- Iméveis ou com movimentos subtis temporarios[20};
- Rigidos, com baixa amplitude ou batimentos incompletos(2';
- Com batimentos circulares com frequéncia normal [20;
- Com batimento de frequéncia menor que 11Hz [>11];
- Hipercinéticos!14l.

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

batimentos:

* Cilio virtualmente imével - quando tém um movimento pouco
amplo, lento e rigido. Com frequéncia de batimento ciliar (CBF) entre
0,8 2,3 Hz 12l (Figura 3.1a);

* Padrao de batimento dos cilios rigidos - com amplitude reduzida
e movimento anormal, forte e rigido. Com CBF entre 6,0 e 9,3 Hzl2
(Figura 3.1b);

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

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 cilio virtualmente imével, (b) Diagrama do padriao de
batimento do cilio rigido, (c) Diagrama do batimento ciliar circular, (d) Diagrama do cilio

normall12]
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Métodos de pré-processamento

No decorrer desta dissertacao é importante ter-se em conta alguns méto-
dos de processamento de sinal e de imagem, uma vez que as amostras a serem
estudadas sdao sequéncias de imagens com um determinado tempo de gravagao.
Logo, a componente tempo vai permitir obter um sinal que podera ser ttil no
célculo das frequéncias. Também poderd ser necessdrio um tratamento com

diversos filtros para obter informacdo através da sequéncia de imagens.
4.1 - Processamento de sinal

4.1.1 - FFT

Cooley e Tukey desenvolveram um algoritmo eficiente para o célculo da
transformada de Fourier, uma vez que a transformacdo de sinais em tempo
para frequéncia é uma operacdo 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 dominio do tempo e assim

encontradas as suas respectivas frequéncias(?2l.

A funcdo FFT realizada por meio de um computador recebe um sinal em
tempo discreto com nimero N de amostras e fornece como resultado um sinal

em frequéncia com o mesmo ntumero de amostras, N.
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4.2 Processamento de imagem Métodos de pré-processamento

O célculo de FFT, X(w), é efectuado por:
X(w) = 32 o x(k)e J@k = Zgille(k)e—jwk Equacdo 4.1

onde N>-N7 é maior que zero e N; é o primeiro ponto da amostra e N> o
altimo. Quanto maior esta amostra melhor a resolugdo, uma vez que o resulta-

do é distribuido uniformemente entre 0 e 2ml22],

Os sinais utilizados neste trabalho serdo todos puramente reais, uma vez
que se tratam de valores de intensidades dos pixeis. Uma propriedade impor-
tante a ter em conta é a de simetria. Como x(k) é real, a parte real da transfor-
mada apresentara os mesmo valores que a parte imaginéria da transformada,
mas a parte real terd simetria par e a parte imagindria simetria impar. Assim,
serd mais facil considerar a parte imagindria da transformada de Fourier zero e
usar os valores obtidos pela parte real, que obtém sempre um representacdo

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 nacleo utilizado é de 3x3 para chegar ao resultado final

pretendido. Utiliza uma matriz de pixeis 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 posicdo é um pixel da

imagem.

P

O valor do pixel em analise, ou seja, do pixel "e" é obtido por:

S=J(c+2f+i—-a—-2d—g)2+(g+2h+i—a—2b—c)? Equacio42

No caso de se utilizar os trés canais de cores, RGB, é necesséario fazer este

calculo para cada uml[23l.
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4.2.2 - Filtro Roberts

O filtro Roberts utiliza um ntcleo de 2x2 pixel, como ilustra a figura 4.2.

flxy) flx+1y)
flx,y+1) flx+1,y+1)

Figura 4.2 - Matriz 2x2 a ser usada num filtro Roberts, em que cada posi¢do é um pixel

da imagem.

aplicando a funcao:

GIf e =Ify) - fx+ Ly+ D+ [f(x+1L,y) — f(x,y + D

Equacao 4.3

ap0s realizar uma convolugdo entre os ntcleos apresentados na figura 4.3

e a imagem original:

0 1 1 0

-1 0 0 -1

Figura 4.3- Ntucleos a aplicar na convolucao 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 fungdo tem de ser aplicada para cada canall23l.

4.2.3 - Binarizacdo automatica - Método Otsu

A binarizacdo ¢é utilizada para transformar a imagem original numa ima-
gem a preto e branco, sendo que o valor de binarizagdo automatica é calculado
através de um algoritmo que utiliza o histograma da distribuicdo das intensi-

dades na imagem.

Este algoritmo, apo6s ter todos os valores distribuidos num vector, procura
separar em dois grupos de forma mais homogénea possivel e calcula automati-

camente o valor de threshold (t), para a binarizacao.
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4.2 Processamento de imagem Métodos de pré-processamento

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

valor de t, maximizando a varidncia inter-classe:

0% = q,(0)q (1) (lll (t) — uy (t))z Equagédo 4.4

Seja q4(t) e q,(t) a probabilidade do grupo para os quais i < t e i > ¢, res-

pectivamente.
— t ;
7. (6) = Xi=1 P(D) Equagdo 4.5
q:(t) = Y41 PO Equagao 4.6
= M Equacao 4.7
m(®) =70 s
Uy (t) = M Equacao 4.8

q»(t)

O valor ¢, serd o valor a ser utilizado para realizar a binarizagao, threshold,
todos os valores abaixo serdo pixeis pretos e todos os valores acima serdo pixeis

brancos![?3].

4.2.4 - Filtro Mediana

Os filtros de mediana permitem reduzir o ruido 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 a remocao de

ruido impulsivo.

Considera-se o valor em anélise o pixel central, e sera essa a posi¢do ocu-

pada pelo valor mediano do conjunto de 9 pixeis[?3l.
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Desenvolvimento do software

Foi concebido um software de seu nome CiliarMove, foi assim denomina-
do com base nas palavras "cilio" e "movement*", para estudo do movimento dos

cilios.

As amostras a serem estudadas posteriormente por este programa serao
obtidas através do método de escovagem nasal, sendo montadas algumas célu-
las ciliadas entre lamina e lamela. O batimento das células ciliadas sera adquiri-
do por uma camara de alta velocidade acoplada a um microscépio com objecti-
vas de alta resolucdo. Assim, obtém-se, da amostra, um conjunto de imagens
em sequéncia do tipo TIFF gravadas com uma determinada frequéncia. Estas
amostras sao fornecidas pelo laboratério 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 redugdo significativa

no tempo de diagnoéstico e uma maior quantidade de informacao possivel.

5.1 - Inicio

Comecou-se por programar no software Image]. Este software é utilizado

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

4 movement - movimento
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5.2 Linguagem de programacao escolhida Desenvolvimento do software

rizados com o programa, mas devido as suas limitacdes de memoria e falta de

controlo da mesma, optou-se pela nado utilizacdo do mesmo.

A utilizacdo do software Matlab seria fundamental devido a sua facilidade
de processamento de sinal, mas o tempo que demora exclui também esta hipé-

tese.

5.2 - Linguagem de programacao escolhida

Devido a uma intensa utilizacado de memoria, como foi verificado no
Matlab, para processamento das imagens, foi escolhida a linguagem C#. Esta
linguagem permite o acesso directo a memoria, o que torna o processamento
mais rdpido. Tem ainda outras vantagens, como a sua flexibilidade, componen-
tes de interface gréfica com o utilizador, excep¢des na codificagdo neste caso
para evitar erros durante o processamento, acesso a bibliotecas diferenciadas
com fungdes previamente criadas, possibilidade de criar um executavel final
sem ser necessario 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-

re>, leve e desenvolvido pela Microsoft.

5.3 - Introduc¢ao ao programa e sua interface

Como as imagens obtidas pela cdmara de alta velocidade sdo em tons de
cinzento, os valores de intensidades para cada pixel associados a cor verme-
lha(R), verde(G) e azul(B) sdo iguais. Sendo assim o programa foi desenvolvido
apenas utilizando um canal de RGB, para poupar memoéria e aumentar a velo-

cidade de processamento.

E possivel processar até pelo menos 1024 frames, de uma sequéncia de
imagens. Quanto maior a sequéncia de imagens, melhor a resolucao dos resul-
tados, uma vez que assim ter-se-4 mais informacdo para processar e obter

melhor resultados, com mais precisao.

5 freeware - programa de livre acesso, gratuito
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5.2 Introducdo ao programa e sua interface Desenvolvimento do software

— ==

Crop the image again. From the top left to the bottom right.

Figura 5.1 - Exemplo de um aviso de ma utilizacao das op¢des do programa CiliarMo-
ve. "Corte a imagem outra vez. A partir do topo esquerdo e de seguida o canto inferior direi-

to."

57 Glarhove

Frequency | Mesaure | Test | Movement
Cropped image: Froquency Map:

Froquency dstribution in the cut zone " hasime
Founertandom | Sudy o mauencies | Notes r

The Fourier transform of the intended pixel

Pley/Siop. frames.

P Frequency resckaion
Table wah the peroentage of froquencics n the cropped image:
Focartaze Feauerey s

Number of frames.

T Frames persecond. 5,
Mumber of frames used:
Stze of the cropped mage:
Conversion: 1paelte 11525 =

Crop Image:

X 3 Y% 1Y

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

A interface do programa foi desenvolvida de forma a ser facil de ser utili-
zada e intuitiva (figura 5.2). Os métodos estdo separados por abas e ha sempre
uma zona visivel com a informacdo e a apresentagdo da sequéncia de imagens.
Sempre que o utilizador tiver uma duavida pode clicar no botdo 'help' que se
encontra junto a cada botdo. No caso de haver algum problema durante o pro-
cessamento de dados ou ma utilizacdo por parte do utilizador, este sera infor-
mado com uma pop-up® que indica o erro (figura 5.1). Como pode-se observar
na figura 5.3, ap6s ter-se escolhido a sequéncia que se pretende estudar, é apre-

sentado:

6 pop-up - janela extra que abre-se na interface
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5.2 Introducdo ao programa e sua interface Desenvolvimento do software

- A frame da sequéncia escolhida pelo utilizador como a primeira da

sequéncia
- Ntmero de frames da sequéncia escolhida
- O nome do ficheiro da amostra

- A velocidade de gravacao da camara de alta velocidade. Encontra-se pré-
definida para 500 frames/s por ser a utilizada no laboratério em causa, mas

poderd ser alterada.

- A escala de conversao de um pixel. Esta pré-definida para 0,11825 um,

pela mesma razdo que a velocidade de gravagdo, e também poderé ser alterada.

The video is running at:
40 v fps [ | Play/Stop frames

Number of frames:  17q+

First: Help  Rlename: s pocienteC1.5 CO0THO01S0001000001 tF
The video i unring ot Custom - -
40 ~ fps [ Play/Stop frames Frames per second: 500
n:!d_m: - = :
First: Heb  Filename:  cijos_PacienteC1.5_CODTHO01S0001000001 4 Crop Image i -
- - - = Size of the cropped image: pixel
Number of frames used: Conversi - pu- el
Size of the cropped image: P on: 1 o onezs Cul
Conversion: 1pixelto (1135 wm
X 51 Y 511

x 51 Y 51

Figura 5.3 - Parte da interface permanente durante todo o estudo com a informacao da
amostra aberta com a imagem da primeira frame. Contém a hipétese de se ver a sequéncia de
imagens a correr, saber a frame em que se encontra, escolher a velocidade para ver o video e
escolher e cortar o ROI no tamanho que se pretende. Assim que é aberta a sequéncia de ima-
gens é possivel ver o nimero de imagens que contém a amostra, o nome do ficheiro, a veloci-
dade de gravacao (pré-definido para 500fps pode ser alterada), a conversdo de um pixel para
micrometros e as coordenadas do pixel quando se passa o rato por cima da imagem. Software

CiliarMove.

Para se abrir uma sequéncia de imagens, basta apenas escolher a primeira
frame da sequéncia. Cada imagem da sequéncia tem de seguir uma ordem
numérica no final do seu nome. Podera abrir imagens em PNG,BMP, JPG e
TIFF.
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5.4 Visualizacdo do video Desenvolvimento do software

o

Select the first frame of the sequence.

Figura 5.4 - Aviso que indica que se deve escolher a primeira frame da sequéncia sem-

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

5.4 - Visualizacao do video

De forma a poupar recursos ao utilizador, o programa permite visualizar a
sequéncia de imagens em forma de video na velocidade escolhida pelo mesmo :
10, 20, 30, 40 ou 50fps. Indica o ntimero da frame que passa no momento e

quando o utilizador para o video, indica a frame em que se encontra.

E possivel ver e parar a visualizagdo da sequéncia de imagens a qualquer

momento.

5.5 - Métodos

Para realizar qualquer um dos métodos descritos a seguir é necessario
escolher uma zona de interesse (ROI). Este é escolhido pelo préprio utilizador

de acordo com o seu interesse. Sendo assim, tem varias hipoteses:

- 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 dimensdes por defeito: 5x5, 10x10, 20x20, 30x30, 40x40, 50x50,
60x60, 70x70, 80x80, 90x90, 100x100 pixel, e obtera um ROI com as dimensdes
pré-definidas com apenas um clique na imagem da frame em demonstracdo, no

local que pretende que seja o meio do ROI pretendido.

- "Last one”", que fard um ROI do mesmo tamanho realizado anteriormen-
te (no caso de ja ter feito algum) que se realiza da mesma forma que os pré-

definidos, clicando uma vez na imagem que sera o centro do ROL

7 Last one - tltimo
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

@G ; PacienteCL5 6 - — [E=Ato"

Froauency | Measwre | Tex. | Movemen
Cropped image: Froquency Map
P

To analyze the
frecuercy

e
Froquency distibuion in the cut zone: Sapnss,
T

Fouser o | Sugy o heausncis | Notes

The Founer transloem of the intended pixel

Tite

¥ freauency reschion

Mumber of frames: 1) ° Percertage (i) Froquency (z)

First: B Floroma: cic pacerteC! 5 CODIODISO091000001
Custem T Frames per second: <

T Mumberof frames used: ) ) e o
o0 | S of the cropped image: 154 108 pocs =

Conversion: 1piel o 5 11252

5

x 197 Y 16 teo [

Figura 5.5 - Demonstra¢ao 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 botao "Crop Image". Softwa-
re CiliarMove.

O programa contém trés métodos principais para o estudo dos cilios: ana-
lise da frequéncia do batimento ciliar, obtencdo do comprimento do cilio e
estudo da dindminca do movimento. O primeiro método vem substituir o
método manual no diagnoéstico de DCP para descobrir a frequéncia de cilios
através de visualizacdo das frames. Os restantes métodos ainda ndo foram
implementados noutros programas com este fim, tratando-se de uma novidade
e também uma grande ajuda para a descoberta de novos padrdes no diagndsti-

CO.

5.5.1 - Frequéncia do batimento ciliar:

Este método consiste no estudo da frequéncia do batimento do cilio ao
longo do tempo, automaticamente. E possivel obter resultados em segundos,

ao contrario do método manual utilizado.

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

comparado com o método manual.

A frequéncia € a caracteristica mais importante para o diagnostico de DCP.

Esta pode indicar se o doente esta ou ndo doente.
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

- Transformada de Fourier :

Para iniciar, guarda todos os valores das intensidades de todos os pixeis
de todas as frames num vector. Com estes valores é calculada a FFT para cada
pixel da sequéncia, com o auxilio de uma biblioteca, a Aforge. A Aforge é um
framework, ou seja, ¢ um conjunto de conceitos usados para resolver um pro-
blema agrupando c6digo comum entre varios projectos. Para este caso foi utili-
zado Aforgelmaging que contém multiplas funcdes para processamento de
imagem, uma delas a transformada de Fourier. Esta fun¢do apenas aceita valo-

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

Para evitar a componente continua nos resultados da FFT, antes de reali-
zar a FFT é subtraida a média do sinal das intensidades dos pixeis. Com este
passo, retira-se o valor causado no ponto zero da FFT evitando a presenga de
uma frequéncia ndo real. O ponto zero da FFT é apenas a média do valor do

sinal a ser estudado, uma vez que:

N-1 N-1 N-1
X(w)= ) x(k)e /%K ,.o = X(0) = ) x(k)e " =) x(k)

Equacao 5.1

Assim, obtém-se, para cada pixel da sequéncia de imagens da amostra em

estudo, um conjunto de frequéncias com diversas amplitudes associadas.

- Escolha da frequéncia:

Para decidir qual o pico a escolher do sinal obtido foram comparadas
algumas contagens feitas manualmente da mesma amostra com graficos da FFT
obtidos automaticamente pelo programa. Apés andlise dos graficos, a melhor
frequéncia a ser escolhida automaticamente pelo programa seria o primeiro
maximo, pois correspondia ao pico da contagem manual, na sua maioria (tabela
51).

Para se ter uma incerteza associada a frequéncia, uma vez que se trata de
um diagnostico, utilizou-se o facto de os resultados estarem dependentes de N.
Sabendo N e a velocidade de gravacdo ter-se-a o intervalo para dispor os resul-

tados da frequéncia:
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Velocidade de gravagio(frame/s)
N (frame)

Intervalo entre valores de frequéncia(Hz) =

Equacdo 5.2

Assim, metade do valor obtido para "Intervalo entre valores de frequén-
cias" sera a incerteza, pois tratam-se de valores discretos dispostos num histo-

grama (Figura 5.10b).

Tabela 5.1- Comparacao de valores de frequéncia obtidos manualmente com a fre-
quéncia com maior amplitude de um pixel obtida automaticamente, para algumas amostras.

(a) exemplo de uma frequéncia superior a normal. (b) exemplo de uma frequéncia associada

ao movimento da amostra.

Valor da frequén- Valor da frequéncia maximo
N.° Amostra cia obtido manualmente | obtido automaticamente num pixel
(Hz) (Hz)
1 (Normal 33,33 (150 frames) 34,2+0,2
L7_C001S0001) 342 +02
68,4 +£ 0,2 (a)
34,24+ 0,2
2 5,44 (919 frames) 49+0,5
(cilios_PacienteC1.5_ 49405
C001H001S0001) 68405
49405
3 (Contro- 19,84 (252 frames) 15,7 £0,5
lo1_ServicoPCD_ 215405
cilia2_C001H001S0 15,7 + 0,5 (b)
001)
19,5+0,5

A diferenca entre os valores obtidos no método automatico e os obtidos no
método manual devem-se a movimentacao da amostra durante a gravacdo com

determinada frequéncia. Frequéncias superiores poderdo ser frequéncias har-
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

monicas ou frequéncias obtidas devido a passagem de mais de um cilio pelo

mesmo pixel com frequéncias diferentes.

A estrutura da célula pode alterar a frequéncia uma vez que estas contém
mais do que um cilio e ndo é possivel isolar cada um deles de modo a que se
obtenha a sua frequéncia especifica. Como o batimento ciliar tem tendéncia a ter
um movimento com uma frequéncia bem determinada e sendo o movimento
dos cilios bem ordenados, um pixel poderd ter mais do que um cilio a passar
num determinado tempo. Desta forma obtém-se frequéncias superiores ao

esperado.

- Tentativa de remog¢ao do movimento celular:

Na tentativa de remover a frequéncia do movimento da célula na amostra,
usou-se o plug-in® "Align slices in stack" para o Image]J[?4, 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 referéncia seleccionado. Tenta
encontrar um padrdo de semelhancas na sequéncia de imagens e depois tenta
coloca-lo sempre na mesma posicdo de forma a que a imagem ndo tenha um

movimento ndo pretendido.

Esta técnica de registo de imagem nao foi bem sucedida com este tipo de
amostras, pois ndo é facil encontrar uma zona para seleccionar que seja igual
em todas as frames de forma a evitar o movimento da célula. H4 sempre um
movimento de algum organelo ou uma mudanga de intensidades nos pixeis

devido a gravagao que ndo permite melhorar a qualidade da amostra.

De forma a confirmar os resultados obtidos anteriormente, recorreu-se ao
Matlab e as suas bibliotecas de registo de imagem[?®l. Mas obtiveram-se os
mesmos resultados. Embora as imagens fossem alinhadas ndo o era suficiente

para diminuir o movimento da célula (figura 5.6).

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

8 plug-in - médulo de extensdo de um programa
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Figura 5.6 - Exemplo de uma imagem obtida em Matlab sobre a imagem original
encontra-se representada a diferenca, a cores de verde e rosa, entre duas frames apos ter sido
alinhada pelo método de registo de imagens. Pode-se observar que continua a existir movi-

mento na zona celular.

- Mapa de frequéncias do ROI:

Ap6s detectada a primeira frequéncia maxima em cada pixel é criada, logo
de seguida e automaticamente, uma imagem do mesmo tamanho da ROI, onde
cada pixel corresponde a uma frequéncia que estd associada a uma cor, um
mapa de frequéncias. O dégradé de cores comega no azul escuro para frequén-
cias mais baixas, passa pelo verde, amarelo e acaba no vermelho para frequén-
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, aparecera

o valor da frequéncia associado ao pixel (figura 5.7b).

Em caso de duvida em relacdo as frequéncias apresentadas, com um sim-
ples clique no pixel em questdo, pode-se verificar e analisar o espectro de

poténcia do sinal associado a esse pixel. (figura 5.8).
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

To anslyze the
bequency

Figura 5.7 - Exemplo de uma representacio do mapa de frequéncias apds analise das
frequéncias do ROI escolhido pelo utilizador no software CiliarMove. a) imagem obtida
como mapa de frequéncias. O dégradé de cores comeca no azul escuro para frequéncias mais
baixas, passa pelo verde, amarelo e acaba no vermelho para frequéncias elevadas. b) Indica-

dor de frequéncias quando se passa o rato sobre os pixeis do mapa de frequéncias.

+ t t t
0 100 200 300 400 500 o 10 20 30 40
Frequency (Hz) (a) Frequency {Hz} (b)

Figura 5.8 - Exemplo de um FFT associado a um pixel escolhido no mapa de frequén-
cias pelo utilizador no software CiliarMove. (a) FFT completa, (b) Zoom da FFT a)

- Exibigao das frequéncias encontradas no ROI:

Quando o método termina, também ¢é apresentado um histograma com os
valores de todas as frequéncias encontradas no ROI, onde a amplitude corres-
ponde a percentagem com que foi encontrada a frequéncia no mesmo. O histo-
grama foi criado com o auxilio de ZedGraph!?¢l, um controlo para interface de
C# que permite ao utilizador ampliar o gréfico, ver valores e guarda-lo. Este

controlo torna mais f4cil ao utilizador estudar o histograma (figura 5.10).

Para uma melhor visualizacdo de valores pode-se ver e exportar para uma
folha de célculo uma tabela com os mesmos valores apresentados no histogra-

ma (figura 5.9).
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Como a resolucdo da frequéncia varia consoante o namero de frames utili-
zadas para a FFT, ja que esta apenas aceita valores de poténcia de dois, é sem-
pre apresentado o valor da resolucdo. Este serd metade da distancia entre duas

frequéncias.

Table with the percentage of frequencies in the cropped image-
Percentage (%) Frequency {Hz)
5.8 350625
726 4,8828125
436 5.859375
3 2068 6.8359375
141 78125
0.82 87890625

Figura 5.9 - Demonstra¢io de um exemplo de uma tabela que aparece na interface do
programa CiliarMove com todas as frequéncias encontradas apds analise de frequéncias do

ROI escolhido pelo utilizador.

, ==

@ O )

Percentage (%)
Percentage (%)
»

0 + + et * 0 +
0 100 150 200 250 1 3 < 5
Fraquency (Hz) Fraguency (Hz)

L] 7 8 3 10

Figura 5.10 - Demonstra¢do de um exemplo de um histograma de frequéncias 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-

quéncia ligados.

- Estudo das frequéncias obtidas:

Para auxiliar o trabalho do utilizador e, por conseguinte, o diagndstico da
doenga, é fornecida a possibilidade de fazer um estudo detalhado do histogra-

ma/tabela de frequéncias.

Sera possivel, com um intervalo de frequéncias definido pelo utilizador
(pré-definido 0 a 500 Hz, frequéncia pré-definida de gravagao) obter uma tabela

com: o niimero associado a amostra, o niimero associado ao ROI da amostra, a
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

média de frequéncias, a mediana das frequéncias, a moda das frequéncias, o
desvio padrao das frequéncias, a frequéncia minima, a frequéncia maxima, o
intervalo de frequéncias escolhido, o nome do ficheiro, o tamanho do ROI esco-

lhido e a resolucdo da frequéncia(figura 5.11).

Sempre que se pretende saber estes valores, basta clicar no botado "Study"
na aba "Study of frequencies" do separador "Frequency", depois de se ter reali-

zado a analise da frequéncia do ROI pretendido.

Como o utilizador pode querer estudar varios ROI's da mesma amostra, o
programa conta o nimero de ROI's estudados e associa um ndmero. Também é
associado um namero as amostras que abre, consoante é indicado pelo utiliza-
dor, quando este abre a sequéncia de imagens, indicando se a amostra é ou ndo
do mesmo paciente. Se for do mesmo paciente o nimero na amostra sera conti-
nuo, caso contrario volta ao nimero 1. Com esta numeracdo torna-se possivel
analisar a mesma amostra. Poder-se-a obter a média e o desvio padrao de todos
os valores obtidos na tabela de estudo das frequéncias. No fim da anélise, ou
mesmo durante a mesma, é possivel apagar linhas na tabela e exportar a mesma

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

Fouriertransform | Study of frequencies | Notes

Rage: 0 to 500 Study Help

Table for study of frequencies from different ROI's and diferent clusters: Help

Ne Cluster N2 ROI Mean Median (Hz)

[ sudyar | suds [ Bpot |

Figura 5.11 - Opc¢ao disponivel na interface na parte da anilise de frequéncias que
permite ao utilizador fazer um estudo mais aprofundado do histograma ou tabela de fre-

quéncias.
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5.5 Métodos
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Exemplo de uma tabela ob
tes, com diferentes ROI's. Neste exemplo apresentam-se 2 casas dec
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

5.5.2 - Comprimento do cilio

O comprimento do cilio é uma caracteristica do mesmo que ndo 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 diagnostico
DCP. Este método poderd, por isso, trazer informacgdes relevantes ao estudo do

diagnostico da doenca em causa.

Para este método é necessario que o ROI contenha célula, cilios e fundo,
para uma melhor medicdo dos cilios. Qualquer medida é calculada em pixeis e
depois automaticamente convertida para micrémetros com o valor de conver-

sao definido na interface.

O programa permite medir o cilio de uma forma manual ou automaética.
O modo automatico foi sendo validado com o modo manual. Futuramente
poderd ser comparado com o método 3D confocal imaging que é utilizado no
CEDOC®@IGC.

5.5.2.1 - Modo manual

2

E uma opgdo simples. Basta escolher o ntiimero de vezes que pretende
medir o cilio e clicar no inicio e no fim, ou vice-versa, do cilio, o0 nimero de

vezes que se escolheu previamente.

No caso do cilio se encontrar numa posicdo nao recta, é possivel escolher o
namero de segmentos em que se pretende dividir o cilio. Para medir basta esco-
lher o ntimero de segmentos que se tenciona utilizar na medicdo e o ntimero de
vezes que se pretende medir o cilio. A medida é realizada da mesma forma que
a anterior, mas em vez de se clicar apenas no inicio e no fim do cilio, clica-se o
namero de vezes que se achar necessario para segmentar o cilio e obter o seu

comprimento.

Sera apresentada uma tabela com os valores de todas as medigdes e a res-

pectiva média e desvio padrao.
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5.5.2.2 - Modo Automatico:

~

E necessdrio, antes de realizar este método, que o ROI esteja numa deter-
minada posi¢gdo com célula, cilio e fundo, com os cilios quase alinhados com
zero graus, como se verifica na figura 5.12 . Para tal ser possivel, o utilizador

pode rodar a imagem.

Desta forma o programa ira tentar sempre calcular o comprimento do
cilio, linha a linha do ROI.

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

encontrar o comprimento do cilio. Estas tentativas serdo explicadas de seguida.

- Aproveitar o mapa de frequéncias (Resultado nao favoravel) :

Ja que a andlise de frequéncias nos mostra um mapa de frequéncias e
supostamente apenas os cilios teriam movimento, com uma conversdo para
tons de cinzento e de seguida com uma binarizagdo automatica obtinha-se o
cilio. Mas a célula também tem movimento, por efeitos da aquisicado ou mesmo
por influéncia do movimento do cilio, o que tornou impossivel detectar o ponto

ligacdo do cilio com a célula(figura 5.13c).

Tentando melhorar a imagem obtida aplicou-se um filtro de mediana de
forma a tentar retirar os outliers?, mas o resultado nao foi melhor, uma vez que
para além de retirar os outliers também retirou parte dos cilios, invalidando a

tentativa (figura 5.13d).

° outliers - valor atipico; que se apresenta distante de um grupo de valores
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Rotate the image (degrees):
50l =

Figura 5.12 - Exemplo de como a amostra deve estar posicionada para realizar o modo
automatico de medicdo de cilio no software CiliarMove. (a) Posicdao original. (b) Posicdao

apos ter rodado 90°
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Figura 5.13 - Exemplo de uma tentativa de calcular o comprimento do cilio através do
mapa de frequéncias obtido pelo método de anilise de frequéncias. As linhas de diversas
cores ajudaram a localizar manualmente os cilios e a célula, de forma a verificar o melhor
tratamento para imagem e a descobrir os cilio e automaticamente. (a) ROI de uma amostra de
exemplo. (b) Mapa de frequéncias de ROI a). (c) Binarizacao automatica de b). (d) Mediana
de ¢) para retirar os outliers.
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

- Média da diferenga de intensidades entre frames (Resultado nao favoravel):

Como a zona ciliar contém varios cilios, era de esperar que existisse uma
elevada diferenca de intensidades. Numa tentativa de encontrar a zona ciliar
calculou-se a diferenca de intensidades de frame para frame de cada pixel e de
seguida calculou-se a média para cada um. Admitindo que a imagem ja esta na
posicao correcta: célula, cilio e fundo; criou-se um grafico de varias linhas de
forma a encontrar um padrdo. Era de esperar uma média superior em toda a
zona ciliar e uma média quase nula nas diferentes linhas das amostras, mas ndo
foi o que se sucedeu (figura 5.14). A prépria zona ciliar continha uma média

diferente, dependendo se continha ou ndao muco na amostra.

A diferenca de frames poderia ser negativa, sendo assim tomou-se a hipé-
tese de calcular o médulo da diferenca de intensidades. A falha foi a mesma.
Nao havia um padrao que indicasse o inicio e o fim do cilio. A figura 5.14 mos-

tra um exemplo desta tentativa.

Média da diferenca
das intensidades

Figura 5.14 - Exemplo de aplicacdo da tentativa da média da diferenca de intensidades
para uma linha de um ROI identificado em c¢). (a) representa o grafico em fung¢ao da posicao
do pixel. (b) parte de um quimégrafo de uma linha do ROI, com a representa¢do de onde se

encontra o cilio.

- Desvio padrdo das intensidades ao longo das frames (Resultado ndo favora-

vel):

Seguindo a mesma logica da hipétese anterior, como os cilios teriam maior
variedade de intensidades ao longo das frames. Realizou-se o desvio padrao das

intensidades de cada pixel. Seria de esperar um grande desvio padrdo na zona
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

ciliar, mas por observacao de gréficos criados de uma linha do ROI com os
valores do desvio padrao ao longo da coluna do ROI detectou-se que por vezes
o minimo do desvio padrdo aparecia na célula. Contudo, nem sempre se verifi-
cava este acontecimento e diferenciar a ponta final do cilio com o fundo era
complicado, devido a existéncia de muco ou ao liquido da preparacdo se

movimentar na amostra (figura 5.15).

&
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Desvio padrao
das intensidades
N
5
2

Cilio

Figura 5.15 - Exemplo de aplicacdo da tentativa de desvio padrao das intensidades ao
longo das frames para uma linha de um ROI identificado em c¢). (a) representa o grafico em
funcdo da posicao do pixel. (b) parte de um quimdgrafo de uma linha do ROI, com a repre-

sentacdo de onde se encontra o cilio.

- Média das frequéncias superiores a principal detectada:

Como ja foi mencionado, os cilios poderdo apresentar outras frequéncias
superiores. Tal facto deve-se a passagem de varios cilios pelo mesmo pixel
devido a existéncia de vérios cilios na mesma zona. Mas a célula e o fundo ndo
terdo estas frequéncias porque estdo isolados na sua zona. Assim sendo, é de
esperar que as frequéncias superiores nos cilios tenham uma amplitude sufi-
cientemente alta que as distinga das mesmas frequéncias que se encontram na
célula ou no fundo. Pode-se observar na figura 5.16 a diferenca das amplitudes
para um pixel pertencente a célula, figura 5.16(a), ao cilio, figura 5.16(b), e ao

tundo, figura.16(c).

Assim, optou-se por verificar, para cada linha, o gréfico da média de todas
as frequéncias trés vezes superiores a frequéncia considerada fundamental de

cada pixel (figura 5.16) , apenas porque é um nimero que se adequa a circuns-
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

tancia. Esta frequéncia fundamental é encontrada da mesma forma que se

encontra na anélise de frequéncias, a maior frequéncia no grafico de FFT.

¥
100 150
Frequency (Hz)

20 ~¢ ) ' ! ) (b) ]

05 46

0.0

Frequency (Hz)

0 50 100 150 200 250
Frequency (Hz)

Figura 5.16 - Graficos FFT de um pixel (a) pertencente a célula, (b) ao cilio, e (c) ao fun-
do, da amostra em estudo no software CiliarMove. As setas representam a frequéncia esco-
lhida automaticamente pelo programa para associar ao pixel em estudo. As caixas a tracejado
representam todas as frequéncias com valores trés vezes superiores a frequéncia fundamen-

tal, que serdo utilizadas para calcular o comprimento do cilio no método automatico do soft-

ware.
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Com esta hipotese, observou-se que havia uma grande diferenca 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 padrdo ao longo das linhas do ROI, a maior distdncia
entre dois pontos com, aproximadamente, 0 mesmo valor serd a zona ciliar
(figura 5.17). Este padrdo verificou-se para varias amostras, continuando a

depender muito da qualidade da sequéncia de imagens.

0,20 1
0,25 4
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Figura 5.17 - Exemplo da aplicacdo de "Média das frequéncias superiores a principal
detectada". (a) Onde se pode verificar no grafico, o comprimento do cilio serd entre o ponto

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

Para se detectar automaticamente o padrao calculou-se para cada linha do
ROI a média das intensidades ao longo do tempo em cada pixel. De seguida, o
algoritmo procura, na linha, a maior distancia entre dois pixéis com o mesmo
valor, sem conter valores menores entre eles, como esta exemplificado na figura
5.17(a). Depois de realizar este processo para todas as linhas do ROI que serdao
estudadas, calcula-se uma média de todos os valores obtidos para cada linha
deste, e este serd o valor final para o comprimento do cilio medido automatica-

mente (figura 5.18c).
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Com este padrdo, para se obter um melhor resultado final, o programa faz
o estudo das frequéncias para todos os pixeis de 80% das linhas do ROIL. Nao
realiza para 10% da parte superior e 10% da parte inferior do ROI, para evitar
que no caso de o ROI ndo esteja bem escolhido , que ndo tenha a zona da célula
ou a zona do fundo para fazer os célculos, ou devido a muitas células serem
redondas e assim torna-se complicado obter um ROI perfeito com as condicoes

pedidas.

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

tados em termos de comparagao com o modo manual.

Este método so é vidvel se no movimento dos cilios, ao longo do tempo,
estes atinjam uma posicdo horizontal. Caso contrario, o valor calculado podera

Ser menor que o esperado.

5.5.2.3 - Tabela com as medidas do cilio

Sempre que é medido o cilio, tanto no modo automéatico como no modo
manual, tem-se numa tabela com as seguintes informacdes: nimero da amostra,
ndamero do ROI, nome do ficheiro, nimero de medidas feitas manualmente, a
média das medidas manuais e o respectivo desvio padrdo, a medida feita pelo

modo manual e a conversdo utilizada para o pixel.

E possivel exportar esta tabela para uma folha de calculo para ser guarda-
da se o utilizador pretender. Assim, torna-se mais facil para o utilizador organi-
zar os dados obtidos (Figura 5.18d)
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[ Frequency | Measure |Test | Movement]|

Measure the cilium one ROI
Rotate the image (degrees):
> : Measure (m)
Numberof measues: |
5 z 8.25805036388735
Number of segments: 8.99399891941843
Cropped fmage: kL : 8.2648206461181
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N Manual Measure of the cilium:
(b) 8.361655
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(a)
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Mean: =2
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Standard deviation
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Aiuda
Measure the cilium
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Ne Cluster Ne ROI Filename manual el manual measure (1 pixel to (d)
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(um) (ia]
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Figura 5.18 - Exemplo da utilizacdo do método de medicao do cilio. (a) ROI nas condi-
¢oes pretendidas célula, cilio e fundo. (b) Tabela com valores medidos no modo manual. (c)
Valor obtido pelo método automatico. (d) Tabela com a informacao das medidas do cilio para
0 ROI em estudo.

5.5.3 - Dinamica do movimento:

Sabe-se que o cilio tem um comportamento Gnico no seu movimento, tipo
chicote, e que ja foi caracterizado teoricamente. Mas o movimento do conjunto
dos cilios em células epiteliais nunca foi estudado como uma hipétese de ajuda

no diagnoéstico de DCP.

O cilio terd uma dinamica de movimento como se pode observar na figura
5.19. Nesta figura, se se reparar nos numeros 5 e 19, encontra-se uma &rea de
movimento do cilio, que podera ser quantificada, pois os cilios de um paciente
que tenha DCP terao um movimento menos fluido, logo uma area mais peque-
na. Ter-se-a assim uma informacao adicional para um possivel auxilio no diag-

nostico.
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5.5 Métodos Desenvolvimento do software

Uma vez que o cilio das células epiteliais do nariz é responsavel pelo
transporte de muco, o seu alcance no movimento (figura 5.19, nimero 1-10) sera

importante.

y (cm)

0 > PR 510
x (cm)

Figura 5.19 - Exemplo de uma representacio do movimento de um cilio visto de lado.
Os nameros indicam a sequéncia do movimento. A seta representa a direc¢ao do muco.?’]

Deste modo, tentou-se criar um método automatico que mostre o movi-
mento da ponta do cilio de forma a se tentar caracterizar este actividade. Nao
ha nenhum objectivo concreto a se alcancar, uma vez que ndo se sabe ao certo o
que se espera, mas com este método tentou-se descobrir a dindmica do movi-
mento ao longo das frames e a dindmica da onda de movimento de todo o con-
junto de cilios. Estas hipo6teses serdo explicadas de seguida. Este método encon-

tra-se em desenvolvimento.

A tentativa de registo de imagem, como ja foi explicado na analise de fre-
quéncia, seria a ideal para se obter melhores resultados para o estudo da dina-
mica do movimento do cilio. Contudo, como ja se discutiu, ndo melhora signifi-

cativamente a sequéncia.

Para o melhor funcionamento do método também é necessario rodar o

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

Primeiro, o programa realiza o método automatico de detectar o compri-
mento do cilio para se ter uma nog¢do de onde a ponta do cilio se deve localizar.

Este método ajuda a poupar recursos a procura da ponta do cilio.

De seguida, aplica-se um filtro Sobel e uma binarizacao automaética, com o
apoio da framework Aforge, a todas as frames da amostra. As vérias imagens

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

Com a informagao da ponta do cilio encontrada para cada linha do RO], o
programa procura o primeiro ponto branco que fica mais préximo, tanto para a
esquerda como para a direita do ponto pré-definido como ponta final do cilio.
Depois de encontrar os pontos nas diversas linhas marca-os com uma cor azul

numa cépia do ROI da primeira frame, para representacdo de toda a amostra.

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

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

Este método peca porque a aplicagdo do Sobel e a binarizacdo automatica,
por vezes retiram parte da zona ciliar, "encolhendo" o movimento em demasia,
ou mantém ruido 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 sdo detectores de bordos, mas os resultados ndo foram as mais

favoraveis, verificando-se que o nivel de ruido era maior.

- Detec¢ao da zona de movimento de uma batida:

Para se realizar este método, o utilizador precisa de indicar qual a fre-
quéncia dos cilios na amostra em estudo. Depois desta comunicacdo o progra-

ma calcula o namero de frames com:

Velocidade de gravacao da amostra (frames/s)

Numero de frames (frames) = 1
Frequéncia do batimento do cilio (Hz = E)

Equacao 5.3
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e realiza todo o processo descrito anteriormente, mas apenas com o ntime-
ro de frames de uma batida e mostra uma imagem com os pontos encontrados

em azul (Figura 5.20c).

- Detec¢ao do movimento ao longo das frames, frame a frame:

Utilizando novamente o método descrito em "Deteccao 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 sequéncia de imagens. Assim, poder-se-a ver o movimento detectado em

todas as frames, frame a frame.

- Detecc¢ao do limiar do movimento da ponta do cilio, de acordo com a zona de

movimento:

Este método aproveita a imagem com a zona de movimento a azul criada
em "Deteccdo da zona de movimento ao longo de todas as frames" e cria uma
imagem igual ao ROI com apenas o tltimo ponto a azul de cada linha. Com esta

informacao cria um gréfico para uma melhor visualizagdo dos resultados (figu-
ra 5.20d,e).

- Detecgao do limiar do movimento da ponta do cilio, de acordo com o com-

primento do cilio:

Este método aproveita a informagao obtida quando se calcula o compri-
mento do cilio automaticamente. Ou seja, utiliza os valores obtidos do compri-
mento do cilio para cada linha do ROI em estudo, obtidos através do método "
Média das frequéncias superiores a principal detectada" (5.5.2.2). Estes valores
sao marcados em todas as linhas numa imagem idéntica ao do ROI. Também

cria um gréfico com a informacdo dos valores para uma melhor visualizacdo
(Figura 5.201,g).
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‘ Frequency I Measure | Test | Movement

The movement area (test) : Rotate the image (degrees): If you want only a move of a beat. tell what is the frequency that you analysed:
Auda
Crop image Movement zone: One beat movement zone:

The line represerts the final ine of movement Fiter images The line represents the measure of ol
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Figura 5.20 - Representa a interface do software CiliarMove para o método de estudo
da dindmica do movimento. (a) ROI em estudo nas condi¢des pretendidas. (b) Demonstracao
da zona de movimento dos cilios para todas as frames. (c) Demonstracdio da zona de movi-
mento dos cilios para uma batida dos cilios, de acordo com a informacao dada pelo utilizador
da frequéncia da amostra. (d,e) Representacdo do limiar do movimento de todas as frames em
conjunto e sua respectiva representacio em grafico. (f,g) Representacio do limiar do movi-
mento de todas as frames através do método de obtencdo do comprimento do cilio e sua res-

pectiva representacdao em grafico.

Na figura 5.20(e) é possivel encontrar valores nulos no meio do sinal.
Estes valores aparecem quando o algoritmo ndo consegue detectar qualquer
informacao referente ao cilio. Os restantes zeros nas pontas do sinal sdo relati-
vos aos 20% da imagem que nao sdo estudados no algoritmo, devido a possibi-
lidade de nado ser um ROI perfeito, como foi explicado no método: "Média das
frequéncias superiores a principal detectada" na seccao 5.5.2.2. Tal também é de

notar na figura 5.20(g).
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E 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 possivel abrir a sequéncia de
imagens em 8 segundos e analisar a frequéncia de um ROI de 275 x 165 pixeis

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 utilizacao de 1,5Gb da meméria RAM do computador. E raro utilizar-se tais
quantidades de memoria, mas no caso de tal acontecer é criada uma excepgao
no codigo evitando que o programa bloqueie. Para que nao aconteca esta

excepgdo, ndo devem ser escolhidos ROI's muito grandes.

A interface do programa tem um tamanho de 1550x887 pixeis. No caso do
ecrd ter uma resolugdo menor, esta adapta-se ao ecra sendo possivel navegar

através de scroll-bars10,

Para exportar os dados do programa directamente é necessario um pro-
grama do tipo folha de célculo, caso contrario é possivel 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 aplicacdes Caracteristicas do software

6.1 - Outras aplicacoes

O programa CiliarMove foi concebido com o objectivo de ajudar no diag-
nostico da doenga DCP analisando sequéncias 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 - Diferencas em relacao a programas ja existentes

Ja existem pelo menos trés softwares disponiveis para determinar a fre-

quéncia do batimento dos cilios, como ja foram descritos anteriormente.

Em comparagdo com o software desenvolvido durante esta dissertagdo, nao

sdo tao completos.

O SAVA ¢ pago, logo ndo se tem tao facil acesso ao seu contetido e utiliza-
cao.

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-
quéncias encontradas mas para varios ROI's e a imagem que mostra as frequén-
cias é a preto e branco. O CiliarMove mostra um mapa de frequéncias 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 varias de 2x2 e realiza a média de todos os pixeis do
seu interior perdendo informacdo, ao contrario do CiliarMove que consegue
processar pelo menos 1024 frames e realiza o estudo com todos os pixeis que se

encontrem dentro do ROIL.
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Aspectos a melhorar no software

Qualquer projecto de engenharia, seja de que area for, encontra-se sempre
sujeito a novas caracteristicas, melhoramentos ou novidades que o tornem
melhor, mais actualizado e com melhor desempenho. O CiliarMove nao é

excepgdo a regra e algumas altera¢des e acrescentos ao programa enriquecé-lo-

-30 no futuro.

7.1 - Estudo do movimento da batida do cilio

Este ponto é dos que mais davidas suscita e a0 mesmo tempo mais novi-
dades pode trazer na area de diagnéstico de DCP. Trata-se de uma técnica ino-
vadora e que poderé fornecer dados quantitativos no que toca a dindmica do
movimento ciliar. Num futuro préximo, pretende-se testar o seguinte procedi-
mento: realizar um quimoégrafo para varias linhas do ROI e realizar um filtro
Sobel juntamente com a binarizacdo e assim, tentar descobrir o limite do cilio.
Com este limite poder-se-ia criar um gréfico com o limite descoberto para

varias linhas do ROI e tentar encontrar um padrao.

Outro método para caracterizagdo do movimento ciliar, seria conseguir
detectar a ponta de varios cilios e segui-los frame a frame. Assim, obter-se-ia um
movimento "ideal" que poderia oferecer mais informacao. Para isto acontecer,
estar-se-ia dependente da qualidade das imagens, que neste momento seria um
factor impeditivo, logo a melhor solugdo seria marcar frame a frame manualmen-

te e discutir o resultado obtido.
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7.2 Comprimento do cilio Aspectos a melhorar no software

Figura 7.1 - (a)Exemplo de um quimdgrafo de uma amostra ciliar. (b)Quimdgrafo a)

depois de aplicado um filtro Sobel e uma binarizacao automatica.

7.2 - Comprimento do cilio

Realizar um segundo método para descobrir o comprimento automatica-
mente. Uma vez que o que existe depende da qualidade da gravacdo da ima-
gem. Neste ponto, propde-se, por exemplo, considerar a média de todos os pon-
tos da FFT, excepto da frequéncia escolhida como fundamental e realizar a
razdo entre o pico mais alto, frequéncia escolhida, e a média obtida. Sera 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.

51



Conclusao

A investigacdo feita aponta para a necessidade de desenvolvimento de um
programa deste tipo, de forma a responder a lacuna que existe na area de diag-
nostico de DCP, nomeadamente em Portugal. Desta forma, concretizou-se um

software para o centro de diagnéstico de DCP em Portugal.

O software foi programado de raiz e ao longo deste tempo foi desenvolvido
com aplicacdo de varios métodos na sua elaboracdo até chegar a versdo final.

Estes métodos foram adicionados e testados passo a passo.

CiliarMove carece ainda de uma validacdo mais exaustiva. Ainda assim, o
estudo analisou um nimero aceitavel de amostras que atestam a sua credibili-
dade. Este ja se encontra em utilizagdo no CEDOC@IGC e com uma aceitagdo
positiva por parte dos utilizadores, pelo menos para o uso do método de andlise

de frequéncias e para o de medigdo do comprimento do cilio.

O método de estudo do movimento do cilio ¢ um método mais complica-
do de se elaborar uma vez que nao se tem uma ideia definida do que se espera.
Sabe-se o tipo de movimento do cilio sozinho e em conjunto, mas nao se sabe
como é o tipo de movimento quantitativamente. Para se aumentar o nivel de
certeza sobre os resultados elaborados vai ser necessario esperar até se obter

mais amostras de pacientes e controlos para uma melhor comparacao.
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Conclusao

Este projecto ndo foi considerado para termos comerciais, uma vez que
serd uma mais valia se for freeware. J4 foi feita uma comunicacdo em forma de
poster. Pretende-se também que venha a ser divulgado através de um artigo em

revista cientifica.
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Resumo submetido para poster na Fisica 2014:

NOVO SOFTWARE PARA ANALISE DO EPITELIO NASAL
HUMANO

I. Vale!, S. Lopes?, C. Quintao™?
1 Departamento de Fisica da , Faculdade de Ciéncias e Tecnologias, Universidade Nova de Lisboa
2 Centro de Estudos de Doengas Crénicas, Instituto Gulbenkian de Ciéncia

3 Instituto de Biofisica e Engenharia Biomédica, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa

E-mail de contacto: i.vale@campus.fct.unl.pt

RESUMO
A discinesia ciliar primaria resulta de disfuncéo ciliar no ser humano. E uma doenca rara caracteri-
zada por infeccdes respiratorias, situs inversus e infertilidade, que é possivel estudar através da anélise do

comportamento dos cilios de células epiteliais do nariz.

Desenvolveu-se um programa executavel em C#, que processa uma sequéncia de imagens de cilios
em movimento, filmados com uma cidmara de alta velocidade. Esta ferramenta detecta de uma forma
robusta as frequéncias e o padrdo de batimento ciliar, estima a dimens&o dos cilios e faz parte de um pro-

jecto de criagdo de um centro de diagnoéstico desta doenga em Portugal.
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RESUMO

A discinesia ciliar primaria resulta de disfungao ciliar no ser humano. E uma doenga rara caracterizada por infecgdes respiratorias, situs inversus e
infertilidade, que é possivel estudar através da analise do comportamento dos cilios de células epiteliais do nariz.

Desenvolveu-se um programa executavel em C#, que processa uma sequéncia de imagens de cilios em movimento, filmados com uma camara
de alta velocidade. Esta ferramenta detecta de uma forma robusta as frequéncias e o padréo de batimento ciliar, estima a dimensé&o dos cilios e faz
parte de um projecto de criagdo de um centro de diagnéstico desta doenga em Portugal.

1- INTRODUGAO 2 - METODOS DE DIAGNOSTICO
Os cilios do epitélio nasal s3o extensdes da membrana plasmatica com cerca de 10um de comprimento, cujo movimento se
assemelha ao de um chicote. Cada célula podera ter apenas um ou milhares deles. Sdo caracterizados por um movimento préprio
e é frequente encontra-los nas vias respiratorias 1%,

A dinamica do seu movimento permite, quando necessario, que o fluido deslocado (muco) avance numa (nica direcgao!l,

O diagnéstico antecipado € importante para a prevencao de doengas ou evitar um estado mais
avancado das mesmas. Existem meios que se adequam a este objectivo, como a analise de
mutagdes no DNA, teste de 6xido nitrico ou o estudo das células respiratérias epiteliais por
imunofluorescéncial®l.

Também existem alguns métodos com base no batimento ciliar, que usam fotomultiplicadores,
fotodiodos ou cdmaras de alta velocidade acopladas a um microscopio com objectivas de alta

A discinesia ciliar primaria (DCP) resulta da disfungio ciliar, ou seja, tem origem em mutac3es que levam 3 imobilidade ou
movimento descoordenado dos cilios. Trata-se de uma doenca heterogénica rara e hereditaria autossémica recessival?l,
Estima-se que 1 em cada 10 000 a 20 000 individuos seja afectado por DCPBI,

E caracterizada por infecgdes respiratorias, infertilidade, hidrocefalia, situs inversus, rinite cronica, entre muitos outros
problemas!?,

As primeiras manifestac3es iniciam-se nos primeiros meses de vida, com problemas respiratérios e tossels).

Nao tem cura nem um diagnéstico definido, sendo realizada uma monitorizagdo ao paciente ao longo do tempo de forma a evitar
infeccdes graves ou inesperadas!¥.

Verifica-se que a DCP ¢, frequentemente, subdiagnosticada devido a falta de um teste de triagem simplesPl.

resolucio. Este (ltimo dispositivo permite obter uma sequéncia de imagens das amostras. Com
esta gravacio, posteriormente, é possivel analisar o video frame a frame e observar o
movimento dos cilios. A frequéncia e o batimento ciliar podem ser obtidos por observagao
directa, realizando-se o diagnostico de DCP manualmente. Para este tipo de métodos de
contagem dos batimentos usa-se a seguinte formula para obter o valor de CBF (frequéncia do
batimento ciliar) 1*3! :

Sbi niimero de frames por segundo i meditasS i
~ nimero de frames para 10 batimentas (nimero de medidas)(Hz)

3 - DESENVOLVIMENTO DO SOFTWARE

de DCP em C#. Esta linguagem foi utilizada devido  sua flexibilidade, a possibilidade de )
mdmmimemm isulM*Wemmmmammaunommwe»uouulmdor Dimensgo do cilio:
final. O programa foi compilado no Visual Studio Express da Microsoft. o

O programa contém trés métodos para serem usados no diagndstico e para tal, processa sequéncias de imagens em tons de cinzento. )

Visualizagéo do video
o a i

INTERFACE:

—— o

O programa permite medir o cilio de uma forma manual ou automatica.

Modo manual - O utilizador inicio e o fim de um nui

definido de cilios e é calculada a média e o desvio padrdo de todas as medidas (A) .
‘Modo automatico — Com base na analise do espectro de poténcia dos pixels, que

I compde a imagem, esta é dividida em regides: célula, cilios e fundo. Esta divisdo

| permite o calculo da dimensdo média dos cilios (B) .

//

Dinamica do movimento:

Painel permanente com informag3o sobre a amostra
escolhida. Com a opgdo de ver a sequéncia de imagens
como um video.

Frequéncia do batimento ciliar:

Nem PO existe i basonoﬁhmsobﬂo
{')pmuwdolh" amica do

&mmmamdoumdvmmo,nofmum,mb&npodﬂm

utilizada pars o célculo da di

-Area de movimento do cilio (A) .

-Area de movimento do cilio numa nica batida (8) .

-Alcance maximo do cilio ao longo da sequéncia de imagens e seu d e E

respectivo grafico (D,E) . 1) e ™

-Numa pasta todas as frames da sequéncia estudadas marcadas com | ['©

o alcance do cilio. P

7 - Discussdo

O programa pode ser utilizado para outro tipo de células multiciliadas, sendo util para diagnostico de DCP e outro tipo de
investigacao na area dos cilios.

Este demora segundos a realizar qualquer uma das opgdes apresentadas, o que o torna muito mais rapido do que o diagnostico
feito manualmente, em que os 10 batimentos dos cilio s3o contados frame a frame.

Existem trés softwares disponiveis para o mesmo fim, mas apenas realizam o estudo do CBF. Observa-se que um deles é
pago'®l, outro utiliza varias plataformas até alcangar o resultado finall”l e o (ltimo ndo faz uso de toda a informagao contida em
todos os pixels da sequéncia de imagens. ¥l

Para a anélise da frequéncia o utilizador escolhe o ROI (zona de estudo) onde pretende
estudara & (A) . Este método & realizad base no célculo da FFT (Fast Fourier
Trlmfonn)dnmm;dmdowo:umb Cmmmdndoﬁndcmmdoumm-padu

cores de fi é de imagens (B), um grafico de

FFT a um pixel (C), um de frequéncias (E) e uma tabela com

& e (F). Por fim, é possivel estudar os.

valores d umi lo de estud se pretende e obter uma 8- Conclusdo

tabela com Média, Moda, MﬁmomMuodﬂmdﬁﬁwmmh&:(D)
0O software encontra-se em desenvolvimento e num curto espago de tempo podera vir a ser melhorado. Prevé-se que o
programa venha a ser brevemente utilizado pelo laboratério de cilia regulation and disease do CEDOC@IGC, o que trard uma
redugdo significativa no tempo de diagnéstico.

Ter-se-& acesso a novas informagdes sobre o cilio, como o comprimento do cilio e 0 seu movimento que poderao ser liteis no
diagnéstico.

Este trabalho teve suporte financeiro da Fundagio para a Ciéncia e a Tecnologia através do projets g PESt-Ol
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