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Resumo

A deformacéo dos glébulos vermelhos ao longo do escoamento sanguineo tem
sido cada vez mais estudada, uma vez que 0 seu conhecimento abre caminhos para
diagnosticar diversas patologias. Assim, tém surgido varios métodos para medir este
fendmeno, bem como técnicas de fabricacdo de microcanais transparentes que permitem

estudar em detalhe a deformabilidade das células sanguineas.

Os metodos manuais existentes para calcular a deformacdo dos globulos
vermelhos sdo exaustivos, demorados e propicios a ocorréncia de erros por parte dos
utilizadores. Assim, existe a necessidade de desenvolver métodos automaticos de forma

a eliminar estes problemas.

Neste trabalho, utilizando técnicas de processamento de imagem desenvolveu-se
um método automatico (MKHtrackCells) para o seguimento de células ao longo de

microcanais e célculo do seu indice de deformacéo.

O meétodo proposto foi utilizado para estudar o comportamento de globulos
vermelhos humanos ao longo de um microcanal com uma microestenose e de uma
contracdo hiperbdlica. Ambos os microcanais foram fabricados usando a técnica de
litografia suave.

Os resultados obtidos demostram que o método proposto € uma técnica
promissora para o seguimento de células, bem como para a determinacdo do seu

comportamento fisioldgico ao longo de microcanais.

Palavras-chave: Seguimento de Células, indice de Deformacdo, Processamento de

Imagem.






Abstract

Cells Tracking and Calculation of its Deformability in

Microchannels: an Automatic Method

The deformation of red blood cells along the blood flow has been increasingly
studied, since its knowledge may demonstrate the ability to diagnose several pathologies.
Thus, many methods for measuring this phenomenon have been proposed, as well as
transparent microchannels manufacturing techniques allows to study blood cells

deformability in detail.

Current manual methods to calculate red blood cells deformability are labor
intensive, time consuming and may introduce user errors into the data. Hence, it is crucial

to develop automatic methods in order to eliminate those problems.

In this work, by using image processing technique, an automatic method was
developed (MKHtrackCells) not only to track cells along microchannels and but also to

calculate their deformability.

The proposed method was used to study the behavior of human red blood cells
along a microchannel with a microstenosis and with a hyperbolic contraction. Both
microchannels were fabricated using a soft lithography technique.

The results have shown that the proposed method is a promising technique for

cells tracking and to determine their dynamical behavior along the microchannel.

Keywords: Cells Tracking, Deformation Index, Image Processing






Publicacdes

Publicacéo 1

TABOADA, B., MONTEIRO, F. C. e LIMA, R., Erythrocytes tracking through a microchannel
using na automatic method of image analysis, I Encontro de Jovens Investigadores do
Instituto Politécnico de Braganca, 15 e 16 de Novembro, Braganca, Portugal, 2013.

Publicacéo 2

MONTEIRO, F. C., TABOADA, B. e LIMA, R., Visualization of red blood cells flowing
through a PDMS microchannel with a microstenosis: an image analysis assessment”. 1V
ECCOMAS Thematic Conference on Computational Vision and Medical Image
Processing, 14-16 Outubro, Funchal, Portugal, 2013.

Publicacéo 3

TABOADA. B., BENTO, D., PINHO, D., PEREIRA, A. I. e LIMA, R., Cell-free Layer
Measurements in Bifurcating Microchannels: a global approach, Livro de Resumos do
XVI Congresso da Associa¢do Portuguesa de Investigacdo Operacional, 3-5 de Junho,
Braganca, Portugal, p.30, 2013.

Publicacéo 4

PINTO, E., TABOADA, B., RODRIGUES, R., FAUSTINO, V., PEREIRA, A. e LIMA, R., Cell Free
Layer (CFL) Analysis in a Polydimethysiloxane (PDMS) Microchannel: a Global
Approach”. WebmedCentral BIOMEDICAL ENGINEERING; 4(8):WMC004374, 2013.

Vil



Publicacéo 5

RODRIGUES, R.; FAusTINO, V.; PINHO, D.; PINTO, E.; CIDRE, D.; YAGINUMA, T.;
TABOADA, B.; BENTO, D. e LIMA, R., Separation and deformation of red blood cells in
PDMS microchannels, Abstracts book of the Iberian meeting on rheology: "Fundamental

and aplied rheology", 4-6 Setembro, Méalaga, Espanha, p.93, 2013.

Publicacéo 6

PINTO, E., TABUADA, B., FAUSTINO, V., CIDRE, D., RODRIGUES, R., MIRANDA, J., GARCIA,
V. e LIMA, R., Blood flow in microchannels manufactured by a low cost technique:
xurography, Abstracts book of the Iberian meeting on rheology: "Fundamental and aplied

rheology”, 4-6 Setembro, Malaga, Espanha, p.94, 2013.

Publicacéo 7

PINTO, E., TABOADA, B., FAUSTINO, V., CIDRE, D., RODRIGUES, R., MIRANDA, J., GARCIA,
V. e LIMA, R., Blood flow in microchannels manufactured by a low cost technique:
xurography, in Perspectives in Fundamental and Applied Rheology, Rubio-Hernandez,
F.J., etal. (Eds), p.285-290, ISBN 978-84-616-5245-7, 2013.

Publicacéo 8

RODRIGUES, R.O., FAUSTINO, V., PINHO, D., PINTO, E., CIDRE, D., YAGINUMA, T.,
TABOADA, B., BENTO, D. e LIMA, R., Separation and deformation of red blood cells in
PDMS microchannels, in: Perspectives in Fundamental and Applied Rheology, Rubio
Hernandez, F.J., et al. (Eds), 2nd Edition (In Press). ISBN 978-84- 616-5245-7

viii



Conteldo

LISt dE FIQUIAS.......eciiiiiciece ettt re et nne s Xi
LiSta de ADFEVIATUIAS .......ccveeieiiiiciiiteees s XV
Capitulo 1. INtrOAUGED........ceeireiecieceeie et 1
IS R Y o] € V7 Uo7 T TSRS 1
1.2 Estrutura do relatorio .........cocooeveiienieesenese e 2
Capitulo 2. FUNdamentagdo TEOKICA ........cccereirereireriee e 3
2.1 ConStitUIGAO O SANGUE ......oveiiiiieiiieiieie e 3
2.2 Re0l0gia d0 SANQUE ......ccveiieiiriiiiisiesiieiee e 6
2.2.1 Comportamento dos FIUIdOS ..........cceveieiiiiiiiecee e 7
2.2.2 Velocidade de eSCOAMENTO .........curieiriierierienie s 8
2.2.3 Comportamento reol0gico em MIiCroCanais ...........ccccerveerereereerereenns 9
Capitulo 3. Revisdo de Literatura............cccccevveviiiieiicie e 11
3.1 ESCOAMENtO SANQUINEO......cueivieiiciieiie ettt sre e 11
3.2 Seguimento de CEIUIAS .........cceevvi e 18
Capitulo 4. Processamento de IMagem .........ccceeeevieiievecieceese e 21
4.1 Seguimento de ODJEIOS ......ccviiieciecie et 21
4.1.1 Selecdo das caracteristicas de interesse para o seguimento ............ 24
4.1.2 DeteGao 00 ODJELO.....cceeeeiiiiieieee et 24
4.1.3  SEQUIMENTO. ....cvititeitiite sttt 25

4.2 SEOMENTAGAD ..ottt sttt bbb 26



4.2.1 Segmentacdo baseada no histograma (Thresholding)..........c.......... 27

4.2.2 Transformada watershed..........cccoocovveiiiinninie e 28

O B o 11 o T o] oo SRR 32
Capitulo 5. Método Proposto - MKHtrackCells............cccoeveveieienieinieennn, 39
5.1  Pré-proCeSSaAmMENTO .........couiuirueiririerieiesiesie sttt 39
5.2 Calculo do gradiente e transformada watershed............c.cccceccvrveieennnns 43
5.3 FIUXO OICO ...cuviiiiiiiiieieiee et 48
5.4 Obtencéo das caracteristicas das regioes ..........ccccevvverveviesiveresieesnannens 50
5.5 SEQUIMENTO ...eocviciicic ettt re e 52
Capitulo 6. Resultados € DISCUSSDES .......ccecvvereeireeieiieerieeieseesie e e sse e 55
6.1  Microcanal com uma MiCrOESLENOSE. ......evverververierriereeieienie e e e seeanis 55
6.2  Microcanal hiperbOliCO ..........cccoviiiiieii e 63
Capitulo 7. Conclusdes e Trabalhos FULUFOS............cccovevevererevese e, 73
0 S O (0] U0 PSSP 73
7.2 Trabalnos TUTUFOS ......oiveeiiiie e 75
Referéncias BibliografiCas.........ocooviiiiiiiiiieee e 77



Lista de Figuras

Figura 2.1: ConstituiGao do SANQUE [1]. .ccveeieiieiiiieiieie e 4
Figura 2.2: Dimensdes de um eritrdCito [56]. ......ccovvveieiiieiiieie e 4
Figura 2.3: Comportamentos dos fluidos sujeitos a tensdes de corte [54].......cccccevvennene 7

Figura 2.4: Representacdo dos perfis de velocidades para Hct <1% e Hct superior [30].

Figura 2.5: a) Efeito de Faharaeus em capilares de vidro. b) Distribui¢do do Hct [30].. 9
Figura 2.6: Efeito de Faharaeus-Lindqgvist. Variacdo da viscosidade em funcdo do

didmetro do microcanal [30]........cccooueieiererenere e 10
Figura 3.1: Técnica de aspiracao por micropipeta [28]........cccccovveviivieiieriiie e 12
Figura 3.2: Em cima: aspiracao por micropipeta de um GV normal. Em baixo: aspiracao
por micropipeta de um GV infetado com malaria [28].........ccccceevvvvivrnannns 13
Figura 3.3: Célculo do indice de deformagao. ..........cccooerereereneieire e 14

Figura 3.4: a) Sequéncia de deformacdo de um GV saudavel. b) GVs rigidos por
influéncia do glutaraldeido [5]......cccccveveiiiiiieccce e 15
Figura 3.5: Escoamento de GVs num microcanal com Hcta 10% [17]. ..ccoevevvrennne 16
Figura 3.6: Avaliacdo da deformacéo dos eritrocitos na linha central do microcanal. a)
llustracdo das 12 regifes utilizadas para a anélise do indice de deformacéao
dos GVs. b) Média do indice de deformacdo nas 12 regifes utilizando quatro
caudais diferentes: Q=0.11ml/h, Q=1.11ml/h, Q=2.27ml/h e Q=4.2ml/h. Os
valores medidos sdo expressos como a média + desvio padrédo de acordo com
uma andlise do teste t com um nivel de confianga de 95% [57]........cc.co.... 17
Figura 3.7: Determinacdo da trajetdria de células usando o plugin MTrackJ disponivel
N0 software IMage J [L7]. ...ooeiiieiieeeee e 20
Figura 4.1: Representacdo de objetos. (a) Centrdide- (b) varios pontos. (c) Forma
retangular. (d) Forma eliptica. () Forma articulada. (f) Modelo esquelético.

Xi



(9).Pontos de controlo do contorno do objeto. (h) Contorno do objeto. (i)
Silhueta do 0DJEtO [58].......coveieiiiiiii e 23
Figura 4.2: Em cima: histogramas aproximados por duas distribuicdes normais, onde a
intersecdo representa o limiar 6timo. Em baixo: resultados dos limiares 6timo
e convencional em histogramas combinados [49]. ........ccccoceiiiiiiiiiiininnns 27
Figura 4.3: A esquerda: imagem do gradiente. A direita: imagem como relevo
tOPOGIAfICO [2]. .oivveiveeie e e 28
Figura 4.4: a) Bacias hidrograficas em minimos e watersheds. b) Construcdo de
barragens em locais onde a 4gua proveniente de dois minimos diferentes de
MUSTUFA [B7] et 29
Figura 4.5: A esquerda: imagem original. A direita: resultado da aplicacdo da
segmentacdo watershed [39]......ccceveiieii i 29
Figura 4.6: Representacdo da transformada watershed por imersdo. a) Sdo feitos furos
em cada um dos minimos locais. b) A superficie é submersa em agua e é
construida uma barragem entre bacia b3 e b4. ¢) Com a continuacdo da
imersdo sao construidas mais barragens [37]. ....ccccoveveiieeneiie v 30
Figura 4.7: Representagdo da transformada watershed com o método rainfalling. a) O
rainfalling define quatro barragens superiores. b) Resultado final da

segmentacdo com as mesmas cinco regides que o método de imerséao [37].

Figura 4.8: Cdodigo de cores do fluXo GtiCO. .........c.coviieiieii i 36
Figura 4.9: Resultado do célculo do fluxo 6tico. Na primeira e na segunda colunas:
imagens de uma sequéncia de imagens. Terceira coluna: Resultado do fluxo
OLICO COMO COF. .ttt ettt sbe et nneereas 37
Figura 5.1: a) Imagem original. do microcanal com uma microestenose b) Mascara de
fundo do microcanal com uma microestenose. ¢) Resultado da subtracdo da
mascara de fundo & imagem original. ...........ccccoeirienineinieneee e 40
Figura 5.2: a) Histograma da imagem sem fundo. b) Histograma da imagem com
contraste ajustado. ¢) Imagem resultante do ajuste de contraste. ................ 41
Figura 5.3: Aplicacéo do filtro de mediana. a) Mascara 3x3. b) Méascara 5x5. ¢) Mascara
0 PR UPPR SRR 43
Figura 5.4: a) Regido 3x3 da imagem. b) Mascaras do filtro de Sobel [19]. ................ 45

Xii



Figura 5.5: Resultado obtido com o filtro de Sobel............ccooiiiiiiiiie 45
Figura 5.6: Resultado da pré-inundagdo da imagem. ..........cccueerernine e 46
Figura 5.7: a) Resultado da segmentacdo watershed. b) Resultado a cores da

segmentacdo watershed. Cada cor representa uma micro-regido diferente. 46
Figura 5.8: a) Resultado obtido ap6s a operacdo de dilatagdo. b) Mesmo resultado

FEPIESENTAND @ COTES. .....viuiieiriteite ettt ettt e bbb 47
Figura 5.9: Imagem de entrada para o calculo do fluxo OtiCO...........ccccceevviceiveiecnnnn, 48
Figura 5.10: a) Componente u do fluxo 6tico. b) Componente v do fluxo 6tico. c) e d)

Resultado obtido para o fluxo ético para dois escoamentos diferentes. ...... 49
Figura 5.11: a) Imagem resultante da binarizagdo. b) Imagem obtida depois do

preenchimento de orificios. ¢) Imagem obtida depois de remover as bordas.

..................................................................................................................... 51
Figura 5.12: Modelo keyhole Utilizado..............cooiiiiiiiniiicee e 52
Figura 5.13: Funcionamento do modelo keyhole [47]........ccccoiiiriiiiiiiiees 53
Figura 5.14: Seguimento de duas células usando o modelo keyhole. ..........c...c.cc.c....... 53

Figura 5.15: Imagens resultantes do seguimento de células aplicando o modelo keyhole,
i representa 0 NUMEro da iIMAGEM. ......ccereiririeieieie e 54

Figura 6.1: Representacdo do microcanal com uma microestenose em que W1=50um e

Figura 6.2: Sistema de microscopia utilizado para obter as imagens do microcanal com
uma microesten0Se [40]. ....ccveii i 56
Figura 6.3: Celulas estudadas ao longo do microcanal com uma microestenose. ........ 57
Figura 6.4: Trajetéria do GV 1 ao longo do microcanal com uma microestenose. ...... 58
Figura 6.5: Trajetdria do GV 2 ao longo do microcanal com uma microestenose. ...... 58
Figura 6.6: Indice de deformacdo do GV 1 ao longo do microcanal com uma
MICTOBSTENOSE. ..vvvveteeeeeseesieesieeseesreesteaseesseesteaseesseesteaneesseesseeneesseenseaneesseenes 59
Figura 6.7: Indice de deformacdo do GV 2 ao longo do microcanal com uma
MICTOBSTENOSE. ..eveiteeteettesiee st ettt e te ettt e st e b e neesaeenbe e b e b e e beeneesaeenas 60
Figura 6.8: Trajetéria obtida para o GV 3 ao longo do microcanal com uma
MICTOBSTENOSE. .vrevveieeteeseesteesteeseesteesteeseesseesteaseesseesseaseesseesseensesseesseeneesseenes 61
Figura 6.9: Indice de deformacio dos GVs ao longo do microcanal com uma

MICIOESIENOSE POI ZONAS. ..vevveevieiirieitieeteesieeateestee et e sreeabeesreeebeesreeabeenrees 62

Xiii



Figura 6.10: Trajetoria obtida para o GV 4 ao longo do microcanal com uma
MICTOBSTENOSE. ..vivveieeieeseesieestees e stee e eseesteesteeseesteesteaneesreesbeeneesreebeaneesreeeas 63
Figura 6.11: Microcanal hiperbdlico. a) llustracdo de todo o microcanal. b) Dimens6es
O MICIOCANAL.....viiiiiiiie e 64

Figura 6.12: Sistema de microscopia utilizado para obter as imagens do microcanal

NIPEIDONICO. ... 65
Figura 6.13: GV seguido ao longo microcanal hiperbolico. .........ccccocevvevviieivececee, 65
Figura 6.14: Trajetoria do GV1 ao longo do microcanal hiperbdlico..............c..c......... 66

Figura 6.15: indice de deformagdo do GV normal ao longo do microcanal hiperbolico.

Figura 6.16: Célula exposta a 0.02% de diamida, seguida ao longo do microcanal
NIPEMDOTICO. ..o e 68
Figura 6.17: Trajetoria do GV exposto a 0.02% de diamida’, ao longo do microcanal
NIPEIDONICO. ... 69
Figura 6.18: indice de deformacdo do GV exposto a 0.02% de diamida, ao longo ao
microcanal hiperbBOlICO. .........cccov i 70
Figura 6.19: indice de deformacio do GV normal e do GV exposto a 0.02% de diamida
S 10T o] - LT PP PR T 70

Xiv



Lista de Abreviaturas

2D
3D
Dx40

EDTA

GV(s)
Hct(s)
ID

LDSR

PDMS
Re

RGB

Do inglés two-dimensional ou duas dimensdes.
Do inglés three-dimensional ou trés dimensdes.
Dextrano 40.

Do inglés ethylenediamine tetraacetic acid ou &cido

etilenodiamino tetracético.
Glébulo(s) vermelho(s).
Hematdcrito(s).

indice de Deformac3o.

Do inglés Laser-Difraction Slit Rheometer ou redmetro

com difracdo de raios laser.
Polidimetilsiloxano.
Reynolds.

Do inglés red, green and blue ou vermelho, verde e azul.

XV






Capitulo 1. Introducao

1.1 Motivagao

O seguimento de objetos, mais conhecido como tracking, permite analisar
propriedades anatomicas e dindmicas dos mesmos, tendo grande variedade de aplicages
em visdo computacional. O seguimento de objetos € normalmente utilizado em aplicagdes
que exigem o reconhecimento da posicao e da forma do objeto em estudo em imagens
consecutivas. Nestas aplicacfes o seguimento torna-se num problema desafiador, pois
mudancas abruptas nas caracteristicas do movimento, do objeto e da cena dificultam o

reconhecimento do objeto em cada imagem.

Desde que o significado clinico da deformacédo dos globulos vermelhos (GVs) se
tornou um caminho possivel para diagnosticar varias patologias, o seguimento de células
em escoamentos sanguineos ganhou grande importancia. Outros métodos para a
determinacdo das propriedades dos GVs em escoamentos sanguineos foram propostos,
tendo surgido nos Ultimos anos técnicas de fabricacdo de microcanais transparentes. Estes
microcanais, produzidos em polidimetilsiloxano (PDMS) permitem o estudo das

propriedades dos GVs ao longo do escoamento sanguineo.

Varios estudos realizados determinam as propriedades do escoamento e dos GVs
utilizando técnicas manuais de seguimento [26, 29, 31, 43, 57]. Um exemplo destas
técnicas € o recurso ao software Image J por intermédios do plugin MTrackJ. Uma vez
que este método é manual, a sua utilizagdo resulta num processo bastante moroso e

cansativo o que pode introduzir erros nos resultados por parte do utilizador.
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Assim sendo, o objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de um método
automatico que permita o seguimento de células ao longo de microcanais, bem como a

determinacdo da sua deformacéo e de outras caracteristicas.

Os microcanais utilizados neste estudo foram fabricados utilizando a técnica de
litografia suave. O escoamento sanguineo foi filmado utilizando um sistema de
microscopia e o0s videos foram analisados como um sequéncia de imagens, recorrendo ao

software Matlab.

Neste trabalho foram utilizadas vérias técnicas de analise de imagem como o pré-
processamento, a segmentacdo e o calculo do fluxo ético. O seguimento de células entre
imagens consecutivas foi realizado tendo como base o modelo keyhole proposto por
Reyes-Aldasoro et al. [47] e a similaridade entre o fluxo 6tico, calculado tendo por base
Brox et al. [10].

1.2 Estrutura do relatorio

Este relatorio encontra-se dividido em vérios capitulos sendo que no Capitulo 1

se apresenta a motivacdo e o objetivo deste trabalho.

O Capitulo 2 diz respeito a fundamentacdo tedrica, apresentando-se um breve
resumo acerca do sangue e das suas propriedades ao longo do escoamento. O Capitulo 3
corresponde a revisdo de literatura, onde se apresentam algumas das técnicas existentes

para o seguimento de células e calculo da sua deformacéo.

No Capitulo 4, sdo abordados varias técnicas de processamento de imagem, como
a segmentacdo e o célculo do fluxo 6tico, seguindo-se o Capitulo 5 no qual € descrito o

método desenvolvido para o seguimento de células.

No Capitulo 6 sdo apresentados os resultados obtidos e é feita a analise e discussdo
dos mesmos, finalizando-se com o Capitulo 7 onde se apresentam as conclusdes e

propostas de trabalhos futuros.




Capitulo 2. Fundamentacao Teorica

O desenvolvimento de meétodos para o seguimento de células através de
microcanais requer o conhecimento basico da constituicdo do sangue bem como das suas
caracteristicas. Assim, este capitulo visa o esclarecimento acerca da constituicdo do

sangue e das suas propriedades.

2.1 Constituicdo do sangue

O sangue é um fluido corporal que circula num sistema tubular fechado e tem
como principais fungdes o transporte de oxigenio, didxido de carbono, nutrientes,
produtos de secrecdes e de calor para todo o corpo [3], apresentando uma cor vermelho-

brilhante se proveniente de uma artéria e vermelho-escuro se proveniente de uma veia
[4].

Este biofluido é heterogéneo, sendo composto por uma parte liquida, o plasma, e
pelos elementos celulares [4], que correspondem a cerca de 46% do volume total de
sangue e dizem respeito aos glébulos vermelhos, aos glébulos brancos e as plaquetas (ver
Figura 2.1) [30].
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| Globulos Vermelhos |

Plasma

I Glébulos Brancos I

I Plaquetas

Figura 2.1: Constituicdo do sangue [1].

Glébulos Vermelhos

Os globulos vermelhos, também conhecidos como eritrécitos ou hemacias, sdo
células sem nucleo, contendo hemoglobina e, sdo as células sanguineas mais abundantes.
As dimenses destas células sdo varidveis, apresentando um GV normal uma forma de
disco bicdncavo com cerca de 8um de didmetro e uma espessura média de 2um (ver

Figura 2.2), sendo 0s bordos mais espessos que o centro [4, 30, 41].

% 8 microns
-
— I

SESON .
>3zl ;

Figura 2.2: Dimensdes de um eritrocito [56].
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A capacidade de deformacdo dos GVs é geralmente influenciada pela sua

membrana, pela sua forma e também pela concentracdo de hemoglobina [30].

A percentagem de volume ocupado pelos eritrocitos no volume total de sangue
designa-se hematdcrito (Hct). Uma vez que os GVs sdo as células responsaveis pelo
transporte de oxigénio e didxido de carbono, o Hct é um parametro que afeta a capacidade

do sangue transportar estes gases [56].

Globulos Brancos

Os glébulos brancos ou leucdcitos sdo células com nicleo que representam o
maior mecanismo de defesa corporal, sendo responsaveis pela resposta imunitaria. Estas
células dividem-se em dois tipos: as células granuladas, constituidas pelos neutrofilos,
eosinofilos e basofilos, e as células agranuladas, constituidas pelos linfécitos e monécitos
[4, 41]. O diametro dos glébulos brancos varia entre os 7-22jum, dependendo do seu tipo.

Estas células constituem menos de 1% do total de células sanguineas [30].

Plaquetas

As plaquetas ou trombacitos sdo células sem nucleo, com forma redonda ou oval
e didmetro entre 1-2um. Estas células possuem duas importantes funcdes: a aglutinacao,
que lhes permite reunirem-se em agregacoes, e a adesdo, que Ihes consente fixarem-se a
superficie de corpos estranhos, desempenhando um importante papel no processo de

coagulacao do sangue [4, 41].
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Plasma

O plasma é um liquido amarelado constituido por cerca de 90% de agua e 10% de
proteinas, substancias inorganicas, vitaminas e gases dissolvidos [30, 56].

2.2 Reologia do sangue

O sangue é um biofluido, pelo que o seu escoamento obedece aos principios
fisicos do escoamento no interior de condutas, no qual a massa, a energia e a quantidade
de movimento sdo conservados. A circulagdo do sangue nos vasos sanguineos €
conseguida pelas forgas de gravidade e pelas forgas devidas aos gradientes de pressao.
Uma vez gque a pressao nos vasos sanguineos varia de ponto para ponto torna-se possivel
0 movimento do sangue. Contudo, forcas de corte e forcas devidas a turbuléncia do

escoamento opdem-se a circulacdo do sangue [51].

O escoamento de um fluido pode ser considerado laminar, transitorio ou
turbulento. Um escoamento laminar ocorre quando o fluido se move ao longo de
trajetérias bem definidas, apresentando camadas, onde cada camada desliza sobre a
camada adjacente. Em regime laminar a viscosidade tende a amortecer a tendéncia para
0 aparecimento de turbuléncias. No escoamento turbulento, as particulas do fluido
descrevem trajetérias irregulares, havendo uma transferéncia de quantidade de

movimento de uma porcdo de fluido para outra [51].

Os escoamentos podem ser classificados em laminares ou turbulentos tendo em
conta a sua posicgdo relativa numa escala de turbuléncia em que se indica 0 nimero de
Reynolds (Re). Em regime laminar o nimero de Re é inferior a 2100. O escoamento é
turbulento quando o nimero de Re é superior a 4000. Entre estes dois limites o regime é
de transicdo [54]. O nimero de Re define-se pela razdo entre as forgas de inércia e as
forcas de viscosidade e, para condutas de sec¢éo circular, pode ser calculado pela equacéo
2.1.
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Re=——=— (2.1)

onde p é a massa volumica do fluido, V é a velocidade média, D é o didmetro da

conduta, u é a viscosidade do fluido e v & viscosidade cinematica [51].

2.2.1 Comportamento dos fluidos

Relativamente ao seu comportamento, os fluidos podem ser Newtonianos ou nao-
Newtonianos. Os fluidos Newtonianos sdo aqueles em gue a sua viscosidade nao varia ao
longo do escoamento. Embora o sangue ndo possa ser considerado como um fluido
Newtoniano, pode ser modelado como tal em determinadas circunstancias [56]. Quando
estudado o plasma sanguineo com um viscosimetro, verifica-se que este se comporta
como um fluido Newtoniano. Contudo, para um Hct de 45%, a viscosidade varia com a
taxa de deformacéo, concluindo-se que o sangue com Hcts elevados se comporta como

um fluido ndo-Newtoniano [30].

Os fluidos ndo-Newtonianos sdo aqueles cuja viscosidade varia de acordo com a

taxa de deformacéo, ndo obedecendo & lei de Newton da viscosidade [51].

Na Figura 2.3 pode observar-se o comportamento de fluidos Newtonianos e nao-
Newtonianos de acordo com a variacdo da tensdo de corte e da taxa de deformacéo de

corte.

(A) Herschel-Buikley
(B) Bingham
(C) Reofluidificante (Pseudoplastico)

Tensio de corte
\ E

(D) Newtoniano
Taxa de deformacao de corte (E) Recespessante [Dilatante)

Figura 2.3: Comportamentos dos fluidos sujeitos a tensdes de corte [54].
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2.2.2 Velocidade de escoamento

Ao longo dos anos tém sido feitos varios estudos acerca da velocidade de
escoamento do sangue que revelam resultados dispersos, refletindo a complexidade dos
fendmenos que ocorrem na microcirculacdo. A dispersdo dos resultados deve-se ao facto
de a velocidade de escoamento ser afetada por varios parametros combinados, tais como
0 Hct, o didmetro do microcanal, a taxa de deformacéo, o fluido em suspensao (plasma,

soro fisiologico ou dextrano), erros experimentais, entre outros [30].

Goldsmith et al. [18] propuseram um perfil de velocidades que sugere que para
solucdes diluidas, com um Hct de cerca de 1%, este perfil se aproxima de uma parabdlica.
Para Hcts superiores o perfil de velocidades assemelha-se a um “pistdo” (perfil horizontal
perpendicular as paredes do microcanal), como ser observado na Figura 2.4.
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Figura 2.4: Representagdo dos perfis de velocidades para Hct <1% e Hct superior [30].
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2.2.3 Comportamento reol6gico em microcanais

Investigacdes realizados para estudar o comportamento do sangue em microcanais
com diferentes diametros e para diferentes Hcts, observou-se o efeito de Faharaeus e o
efeito de Faharaeus-Lindqvist [30].

Robin Faharaeus observou que para microcanais com diametro inferior a 300um
0 comportamento sanguineo e o Hct sdo fortemente afetados. O efeito de Faharaeus
mostra que para microcanais estreitos ocorre a migracdo axial dos GVs para o centro do
microcanal e a formacdo de uma camada livre de células junto das paredes. Na Figura 2.5

pode-se observar este efeito.
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Figura 2.5: a) Efeito de Faharaeus em capilares de vidro. b) Distribuicéo do Hct [30].

No efeito de Faharaeus-Lindqvist, que também ocorre em microcanais com
diametro inferior a 300um, observa-se que a viscosidade aparente diminui com a
diminuicdo do didmetro do microcanal. No entanto, na Figura 2.6 pode observar-se que

para microcanais com diametros inferiores a 7um o efeito de Faharaeus-Lindqvist é
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invertido devido a dificuldade dos GVs (8um de didmetro) em escoarem em canais com

diametros inferiores a 7um.
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Figura 2.6: Efeito de Faharaeus-Lindqvist. Variagdo da viscosidade em funcdo do didmetro do microcanal
[30].

Em termos gerais, o efeito de Faharaeus-Lindqvist pode ser explicado pela
formacéo de uma camada livre de células junto as paredes do microcanal, pela diminuicao
do Hct e consequente diminuicdo da viscosidade. A existéncia da camada livre de células
reduz o atrito entre 0os GVs e as paredes do microcanal e, consequentemente, diminui a
resisténcia ao escoamento, contribuindo assim para a reducdo da viscosidade do sangue
[30].
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Neste capitulo é apresentada uma revisdo bibliografica acerca do escoamento
sanguineo e das técnicas utilizadas para a determinacdo de propriedades dos globulos
vermelhos. Apresenta-se ainda uma seccdo sobre os métodos existentes para fazer o

seguimento de células.

3.1 Escoamento sanguineo

Ao longo dos anos tém sido realizados vérios estudos experimentais para
compreender o comportamento do escoamento sanguineo na microcirculagdo, uma vez
que diversas doencas podem alterar as propriedades do sangue. Um exemplo de uma
dessas doencas é a diabete, pois esta patologia reduz a deformabilidade dos glébulos

vermelhos [41].

Uma vez que os GVs tém que passar por capilares com diametro inferior ao seu,
uma ligeira diminuicdo da sua deformabilidade pode dificultar o escoamento dos
eritrécitos e, consequentemente, causar doencas graves tais como diabetes, hipertensao,

células falciforme e enfarte do miocéardio [55].

A determinacdo da deformabilidade dos GVs também é relevante dado que em
varias doencas, como a anemia falciforme e a malaria, parece existir uma fracao de células

deformaveis e outra de células menos deformaveis e/ou rigidas [12].

Sendo o conhecimento da deformabilidade dos GVs na microcirculagdo um facto
possivel para diagnosticar varias patologias, foram desenvolvidos varios métodos para

determinar este fenomeno.

11
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Guégue et al. [21] testaram um dispositivo que mede a presséo da filtracdo de uma
suspensdo de eritrocitos. Dado que os GVs passam através de um filtro com poros com
3um, o0 aumento da pressdo permite avaliar um indice de deformacéo (ID). Esta técnica
de medicdo da pressdo de filtragdo mostrou ser uma técnica sensivel, permitindo

aproximar-se da deformacéo dos GVs, e bastante Gtil na hemorreologia clinica.

Outro método utilizado na determinacdo da deformacéo do GVs é a aspiracao por
micropipeta [36]. Nesta técnica os eritrocitos séo aspirados para capilares de vidro com
1-5um de didmetro (Figura 3.1 e Figura 3.2). A pressdo negativa necessaria para aspirar
as células é utilizada para determinar a deformacéo das mesmas. Embora este método seja
preciso, € uma técnica dificil de aplicar e morosa, sendo raramente utilizada em

diagnosticos clinicos,

Reservoir

Figura 3.1: Técnica de aspiracéo por micropipeta [28].
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Figura 3.2: Em cima: aspiracéo por micropipeta de um GV normal. Em baixo: aspiragéo por micropipeta de um GV
infetado com malaria [28].

No estudo Analyzing Red Blood Cell-Deformability Distribution [12] foi analisada
a distribuicéo de deformabilidade dos GVs de individuos saudaveis e de varios pacientes,
comparando-se essas distribuicdes a fim de se determinar a presenca de células anémalas.
Os resultados obtidos para a distribuicdo de deformabilidade de GVs de individuos
saudaveis mostraram que esta é uma distribuicdo quase simétrica e perto de uma
distribuicdo normal, sendo a média e o desvio-padrdo da deformabilidade um excelente
parametro para distinguir amostras com GVs com caracteristicas saudaveis de amostras
com GVs com caracteristicas andmalas. Uma vez que a distribui¢do de deformabilidade
de pacientes com anemia falciforme mostrou um aumento na fracdo de células
hipodeformaveis, esta fracdo € um bom pardmetro para monitorizar a gravidade da
doenca, sendo que se também foi observado um aumento desta fracdo para um paciente
em crise. Para a amostra de malaria, verificou-se um aumento da fracdo de células

hiperdeformaveis.

Os resultados obtidos mostram que a distribuicdo de deformabilidade dos GVs é
uma representacao poderosa para o diagndstico de varias doencas. As fragdes de células
hipodeformaveis e hiperdeformaveis e o desvio-padrdo da distribuicdo sdo parametros

quantitativos excelentes para avaliar alteragdes na deformabilidade dos GVs.

Shin et al. [55] investigaram a deformabilidade dos GVs e os seus efeitos na
viscosidade do sangue recorrendo a um reémetro com difracéo de raios laser (LDSR). O

padrdo de difracdo a laser é analisado por um programa de encaixe de elipse, calculando-

13
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se 0 indice de alongamento, definido como (X-Y) / (X+Y), em que X e Y S&0 0S €ix0s

maior e menor da elipse, respetivamente (Figura 3.3).

DI=0 O
DI=05 O
DI=08 CO

Figura 3.3: Célculo do indice de deformacéo.

A fim de variar a capacidade de deformacdo dos GVs, Shin e 0 seu grupo de
investigacdo expuseram os eritrocitos com diferentes concentracdes de glutaraldeido
(GA), concluindo que quanto maior a concentracdo de GA menores os valores do indice
de alongamento, pois 0 GA torna as células mais rigidas, logo menos deformaveis [55].
Os resultados obtidos com a técnica de LDSR mostram que quanto mais endurecidos sdo
os GVs, maior a viscosidade do sangue, concluindo-se que a viscosidade € fortemente

afetada pela deformabilidade dos GVs.

Outros estudos [5, 15, 16, 26, 31] demonstram que utilizando a técnica de
litografia suave é possivel fabricar microcanais transparentes para estudar o movimento
e a deformacéo das células (Figura 3.4). Em Lima et al. [31] é descrita a técnica de

litografia suave para a fabricacdo de microcanais em PDMS.
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Figura 3.4: a) Sequéncia de deformacédo de um GV saudavel. b) GVs rigidos por influéncia do glutaraldeido [5].

Estudos recentes [9, 43, 48] utilizaram uma técnica de baixo custo para a
fabricacdo de microcanais em PDMS, a xurografia. Em contraste com a litografia suave,
esta técnica utiliza equipamentos e materiais usados na industria de impressao, como
plotters de corte e vinil. Na xurografia as geometrias sdo desenhadas com recurso a
software CAD e posteriormente fabricam-se os moldes em vinil, utilizando uma plotter
de corte. Estes moldes sdo usados para a fabricacdo dos microcanais em PDMS. A
xurografia apresenta as grandes vantagens de ser uma técnica rapida e pouco dispendiosa
[9, 41].

Fujiwara et al. [16] estudaram o comportamento de GVs num microcanal com
uma estenose, usando um sistema confocal micro-PTV. Adicionando particulas
fluorescentes a 4gua pura, observaram que as trajetdrias sdo quase simétricas a montante
e a jusante da estenose, 0 que nao aconteceu quando estudaram as trajetérias de GVs
usando Hcts de 10% e 20%.

Para um Hct de 10% verificaram que as trajetorias dos GVs nao eram simétricas
(Figura 3.5), sendo que os eritrécitos que inicialmente se encontravam junto a parede
inferior do microcanal tenderam a afastar-se da parede apos a estenose. Utilizando um
Hct de 20% observaram que neste caso a assimetria das trajetorias era inferior a assimetria
verificada com um Hct de 10%.
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Wall
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Figura 3.5: Escoamento de GVs num microcanal com Hct a 10% [17].

Fujiwara e o seu grupo de trabalho analisaram ainda o0 escoamento sanguineo com
células rigidas, verificando que com os GVs endurecidos a camada livre de células
formada era consideravelmente mais fina em comparacdo com os GVs saudaveis. Os
eritrocitos rigidos que inicialmente se encontravam junto & parede do microcanal
permanecem perto da parede mesmo apds a estenose. Assim, concluiram que a
deformacéo dos GVs desempenha um papel importante na assimetria das trajetorias e na

espessura da camada livre de células.

Em Extensional flow-based assessment of red blood cell deformability using a
hyperbolic converging microchannel [27] foi proposta uma nova abordagem para avaliar
a capacidade de deformacdo dos GVs. Lee e o seu grupo de trabalho verificaram que os
GVs que escoavam no centro do microcanal antes de entrar na regido convergente
hiperbdlica ndo se deformavam, apresentando um ID quase nulo. Na regido convergente
hiperbdlica os GVs que escoavam ao longo da linha central estavam alongados, atingindo
a maxima deformacdo, e relaxavam lentamente apds passar a regido convergente.
Recentemente, Yaginuma et al. [57] usando um método préximo do anterior realizaram
um estudo ao longo de todo o microcanal hiperbdlico e obtiveram resultados préximos

dos anteriormente obtidos por Lee et al. (ver Figura 3.6).
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Figura 3.6: Avaliacdo da deformac&o dos eritrdcitos na linha central do microcanal. a) llustracéo das 12 regides
utilizadas para a analise do indice de deformacdo dos GVs. b) Média do indice de deformagéo nas 12 regides
utilizando quatro caudais diferentes: Q=0.11ml/h, Q=1.11ml/h, Q=2.27ml/h e Q=4.2ml/h. Os valores medidos sdo
expressos como a média + desvio padrdo de acordo com uma analise do teste t com um nivel de confianca de 95%
[57].

Por Faustino et al. [15] foi estudada a influéncia que o contacto com células
tumorais tem na deformabilidade dos GVs. Esta investigacdo permitiu concluir que o
contacto com células tumorais diminui a deformabilidade dos GVs. Contudo, contactos
entre GVs saudaveis e células tumorais superiores a 24 horas ndo afetam ainda mais a
deformabilidade dos GVs.

Em Rodrigues et al. [48] foi estudada a deformacdo dos GVs em microcanais
hiperbdlicos. Neste estudo verificou-se que para diferentes caudais, o ID dos GVs era
maior na regido de contracdo hiperbdlica. Verificou-se ainda que na regido da contragdo
a deformacdo aumenta substancialmente com a velocidade de escoamento.
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3.2 Seguimento de células

Uma propriedade fundamental de qualquer objeto do mundo real é que ele se
movimenta no espaco e no tempo. Esta caracteristica é particular para 0os organismos
Vivos, que requerem a passagem de tempo para o seu metabolismo, crescimento, reagéo
a estimulos e reproducdo. Assim, a compreensdo de qualquer objeto animado requer ndo
sO 0 estudo das suas caracteristicas no espaco (propriedades anatdmicas) como também

das suas caracteristicas no tempo (propriedades dinamicas).

Estudos realizados com células vivas tendem a produzir muita mais informacédo
do que aquela que é possivel analisar pelo olho humano. Assim, a andlise
computadorizada de imagens permite obter o maximo de informacao possivel de uma
forma eficiente, possibilitando analisar sequéncias de imagens que refletem processos

dindmicos, como 0 escoamento sanguineo.

Apesar de as primeiras tentativas de seguimento de células através do
processamento de imagens terem surgido ha cerca de 30 anos, o desenvolvimento de
métodos mais avancados fortaleceu-se na ultima década, havendo uma tendéncia
crescente para o desenvolvimento de ferramentas de software que possibilitem o
seguimento de células. Essas ferramentas sdo, geralmente, capazes de realizar o

seguimento de vérias células e permitem o calculo de varios parametros dinamicos [33].

Em Meijering et al. [33] podem consultar-se mais pormenores relativos as

ferramentas de software existente para o seguimento de células.

Muitos dos métodos existentes para o0 seguimento de células sdo manuais, o que
resulta num processo tedioso, demorado e limitado no nimero de medigdes que podem
ser feitas. Sendo assim, tém surgido nos ultimos anos muitas técnicas automaticas para o

seguimento de células.

Eden et al. [14] descreveram um método chamado CellTrac, que foi projetado
para um seguimento totalmente automatico de células em circulacdo, permitindo a
recuperacgdo das suas caracteristicas. Esta técnica atua em dois niveis: primeiro, uma etapa
de processamento global que extrai os vasos e linhas centrais, baseando-se em cores e

padrdes temporais; segundo, uma etapa de processamento local que extrai as posicoes e
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velocidades das células em circulacdo. A correspondéncia entre células de uma imagem
para a imagem seguinte foi conseguida através de um algoritmo que incorpora a
informacdo local e global. A incorporagdo da informacgdo global permitiu superar
dificuldades inerentes a métodos de seguimento que usam apenas informacdo local. O
método CellTrack permitiu a extracdo de um grande volume de dados num curto periodo
de tempo, comparando com medi¢des manuais. Comparac6es entre métodos manuais e 0
CellTrack mostraram que este ultimo € um substituto confiavel de métodos manuais de

seguimento de células.

No estudo efetuado por Kamoun et al. [24] foi proposto um método automatico
de seguimento de células que permite analisar a microcirculagdo. Neste método, a
microscopia intravital (técnica que permite a visualizacdo e analise do escoamento
sanguineo em animais vivos) foi usada para visualizar a microcirculacdo, por imagiologia
fluorescente, e GVs marcados. A detecdo dos GVs foi efetuada aplicando um modelo de
correspondéncia temporal e, em seguida, as células que apareciam em imagens sucessivas
foram ligadas com base em restricdes de comportamento. Esta técnica possibilita efetuar
0 seguimento de mais GVs do que uma técnica manual, permitindo uma analise mais
robusta da microcirculacdo e demonstrou que o0 uso de apenas alguns GVs selecionados

manualmente e aleatoriamente néo é eficaz para o conhecimento da microcirculacéo.

Muitos estudos efetuados recentemente recorrem a métodos manuais de
seguimento como por exemplo, a aplicacdo do plugin MTrackJ disponivel no software
Image J [26, 29, 31, 43, 57]. Usando esta técnica o centroide da célula em estudo é
selecionado manualmente imagem a imagem, obtendo-se as suas coordenadas x e y, que

sdo posteriormente utilizadas para a determinacao da trajetéria da célula (Figura 3.7).
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Cell-free layer

Figura 3.7: Determinagfo da trajetoria de células usando o plugin MTrackJ disponivel no software Image J
[17].

Outras técnicas como a imagiologia otica e a ressonancia magnética também sao
usadas para seguimento de células, com o objetivo de estudar e avaliar possibilidades
terapéuticas, dinamicas de migragéo e diferenciacdo celular. Mais detalhes sobre estas
aplicagdes podem ser consultados nos trabalhos de Hoehn et al. [22] e de Kurokawa et
al. [25].
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Capitulo 4. Processamento de Imagem

Neste capitulo sdo apresentadas técnicas de processamento de imagem. Na
primeira seccdo esclarecem-se alguns pressupostos relativos ao seguimento de objetos.
Na segunda sec¢do sdo apresentados alguns métodos existentes para a segmentacdo de

imagens. Por fim, é descrito o processo para o célculo do fluxo 6tico.

4.1 Seguimento de objetos

O desenvolvimento de computadores de alta poténcia, a disponibilidade de
camaras de video de alta qualidade e a baixo custo, e a necessidade crescente de analises
automaticas de video, aumentou o interesse nos algoritmos de seguimento de objetos,
fazendo com que estes métodos passassem a desempenhar um papel importante em visao

computacional [58].

Geralmente, o seguimento de objetos consiste em duas etapas fundamentais: a
detecdo dos objetos de interesse em movimentos e a associacdo desses objetos imagem a
imagem, a fim de construir a sua trajetoria [23, 33, 34, 58]. O objetivo final do seguimento
de objetos é a analise dos objetos a fim de determinar medidas quantitativas que permitam

conhecer a seu comportamento.

O seguimento do objetos torna-se por vezes um problema desafiador e complexo
devido a varios fatores tais como: a perda de informacao causada pela projecdo do mundo
3D em imagens 2D, o ruido nas imagens, os movimentos bruscos e complexos dos

objetos, a natureza ndo rigida ou articulada dos objetos e as variagdes na iluminacéo [58].
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Contudo, o problema pode ser simplificado tendo um conhecimento prévio sobre o

numero e o tamanho dos objetos, ou a aparéncia e a forma dos mesmos.

Relativamente a forma os objetos podem ser representados por:

Pontos: 0 objeto é representado por um ponto, o centroide (Figura 4.1 (a)),
ou por um conjunto de pontos (Figura 4.1 (b)). Esta representacdo é
adequada para o seguimento de objetos que ocupam pequenas regides
numa imagem.

Formas geométricas simples: o objeto é representado por formas
geométricas simples, por exemplo por um retangulo ou por uma elipse
(Figura 4.1 (c) e (d)). Esta representacdo é normalmente usada para objetos
rigidos.

Silhueta e contorno do objeto: o contorno do objeto define o seu limite
(Figura 4.1 (g) e (h)), sendo a silhueta a regido dentro do contorno (Figura
4.1 (i)). Esta representacdo é adequada para o seguimento de formas néo
rigidas.

Modelos de forma articulada: os objetos articulados sdo compostos por
varias partes. O corpo humano é um exemplo de um objeto articulado,
sendo constituido por cabeca, tronco e membros. As varias partes do
objeto articulado podem ser modeladas por cilindros ou elipses (Figura 4.1
().

Modelos esqueléticos: o esqueleto do objeto (Figura 4.1 (f)) pode ser
extraido através da aplicacdo de uma transformada de eixo medial a
silhueta. Esta representacdo pode ser usada para objetos rigidos ou

articulados.
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(d)

(c)
(h) (i)

(g)

Figura 4.1: Representa¢do de objetos. (a) Centrdide- (b) varios pontos. (c) Forma retangular. (d) Forma eliptica. (e)
Forma articulada. (f) Modelo esquelético. (g).Pontos de controlo do contorno do objeto. (h) Contorno do objeto. (i)
Silhueta do objeto [58].

Relativamente a aparéncia, os objetos podem ser representados como:

e Densidades de probabilidade da aparéncia do objeto: um exemplo é o
histograma. As densidades de probabilidade das caracteristicas da
aparéncia (cor, textura) podem ser obtidas a partir das regides
especificadas por modelos de forma.

e Padrdes: podem ser formados usando formas geométricas simples ou
silhuetas. S6 sdo adequados para o seguimento de objetos cujas formas ndo

variem muito durante o processo.

e Modelos de aparéncia ativos: sdo gerados pela modelagdo simultéanea da
forma e da aparéncia do objeto.

e Modelos de aparéncia multivista: codificam diferentes vistas de um objeto
[58].
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4.1.1 Selecdo das caracteristicas de interesse para o seguimento

A selecdo das caracteristicas certas para o seguimento tem grande importancia. As

caracteristicas visuais a ter em conta sao:

e Cor ou brilho: a cor aparente de um objeto é influenciada por dois fatores
fisicos, a distribuicdo da iluminacéo e a refletancia da superficie do objeto.
Em processamento de imagem o espaco de cor mais utilizado € o RGB
(vermelho, verde e azul). Contudo, podem ser utilizados outros espacos
como, por exemplo, o0 YUV, o CIE-Lab ou 0 HSV.

e Contornos: a detecdo de contornos é usada para identificar fortes
mudangas na intensidade da imagem. Os contornos sdo menos sensiveis a
variacdes na iluminacéo, relativamente a caracteristica da cor.

e Fluxo dtico: define a alteracdo da posicdo de cada pixel de uma regido
como um conjunto de vetores. O calculo do fluxo 6tico € comumente
utilizado na segmentacdo de movimento e em aplicacbes de seguimento.
Na seccdo 4.3 descreve-se mais detalhadamente o calculo do fluxo o6tico,
de acordo com Brox et al. [10].

e Textura: é uma medida da variacdo de intensidade de uma superficie que
quantifica propriedades como a suavidade e a regularidade. Esta
caracteristica também é menos sensivel a variacdes de iluminacdo do que
a cor [58].

4.1.2 Detecao do objeto

Para fazer o seguimento de objetos é necessario que primeiramente estes sejam
detetados. A detecdo dos objetos pode ser alcangada com a construgéo de uma imagem
de fundo, sem células, sendo detetados os desvios da imagem a analisar em relagdo ao
fundo. Esta técnica de subtracdo do fundo permite que qualquer alteracdo significativa
numa regido da imagem em relacdo ao fundo seja considerada como um objeto em

movimento.
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A subtracdo do fundo pode apresentar alguns problemas que se prendem com a
ocorréncia de regides incompletas, isto €, quando os objetos ficam divididos em varias
regides, ou quando o objeto tem tonalidades, no seu interior, semelhantes ao fundo,

originando o aparecimento de orificios no interior das regides.

Uma das limitagfes importante na subtracdo do fundo € a exigéncia de camaras

estacionarias, pois 0 movimento das camaras distorce os modelos de fundo.

Outra técnica para a detecdo dos objetos é a segmentacdo. Esse processo divide a
imagem em partes significativas e similares, resultando numa imagem na qual cada pixel
contém uma etiqueta relativa ao segmento a que pertence. Todos os algoritmos de
segmentacdo abordam dois problemas: definicdo de critérios para uma boa particdo e a
escolha do método para realizagdo de uma particdo eficiente [58]. Na seccdo 4.2 séo
descritos alguns dos métodos utilizados em segmentagdo de imagens.

4.1.3 Seguimento

O objetivo do seguimento de células é criar uma trajetdria da célula ao longo do
tempo. A forma mais simples de o conseguir é associar cada célula previamente detetada
a célula mais préxima na imagem seguinte, considerando, por exemplo, a posicao dos

centroides.

Sendo os GVs representados pelos modelos de forma e/ou aparéncia descritos
anteriormente, existem métodos especificos para o seguimento, de acordo com modelo

utilizado:

e Seguimento de pontos: 0s objetos detetados em imagens consecutivas sdo
representados como pontos, e a associacdo dos pontos de imagem para
imagem € baseada no estado anterior do objeto.

e Seguimento de kernel: o kernel refere-se a forma e a aparéncia do objeto,
por exemplo, um padréo retangular associado a um histograma. Neste caso
0 seguimento dos objetos é feito pelo calculo do movimento do kernel em

imagens consecutivas.
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e Seguimento de silhueta: os métodos de seguimento de silhueta usam a
informacdo codificada dentro da regido do objeto. Esta informacdo pode

estar na forma de densidade de aparéncia ou em modelos de forma [58].

4.2 Segmentacao

A segmentacdo € uma técnica de processamento de imagem que permite dividir
uma imagem num conjunto heterogéneo e significativo de regides constituintes, de tal
modo que os pixels que pertencem a uma regido possuem um conjunto idéntico de
propriedades ou atributos [6, 8, 13, 19, 20].

O nivel de segmentacdo, ou seja, a quantidade de regibes em que a imagem é
dividida, o método de segmentacdo a aplicar e a escolha das propriedades de associa¢do
de regides, dependem do problema a ser resolvido, sendo que a segmentacao deve parar

guando o objeto de interesse for isolado [6].

Os algoritmos de segmentacdo normalmente baseiam-se em duas propriedades
basicas de niveis de intensidade: a descontinuidade e a similaridade. Na primeira
categoria, a imagem é segmentada com base em mudancas abruptas nos niveis de
cinzento, tais como o0s contornos de objetos. Na segunda categoria, a segmentacdo da
imagem é baseada na homogeneidade de propriedades predefinidas dos pixels da imagem
[6, 19, 20].

Nas subsec¢des seguintes sdo descritos alguns dos métodos utilizados para a

segmentacdo de imagens.
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4.2.1 Segmentacdo baseada no histograma (Thresholding)

A segmentacéo baseada no histograma ocupa uma posicéo central na segmentagéo

de imagens, uma vez que € uma técnica intuitiva e simples.

O caso mais simples de thresholding é a binarizacéo, onde cada pixel é comparado
com um limiar e, dependendo da sua diferenca, é considerado como objeto ou como
fundo. A binarizagdo pode ser simples, apresentando apenas duas cores na imagem

segmentada, ou multipla, apresentando mais do que duas cores.

No caso ideal, um histograma de niveis de cinzento é composto por duas
distribui¢bes normais distintas, sem sobreposi¢ao e com um Unico valor de limiar global.
No entanto, as imagens reais tém normalmente um histograma com sobreposic¢do de
varias distribuicdes. Assim, o valor de limiar 6timo é calculado como o nivel de cinzento
que resulta no menor nimero de pixels a serem mal classificados. Isto corresponde ao

ponto de intersecdo das duas distribuicdes e ndo é idéntico ao valor do fundo do vale entre

picos, que é o valor normalmente convencionado (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Em cima: histogramas aproximados por duas distribui¢cfes normais, onde a interse¢éo representa o limiar
o6timo. Em baixo: resultados dos limiares 6timo e convencional em histogramas combinados [49].
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Em imagens com fundo variavel ndo € possivel fazer a segmentagdo com um unico
limiar global. Uma forma de ultrapassar esta limitagdo € a particdo da imagem em

subregides [49].

4.2.2 Transformada watershed

A transformada watershed considera a imagem do gradiente como um relevo
topografico, em que os valores de intensidade ou do gradiente sdo interpretados como a
altura na imagem topogréafica [20]. Gradientes altos ficam entdo representados como
montanhas e gradientes baixos ficam representados como vales. Na Figura 4.3 pode ver-
se um exemplo de uma imagem do gradiente e a respetiva imagem topogréfica, podendo
verificar-se que a zona de gradiente mais baixo esta representado como um vale e pode

ser preenchida com agua.

Watershed line Catchment basins

Figura 4.3: A esquerda: imagem do gradiente. A direita: imagem como relevo topografico [2].

Os conceitos mais importantes na transformada watershed sdao os minimos, as
bacias hidrograficas e os watersheds. Assim, a segmentacdo watershed transforma a
imagem num conjunto de bacias hidrograficas separadas por watersheds [37]. Na Figura

4.4 pode ver-se uma ilustracdo da segmentacdo watershed.
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water level
___ catchment basins /
- P

. .
regional minima regional minima

(a) (b)

Figura 4.4: a) Bacias hidrograficas em minimos e watersheds. b) Construcéo de barragens em locais onde a dgua
proveniente de dois minimos diferentes de mistura [37]

Uma vez que a segmentacao watershed é sensivel ao ruido e a textura local, produz
um grande namero de pequenas regides devido ao grande numero de minimos que
apresenta uma imagem. Muitos dos métodos de segmentacdo produzem contornos das
imagens incorretos e deslocados na presenca de ruido, contudo, a transformada watershed
produz contornos extra (sobre-segmentacdo), preservando também os contornos reais,

como se pode ser na Figura 4.5.

P
TS

Figura 4.5: A esquerda: imagem original. A direita: resultado da aplicagio da segmentac&o watershed [39].

O problema da sobre-segmentacdo pode ser reduzido com o pré-processamento
da imagem, através da remocao do ruido, da eliminacgdo de regides demasiado pequenas

e ainda com uma etapa de fusdo de regibes similares, tornando este método robusto [37].
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Existem duas abordagens diferentes para implementar a segmentacdo watershed:

a tecnica de imerséo e a técnica da queda de chuva (rainfalling).

Imersao

Na transformada watershed por imersdo, em cada um dos pontos da superficie
topogréfica que correspondem a minimos locais é feito um furo. De seguida, toda a
superficie é lentamente imersa em agua e, através dos furos, a agua sobe de maneira

uniforme ocupando cada bacia hidrogréfica.

A fim de evitar que a agua de diferentes bacias hidrograficas se misture sdo
construidas barragens virtuais em locais onde a gua proveniente de dois minimos se
mistura. Quando toda a imagem topogréfica fica submersa, as barragens que separam as
bacias hidrograficas correspondem aos contornos das regies [37]. Na Figura 4.6 pode

ver-se uma ilustracdo desta abordagem.
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Figura 4.6: Representacéo da transformada watershed por imersdo. a) S&o feitos furos em cada um dos minimos
locais. b) A superficie é submersa em agua e é construida uma barragem entre bacia b3 e b4. ¢) Com a continuagéo da
imersdo sdo construidas mais barragens [37].
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Queda de chuva (rainfalling)

De acordo com a lei da gravidade, uma gota de &gua colocada em qualquer lugar
da superficie topogréfica vai seguir o caminho da descida mais ingreme até atingir um
minimo permitindo agrupar os pixels que fluem para 0 mesmo minimo em diferentes

bacias hidrograficas, produzindo uma imagem segmentada.
Nesta abordagem topografica sdo considerados trés tipos de pontos:

e pontos pertencentes a um minimo local,

e pontos nos quais se for colocada uma gota de agua ela desliza com certeza
para um anico minimo,

e pontos nos quais a agua se podera deslocar com igual probabilidade para

mais do que um minimo, as linhas watershed ou simplesmente watersheds.

O metodo de rainfalling consiste em encontrar 0s pontos que correspondem a
minimos locais e atribuir-lhes uma etiqueta, sendo atribuida a mesma etiqueta a pontos
vizinhos que sejam minimos. Considerando gotas de chuva que caem nos pontos ndo
etiquetados, é atribuida a esses pontos a etiqueta correspondente a zona para onde a gota
de chuva escorrer (ver Figura 4.7). Calculando o gradiente de cada pixel de uma imagem,
a gota de chuva tende a escorrer para 0 ponto vizinho que tem o gradiente mais baixo [37,
39].

! Watershed

(a) (b)

Figura 4.7: Representagdo da transformada watershed com o método rainfalling. a) O rainfalling define quatro
barragens superiores. b) Resultado final da segmentacdo com as mesmas cinco regides que 0 método de imersdo [37].
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Os resultados obtidos usando a técnica de imerséo e de rainfalling ndo sdo muito
diferentes, contudo, computacionalmente, ha grandes diferencas uma vez que o método

de rainfalling é mais rapido e mais facil de programar.

4.3 Fluxo 6tico

A percecdo do movimento ¢ um importante elemento para a compreenséo e
interpretacdo do nosso mundo. Num caso ideal, 0 movimento de um objeto no espaco 3D
corresponde a um movimento 2D numa sequéncia de imagens. Estes movimentos podem
entdo ser apresentados como um campo de vetores de movimento, que permite estimar
qual a melhor posic¢éo de cada pixel em imagens consecutivas [37]. Esse campo de vetores

de movimento é conhecido como o fluxo 6tico.

O calculo do fluxo 6tico proposto por Brox et al. [10] acelera o célculo do fluxo
Otico uma vez que caracteristicas de movimento globais podem ser detetadas
imediatamente, e melhora a precisdo da estimativa de fluxo, melhorando a aproximacao
de gradientes de imagem por deformagdo. A estimativa do fluxo 6tico envolve a solucdo
de um problema de correspondéncia, isto é, pretende-se determinar a que pixel na imagem
seguinte corresponde o pixel da imagem atual. Para encontrar estas correspondéncias é

necessario definir algumas propriedades que sao afetadas pelo deslocamento.

Tendo em conta que I(x,y,t) e I(x,y,t + 1) séo duas imagens sucessivas numa
sequéncia de imagens, e que w:= (u,v,1)T é o deslocamento procurado entre uma

imagem emt e outra em t+1, assume-se:

e Intensidade constante

Com esta suposi¢do assume-se que o valor de cinzento de um pixel néo é alterado

pelo deslocamento (equacdo 4.1).
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Ix,y,t) =I(x+u,y+vt+1) (4.1)

A linearizacdo da suposigéo de intensidade constante fornece a restri¢do de fluxo
Otico (equacdo 4.2). Contudo esta linearizacdo so € valida se a imagem se deslocar

linearmente o que, por norma, ndo acontece, especialmente em grandes deslocamentos.

Lu+ILv+I, =0 (4.2)

A suposicdo de intensidade constante tem a desvantagem de ser suscetivel a

pequenas alteracdes na iluminacdo, mas estas podem ocorrer naturalmente.

e Gradiente constante

Tendo em conta a ocorréncia de alteragcdes na iluminacgdo é Gtil permitir variacdes
no valor no valor de cinzento e calcular o fluxo 6tico a partir de um critério que seja
invariante sobre mudangas de intensidade. Assume-se entdo que o gradiente de
intensidade da imagem né&o varia com o deslocamento (equacdo 4.3).

Vi(x,y,t) =VI(x +u,y +v,t+ 1) (4.3)

Nesta equacdo, VI = (0, 0,)" denota o gradiente espacial. Embora o gradiente

se possa alterar devido a alteragbes na intensidade, € muito menos dependente da

iluminacdo do que a hipotese de intensidade constante.
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e Suavizagio do campo

De acordo com os pressupostos de intensidade constante e de gradiente constante,
estima-se 0 deslocamento apenas localmente, sem ter em conta a interacdo entre pixels
vizinhos. Isto pode levar a alguns problemas, bem como ao aparecimento de valores

discrepantes nas estimativas.

Posto isto, € importante inserir a suposi¢cdo de suavizacdo do campo, que pode ser
aplicada no dominio espacial, se s6 existirem duas imagens, ou no dominio espacio-

temporal, se forem procurados deslocamentos numa sequéncia de imagens.

Como o campo de deslocamento tera descontinuidades nos contornos dos objetos,
é sensato generalizar a suavizagdo do campo através de um campo de fluxo suavizado por

partes.

Considerando o pixel x:= (x,y,t)T com vetor de fluxo w:= (u,v,1)7, os
desvios aos pressupostos de intensidade constante e de gradiente constante sdo medidos

pela energia descrita na equagéo 4.4.
Epata(,v) = f P+ w) = 1|2 +y|VIx +w) — VIX)[?) dx (4.4)
Q

Onde Q é aregido de interesse e y € um peso entre 0s dois pressupostos. A fungéo
cbncava y é introduzida pois, quando aumentada, reduz a influéncia dos valores atipicos

introduzidos pelos penalizadores quadraticos na estimativa.

A equacdo 4.5 penaliza a variacao total do campo, descrevendo o pressuposto da

suavizagao do campo.
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Bomoorn () = [ $(IT5ul? + [75v1?) dx 45)
Q

Para aplicacfes que usem apenas duas imagens, o gradiente espacio-temporal

V3i= (0y,0,,0;)" é substituido pelo gradiente espacial.

A energia total € entdo calculada pela soma ponderada dos dois termos anteriores

(equacéo 4.6) com o parametro a < 0.

E(u,v) = Epgta + @Esmootn (4,6)

O objetivo final é encontrar as fungbes u e v que minimizem esta funcdo de

energia, recorrendo a métodos iterativos [10].

Este método de calculo do fluxo 6tico apresenta vantagens em relacdo a outros

métodos:

v' a utilizacdo de pressupostos ndo linearizados permite o calculo do fluxo
6tico mesmo em grandes deslocamentos,

v’ fornece campos de fluxo densos e suaves,

<

0 método é robusto ao ruido,
v/ com a introducdo do pressuposto do gradiente constante, 0 método torna-
se bastante robusto relativamente a alteracdes na iluminacéo que aparecem

na maioria das sequéncias de imagens [37].

Para facilitar a visualizacdo dos campos de fluxo usa-se uma imagem RGB
representativa (Figura 4.8), onde a cor indica a dire¢do do deslocamento e a intensidade

a magnitude do mesmo.
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Figura 4.8: Codigo de cores do fluxo 6tico.

Na Figura 4.9 pode ver-se o resultado da aplicacdo do calculo do fluxo ético a
algumas sequéncias de imagens reais. A primeira e a segunda colunas dizem respeito a
duas imagens da sequéncia e, na terceira coluna, de acordo com a cor pode-se ver o

respetivo deslocamento.
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Figura 4.9: Resultado do célculo do fluxo ético. Na primeira e na segunda colunas: imagens de uma sequéncia de
imagens. Terceira coluna: Resultado do fluxo 6tico como cor.
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Neste capitulo é apresentado o método desenvolvido, MKHtrackCells, para o
seguimento de células em microcanais e para o calculo da sua deformacéo ao longo do
escoamento. Em cada subseccdo € descrita cada uma das etapas necessarias ao

desenvolvimento do algoritmo.

Os videos do escoamento analisados foram captados usando uma camara de alta
velocidade e depois transferidos para um software onde foram convertidos para uma
sequéncia/conjunto de imagens. Todas as imagens foram depois analisadas usando a
toolboox de processamento de imagem disponivel no software Matlab, onde se

desenvolveu o método aqui proposto.

5.1 Pré-processamento

Em sistemas de analise de imagem, a etapa do pré-processamento é fundamental,

uma vez que permite melhorar a qualidade da imagem, tornando a analise mais simples.

Esta etapa de pré-processamento iniciou-se com a subtracdo do fundo. Esta técnica
permite que todo o cenario constante ao longo da sequéncia de imagens seja eliminado,

restando apenas 0s objetos que apresentam movimento, sendo, neste caso as células.

Tendo em conta todas as imagens da sequéncia de imagens, a mascara do fundo
pode ser obtida através da média de todas as imagens. Neste caso, as imagens sdo
somadas, pixel a pixel, e o valor obtido nesta soma é divido pelo nimero total de imagens.
Na Figura 5.1 b) pode ver-se mascara de fundo correspondente a um dos microcanais em

estudo.
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Apds a obtencdo da mascara de fundo, recorrendo a uma funcéo de subtracao de
imagens, faz-se a subtracdo da mascara a imagem original. Na Figura 5.1 a) e ¢) pode ver-
se a imagem original e a imagem resultante da subtracdo da mascara do fundo,

respetivamente.

c)

Figura 5.1: a) Imagem original. do microcanal com uma microestenose b) Mascara de fundo do microcanal com uma
microestenose. ¢) Resultado da subtragdo da méascara de fundo a imagem original.

A imagem resultante da subtragdo do fundo apresenta um baixo contraste,
tornando-se necessaria uma operacdo de aumento de contraste, de modo que as células
figuem mais percetiveis. O ajuste do contraste da imagem consiste em espalhar os niveis

de cinzento, que originalmente se encontram apenas num pequeno intervalo do
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histograma da imagem, para valores entre 0 e 255, mantendo a proporc¢éo entre os valores.
Na Figura 5.2 figura pode ver-se o histograma da imagem, depois de retirado o fundo,
bem como o histograma resultante e a respetiva imagem resultante apds o ajuste de

contraste.

251

05

Figura 5.2: a) Histograma da imagem sem fundo. b) Histograma da imagem com contraste ajustado. ¢) Imagem
resultante do ajuste de contraste.
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A utilizacao de filtros de remocéo de ruido € também uma etapa importante no
pré-processamento de imagens, pois permite eliminar algum ruido presente nas imagens.
Os filtros utilizados em processamento de imagens podem ser filtros no dominio espacial

ou filtros no dominio das frequéncias.

Um exemplo de filtro espacial é o filtro de mediana. A aplicacdo deste filtro

consiste num processo facil com 4 etapas:

1. Definicdo do ponto central (x,y) e de uma mascara (N x N) centrada do
ponto (x,y);

2. Aplicacdo do calculo da mediana aos pixels que fazem parte da méascara;

3. Atribuicéo do valor de mediana ao ponto (x, y);

4. Repeticdo do processo para todos os pixels da imagem.

Os filtros espaciais apresentam a vantagem de serem féaceis de implementar, no
entanto, o tamanho da mascara pode influenciar o resultado. Assim, quanto maior é a
maéscara aplicada maior é a quantidade de filtragem, logo maior é a quantidade de ruido
removido, no entanto, maior sera a perda de detalhes na imagem [38]. Na Figura 5.3 sdo
apresentados resultados obtidos com a aplicacdo do filtro de mediana com diferentes
mascaras. Pode ver-se que com uma mascara de 3x3 ainda existe muito ruido na imagem.
Com a utilizacdo de uma maéscara 7x7 o ruido torna-se inferior, contudo, nota-se ja
alguma perda de detalhes. Depois de varios testes foi escolhida uma mascara de 5x5, que

apresenta a melhor relacdo detalhe/ruido.
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Figura 5.3: Aplicacéo do filtro de mediana. a) Mascara 3x3. b) Mascara 5x5. c) Mascara 7x7.

5.2 Calculo do gradiente e transformada watershed

Para aplicacdo da transformada watershed, o calculo do gradiente da imagem é
imprescindivel pois permite a detecdo de minimos da imagem, a aplicacdo simplificada
de uma pré-inundagdo da imagem e a detecdo de zonas em rampa.

A utilizagdo de filtros de realce tem o objetivo de destacar detalhes suavizados de

uma imagem. Os filtros de realce sdo baseados nas derivadas de 1% e 22 ordem que

requerem a seguinte definicdo: a 12 derivada deve ser zero em regides uniformes, ndo
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deve ser zero no degrau de uma transicdo de cinzento ou no inicio de uma rampa e nédo
deve ser zero ao longo da rampa; a 22 derivada deve ser zero em regides uniformes, ndo
deve ser zero nos degraus, inicio e fim de rampas e transi¢des de cinzento e deve ser zero

ao longo de rampas e declive constantes [19].

Em processamento de imagens a 12 derivada € obtida pela amplitude do gradiente.

Para uma funcédo f (x,y) o gradiente é definido pelo vetor 5.1.

of (x,y) 9f(x,
v/ () = [ P22 TED) — (606 (5.1)

A amplitude desse vetor é dada pela equacao 5.2.

6= |c2+G2 (5.2)

Usando uma aproximacdo do gradiente (equacdo 5.3) € possivel reduzir o peso

computacional desse célculo.

Vf ~ 1Gxl + |Gy (5.3)

O gradiente € entdo calculado aplicando filtros e somando os valores absolutos
obtidos. Na Figura 5.4 b) podem ver-se as mascaras do filtro de Sobel, usado neste
trabalho. Tendo em conta uma regido 3 x 3 da imagem (Figura 5.4 a)) o filtro Sobel pode

ser implementado usando a equagéo 5.4 [19].

Vf = |(Z7 + 228 +Zg) - (Zl + 222 +Z3)|

+ |(z3 + 226 + 29) — (21 + 224 + z7)| (54)
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Figura 5.4: a) Regido 3x3 da imagem. b) Mascaras do filtro de Sobel [19].

Na Figura 5.5 pode ver-se o resultado obtido para a amplitude do gradiente usando

o filtro de Sobel.

Figura 5.5: Resultado obtido com o filtro de Sobel.

Para melhorar o processo de segmentacdo usando a transformada watershed,
efetuou-se uma pre-inundacgdo da imagem, que consiste em colocar todos os gradientes

inferiores a um certo valor a zero. Neste caso, foram colocados a zero todos os gradientes
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com um valor inferior a 5% do gradiente maximo, obtendo o resultado da Figura 5.6,

onde se verifica que muitos gradientes que diziam respeito a ruido foram eliminados.

Figura 5.6: Resultado da pré-inundagdo da imagem.

O resultado obtido com a pré-inundacdo é entdo utilizado como imagem de
entrada na aplicacdo da transformada watershed, que ja foi explicada na subseccéo 4.2.2.

Com a aplicacdo desta transformada obtém-se o resultado da Figura 5.7.
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L o Iy £ o _‘ o B = = by O R
. - —

Figura 5.7: a) Resultado da segmentacdo watershed. b) Resultado a cores da segmentacéo watershed. Cada
cor representa uma micro-regido diferente.
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A fim de obter regides completas recorreu-se a operacédo de dilatacéo, que permite
completar regides pela adicdo de pixels. Nesta etapa os pixels foram preenchidos de
acordo com um elemento estruturante em forma de quadrado com lado de dois pixels. Na
Figura 5.8 b) pode verificar-se que os contornos brancos existentes na Figura 5.7 b) ja
ndo existem. Isto deve-se ao facto de as regifes terem sido completadas com a operacao

de dilatacdo.

. -r :“ - 4y = -
[ . ' ) - - B
e TPy e e s VL
e . 'y Ve b = h
e I'J* q‘.* =" D i LE ..-..f‘-"
W .- L - ——— . L
b)

Figura 5.8: a) Resultado obtido ap6s a operagdo de dilatagdo. b) Mesmo resultado representado a cores.

47



Capitulo 5. Método Proposto - MKHtrackCells

5.3 Fluxo otico

Para calcular o fluxo 6tico criou-se uma imagem com o fundo todo preto e com as

células segmentadas com a cor original (Figura 5.9).

Figura 5.9: Imagem de entrada para o calculo do fluxo 6tico.

Recorrendo ao calculo do fluxo 6tico explicado na subseccdo 4.3 obtiveram-se as
componentes u e v do fluxo 6tico (representadas na Figura 5.10 a) e b), respetivamente),
que foram utilizadas para calcular a direcdo e a amplitude do fluxo ético. A amplitude do

fluxo otico foi calculada pela equacéo 5.5 e a direcdo foi calculada pela equacdo 5.6.
A = u? +v? (5.5)
v
_ -17
d = tan ” (5.6)

A direcdo diz entdo respeito a direcdo do movimento, enquanto que a amplitude
da uma estimativa da distancia percorrida pela célula entre duas imagens consecutivas. A

Figura5.10 c) e d) representa o fluxo otico obtido. Pela cor pode-se verificar que a direcao
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do escoamento na Figura 5.10 c¢) é da direita para a esquerda, enquanto que na Figura 5.10

d) as células se movem da esquerda para a direita.

d)

Figura 5.10: a) Componente u do fluxo ético. b) Componente v do fluxo 6tico. ¢) e d) Resultado obtido para o fluxo
6tico para dois escoamentos diferentes.
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5.4 Obtencao das caracteristicas das regides

Para obter as caracteristicas das varias regides segmentadas, recorreu-se a
binarizacdo da imagem representada na Figura 5.9, obtendo uma imagem com o fundo

preto e as regides segmentadas a branco (Figura 5.11 a)).

Como algumas das regides segmentadas apresentam orificios no interior da
regido, procedeu-se ao preenchimento desses orificios recorrendo a funcdo imfill
disponivel no Matlab, obtendo a imagem da Figura 5.11 b). Removeram-se ainda as
células encostadas as bordas da imagem uma vez que podem néo representar uma célula

completa (Figura 5.11 c)).

Recorrendo a funcdo regionprops, disponivel no Matlab, foram obtidos os
centrdides, 0s eixos maiores, 0S eixos menores, as areas e 0s pixels de cada regido. Com
estas caracteristicas € possivel determinar as propriedades das células que correspondem

a cada regiéo.

Assim, as diferentes posi¢des do centrdide obtidas para uma regido ao longo de
toda a sequéncia de imagens, fornecem informacéo acerca da trajetoria da célula ao longo

do escoamento.

Com as caracteristicas acima referidas também é possivel determinar a
deformacéo da célula ao longo do escoamento, tendo em conta o calculo do indice de

deformacdo ja representado na Figura 3.3.
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Figura 5.11: a) Imagem resultante da binarizagdo. b) Imagem obtida depois do preenchimento de orificios. c)
Imagem obtida depois de remover as bordas.
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5.5 Seguimento

O seguimento das células ao longo do microcanal foi efetuado tendo em conta o
modelo keyhole proposto por Reyes-Aldasoro et al. [47]. Neste modelo, considerando
que uma célula-filha (célula em t) se move com a mesma velocidade e na mesma direcao

que a célula-pai (célula em t-1), pode-se prever a sua posicao em t+1.

Para tal sdo definidas duas regides onde é provavel encontrar a célula-filha: uma
fatia de circunferéncia com um angulo de 60° e orientada para a posi¢ao prevista, e um
circulo centrado na célula célula-pai. Estas duas regifes juntas fazem lembrar uma

fechadura (em inglés keyhole), representada na Figura 5.12.

Figura 5.12: Modelo keyhole utilizado.

O modelo keyhole ¢ entdo aplicado a cada uma das células da seguinte forma: o
circulo do modelo keyhole é centrado na célula-pai e todo o modelo é orientado, de acordo
com a direcdo de deslocamento da célula-pai, para uma dada posi¢ao na imagem seguinte;
é procurado dentro do modelo uma regido com caracteristicas similares as da célula-pai
(célula em t-1); se a regido for encontrada entéo € possivel relacionar a célula-pai com a

célula-filha. A Figura 5.13 ilustra o funcionamento do modelo.
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Figura 5.13: Funcionamento do modelo keyhole [47].

O modelo keyhole utilizado neste estudo foi desenhado numa imagem com
141x141 pixels com um fundo preto e tendo em conta uma fatia com raio 60 pixels e

angulo aproximadamente 45° e um circulo com raio 15 pixels.

Uma vez posicionado o modelo, este pode apresentar mais do que uma solucéao
para a célula-filha. Assim, se apenas se obtiver uma solucdo essa é automaticamente
selecionada como sendo a célula-filha. Se 0 modelo apresentar mais do que uma solucao,
a célula-filha é selecionada tendo em conta a distancia entre a célula-pai e as possiveis
células filhas. Aquela que apresentar menor distancia e caracteristicas mais semelhantes

com a célula-pai é considerada como sendo a célula-filha.

Na Figura 5.14 estd representado o seguimento de duas células ao longo do
microcanal. Na Figura 5.15 estdo representadas algumas imagens do seguimento dessas

duas células ao longo do escoamento.

Figura 5.14: Seguimento de duas células usando o modelo keyhole.
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Figura 5.15: Imagens resultantes do seguimento de células aplicando o modelo keyhole, i representa o
nGmero da imagem.
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Capitulo 6. Resultados e Discussoes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos com a aplicacdo do método

MKHtrackCells e € feita uma pequena discusséo sobre esses resultados.

O método proposto foi implementado em varios videos, representados por
sequéncias de imagens, em dois microcanais diferentes, um microcanal com uma

microestenose e um microcanal hiperbolico.

6.1 Microcanal com uma microestenose

Para o microcanal com uma microestenose, o fluido analisado era composto por
Dextrano 40 com cerca de 2% de GVs humanos em suspensdo. O sangue utilizado foi
recolhido de um adulto voluntério saudavel e foi adicionado EDTA (&cido etilenodiamino
tetracético) para evitar a coagulacdo. As amostras sanguineas foram lavadas e
centrifugadas para separar 0s GVs dos outros constituintes do sangue e foram depois

armazenadas a 4°C até a data da experiéncia.

Na Figura 6.1 esté representado o microcanal com uma microestenose, fabricado
em PDMS, utilizado para o escoamento de GVs humanos. A profundidade do microcanal
em PDMS é constante ao longo de todo o dispositivo, e este apresenta uma largura

W=50um. A largura minima do microcanal na microestenose é de W>=10um.
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Figura 6.1: Representacéo do microcanal com uma microestenose em que W1=50pum e W>=10pum.

O microcanal foi colocado num microscopio invertido (1X71, Olympus, Japao) e
a temperatura foi ajustada a 37°C com ajuda de um prato termo controlador (Tokai Hit,
Japdo). O caudal foi mantido constante a 1uL/min com recurso a uma bomba de seringa
(KD Scirntif Inc, EUA). O video analisado foi capturado por uma camara de alta
velocidade (Phantom v7.1, Vision Research, EUA) e transferido para um computador

onde foi convertido para um sequéncia de imagens (ver Figura 6.2).
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Figura 6.2: Sistema de microscopia utilizado para obter as imagens do microcanal com uma microestenose [40].
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O método proposto foi implementado para o seguimento de quatro GVSs,

representadas na Figura 6.3,a0 longo de todo o microcanal.

Figura 6.3: Células estudadas ao longo do microcanal com uma microestenose.

Para 0 GV 1, o método proposto conseguiu fazer o seguimento correto ao longo
do escoamento, podendo ver-se a representacdo da trajetoria desta célula ao longo do
microcanal no grafico da Figura 6.4. As linhas verticais vermelhas representam os limites
da microestenose, que estdo entre os valores 375 e 484 pixels aproximadamente. Como
se pode verificar o GV 1 assume uma trajetoria quase linear no inicio do escoamento,

comecando a descer a medida que se aproxima da microestenose.

Quanto ao GV 2, este assume uma trajetoria praticamente linear ao longo de todo
0 microcanal, como se pode verificar no grafico da Figura 6.5. Isto deve-se ao facto de
esta célula se encontrar no centro do microcanal, ndo necessitando de desviar o seu trajeto

para entrar na microestenose.
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O indice de deformacéo (ID) calculado ao longo do escoamento para o GV 1 pode
ser observado no gréfico da Figura 6.6, e pode verificar-se que, apesar de existirem
algumas oscilagbes no ID, este apresenta maior valor quando o GV 1 passa na

microestenose, apresentando um valor maximo de 0,556 no centro da microestenose.
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Figura 6.6: Indice de deformacéo do GV 1 ao longo do microcanal com uma microestenose.

Para 0 GV 2 o ID esta representado no grafico da Figura 6.7 Como se pode
observar, este indice também apresenta algumas oscilacdes e verifica-se que antes da
microestenose este valor é elevado para um ID inicial. Isto e deve-se ao facto de o GV 2
se encontrar encostado a outro GV vizinho e por isso a sua geometria original ndo €
esférica. No entanto, ao passar a microestenose esse valor aumenta ainda mais, devido ao
aumento do alongamento da célula, apresentando um ID maximo no centro da
microestenose. Depois da microestenose 0 GV 2 comeca a recuperar a forma normal

diminuindo o seu ID.
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Figura 6.7: indice de deformagéo do GV 2 ao longo do microcanal com uma microestenose.

Relativamente ao GV 3, 0 método ndo conseguiu seguir a célula até ao final, pois,
como a cor das células se confunde com a cor do fundo e assim o processamento das
imagens, nomeadamente a segmentacdo, ndo conseguiu identificar esta célula
corretamente, perdendo-se a regido correspondente ao GV 3 a saida da microestenose.
Assim, o método de seguimento perde o rasto da célula a saida da microestenose,
identificando outra célula como sendo o GV 3. O pico observado no grafico da Figura 6.8
corresponde ao momento em que o algoritmo de seguimento perde o rasto ao GV 3 e

identifica outra célula.
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Figura 6.8: Trajetoria obtida para 0 GV 3 ao longo do microcanal com uma microestenose.

Na Figura 6.9 é apresentado o ID médios dos GVs 1, 2 e 3 ao longo do
escoamento, verificando-se que 0 GV 1 apresenta um valor médio do ID inferior na zona
antes da microestenose. Este valor aumenta na zona da microestenose voltando a diminuir

a saida desta.

Relativamente ao GV 2, verifica-se 0 mesmo efeito, contudo, esta célula inicia o
escoamento jacom um ID ligeiramente elevado devido ao facto de se encontrar encostada

a outra célula, como ja foi anteriormente referido.

Uma vez que o seguimento do GV 3 ndo é realizado corretamente, o célculo do
seu ID ao longo do escoamento so6 é possivel de determinar até ao instante imediatamente

antes de detetar a outra célula vizinha, ou seja, antes de este GV sair da microestenose.
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Média do ID dos GVs 1, 2 e 3 por zonas
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Figura 6.9: Indice de deformacio dos GVs ao longo do microcanal com uma microestenose por zonas.

Para a GV 4 o processo de segmentacdo ndo consegue identificar a célula
corretamente ao longo de todo o escoamento, deformando a regido correspondente ao GV
4. Contudo, uma vez que essa regiao aparece em todas as imagens, é possivel fazer o seu
seguimento ao longo do escoamento, porém, o ID obtido ndo € real uma vez que este é

afetado pela deformagé&o induzida pelo processo de segmentacao.

O grafico da Figura 6.10 representa a trajetoria do GV 4 ao longo do escoamento
e como se pode verificar, a trajetoria da célula comeca por ser relativamente linear e vai
descendo a medida que se aproxima da microestenose. Ao sair da microestenose o GV 4

volta a ter uma posicao semelhante & inicial.

62



Capitulo 6. Resultados e Discussdes

Trajetoria do GV 4
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Figura 6.10: Trajetoria obtida para 0 GV 4 ao longo do microcanal com uma microestenose.

6.2 Microcanal hiperbdlico

Para este trabalho, o método proposto foi também aplicado a alguns videos do

escoamento de células ao longo de um microcanal hiperbdlico.

O microcanal representado na Figura 6.11 foi fabricado em PDMS recorrendo a
técnica de litografia suave e foi utilizado um fluido composto por Dx40 e por 2% de
glébulos vermelhos humanos em suspensao. O fluido foi recolhido de um adulto saudavel
e adicionou-se EDTA para evitar a coagulagdo. As amostras foram guardadas a 4° até a
data da experiéncia, que foi efetuada a temperatura ambiente (25£2°C).

Algumas amostras contendo globulos vermelhos foram expostas durante 10
minutos a uma concentragéo de 0.02% de diamida, a fim de se poder estudar o efeito deste

quimico na deformabilidade das células.
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Figura 6.11: Microcanal hiperbdlico. a) llustracéo de todo o microcanal. b) Dimensdes do microcanal.

Para a captura dos videos o microcanal foi colocado num microscépio invertido
(IX71, Olympus) combinado com uma camara de alta velocidade (FASTCAM SAS3,
Photron) (Figura 6.12). O caudal foi mantido contante a 0.5uL/min com ajuda de uma
bomba de seringa (PHD ULTRA).
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Figura 6.12: Sistema de microscopia utilizado para obter as imagens do microcanal hiperbdlico.

Glébulos vermelhos humanos saudaveis

Para o seguimento contendo GVs humanos saudaveis foi estudado o

comportamento de um GV representativo (ver Figura 6.13).

Figura 6.13: GV seguido ao longo microcanal hiperbélico.
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Para o GV selecionado, 0 método proposto conseguiu fazer o seguimento correto
ao longo do microcanal. Na Figura 6.14 pode observar-se a trajetdria deste GV,
verificando-se que apresenta um comportamento linear ao longo de todo o microcanal. A

linha vermelha delimita o local onde o termina a zona de contragcdo do microcanal.

Trajetoria do GV
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Figura 6.14: Trajetoria do GV1 ao longo do microcanal hiperbdlico.

Também foi possivel determinar o ID deste GV como pode ser observado na
Figura 6.15.
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Figura 6.15: indice de deformagéo do GV normal ao longo do microcanal hiperbdlico.

Analisando a figura do ID observa-se que o célculo deste parametro ndo é muito
correto, pois os valores obtidos apresentam grandes oscila¢cbes ao longo de todo o
microcanal. Contudo, é possivel verificar que ao longo da zona de contracdo do
microcanal as células apresentam valores de ID mais elevados que na zona apés a

contragéao.
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Globulos vermelhos humanos expostos a 0.02% de diamida

O seguimento de GVs humanos expostos a 0.02% de diamida foi estudado
analisando também uma célula representativa (ver Figura 6.16).

Figura 6.16: Célula exposta a 0.02% de diamida, seguida ao longo do microcanal hiperbélico.

O resultado obtido para a trajetoria do GV pode ser observado na Figura 6.17,
onde se verifica que a trajetoria é descendente até chegar perto do fim da zona de
contracdo. Esta descida é esperada uma vez que a parede superior do microcanal nédo é
linear mas sim ligeiramente descendente. Depois de passar a zona de contracdo o GV
sobe, 0 que era também esperado pois esta célula encontra-se préxima da parede superior

do microcanal.
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Figura 6.17: Trajetoria do GV exposto a 0.02% de diamida’, ao longo do microcanal hiperbdlico.

O ID obtido para 0 GV exposto a 0.025 de diamida é apresentado na Figura 6.18,

onde se verifica que este pardmetro vai aumentando ao longo da zona de contragéo.

Também se pode verificar que esta célula apresenta valores iniciais para o ID

relativamente elevados, isto deve-se ao facto de o GV se encontrar numa trajetoria

descendente e perto da parede do microcanal. Apds passar a zona de contracdo o ID do

GV diminui, mantendo-se quase constante em valores na ordem dos 0,4%.

Na Figura 6.19 é apresentado o ID médio do GV saudavel e do GV exposto a

0.02% de diamida ao longo do microcanal hiperbolico.
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Figura 6.18: indice de deformacéo do GV exposto a 0.02% de diamida, ao longo ao microcanal hiperbélico.

Média do GV normal e do GV exposto a 0,02% de
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Figura 6.19: indice de deformacéo do GV normal e do GV exposto a 0.02% de diamida por zonas.
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Analisando a Figura 6.19 pode observar-se que o GV saudavel apresenta um ID
na zona de contragdo do microcanal hiperbolico superior ao ID depois da zona de
contragdo, ou seja, na zona de expanséo a velocidade do GV diminui e consequentemente
a taxa de deformag&o responsavel pela sua deformacéo é reduzida.

Relativamente ao GV exposto a diamida, verifica-se que depois da zona de
contracdo o ID diminui bastante pouco quando comparado com o GV saudavel. Este GV
apresenta também um ID superior ao ID do GV saudéavel. Isto pode dever-se ao facto ndo
sO de 0 GV estar junto da parede, mas também devido aos GVs expostos a diamida

alterarem a rigidez das suas membranas.
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7.1 Conclusodes

Ao longo deste trabalho foi desenvolvido um método automatico,
MKHtrackCells, que permite ndo sé o seguimento de células ao longo de microcanais,
mas também o célculo do seu indice de deformagdo. O principal fator de motivagdo para
a realizacdo deste trabalho deveu-se ao facto de os métodos existentes para realizar o
seguimento de células serem bastante morosos e propicios a ocorréncia de erros por parte

dos utilizadores.

No método desenvolvido foram aplicadas varias estratégias de processamento de
imagens, incluindo uma etapa de pré-processamento, a segmentacdo da imagem e o
calculo do fluxo ético. O pré-processamento da imagem revelou ser uma fase importante,
pois permitiu melhorar realmente as imagens originais, facilitando assim o processo de

segmentagé&o.

Relativamente a segmentacdo das imagens, esta representou uma etapa
fundamental, uma vez que os resultados finais obtidos com este método foram
influenciados por este processo. Sendo que o fundo das imagens nem sempre se distingue
das restantes regides, a segmentacao produziu resultados onde nem todas as regides, que
correspondiam as células, foram corretamente segmentadas. Assim, ao longo das
sequéncias de imagens, apareciam células segmentadas cuja regido diferia bastante em

relacdo a regido presente na imagem anterior ou na imagem seguinte.

A dificuldade na segmentacdo das imagens influenciou, portanto, os resultados

obtidos para os indices de deformacdo, uma vez que a regido na imagem t podia estar
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perfeitamente definida e, na imagem t+1 podia ter uma forma irregular, ou mesmo estar

aglomerada com regides correspondentes a outras células.

A estimacdo do fluxo 6tico mostrou ser uma boa estratégia para realizar o
seguimento de células. Os resultados obtidos com o célculo do fluxo 6tico permitiram
posicionar o0 modelo keyhole utilizado de forma a este incluir as células-filhas ao longo
das sequéncias de imagens. Porém, a estimacdo do movimento com recurso ao célculo do
fluxo 6tico mostrou ser computacionalmente dificil e lenta, ndo permitindo a realizacéo

de estudos em tempo real.

O método desenvolvido mostrou contudo ser uma técnica promissora para 0
seguimento de células, uma vez que permitiu a determinacdo da posicdo das células

estudadas ao longo dos microcanais.

Adicionalmente ao seguimento das células, o método proposto calcula os seus
indices de deformacdo, permitindo estudar o comportamento dindmico da
deformabilidade das células ao longo do microcanal. Como ja foi referido, o calculo dos
indices de deformacdo foi afetado pela segmentacdo das imagens, todavia, os resultados

obtidos permitiram ainda tirar algumas conclusdes.

Relativamente ao microcanal com uma microestenose estudado, é possivel
concluir que o estreitamento da area do microcanal leva a um aumento da deformacéo
dos glébulos vermelhos. Este aumento no indice de deformacdo é devido a necessidade

das células se alongarem para passarem pela estenose.

Para o microcanal hiperb6lico foi possivel fazer o seguimento das células
estudadas bem como calcular os seus indices de deformacéo. Os resultados demonstram
gue os GVs normais tém tendéncia a apresentar indices de deformacao superiores na zona

de contragdo do microcanal, diminuindo esses valores depois de passar essa zona.

Relativamente ao efeito da diamida na deformabilidade das células, verificou-se
que esta influencia a geometria das células, uma vez que o GV exposto a diamida
apresenta uma forma alongada com uma espécie de cauda, 0 que consequentemente

aumenta o seu indice de deformacao. Os resultados sugerem que com a diamida o indice
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de deformacdo dos GVs ndo varia muito entre a zona de contracao e depois de passar essa

Zona.

7.2 Trabalhos futuros

Como trabalho futuro destaca-se a necessidade de otimizar o processo de
segmentacdo, aplicando e testando outras técnicas, a fim de se conseguirem resultados
melhores e mais fiaveis. A continuidade deste trabalho visa aperfeicoar o método a fim
de se conseguir fazer o seguimento das células e a determinacdo das suas caracteristicas
em tempo real, bem como quando hé& ocluséo total das células ao longo do escoamento.
Também é importante conseguir determinar outras caracteristicas relevantes no
escoamento sanguineo, como a velocidade das células e até mesmo as dimensdes da

camada de plasma.

A fim de conhecer melhor a influéncia da diamida na deformabilidade das células
seria importante estudar esse efeito com recurso a outros tipos de microcanais e também
com células expostas a outras concentracdes de diamida. A utilizacdo do glutaraldeido
para o0 estudo da deformabilidade das células ao longo do escoamento também ¢é

pertinente.

A aplicacdo do método desenvolvido a outros escoamentos com microcanais com
geometrias diferentes também € importante. Igualmente, o estudo do comportamento de
outras células sanguineas, como é o caso dos globulos brancos, pode ser relevante. Uma
vez que estas células tém a capacidade de atravessar os capilares sanguineos, o estudo da

sua deformabilidade pode ser interessante.

Sendo que a deformabilidade das células esta diretamente relacionada com
diversas doengas, para trabalhos futuros seria também interessante aplicar este método
em células patologicas e verificar a potencialidade deste método para auxiliar o
diagndstico precoce de doencas relacionadas com a deformabilidade das células, como

por exemplo os diabetes e a malaria.
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