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Resumo

A incidéncia de diversas patologias no sistema cardiovascular constitui uma elevada importancia

na compreensdo e antevisdo do comportamento dos elementos sanguineos.

O objectivo principal deste trabalho € desenvolver um método semi-automatico para o célculo
do coeficiente de dispersdo dos eritrécitos. O coeficiente de dispersao permite-nos avaliar o com-
portamento do escoamento do eritrdcito, relativamente a suas flutuacao no fluido. Desta forma é
possivel substituir os métodos manuais existentes por um método mais simples e portanto mais
facil de utilizar, bastante mais rdpido de implementar e mais eficaz, diminuindo a possibilidade
de ocorréncia de erros. Para isso foi necessdrio efectuar o seguimento de elementos (particulas
fluorescentes e eritrocitos humanos) ao longo de uma sequéncia de imagens captadas no centro de
um microcanal produzido em polidimetilsiloxano, através do software Image J para a obtencao
dos valores do deslocamento radial. Para o célculo do coeficiente de dispersao foi desenvolvido
um método em programacao MatLab.

O método desenvolvido foi aplicado em diversos segmentos de imagens e foi comparado
com um método manual aplicado que recorre ao Microsoft Office Excel para o célculo do co-
eficiente de dispersd@o. Apds a andlise dos diversos resultados, foi verificado que o método
semi-automatico desenvolvido efectuou correctamente o cédlculo do coeficiente de dispersao de

elementos sanguineos em microcanais.

O método desenvolvido foi aplicado na sequéncia de imagens de forma a analisar a influéncia
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de uma bifurcagdo, divergente e convergente, no comportamento dos elementos existentes nos
fluidos em questao. Para o caso das particulas fluorescentes em dgua pura ndo se verificou qual-
quer alteracao dos valores do coeficiente de dispersdo, o que significa que a montante e a jusante
das bifurcagdes, estas ndo t€ém qualquer influéncia no seu comportamento. Contrariamente, no
caso dos eritrécitos em D x 40 verificou-se que ap0s a presenca de uma bifurcagdo convergente

ocorre um aumento dos valores do coeficiente de dispersao.

Palavras Chave: Coeficiente de dispersdo, Método semi-automadtico, Seguimento de ele-

mentos.



Abstract

The incidence of various pathologies in the cardiovascular system constitute a high importance

on understanding and foresight of the behavior of blood elements.

The main objective of this work is to develop an semi-automated method to calculate the
dispersion coefficient. The dispersion coefficient allows us to evaluate the behavior of the eryth-
rocyte flow, relatively to it fluctuation in the fluid. In this way it’s possible to replace the existing
manual methods by a method simpler and therefore easier to use, much faster to implement and
more effective, reducing the possibility of occurring errors. For that it was necessary to per-
form the tracking of the elements (fluorescent particles and human erythrocytes) over an image
sequence captured in the center of polydimethylsiloxane microchannel, through the Image J soft-
ware to obtain the values of radial displacement. To calculate the dispersion coefficient a method

was developed in MatLab programming.

The method has been applied in various segments of images and has been compared with a
manual method applied that uses the Microsoft Office Excel to calculate the dispersion coeffi-
cient. After the analysis of the various results, it was verified that the semi-automated method
developed has performed correctly the calculation of the dispersion coefficient of blood compo-

nents in microchannels.

The developed method was applied in the image sequence in order to analyze the influence of

a bifurcation, divergent and convergent, in the behavior of the existing elements in the fluids in
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question. For the case of fluorescent particles in pure water there was no alteration of coefficient
of dispersion, which means that the upstream and downstream of bifurcations, they have no
influence on they behavior. Contrary, in the case of erythrocytes in D x 40 it was verified that

after the presence of a bifurcation convergent there is an increase of the coefficient of dispersion.

Key Words: Dispersion coefficient, Semi-automated method, Tracking elements.
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Capitulo

Introducao

Este capitulo constitui uma nota introdutéria ao estudo que é descrito neste relatorio. Inicial-
mente é apresentado um resumo das diversas motivacoes que levaram a realizacdo deste traba-
lho. Seguidamente sdo enumerados os objectivos deste trabalho e, por fim, é exposta detalhada-

mente a estrutura adoptada na elaboragdo deste relatério final.

1.1 Motivacao

O sangue € um fluido bioldgico de elevada importancia para o normal funcionamento do orga-
nismo humano. Desempenha funcdes essenciais a vida que, quando existe a ocorréncia de uma
anormalidade, compromete todos os outros sistemas constituintes do organismo. Um ser hu-
mano possui cerca de cinco litros de volume sanguineo no organismo onde, aproximadamente,
metade desse volume € composto por elementos sanguineos € a outra metade por plasma. Os
eritrocitos sdo os elementos sanguineos mais numerosos. Acredita-se que os eritrocitos influ-
enciam fortemente as propriedades do escoamento sanguineo, comparativamente com 0s outros
elementos constituintes do sangue. A principal funcido dos eritrécitos consiste no transporte de
oxigénio desde os pulmdes até todos os tecidos que constituem o corpo humano, elemento vital
para o normal e bom funcionamento do organismo humano. O estudo do comportamento dos

eritrécitos, desde o movimento, as deformacdes, as velocidades, entre outros, apresenta uma ele-



2 1.2 Objectivos

vada importancia na avaliacdo precoce de alteragdes comportamentais dos mesmos evitando o
aparecimento e a evolucdo de patologias no organismo.

A microcirculagdo possui uma elevada importancia na circulacdo sanguinea devido ao facto
de ser nesse local que ocorre em maior nimero as trocas gasosas, de nutrientes e outros elementos
entre o sangue e os tecidos vizinhos. E também nesse instante que o volume sanguineo é muito
mais reduzido, tendo em conta a capacidade dos capilares, os vasos mais finos e mais frageis
do sistema vascular. Sdo vdérias as patologias que podem alterar as propriedades reoldgicas do
sangue, afectando assim o normal e bom funcionamento do organismo, como a viscosidade do
plasma e as propriedades mecanicas dos eritrocitos. Entre elas estdo presentes a diabetes, a

anemia falciforme, a maldria, os derrames e alguns tipos de cancro.

1.2 Objectivos

A compreensio e antevisdo do comportamento dos elementos sanguineos nos vasos da microcir-
culacdo constituem uma elevada importancia na prevencao, no diagndstico e no tratamento das
patologias associadas ao sistema circulatério, tendo em conta que aproximadamente oitenta por
cento da queda de press@o que ocorre entre a artéria aorta e a veia cava ocorre na microcirculacdo.

Diversos estudos t€m sido desenvolvidos com o objectivo de estudar o comportamento dos
elementos sanguineos na microcirculacdo. Para efectuar estes estudos, os investigadores re-
correm ao célculo do coeficiente de dispersdao. Os métodos por eles utilizados sdo manuais e
requerem bastante tempo e cuidado na sua aplicacdo. Com os valores do deslocamento radial
dos elementos sanguineos em estudo € possivel efectuar o cédlculo do coeficiente de dispersao
através de programas mateméticos, como por exemplo o programa Micosoft Office Excel. Neste
caso, bastante utilizado, € necessdrio separar por ficheiros os valores do deslocamento radial cor-
respondentes a cada elemento e proceder ao célculo do coeficiente de dispersao. Este método é

bastante moroso, cansativo e propicio a ocorréncia de erros na coloca¢do manual dos valores do



1.3 Estrutura do relatério 3

deslocamento radial de cada elemento nos ficheiros individuais.

Com este trabalho, pretende estabelecer-se uma estratégia para estudar o comportamento dos
elementos sanguineos na microcirculacdo em que sejam colmatadas as falhas identificadas, e
enunciadas anteriormente, no método manual. Para tal, € proposto um método semi-automético
mais simples e portanto mais fécil de utilizar, mais rdpido de implementar e mais eficaz, di-
minuindo a possibilidade de ocorréncia de erros humanos. A utilizacdo deste método exige a
obtencdo prévia dos valores do deslocamento radial dos elementos, neste caso com recurso ao
software Image J. O segundo objectivo consiste na andlise dos resultados obtidos pelo método
semi-automatico desenvolvido de forma a estudar a influéncia da presenca de uma bifurcacdo no
escoamento sanguineo num microcanal. Para isso sdo estudados os dois locais antes e depois da

bifurcag¢do de modo a no final ser possivel comparar os resultados e retirar as devidas conclusdes.

1.3 Estrutura do relatorio

A estrutura deste relatério foi definida de forma a que o leitor entenda facilmente a sua natureza,
se enquadre sem problemas nos diversos conceitos desta drea de trabalho, compreenda todas as
etapas desenvolvidas ao longo deste trabalho, quer na parte da investiga¢do quer na parte pratica,
e para incentivar o estudo nesta drea, dada a elevada importincia que detém para a humanidade.

No Capitulo 1, o presente capitulo, é apresentada uma nota introdutéria do relatério. E ex-
posta a motivacao para a realizacdo deste estudo e a importancia da sua realizacdo; seguidamente
sdo enumerados os objectivos tracados na elaboragdo deste estudo descrito no relatério; e por fim
¢ citada a descri¢do da estrutura do relatério.

No Capitulo 2 é efectuada uma revisao bibliografica da area de estudo abordada neste rela-
torio, de forma a compreender a evolucdo ja atingida neste vasto campo do estudo reoldgico na
microcirculacdo. Houve a necessidade de introduzir diversos fundamentos tedricos sobre a drea

da hemodinamica, que é descrito no Capitulo 3, onde é abordado o sistema circulatdrio, a rede
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vascular, o sangue e seus constituintes, o fluxo sanguineo e a reologia do sangue, entre outros
fundamentos tedricos que foram considerados pertinentes introduzir no relatorio.

No Capitulo 4 sio descritos os varios métodos que foram necessarios utilizar para desenvol-
ver este trabalho prético. O procedimento da técnica de Litografia Suave para a producdo dos
microcanais para o estudo in vitro. O funcionamento do Sistema Micro-PIV Confocal de forma
a serem obtidos os videos onde se verifica a passagem do fluido seleccionado pelos microcanais
previamente fabricados. Os procedimentos utilizados no software Image J para a deteccio e
seguimento dos eritrécitos humanos ou das particulas fluorescentes que se encontram no fluido
em questdo. Por tltimo, o uso do software MatLab para o calculo do coeficiente de dispersao
dos eritrocitos humanos ou das particulas fluorescentes detectadas e seguidas através do software
Image J.

O Capitulo 5 contém uma descri¢do pormenorizada de todo o trabalho prético realizado e,
posteriormente, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no Capitulo 6. Desta forma,
chegamos as conclusdes que estdo apresentadas no Capitulo 7 e analisando todo o trabalho,
resultados e respectivas conclusdes, sdo apresentadas algumas sugestOes para trabalhos futuros

que podem ser desenvolvidos de forma a melhorar e desenvolver o designio deste relatorio.



Capitulo

Revisao Bibliografica

Neste capitulo pretende-se efectuar uma revisdo bibliogrdfica sobre o assunto em estudo neste
relatorio - o estudo do escoamento sanguineo na microcirculagdo - de forma a demonstrar a
evolucdo cronologica dos conhecimentos desta extensa drea. Para isso sdo referenciados alguns
estudos desenvolvidos por investigadores, nomeadamente referidas algumas informacoes por

eles confirmadas assim como métodos por eles desenvolvidos.

2.1 Reologia do sangue na microcirculacao

Ao longo de diversos anos, vdrios estudos foram desenvolvidos na drea da hemodindmica, ava-
liando o comportamento e os fendmenos ocorridos na circulagdo sanguinea. O sangue é um
biofluido de elevada importancia devido ao seu grande contributo no organismo humano para a
manutencao da vida, desempenhando diversas fungdes através do sistema cardiovascular.

O sangue € uma suspensao de 45% de células (eritrécitos, leucdcitos e plaquetas) no plasma.
As diversas células apresentam tamanhos e morfologias diferentes. Estudos anteriores revelam
que esta diferenca visualizada nos tamanhos das células conduz a diferentes velocidades de mi-
gragdo entre as mesmas em canais com diametros mais reduzidos [Pires, 2012, Novais, 2012].

Na microcirculagdo, as interagdes entre as células sanguineas e os vasos sanguineos tornam-

se bastante importantes. Como resultado dessas interacdes, Silva afirma que as células ndo se

5
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encontram uniformemente distribuidas no sangue ao longo dos microcanais[Silva, 1984] .

Segundo Fung, a reologia do sangue tem um papel de elevada importancia na circulacao
devido ao coeficiente de viscosidade do sangue. A viscosidade € uma propriedade dos fluidos
que se caracteriza pela medida da resisténcia ao escoamento que um fluido oferece quando se
encontra sujeito a um esforgo tangencial [Fung, 1996]. Analisando a razio entre o didmetro dos
microcanais mais estreitos € o diametro dos elementos celulares sanguineos, Silva afirma que
nao € possivel classificar o fluxo sanguineo na microcirculacdo como o de um fluido homogéneo
[Silva, 1984]. As caracteristicas hidrodinadmicas do fluxo sanguineo nos microcanais (resisténcia,
distribui¢ao do fluxo e os seus constituintes) encontram-se dependentes dos factores reoldgicos

do sangue e da concentracdo dos seus elementos celulares.

Silva afirma que, em condi¢des normais, a resisténcia ao fluxo aumenta gradualmente da
area arterial (ou venosa) para os capilares [Silva, 1984]. Isto porque a resisténcia ao fluxo em
qualquer vaso isolado depende da geometria vascular e de factores reoldgicos, como a viscosi-
dade sanguinea. A medida que o didmetro vascular diminui acentua-se a resisténcia ao fluxo, o
que, de certa forma, é compensado pela diminui¢do do hematdcrito. Segundo Baskurt e Meisel-
man, a viscosidade aparente do sangue depende da existéncia de forcas de corte e é determinada
pelo hematdcrito, pela viscosidade do plasma, pela agregacdo eritrocitéria e pelas propriedades
mecanicas dos eritrécitos [Baskurt and Meiselman, 2003]. Os eritrdcitos possuem a grande ca-
pacidade de se deformarem e esta propriedade fisica contribui significativamente para auxiliar o

fluxo sanguineo na microcirculacao.

Diversos estudos mostram que as informagdes obtidas relativamente as propriedades reolo-
gicas do sangue em capilares de vidro apresentam diferencas comparativamente com estudos in
vivo [Pries et al., 1994]. Lima et al. afirmam que diversos investigadores efectuaram alteracdes
nos seus estudos relativamente aos sistemas microvasculares utilizados [Lima et al., 2012]. De-
vido a complexidade de controlar e obter medicdes confidveis sobre o comportamento do fluxo

sanguineo através de sistemas microvasculares in vivo optaram por utilizar sistemas microvas-
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culares in vitro. Desta forma, os modelos permitem um controlo mais preciso sobre as varidveis
experimentais de interesse e extrair a informacao detalhada do comportamento do fluxo de glébu-
los individuais. Grande parte da compreensao de fendmenos hemodinamicos na microcirculagio
foi obtida através de estudos na macro e microrreologia do sangue através de microtubos de vi-
dro. Embora os microcanais de vidro apresentem semelhancas com os microcanais in vivo € claro
que apresentam vérios aspectos diferentes que provocaram resultados conflituosos entre estudos
sobre o fluxo sanguineo in vivo e in vitro relativamente a resisténcia ao fluxo e a deformabilidade

dos eritrdcitos.

De forma a ser possivel vencer as limitagcdes visiveis no uso de microcanais de vidro, € su-
gerido por diversos investigadores o uso de tecnologias de sistemas microelectromecanicos para
a fabricacdo de microdispositivos para o estudo in vitro do fluxo sanguineo num ambiente com
condi¢des muito préximas do in vivo [Lima et al., 2012, Lima et al., 2008b, Leble et al., 2011a,
Lima et al., 2013, Lima et al., 2009c]. Através da utilizacdo da técnica de litrografia suave é pos-
sivel fabricar microcanais em polidimetilsiloxano (PDMS) com geometrias complexas, seme-
lhantes a arteriolas e redes capilares humanos. Os microcanais fabricados através desta técnica,
para além de terem geometrias complexas tém outras propriedades notdveis, como a boa trans-
paréncia Optica, biocompatibilidade e permeabilidade a gases. Esta ultima propriedade faz com
que estes microcanais sejam adequados para estudos que envolvam células vivas e, consequen-

temente, oferecem uma maneira poderosa para estudar vérios fendmenos na microcirculacao.

Ao longo do tempo, diversas técnicas de visualizacido de escoamentos t€m sido aplicadas para
a determinacao de grandezas fisicas e quimicas do escoamento sanguineo, para compreender em
detalhe o comportamento dos escoamentos a microescala. No passado, o fluxo sanguineo nos
microcanais foi analisado através de técnicas de medi¢ao, como por exemplo métodos fotométri-
cos e o anemometro laser-Doppler [Lima et al., 2012, Lima et al., 2013]. Embora os resultados
obtidos através destas técnicas fossem satisfatérios, Lima et al. indicam que estudos detalhados

efectuados a nivel microscopico sobre o comportamento sanguineo t€m sido bastante limitados
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devido a vérios factores como o caso da baixa resolucdo espacial, a dificuldade verificada na
obtencdo de medi¢des exactas em escalas tao reduzidas, os erros opticos oriundos das paredes
dos microcanais, a presenca de concentracdes elevadas das células sanguineas e a dificuldade ve-
rificada na visualizag¢do dos resultados devido ao reduzido poder de computagdo e a inexisténcia
de métodos de analise de imagem rigorosos [Lima et al., 2013].

Nos ultimos anos, com 0s avancos existentes na drea da informadtica e da dptica, nas técnicas
de aquisicao de imagens de alta velocidade e nos métodos computacionais de processamento
e andlise de imagem, surgiu o sistema convencional de velocimetria por imagem de particulas
(PIV) que permite efectuar estudos sobre propriedades do fluxo sanguineo na microcirculagao
[Lima et al., 2012, Lima et al., 2008b, Leble et al., 2011a, Lima et al., 2013, Garcia et al., 2012,
Nakano et al., 2005]. Combinando este sistema PIV com um microscépio invertido verifica-
se um melhoramento considerativo na resolu¢do espacial e temporal. Este sistema, conhecido
como micro-PIV, tem vindo a ser bastante utilizado em diversos estudos sobre o comportamento
reolégico do sangue em diversas dreas de investigagdo [Lima et al., 2013, Lima et al., 2009a,
Lima et al., 2009b, Pinho, 2011, Fujiwara et al., 2009, Pinho et al., 2010].

Mais tarde, segundo Lima et al., foi desenvolvida uma técnica de imagiologia, por um es-
tudante de pds-doutoramento na Universidade de Harvard, em 1955, denominada por sistema
micro-PIV confocal [Lima et al., 2013]. Esta nova técnica, comparativamente com a convenci-
onal, permite a obtencdo de imagens com uma melhor defini¢do e resolucdo, através do uso de
um microscopio confocal, diminuindo o aparecimento de erros na detec¢do de particulas na zona
de focagem [Lima et al., 2006, Garcia et al., 2012, Saadatmand et al., 2011, Leble et al., 2011b,

Lima et al., 2009c¢].



Capitulo

Hemodinamica

Neste capitulo é feita uma abordagem a hemodindmica, drea inserida na mecanica de fluidos na
qual se efectua o estudo do escoamento do sangue no sistema cardiovascular. E efectuada uma
breve descrigdo do sistema cardiovascular, seguida de uma abordagem um pouco mais detalhada
do sistema vascular. E também realizada uma descricdo promenorizada da microcirculagdo,
relativamente a sua estrutura, onde sdo detalhadas as caracteristicas das bifurcacoes existentes
no limite da microcirculacdo. Relativamente ao sangue, um fluido de elevada importancia no
organismo do ser vivo, sdo descritas as suas caracteristicas e fungoes, assim como enumerados
e descritos os componentes presentes na sua constituicdo. Por fim é feita uma abordagem ao
comportamento dos fluidos com énfase ao fluxo sanguineo e ao comportamento reologico do

sangue na microcirculagdo.

3.1 Introducao

A hemodinidmica € uma area inserida na mecanica dos fluidos e procura fazer o estudo do escoa-
mento do sangue no sistema cardiovascular. Esta disciplina caracteriza o sangue como um fluido
em movimento, estudando o comportamento deste e subsequentes efeitos da interaccdo com as
fronteiras que o delimitam [Pinho, 2011, Caiado, 2009].

No geral, o conceito fluido € descrito como uma substancia capaz de escoar e cujo volume

9
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adquire a forma do recipiente que o contém. No entanto, esta descri¢do nao constitui uma defi-
nicao cientifica. Por definicdo, um fluido € uma substancia cuja estrutura molecular ndo oferece
resisténcia a sua deformacdo, quando submetida a tensdes de qualquer magnitude. Num fluido,
entende-se por tensao o resultado dos esfor¢os internos que ocorrem como reac¢do a forgas ex-
ternas aplicadas sobre o fluido, ou como reac¢do de forgas internas [Seeley et al., 2007].

Entre as tensdes consideradas no estudo dos fluidos, temos a tensao de corte e a tensdo super-
ficial. A primeira, € uma tensdo resultante de uma forga tangencial aplicada sobre a superficie do
fluido que induz a sua deformacdo continua, por outras palavras, o escoamento do fluido da-se
enquanto a tensdo de corte se fizer sentir. A tensdo superficial relaciona-se com as proprieda-
des coesivas dos fluidos, sendo capaz de explicar fendmenos como a formacao de gotas ou a
flutuacdo de pequenos objectos [Lima et al., 2012].

Para além das tensdes, as caracteristicas mais importantes que descrevem o escoamento dos
fluidos sdo a velocidade, a densidade, a viscosidade e a temperatura. A velocidade de um fluido
descreve a variagdo do seu deslocamento em relagdo ao tempo. A densidade ¢ uma propriedade
fisica que corresponde a razdo da quantidade de matéria, ou massa, por unidade de volume. A
viscosidade ¢ uma propriedade intrinseca de cada fluido e caracteriza as tensdes internas que se
criam entre moléculas contiguas, que resultam no deslocamento destas a diferentes velocidades

[Pereira, 1999, Lima, 2007, Sugihara-Seki and Fu, 2005, Stuart and Kenny, 1980].

3.2 Descricao do sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular é um dos oito sistemas do corpo humano. E um sistema circulatério
fechado que contribui para a manuten¢do da homeostasia do organismo. Dele fazem parte o
coragdo e os vasos sanguineos, nomeadamente, as artérias, as arteriolas, as veias, as vénulas e os
capilares.

O coracdo é denominado de bomba propulsora da circulacdo do sangue em todos os vasos
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sanguineos do organismo. Este orgdo possui na sua constitui¢do células que t€m a capacidade
de gerar potenciais de acg¢do, isto é, ondas de descarga elétrica que se propagam pelo musculo
do coracdo, sendo responsaveis pela contrac¢do do misculo cardiaco em intervalos regulares.
A diferenca de pressdo gerada pelas contrac¢cdes musculares € a forca motriz da circulagio do
sangue no organismo [Pinho, 2011, Caiado, 2009].

A circulacdo sanguinea ocorre por dois percursos distintos: a circulacdo pulmonar e a circu-
lagdo sistémica, como € possivel verificar na Figura 3.1. O sangue proveniente dos tecidos entra
no coracgdo pelo lado direito, primeiramente pela auricula direita, chegando ao ventriculo direito.
Quando este enche, contrai e envia o sangue para a artéria pulmonar, onde inicia a circulagdo
pulmonar. A artéria pulmonar conduz o sangue venoso para os pulmdes, local onde ocorrem as
trocas gasosas. Nos capilares pulmonares, o didéxido de carbono € libertado da corrente sangui-
nea e o oxigénio difunde-se no sangue. O sangue arterial entra nas veias pulmonares e retorna ao
coracgdo pela auricula esquerda passando depois para o ventriculo esquerdo. O ventriculo, quando
cheio, contrai e impulsiona o sangue para a artéria aorta, onde se inicia a circulagdo sistémica.
Da artéria aorta o sangue é conduzido para todas as partes do corpo através das artérias de maior
calibre para as de menor, passando pelas arteriolas e chegando aos capilares. Aqui fazem-se as
trocas necessdrias ao metabolismo celular e o sangue segue para as vénulas, passando pelas veias
de menor calibre, seguindo até as de maior calibre, regressando ao coracdo pelas veias cavas. O
sangue possui um fluxo unidireccional ao longo da sistema circulatério conseguido pela forca
motriz gerada pelo coracgdo e pela existéncia de diversas valvulas ao longo dos vasos sanguineos,

responsdveis por impedir o retrocesso do sangue [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007].

3.3 Sistema vascular

O sistema cardiovascular abrange o sistema vascular sanguineo e o sistema vascular linfético.

O sistema vascular sanguineo consiste em redes microvasculares compostas por segmentos de
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Figura 3.1: Ilustragdo da circula¢do pulmonar e da circulag@o sistémica [Seeley et al., 2007].

vasos curtos irregulares que estdo ligados por inimeras bifurcagdes. Os vasos sanguineos sao
classificados anatomicamente de acordo com a dimensao e estrutura histolégica da sua parede. O
sistema vascular sanguineo é composto pelas seguintes estruturas: artérias, arteriolas, capilares,
vénulas e veias. Na parede de todos os vasos sanguineos, independentemente da sua dimensao,
e a excepc¢do dos capilares e das vénulas, reconhecem-se trés camadas concéntricas: a tdnica
intima, a mais interna, a tinica média e a tinica adventicia, mais externa [Lima et al., 2012,
Seeley et al., 2007, Pinho, 2011], como podemos verificar na Figura 3.2.

As artérias que emergem do corag@o e os seus principais ramos, devido ao seu grande dia-
metro e a predominancia de fibras eldsticas nas suas paredes, sdo designadas de grandes artérias
do tipo eléstico. Na tdnica intima possuem uma camada sub-endotelial bem desenvolvida, com
fibras musculares lisas e, além disso, € evidente a abundancia de fibras de colagénio e fibras
elasticas. Contudo, a capacidade eldstica também estd presente na tinica média, onde predomina

o componente eldstico da matriz extracelular. E constituida predominantemente por lamelas
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Figura 3.2: Histologia de um vaso sanguineo (Adaptado de [Seeley et al., 2007]).

eldsticas concéntricas, entre as quais estdo presentes algumas fibras musculares lisas e fibras de
colagénio .

A medida que as grandes artérias do tipo eldstico se ramificam, o seu didmetro diminui e
aumenta a quantidade de fibras musculares lisas nas suas paredes, caracteristica que as permite
classificar como artérias musculares. Cerca de trés quartos da tinica média destas artérias sdo
constituidos por fibras musculares, organizadas circunferencialmente em vdarias camadas. O res-
tante da tunica média é constituido por componentes da matriz extracelular produzidos pelas

fibras musculares, nomeadamente fibras eldsticas, colagénio e proteoglicanos.

A continua ramificacdo das artérias origina vasos sanguineos de pequeno didmetro mas com
uma espessura considerdvel de fibras musculares nas suas paredes, estes vasos sdo classificados
como arteriolas. A sua tinica média € constituida por algumas camadas de células musculares
lisas, cada camada com a espessura de uma célula muscular. A medida que as arteriolas se
ramificam dao origem a vasos de menor didmetro, apresentando apenas uma camada descontinua

de células musculares lisas na tinica média que, ao ramificarem-se, dao origem a rede capilar.

Os capilares possuem uma parede muito fina que permite a difusdo de substancias entre o
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sangue e o fluido intersticial. De uma forma geral, os capilares consistem numa tinica camada de
células endoteliais rodeada por uma lamina basal. Consoante as caracteristicas do endotélio, os
capilares podem ser classificados em trés grupos distintos: capilares continuos, capilares fenes-
trados e capilares sinusoides. Os capilares continuos e fenestrados apresentam células endoteliais
bem unidas entre si, no entanto as células endoteliais dos capilares fenestrados sdo perfuradas
por poros. Os capilares sinusoides apresentam grandes espagos entre as células endoteliais, para
além de sistemas de poros que atravessam as células endoteliais.

A confluéncia de dois ou mais capilares resulta num vaso denominado vénula pds-capilar.
Estes vasos sdo histologicamente idénticos aos capilares, constituidos por endotélio e l1amina
basal, apresentando pericitos. A medida que convergem, formam-se vasos com didmetro cada
vez maior e obedecem ao padrdo geral da parede de um vaso sanguineo, apresentando as trés
tinicas. Estas vénulas sdo designadas vénulas musculares por apresentarem fibras musculares,
embora escassas, na tinica média [Seeley et al., 2007].

As veias resultam da convergéncia das vénulas e caracterizam-se por apresentar pequena es-
pessura de parede e limen com didmetro considerdvel. A tinica média € pouco desenvolvida
e formada por escassas camadas de células musculares lisas e matriz extracelular, que é predo-
minante, onde existem fibras de colagénio e fibras elasticas. Nas veias de maior didmetro, mais
perto do coragdo, a camada subendotelial da tinica intima torna-se desenvolvida. Existe tam-
bém a apari¢cdo de projeccOes da tunica intima para o interior do limen constituindo as védlvulas

venosas.

3.4 Estrutura da microcirculacao

A principal fun¢do do sistema cardiovascular consiste no transporte de substincias por todo o
corpo por conveccdo, ou seja, através de um fluido. Enquanto que o transporte por difusdo

celular € eficaz apenas em distancias muito curtas, o transporte por conveccao nao possui esta
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limitag¢do [Lima, 2007, Pinho, 2011].

O transporte por difusdo entre grandes distancias tem a necessidade da presenca de um grande
fluxo do fluido, sendo necessério a presenca de canais relativamente largos. No entanto, o trans-
porte de substancias para todas as partes do organismo requer um grande nimero de pequenos
vasos finamente distribuidos ao longo dos tecidos - a microcirculagdo - entidade que se refere
aos pequenos ramos do sistema vascular com didmetros variando entre algumas centenas de mi-
crometros e alguns micrometros [Secomb and Pries, 2011, Lima, 2007, Pinho, 2011].

A rede microvascular possui estruturas bastante complexas. Em alguns tecidos do corpo, a
microcirculacdo pode ser equiparada a uma ramificacao divergente de arteriolas que alimentam
os capilares, 0s que, por sua vez, drenam para uma ramificacdo convergente de vénulas, como
€ possivel verificar na Figura 3.3. A microcirculagdo é frequentemente idealizada como um
conjunto de vasos de diferentes categorias, ligados em série, em que os vasos paralelos em cada
categoria apresentam propriedades idénticas. No entanto, na realidade, as propriedades dos vasos
sdo dissemelhantes. Esta dissemelhanga tem efeitos importantes no comportamento funcional da

microcirculagdo [Seeley et al., 2007, Lima, 2007].

Arteriola

Capilares
arteriais

Capilares
=}
Venosos
p—

Vénula

Figura 3.3: Rede capilar (Adaptado de [Seeley et al., 2007]).

A rede microvascular pode consistir em varios vasos ou varios milhares de vasos, pode ser
fornecida por uma ou mais arteriolas ou artérias de alimentagdo e drenada através de uma ou

mais vénulas ou veias de recolha [Seeley et al., 2007, Lima, 2007, Pinho, 2011].
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A rede vascular arterial consiste numa série de vasos em forma aproximadamente cilindrica
que sofrem uma diminui¢do do didmetro e do comprimento e sofrem um aumento do nimero de
canais paralelos quando se move a partir da artéria principal, da aorta, para os capilares.

A interacdo entre um nimero crescente de vasos e a diminui¢ao do didmetro e comprimento
dos vasos conduz a um gradiente de pressdo através da rede arterial que € significativo nas pe-
quenas artérias (artérias de resisténcia) e € mais pronunciado nas arteriolas onde a relacdo entre
a espessura da parede e o diametro do limen também € maior. Esta estrutura anatémica permite
a regulacdo do fluxo sanguineo principalmente pela variacdo do didmetro através da vasodila-
tacdo e vasoconstricdo. Estas modificacdes do diametro conduzem a alteracdes na resisténcia
hidrodindmca, definidas como a razdo entre a queda de pressdo e a taxa de fluxo volumétrico

[Popel and Johnson, 2005, Lima, 2007].

As redes capilares consistem em varios canais paralelos com tipicamente 3 a 6 capilares re-
sultantes de cada arteriola pré-capilar. A ramificacdo adicional ocorre ao longo do comprimento
da rede capilar e o didmetro € um pouco maior na porc¢do distal da rede capilar. A de pressdo-
pressdo sofre uma variacdo nos diferentes canais vasculares em condi¢des normais e depende
do numero, comprimento e didmetro dos capilares. Os capilares carecem de células musculares
lisas e desta forma ndo conseguem dilatar ou contrair.

Os capilares proporcionam uma grande drea de superficie para a realizagcao de trocas de nu-
trientes e outros elementos e sao especializados de forma a proporcionar difusao a uma distancia
minima do sangue para os tecidos. A morfologia especializada desta regido permite a troca de
nutrientes e de produtos residuais entre o sangue e os tecidos, a manutencdo do equilibrio dos
fluidos, a comunicacdo entre as glandulas enddcrinas e os respectivos 6rgaos alvo, a tranferéncia
em massa entre os 6rgados, a defesa imunoldgica, entre outras coisas.

As vénulas imediatamente apds os capilares colectam o sangue proveniente de varios capila-
res e, assim como os capilares, sdao tubos endoteliais simples rodeados por uma membrana basal,

que juntamente com as células do parénquima, fornece suporte mecanico ao endolétilo.
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A rede venosa assemelha-se a rede arterial na arquitectura da ramificacdo excepto que os
vasos venosos sao mais numerosos € os segmentos individuais sdo correspondentemente mais
curtos e mais largos. Em algumas regides, os vasos venosos e arteriais encontram-se lado a lado

permitindo a troca de agentes vasoactivos entre 0s vasos.

3.5 Sangue

O organismo tem a capacidade de gerar diversos fluidos bioldgicos, denominados de biofluidos,
como € o caso da dgua do corpo, o liquido amnidtico, o suor, a saliva, o pus, o sangue, entre
outros. O sangue € considerado o biofluido mais importante, desempenha inimeras fungdes vitais
no organismo e sem ele a complexa organiza¢do do organismo ndo valeria de nada [Pinho, 2011].

Entre as fun¢des deste biofluido podem citar-se:

e Transporte de substincias essenciais ao metabolismo celular: gases, nutrientes, produtos

de degradacdo, enzimas, hormonas.
e Regulacdo do pH e da osmose, assim como a regulacdo da temperatura do corpo.
e Protecdo do sistema imunitdrio contra substancias exdgenas, toxinas € microrganismos.

e Permite a formacdo de codgulos que protegem contra a perda excessiva de sangue aquando

da les@o de um vaso sanguineo.

3.5.1 Constituintes do sangue

O sangue é um fluido ndo homogéneo composto por uma suspensdo de células, proteinas e ides
no plasma. Pode ser descrito como um fluido opaco, com viscosidade superior a da dgua e é
composto na sua maioria por um liquido de cor amarelada - o plasma - e uma série de compo-
nentes celulares - os eritrécitos, os leucdcitos e as plaquetas - como € possivel verificar na Figura

3.4.
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Eritracitos
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Figura 3.4: Tlustragdo dos componentes do sangue (Adaptado de [Seeley et al., 2007]).

Os componentes celulares presentes no sangue correspondem a cerca de 46% do volume total
do sangue, como € possivel verificar na Tabela 3.1. O sangue encontra-se contido no sistema
circulatdrio, através de sistemas fechados, mantendo-se em movimento segundo um movimento
unidireccional. Num adulto com cerca de 70kg, o volume de sangue corresponde a cerca de 7%
do peso do corpo, ou seja, cerca de 5 litros, dos quais, aproximadamente, 54% correspondem ao

plasma [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007].

Tabela 3.1: Concentragdo das células sanguineas (Adaptado de [Lima, 2007]).

Elementos celulares sanguineos | Concentra¢do volumétrica no sangue(%)

Eritrécitos 45%

Leucdcitos + Plaquetas 1%

Plasma

O plasma € a parte liquida do sangue. Consiste num fluido de cor amarelo palido com uma cons-

tituicdo de aproximadamente 90% de dgua e os restantes 10% correspondem a proteinas (como
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albumina e fibrinogéneo), substancias inorganicas (como ides sdédio e ides cloreto), substancias
nutritivas, gases, produtos de degradacdo e substancias reguladoras. Trata-se de uma substancia
coloidal, isto €, um liquido que contém substancias em suspensdo, a maioria das quais sao pro-
teinas. As proteinas existentes no plasma, em especial a albumina, tém um papel importante na
regulacdo do movimento da 4gua entre os tecidos e o sangue. Como as proteinas possuem em
grande tamanho molecular ndo permitem a sua passagem através da parede dos capilares, o que

incita a ocorréncia de pressao osmotica [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007, Pinho, 2011].

Eritrocitos

Os eritrécitos, globulos vermelhos ou hemadcias, sao as células sanguineas mais abundantes (700
vezes mais numerosos que os leucécitos e 17 vezes mais numerosos que as plaquetas), contém
hemoglobina e sdo desprovidos de nicleo e organelos. Sdo produzidos na medula éssea pelo
processo denominado de eritropoiese, e sdo degradados no mesmo local de formacao. Quando
entram no sistema circulatério ndo se movem activamente, sao movidos através da circulacdo
pelas forgas responsdveis pela circulacdo sanguinea. A sua principal fungdo € realizar o trans-
porte de gases: oxigénio para os tecidos e didxido de carbono dos tecidos para os pulmdes

[Pinho, 2011].

Estas células possuem a forma de disco, um disco biconcavo, com um didmetro de aproxima-
damente 8 pm, em que a por¢do periférica € mais espessa que o centro da célula, como se pode
verificar na Figura3.5. Esta caracteristica aumenta a sua area superficial, tornando mais rdpida a
entrada e saida dos gases na célula. Para além disso, permite que a célula se dobre pelo centro,
diminuindo o seu tamanho e tornando mais fécil a sua passagem através dos vasos sanguineos
de pequeno calibre. Os principais componentes do eritrdcito sao o citoplasma e uma fina mem-
brana composta por uma bicamada lipidica e de proteinas [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007,

Silva, 1974].
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Figura 3.5: Dimensio e forma de um eritrécito humano [Lima et al., 2012].

Leucocitos

Os leucdcitos, ou glébulos brancos, sao células claras ou esbranquigadas, sem hemoglobina mas
com nucleo. Sdo responsdveis pela resposta imunitdria, protegem contra 0S microrganismos
invasores e removem células e corpos estranhos do organismo pelo processo de fagocitose. Ge-
ralmente possuem uma forma esférica, as suas superficies sdo rugosas e o seu didmetro varia
entre 7 e 22 um [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007, Pinho, 2011].

Existem cinco tipos diferentes de leucdcitos: os neutréfilos, os eosindfilos, os baséfilos, os
linfécitos e os mondcitos. Grande parte destas células sao mdveis, tém a capacidade de se mover
através de projeccdes irregulares do citoplasma. Os leucdcitos sao também capazes de sair da
circulacdo e entrar nos tecidos por diapedese para, desta forma, conseguirem realizar as suas

funcoes [Seeley et al., 2007].

Plaquetas

As plaquetas, ou trombdcitos, sdo mindsculos fragmentos de células gigantes da medula 6ssea,
0s megacaridcitos. Sdo compostas por uma pequena quantidade de citoplasma envolvida por
uma membrana plasmadtica. Estas células podem ter a forma de discos, oval ou redonda, e o seu
diametro varia entre 1 e 2 um. A sua superficie possui glicoproteinas e proteinas que permitem
as plaquetas fixarem-se a outras moléculas, como o colagénio no tecido conjuntivo. As plaquetas

encontram-se em circulagdo no sangue cerca de 5 a 9 dias sendo depois destruidas no bago
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[Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007, Pinho, 2011].

Estas células tém um papel importante na prevencao das perdas de sangue, através da forma-
¢do do rolhao plaquetdrio, que oclui os orificios nos pequenos vasos, € promovendo a formacgao

e contrac¢do dos codgulos que ajudam a ocluir lesdes maiores existentes nos vasos.

As células constituintes do sangue t€m um tempo de vida curto, por isso, sdo continuamente
substituidas por células novas. O processo responsdvel pela formacdo das células do sangue é
denominado de hematopoiese e ocorre no embrido e no feto em tecidos como o saco vitelino,
figado, timo, baco, nédulos linfaticos e medula dssea vermelha. Durante a infancia toda a medula
dssea é hematopoiética, mas a medida que a idade aumenta, a medula 6ssea dos o0ssos longos vai
sendo substituida por tecido adiposo, de tal forma que no adulto a medula hematopoiética fica

confinada ao esqueleto axial e as extremidades proximais do umero e fémur.

A hemocitopoiese resulta da proliferacdo e diferenciacdo gradual a partir de células tronco
(células progenitoras multipotentes e comuns a todas as linhagens calulares) até aos elementos
celulares que sdo libertados na corrente sanguinea. Ao longo deste processo, células progenito-
ras provenientes da proliferacdo e diferenciacao da célula tronco sdo sucessivamente restringidas
no seu potencial de diferenciagdo. As células progenitoras, quando colocadas num meio de cul-
tura apropriado, podem originar colénias de tipos especificos de células do sangue, por isso sdo
designadas unidades formadoras de colénias. Estas células progenitoras uni ou bipotentes, dao
origem a células percursoras (blastos) associadas apenas a a linhagens especificas de células do
sangue. Ao atingirem o estado de célula percursora s6 poderdo originar uma linhagem celular es-
pecifica, embora estas células percursoras sofram indmeras altera¢cdes morfoldgicas e se dividam

intensamente por mitoses sucessivas [Lima et al., 2012, Seeley et al., 2007].
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3.6 Comportamento dos fluidos

Os fluidos sao classificados de acordo com o seu comportamento reolégico como Newtonianos
e ndo-Newtonianos. Os fluidos ndo-Newtonianos podem ainda ser classificados em dois grupos,
independentes do tempo e dependentes do tempo. Os fluidos ndo-Newtonianos independentes

do tempo podem ser classificados como dilatantes, pseudoplasticos e plasticos de Bingham.

O corpo viscoso mais simples € o fluido Newtoniano, para o qual a viscosidade € constante,
em qualquer velocidade de escoamento. Apresenta um comportamento viscoso ideal onde a
variacdo entre a tensdo de corte e o gradiente de velocidade € linear. Sao exemplos de fluidos

Newtonianos, em condi¢des normais, a 4gua, solucdes de aguicar e o 6leo vegetal.

O fluido ndo-Newtoniano apresenta uma varia¢do na sua viscosidade e esta ocorre de acordo
com o grau de deformacdo aplicado. Desta forma, a viscosidade do fluido ndo-Newtoniano nio

constante, pelo facto de ndo obdecer a lei de Newton da viscosidade.

A Figura 3.6 representa a varia¢do da tensao de corte em fun¢do do gradiente de velocidade

para os fluidos Newtonianos e ndo-Newtonianos.

Plastico de Bingham
Pseudoplastico

Newtoniano

Dilatante

/4

Figura 3.6: Variacdo da tensdo de corte em func¢do do gradiente de velocidade.
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3.6.1 Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo, isto é, a quantidade ou o volume de sangue que passa num intervalo de tempo,
apresenta uma variacao acentuada entre os diferentes vasos existentes no sistema cardiovascular
de acordo com os tecidos e as suas funcdes, sendo que alguns necessitam de um fluxo bastante
maior do que outros.

O fluxo sanguineo nos vasos (()) é directamente proporcional ao gradiente de pressdo (P)
entre os segmentos contiguos e inversamente proporcional a resisténcia (1), como podemos ve-
rificar na Equacdo 3.1. Isto €, aumentando a pressao, o fluxo aumenta e aumentando a resisténcia,

o fluxo diminui [Pereira, 1999].

Q== (3.1

A pressao consiste na forgca exercida pelo sangue sobre qualquer unidade de drea da parede
vascular. A resisténcia € a oposicdo exercida pela rede vascular a progressdo da corrente san-
guinea. E inversamente proporcional a quarta poténcia do raio da circunferéncia do vaso e o
principal factor determinante da resisténcia ao fluxo € o espago disponivel para a circulacdo do
sangue [Pereira, 1999]. Desta forma, conclui-se que a resisténcia depende directamente do com-

primento e diametro do vaso e da viscosidade do sangue.

A resisténcia ao fluxo sanguineo pode ser calculada através da Equacao 3.2 [Pereira, 1999].

LQ

em que L é o comprimento do vaso, p € a viscosidade do sangue e r € o raio do vaso. O que
significa que a resisténcia é directamente proporcional ao comprimento do vaso e inversamente
proporcional a drea de seccao do vaso.

A medida que o sangue avanca no sistema vascular, a drea de seccio total dos vasos aumenta,

gracas ao aumento do nimero de vasos, e a velocidade dimunui, atingindo o seu valor minimo
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nos capilares, Figura 3.7, local onde ocorre com maior intensidade o fenémeno de trocas gasosas

entre os vasos e os tecidos envolventes, através das paredes dos capilares.

Capilares
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Figura 3.7: Variagdo da velocidade ao longo da rede vascular [Seeley et al., 2007].

A Lei de Poiseuille, descrita na Equagdo 3.3, correlaciona os factores que determinam o fluxo
liquido num tubo. Esta lei diz que o volume de um fluido (()) que passa através de um tubo na
unidade de tempo € directamente proporcional a diferenca de pressdo entre a entrada e a saida
do tubo (AP) e a quarta poténcia do raio do tubo (r%); e é inversamente proporcional a0 com-
primento do tubo (L) e ao coeficiente de viscosidade do liquido () [Pereira, 1999, Lima, 2007].
Esta mesma Lei de Poiseuille explica as modificacdes da corrente sanguinea conforme a com-

plexidade do sistema vascular.

AP

Q="7

(3.3)

3.6.2 Reologia do sangue

A reologia € o ramo da mecanica dos fluidos que estuda o comportamento deformacional, da
matéria so6lida, e as propriedades fisicas que influenciam o escoamento de um fluido, submetido a

tensdes, sob determinadas condi¢des termodindmicas ao longo de um periodo de tempo. Estuda
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propriedades como: elasticidade, viscosidade e plasticidade. A viscosidade é a propriedade

reoldgica mais conhecida e a tinica que caracteriza os fluidos newtonianos.

A reologia do sangue depende directamente da viscosidade do fluido, a medida da resisténcia
interna ou friccdo interna de uma substincia ao fluxo quando submetido a uma tensdo. Inter-
ferem na viscosidade sanguinea as alteracdes do hematdcrito, a deformabilidade eritrocitaria, a
agregacao eritrocitdria e a viscosidade plasmatica. Sendo os eritrdcitos os principais elementos
do sangue, as propriedades reoldgicas do mesmo encontram-se fortemente influenciadas pelos

eritrocitos [Sugihara-Seki and Fu, 2005].

Hematocrito

O hematdcrito consiste na percentagem de eritrcitos ocupada no volume total de sangue. Os
valores médios dependem do sexo e idade do individuo, o valor normal do hematdcrito varia

entre 40 e 45% [Chandran et al., 2007].

Pelo facto dos eritrécitos serem os elementos celulares predominantes no sangue, justifica-
se que o hematdcrito seja importante na determinagdo da viscosidade do sangue. O aumento
progressivo do numero de eritrdcitos, relativamente a quantidade de plasma, afecta as carac-
teristicas laminares da corrente sanguinea, reduzindo a fluidez do sangue. Esta interrelacdo
traduz-se num aumento desproporcional da viscosidade sanguinea relativamente ao hematdcrito

[Lima, 2007, Karsheva et al., 2009, Stuart and Kenny, 1980].

Actualmente, o hematdcrito € obtido por aparelhos automatizados. A metodologia automati-
zada nao mede directamente o hematdcrito mas mede o volume do eritrécito ou o tamanho médio
dos eritrdcitos e quantifica o nimero de eritrdcitos no sangue. O hematdcrito € obtido através de

um pequeno e simples cdlculo [Pinho, 2011].
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Deformabilidade eritrocitaria

Verifica-se a existéncia da uma interdependéncia do comportamento fisico do sangue com a
deformabilidade do sistema cardiovascular. As propriedades e interaccoes de todos os seus
componentes, os elementos celulares e o plasma, bem como as condi¢des externas, implici-
tas na dinamica circulatéria, influenciam o comportamento reoldgico do sangue [Silva, 1974,

Chandran et al., 2007, Lima, 2007, Pinho, 2011].

A "incompatibilidade"geométrica entre os eritrocitos, os elementos celulares predominan-
tes, e o diametro da rede capilar, afecta em grande escala o comportamento reoldgico do san-
gue. Desta forma, na sequéncia deste desiquilibrio, é possivel afirmar que a fluidez normal
do sangue e a perfusdo de todos os sectores corporais se encontram dependentes da existén-
cia de eritrdcitos flexiveis, capazes de se deformarem ao nivel dos segmentos mais estreitos da
microcirculacdo e zonas de bifurcacdo vascular [Silva, 1984, Lima, 2007, Secomb et al., 2007,

Stuart and Kenny, 1980].

A deformabilidade eritrocitéria indica a facilidade com que os eritrdcitos sdo capazes de mu-
dar de forma, em funcdo das forcas mecanicas incidentes, tornando-se capazes de atravessar
capilares com diametros reduzidos. A alteracdo da conformacgdo globular é condicionada pela
forma como as for¢cas mecénicas se distribuem na superficie do eritrdcito e resulta do facto dos
eritrcitos possuirem na sua constitui¢cdo uma solu¢do de hemoglobina que preenche incomple-
tamente o volume globular, limitado por uma membrana flexivel. Diversos factores influenciam
significativamente a deformabilidade eritrocitéria, tanto intrinsecos como extrinsecos, € 0s prin-
cipais encontram-se enunciados na Tabela 3.2 [Silva, 1982, Chandran et al., 2007, Lima, 2007,

Shevkoplyas et al., 2006].

E ao nivel da microcirculacdo que a deformabilidade eritrocitdria assume maior relevancia
fisioldégica, por duas principais razdes: o percurso microvascular torna-se possivel apenas aos

glébulos que mantém intactas as respectivas potencialidades de deformacao; e a isquemia teci-
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dual é raramente causada por uma doenga primdria dos microvasos.

Tabela 3.2: Principais factores determinantes da deformabilidade eritrocitéria [Silva, 1984].

Factores intrinsecos Factores extrinsecos

- Viscosidade intraglobular - Tensao de corte a superficie
- Geometria eritrocitdria

- Propriedades viscoeldsticas da membrana globular

Agregacio eritrocitaria

A agregacio eritrocitdria é determinada principalmente pela composicdo proteica do plasma e
pelas propriedades superficiais dos eritrocitos. A agregacao eritrocitdria, assim como a deforma-
¢do eritrocitéria, depende da tensdo de corte incidente nos glébulos [Silva, 1974, Pinho, 2011].
Quando existem baixos niveis do gradiente de velocidade, particularmente quando associados
a elevacdo do hematdcrito, a agregacao eritrocitdria é favorecida. Desta forma vai haver um
aumento da viscosidade sanguinea e uma acentuacdo da tensdo de corte limiar. A formagdo
de agregados eritrocitarios € favorecida por algumas caracteristicas da membrana eritrocitaria
e depende da concentragdo e tipo de proteinas plasmadticas. Destas, as mais importantes sao as
macromoléculas assimétricas que, ao serem absorvidas pela superficie dos globulos, estabelecem
pontes de unido inter-eritrocitaria e subsequente agregacdo [Silva, 1984, Chandran et al., 2007,

Lima, 2007, Stuart and Kenny, 1980].

Viscosidade plasmatica

O plasma consiste numa fase de suspensio onde se encontram os elementos celulares sanguineos,

desta forma, uma alteracdo da sua viscosidade afecta directamente a viscosidade sanguinea, in-
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dependentemente do hematdcrito e das propriedades dos elementos celulares.

No caso do plasma, considera-se que a sua viscosidade € independente do gradiente de velo-
cidade. Todavia, esta caracteristica pode perder-se por ac¢do de factores reoldgicos; nestas condi-
coes é de prever que a viscosidade sofra um aumento ou diminui¢do por redugdo ou elevagao, res-
pectivamente, do gradiente de velocidade. O aumento da viscosidade plasmdtica encontra-se re-
lacionado com a concentracao proteica no plasma, sobretudo pelo fibrogénio e algumas globuli-

nas [Baskurt and Meiselman, 2003, Silva, 1984, Chandran et al., 2007, Stuart and Kenny, 1980].

3.6.3 Comportamento reolégico na microcirculacio

O escoamento sanguineo possui duas caracteristicas surpreendentes, o efeito de Fahareus e o
efeito de Faharaeus-Linqdvist. Estes dois efeitos encontram-se fortemente relacionados com o
diametro dos microvasos e ja foram observados em estudos experimentais in vivo [Silva, 1984,
Lima, 2007, Pinho, 2011, Novais, 2012, Sugihara-Seki and Fu, 2005].

No seu destacdvel trabalho Robin Faharaeus, observou que tanto o comportamento do fluxo
sanguineo como o hematdcrio encontram-se fortemente afectados por microvasos com didmetro
inferior a 300 um. O efeito de Faharaeus indica que o hematdcrito sofre uma diminui¢do a
medida que o sangue flui através de microcanais com o didmetro mais reduzido. Este efeito
acontece devido a migracao dos eritrdcitos para o centro do microcanal e consequentemente o
movimento das células torna-se mais rapido, em comparagdo com 0 meio em suspensao.

Também Faharaeus-Lingdvist realizaram estudos experimentais onde verificaram que para
microcanais com diametro inferior a 300 pum a viscosidade diminuia a medida que o diametro
dos microcanais também diminuia. Acredita-se que este efeito se deve ao facto de que o hemat6-
crito sofre uma diminui¢do com o decréscimo do didmetro dos microcais e, consequentemente,
a viscosidade do sangue também diminui. Assim como devido a formacdo da camada de plasma
entre os eritrécitos em suspensao e a parede do microvaso, o que contribui para uma reducao da

viscosidade.
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O estudo da reologia do sangue na microcirculagdo € bastante importante, tendo em conta
que aproximadamente oitenta por cento da queda de pressdo que ocorre entre a artéria aorta e a
veia cava ocorre na microcirculacdo. Existem diversas patologias que podem alterar as propri-
edades reoldgicas do sangue, como a viscosidade do plasma e as propriedades mecénicas dos
eritrocitos, como € o caso da diabetes, da anemia falciforme, da malaria, derrames e alguns tipos
de cancro. A compreensao da hemodinamica € essencial para prever o comportamento reoldgico
do fluxo sanguineo de forma a desenvolver ferramentas de diagnéstico de doencas do sistema
cardiovascular, elaborar procedimentos que imitem ou alterem o fluxo sanguineo e, assim, auxi-
lar no diagndstico e na terapéutica das patologias cardiovasculares. A caracterizagdo do fluxo e o
estudo da resposta dos vasos sanguineos a circulacdo do sangue € importante para compreender

o comportamento normal e patolégico do sistema cardiovascular humano.






Capitulo

Materiais e Métodos

Neste capitulo é feita uma abordagem aos métodos utilizados. Inicialmente é descrito o processo
de Litografia Suave, que permite fabricar os microcanais em PDMS utilizados para a andlise in
vitro. Posteriormente, é abordado o Sistema micro-PIV Confocal, utilizado para a obtengdo, em
video, do escoamento dos fluidos seleccionados para o estudo através dos microcanais previ-
amente fabricados. E através dos videos que se efectua a deteccdo e seguimento dos objectos
presentes nos mesmos de forma a obtermos a informagdo desejada para o estudo em causa,
neste caso a dispersdo dos objectos. Existem vdrias metodologias que podem ser utilizadas, que
serdo descritas no presente capitulo, dando énfase a metodologia utilizada no estudo. Por fim,
¢ implementado um programa interactivo de alta performance direccionado para o cdlculo da

dispersdo do objecto.

4.1 Litografia suave

Nos estudos in vitro existe a necessidade de fabricar dispositivos microfluidicos, isto €, mi-
crocanais, para visualizagdo do escoamento do fluido neles inseridos. O polidimetilsiloxano
(PDMS) é um polimero bastante utilizado na fabricagdo de microcanais pelas inimeras van-
tagens que apresenta. E um polimero considerado quimicamente estdvel, o que significa que

ndo tende a regir com outros polimeros, apresenta uma boa transparéncia optica, biocampati-
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bilidade, boa adesdo ao vidro, elasticidade e replicacdo de geometrias finas e complexas. O
facto de apresentar permeabilidade elevada a gases e ao vapor de dgua, caracteristicas que se
devem a geometria da molécula, possibilita a cultura de células no interior dos microcanais

[Novais, 2012, Lima et al., 2013, Lima et al., 2008b, Leble et al., 2011b].

A litografia suave € uma técnica de fabricacdo em microfluidica que permite a fabricagdo de
microcanais planares em PDMS apo6s a obteng@o de moldes, por intermédio do processo de foto-
litografia. Numa primeira fase é desenhada a geometria do canal com o auxilio de um software
de modelacido geométrica (o AutoCAD da Autodesk, o SolidWorks da Dassault Systemes ou o
SolidEdge da Siemens, por exemplo) e em seguida, uma mdscara de poliéster de alta resolucao
(25400 dots per inch) é impressa com o auxilio de uma impressora. Através da aplica¢do de
uma técnida de fotolitografia, o molde principal é fabricado. Uma fina camada de uma resina
fotossensivel (SU-8) é depositada sobre uma lamina de vidro, com o auxilio de uma centrifuga
de deposicdo e, em seguida, € exposta a luz ultravioleta por meio da méscara com a geometria
projectada onde a resina vai adquirir a geometria pretendida. Apds o uso de um revelador do

SU-8 é possivel obter o molde desejado [Novais, 2012, Lima et al., 2013, Lima et al., 2008b].

O PDMS ¢ feito através de uma mistura de um pré-polimero e um agente de cura numa
porgio de peso de 10 para 1. E efectuada a mistura do pré-polimero e do agende de cura durante
cerca de 3 minutos. Seguidamente o polimero € vazado sobre o molde, como € possivel verificar
na Figura 4.1, sdo removidas as bolhas de ar criadas durante a mistura e curado durante 1 hora a
70°C. Posteriormente 0 PDMS e o molde sdo arrefecidos até a temperatura ambiente e 0 PDMS

é removido do molde [Novais, 2012, Lima et al., 2013, Lima et al., 2008b].

Finalmente, a estutura em PDMS com a geometria pretendida é limpa com etanol e colocada
sobre uma lamela de vidro, a qual adere espontaneamente. Por fim, por meio de pontas de
micro-pipetas inseridas firmemente para dentro dos canais de ligacdo, onde é exercida pressao
no PDMS que proporciona uma boa estanquicidade, sdo feitas as zonas de entrada e saida. Nas

pontas das micro-pipetas sao também montados tubos de modo a proporcionar o escoamento dos
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Figura 4.1: Processo de fabrica¢do do modelo em PDMS (Adaptado de [Novais, 2012]).

fluidos provenientes de uma bomba seringa [Novais, 2012, Lima et al., 2013].

4.2 Sistema micro-PIV confocal

O sistema micro-PIV confocal (sistema de velocimetria por imagem de particulas (PIV) combi-
nado com um microscoépio invertido) foi desenvolvido a mais de 50 anos por um estudante de pds-
doutoramento na Universidade de Harvard, Martin Minsky [Lima et al., 2013, Lima et al., 2006].
E uma técnica de imagiologia que permite a microvisualizacio e determinagio de grandezas fisi-
cas e quimicas de escoamentos que tem desempenhado um papel bastante importante na evolugao
da investigacao na drea da microfluidica. O funcionamento do microscépio confocal é muito se-
melhante ao funcionamento do microscépio convencional, no entanto a microscopia confocal
permite a obtengdo de imagens com uma melhor definicao e resolucdo. O microscépio confocal
possui um disco rotativo (SDCM), isto €, através da combinacao de um SDCM com um laser, a
intensidade da luz emitida € significativamente melhorada [Lima et al., 2013, Lima et al., 2009b,
Lima et al., 2006].

Nos estudos desenvolvidos na drea da microfluidica, quando se utiliza um microscépio con-
vencional as particulas sdo iluminadas num grande volume de amostra, ou seja, as imagens
obtidas apresentam, para além das particulas de interesse localizadas no plano de focagem,

outras particulas situadas nas zonas fora do plano de focagem. Estas dltimas proporcionam o
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aparecimento de erros na determinagdo dos perfis de velocidade. Com o uso de um micros-
copio confocal € possivel obter unicamente as particulas de interesse localizadas no plano de
focagem. A existéncia de vdrios orificios de abertura, pinholes, possibilita focar a iluminacio
para o plano de interesse obtendo entdo o pretendido [Lima et al., 2013]. Na Figura 4.2 € pos-
sivel observar que a utilizacdo do microscopio confocal permite a obtencdo de imagens com
uma elevada definicao e contraste quando comparadas com um sistema de microscopia con-
vencional. Devido ao facto de a microscopia confocal ter a possibilidade de obter imagens em
varios planos de focagem é possivel através deste sistema construir imagens tridimensionais

[Lima et al., 2013, Lima et al., 2009b].
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Figura 4.2: Comparag@o entre a microscopia convencional (A) e a confocal (B) [Lima et al., 2013].

Num sistema de micro-PIV confocal, os principais componentes consistem num micros-
copio combinado com uma unidade de varrimento confocal (CSU), uma objectiva de alta re-
solu¢do, uma fonte de luz de elevada poténcia e uma camara de imagem de alta velocidade
[Lima et al., 2013]. O seu funcionamento, de um modo resumido, consite na entrada da luz
emitida pelo laser na unidade CSU e esta é conduzida para o microscépio com o objectivo
de iluminar o microcanal por intermédio de uma objectiva. A luz emitida pelas particulas re-

gressa a unidade CSU, onde € refletida por um espelho dicromdtico para uma camara de imagem
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de alta velocidade onde as imagens confocais sdo obtidas, como € possivel ver na Figura 4.3

[Lima et al., 2013, Lima et al., 2009b].
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Figura 4.3: Instalagdo experimental de um sistema micro-PIV confocal [Lima et al., 2013].

4.3 Seguimento de objectos

Na realidade, os videos consistem em sequéncias de imagens. A informacdo contida em quaiquer
duas imagens consecutivas normalmente € muito semelhante. Adicionalmente, o facto de as
imagens serem reproduzidos a uma velocidade consideravelmente rapida permite que o olho
humano nao seja capaz de se aperceber da cadéncia de imagens e de alguma alteracio brusca de
informacdes entre imagens sequenciais.

A semelhanca verificada entre imagens sequenciais permite a aplicacdo de metodologias de

localizacdo de objectos com base em técnicas de processamento de imagem, baseadas nessa



36 4.3 Seguimento de objectos

semelhanca [Sousa, 2005].

4.3.1 Metodologias para deteccao e seguimento de objectos

A deteccdo de objectos em video compreende a verificacdo da presenca e, possivelmente, da
posicdo exacta de um determinado objecto na sequéncia de imagens. O seguimento de objectos
consiste no controlo das alteragdes sofridas por um determinado objecto durante uma sequéncia
de imagens de um video, incluindo a sua presenca, posi¢do, tamanho, forma, entre outros.

Numa sequéncia de imagens existem duas fontes de informacdo que podem ser utilizadas
na detec¢do e seguimento de objectos. Pelas imagens isoladas, através das quais se pode re-
tirar informacdo relativa a caracteristicas visuais como a cor, textura e forma. Pela diferenca
entre imagens, de onde € possivel obter informagdo relativa ao movimento. a combinagdo das
duas fontes de informacdo, isto €, as caracteristicas visuais combinadas com a informacdo de
movimento, resultando da diferenca entre imagens, normalmente resulta em abordagens mais
eficientes [Sousa, 2005].

Existem diversas abordagens possiveis de realizar para a deteccdo de objectos em videos.
Com base em algumas das suas caracteristicas como a cor ou a forma; com base no modelo do
objecto, efectuando a sua correspondéncia; ou com base no movimento do objecto. Por outro
lado, o seguimento de objectos € efectuado com base na informacdo do movimento da forma e

da cor do objecto ou na informag¢ao de movimento do objecto [Sousa, 2005].

Seguimento de objectos utilizando informacao do movimento

Para este tipo de abordagens € necessdrio utilizar métodos cuja fun¢do consiste em efectuar o
agrupamento de informacao visual semelhante ao longo do tempo. O seguimento de objectos de
interese para o estudo € realizado tendo por base medi¢des efectuadas sobre as suas propriedades
geométricas (a forma) ou sobre as propriedades da sua regido (a cor). Desta forma, as abordagens

existentes podem ser divididas em dois grupos com base no tipo de caracteristicas que utiliza:
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abordagens baseadas na forma e abordagens baseadas na cor [Sousa, 2005]. As abordagens
baseadas na forma utilizam a informac¢ao fornecida pela forma do objecto que é representada
por um conjunto discreto de pontos do seu contorno. Este tipo de abordagens apresenta boas
razdes para ser utilizado, uma vez que a informacao obtida ndo depende do tipo de movimento
nem da forma do objecto. As abordagens baseadas na cor sdo utilizadas em técnicas de cdlculo
do movimento das regides dos objectos com base na cor/textura da sua regido. O cdlculo da
velocidade do objecto alvo € baseada na correspondéncia da sua regido, em diferentes instantes
de tempo. Desta forma existe a necessidade de uma correspondéncia ponto a ponto em toda a
regido, o que torna a operacao demasiado morosa. Assim, para diminuir o tempo de operacdo
pode recorrer-se a utilizagdo de modelos de movimento paramétricos, que sejam capazes de

descrever o movimento do alvo com um conjunto limitado de parametros.

4.3.2 Identificacio manual dos eritrocitos - Mtrack J

O software Image J foi desenvolvido pelo National Institutes of Health, ¢ de dominio publico,
utiliza como base de funcionamento linguagem Java e funciona nos sistemas operacionais Win-
dows, Mac OSX e Linux [Ferreira and Rasband, 2012].

O Image J consiste num programa de analise e processamento de imagem. Possibilita a
leitura de diversos formatos de imagens, tais como: TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS e
também formatos RAW. Este software tem a capacidade de visualizar, editar, analisar, processar,
guardar e imprimir imagens de 8, 16 e 32 bits. O programa tem a capacidade de suportar varias
imagens em série, partilhadas numa unica janela, limitadas pela memdria disponivel.

Este software tem a capacidade de calcular dreas, medir distancias e avaliar angulos, assim
como € capaz de criar histogramas de densidade. Suporta funcdes de processamento de imagem
padrdo, tais como operacdes aritméticas e ldgicas entre imagens, manipulacdo de contraste, con-
volucdo, andlise de Fourier, nitidez, suavizagdo, deteccao de bordas e filtragem mediana. Efectua

transformacdes geométricas como escala, rotacao e saltos.
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Para se proceder a andlise das imagens através do software Image J estas devem ser importa-
das através dos comandos File>Import>Image Sequence, seleccionando a primeira imagem da
sequéncia. E possivel, quando necessdrio, efectuar algum pré-processamento das imagens uti-
lizando o comando Brightness/Contrast, de forma a facilitar a sua andlise. Posto isto, existe a
necessidade de efectuar a calibracio das imagens, com base nas caracteristicas em que as mes-
mas foram adquiridas, de forma a que os dados obtidos na analise pelo Image J correspondam a

realidade.

Em seguida procede-se a marcagdo da trajectdria dos elementos (eritrécitos ou células mar-
cadas com fluorescente) utilizando o menu Mtrack J. Neste menu utiliza-se o comando Add para
seleccionar a trajectoria das células, individualmente, através da sequéncia de imagens, como ¢
possivel verificar na Figura 4.4. No final, os valores obtidos do deslocamento radial, em ordem

a y (altura), sdo extraidos pelo comando Measure.
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Figura 4.4: Marcacéo da trajectéria dos eritrécitos ao longo do microcanal com o software Image J.
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4.4 MatLab

O software MatLab foi criado a cerca de 40 anos pela empresa Norte-Americana The Mathworks,
Inc. O nome MatLab deriva de MATrix LABoratory e € um software interactivo de alta perfor-
mance direccionado para o cdlculo numérico. Este software, apesar de denominar-se MatLab, o
que por diversas vezes faz idealizar que se trata de um software utilizado apenas para as ciéncias

das matematicas, vai muito além dessa area.

O Matlab € um sistema para calculo cientifico que proporciona um ambiente de fécil utiliza-
¢do com uma notagdo intuitiva mas poderosa. Utiliza a linguagem MatLab, por vezes chamada
M-codigo, e integra andlise numérica, cdlculo com matrizes, processamento de sinais € cons-
trucdo de graficos em ambiente bastante facil de utilizar, entre outros. A sua versdo base €
constituida por um vasto conjunto de fungdes de cardcter genérico, no entanto existem bibli-
otecas de fung¢des adicionais, designadas de Toolbox, que expandem a capacidade do software
em dominios de aplicacdes mais especificos. Este software tem a capacidade de resolucdo de
muitos problemas numéricos em apenas uma frac¢do do tempo que se gastaria para escrever um
programa semelhante em linguagem Fortran, Basic ou C. Para além disso, as solucdes dos pro-
blemas obtidas tém a particularidade de serem expressas quase exatamente como elas sdo escritas

matematicamente.

O sofwtare MatLab foi utilizado neste trabalho de forma a efectuar o cdlculo do coeficiente
de dispersao dos eritrécitos humanos ou das particulas fluorescentes presentes no fluido introdu-
zido no microcanal fabricado em PDMS. Para tal foram utilizados os valores do deslocamento
radial obtidos através do software Image J correspondentes a trajectéria, em ordem a y (altura),

efectuada pelos mesmos ao longo do microcanal.

A realiza¢do de medicdes detalhadas do movimento dos eritrécitos individuais ao nivel mi-
croscopico sao essenciais para elucidar ambas as propriedades mesoscdpicas e macroscopicas do

fluxo sanguineo. O célculo do coeficiente de dispersao consiste numa forma aceite para correla-
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cionar os eventos microscopicos com o comportamento do fluxo macroscépico, e este € calculado

pela seguinte equagdo [Lima et al., 2009a, Lima et al., 2008a]:

N
- ) 4.1

=~ 2; T 4.1)

onde R;, é o deslocamento radial, R, ,(t) — R;,(0) é a distancia radial percorrida por cada

eritrocito, na posi¢do y, durante o intervalo de tempo ¢ € /N € o niimero de células.
Posteriormente foi desenvolvido o cddigo no software MatLab onde € feita a importagdo dos
dados obtidos através do software Image J e com os mesmos foi efectuado o cdlculo do coefici-
ente de dispersdo para cada elemento (eritrocito humano ou particula fluorescente). O intervalo
de tempo considerado no estudo foi [0.02 : 0.02 : 0.44] segundos tendo em conta as caracteris-

ticas de quando foram obtidos os videos através do Sistema Micro-PIV Confocal.

Na 4rea da hemodinamica, em estudos in vitro a detec¢do e o seguimento de elementos pre-
sentes nos fluidos que atravessam os microcanais através de softwares especializados, como é
o caso do Image J, com posterior estudo do coeficiente de dispersdo, apresentam ser uma mais
valia nos avangos cientificos. O método de identificagdo manual dos eritrdcitos é classificado
como suficiente e relativamente eficiente. No entanto, 0 mesmo torna-se bastante moroso para
o utilizador pelo facto de os eritrécitos terem uma dimensdo bastante reduzida o que torna mais
exigente ao utilizados a marcacao da posi¢ao dos eritrocitos em cada imagem. A implementacdo
do calculo do coeficiente de dispersdo através do software MatLab foi efectuado com o objectivo
de melhorar a velocidade e a eficdcia na obten¢do dos resultados comparativamente com outros

programas de cdlculo, como por exemplo o Microsoft Office Excel.



Capitulo

Método Semi-Automatico

Neste capitulo é feita a descri¢cdo detalhada de todos os procedimentos experimentais efectua-
dos para o desenvolvimento do método semi-automdtico descrito neste trabalho. E efectuada
primeiramente uma introdugdo onde é descrito resumidamente o trabalho efectuado por Leble
et al. que consistiu no ponto de partida para este trabalho [Leble et al., 2011a]. Seguidamente é
relatado pormenorizadamente o desenvolvimento do método semi-automdtico. Sdo enunciados
os materiais desenvolvidos por Leble et al. utilizados neste trabalho e todos os procedimentos
efectuados nomeadamente a detec¢do e seguimentos dos elementos nos segmentos de imagens e

o cdlculo do coeficiente de dispersdo [Leble et al., 201 1a].

5.1 Introducao

Leble et al. ao longo do seu percurso de investigacdo depararam-se com a importancia de in-
vestigar detalhadamente o comportamento do escoamento sanguineo que ocorre nas bifurcacdes
divergentes e convergentes [Leble et al., 2011a]. Desta forma, decidiram investigar a variagdo do
perfil de velocidade dos componentes sanguineos em dois fluidos distintos que fluem através de
bifurcagdes: eritrocitos humanos em suspensao numa solug@o de dextrano 40 com 14% de nivel
de hematdcrito (D x 40) e 4gua pura com particulas marcadas com fluorecente.

Foram efectuadas indmeras investigacdes de forma a conhecer a geometria e todas as caracte-

41



42 5.1 Introdugio

risticas das bifurcacdes divergentes e convergentes nos microcanais, analisando diversos videos
e imagens onde eram perfeitamente visiveis as paredes dos microcanais. Apds a obtencao das
caracteristicas da geometria a utilizar no estudo, uma bifurcac¢do divergente seguida de uma bi-
furcacdo convergente, como se verifica na Figura 5.1, esta foi constituida através da técnica de
Soft Lithography (Litografia suave) com recurso a Polydimethylsiloxane (PDMS). O microcanal
originado foi colocado em ambiente controlado com recurso a micropipetas, de forma a manter

o valor do caudal constante, Q = 3x10~1?m? /s, por meio de uma bomba de seringa.

Detail A

b) c)

Figura 5.1: Geometria completa dos microcanais (a), Detail A (b) e Detail B (c) mostram a geometria
real das bifurcagcdes e a geometria utilizada nas simulagdes. Todas as dimensdes estdo em micrometros

(um) [Leble et al., 2011a].

Procedeu-se a passagem dos liquidos anteriormente referidos e, a cada passagem individual
na geometria apresentada, foram produzidos videos, com auxilio de um sistema especifico para o
efeito, onde foi possivel visualizar o fluxo dos eritrcitos humanos e das particulas fluorescentes.

Seguidamente, os videos foram convertidos em segmentos de imagens, a 100 imagens/s com um
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tempo de exposicao de 9,4 ms.

As imagens obtidas foram importadas para o software Image J e analisadas através do sis-
tema manual de detec¢do e seguimento de objectos, Mtrack J. Com isto era pretendido detectar e
seguir as particulas fluorescentes na 4gua pura e os eritrocitos humanos no D x 40 obtendo pos-
teriormente o perfil de escoamento dos elementos no microcanal com uma bifurcacio divergente
e uma bifurcag@o convergente.

Por fim, foi realizada a implementacdo através do software MatLab de c6digos onde foram
introduzidos os valores obtidos através do software Image J, com o objectivo de obter o perfil
de dispersao do fluxo das particulas fluorescentes e dos eritrécitos humanos no escoamento ao

longo do microcanal contendo uma bifurcacdo divergente e uma bifurcagdo convergente.

5.2 Meétodos Utilizados

Tendo por base o trabalho desenvolvido por Leble et al., foi pensado reutilizar alguns dados
obtidos pelos mesmos e, com eles, efectuar um estudo de andlise do coeficiente de dispersao
dos elementos que fluem no micronal de PDMS (particulas fluorescentes e eritrcitos humanos)
[Leble et al., 2011a]. Para tal foi desenvolvido um método semi-automatico para o calculo do
coeficiente de dispersdo dos eritrécitos nos microcanais, com os valores do perfil do escoamento
obtidos através do uso do software Image J.

Foram analisados os videos obtidos por Leble et al. e seleccionados alguns deles nos quais
€ visivel o escoamento de dois fluidos distintos através de microcanais de PDMS: dgua pura
com particulas fluorescentes e eritrcitos humanos numa solu¢do D x 40 [Leble et al., 2011a].
Os videos seleccionados correspondem as zonas antes e depois da zona de bifurca¢do, como se
pode verificar na Tabela 5.1. Adicionalmente, o software Image J, que foi o recurso utilizado
neste estudo, ndo permite efectuar a relacdo da inclinagdo do microcanal onde se verifica uma

bifurcacdo com o valor do perfil de escoamento obtido. Desta forma, o estudo centraliza-se no
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estudo do efeito da zona de bifurcacdo, divergente ou convergente, no coeficiente de dispersao

dos eritrdcitos nos microcanais.

Tabela 5.1: Lista dos videos seleccionados, respectivo fluido presente no video e zona de observagao.

Video (nome do ficheiro) Elemento no Fluido Zona de estudo
#Video 1 BFRbifPWQ02d25s6 Particulas fluorescentes em dgua pura | Antes da bifurcagio
#Video 2 AFTbifPWQ02d25s4 Particulas fluorescentes em dgua pura | Depois da bifurcacdo
#Video 3 BFbif32t1 Eritrécitos humanos em D x 40 Antes da bifurcacio
#Video 4 BFbif32t2 Eritrécitos humanos em D x 40 Antes da bifurcacao
#Video 5 | BFTOPSbif32Img15t10 Eritrécitos humanos em D x 40 Antes da bifurcacao
#Video 6 | AFTOPsbif32Imgl5t11 Eritrécitos humanos em D x 40 Depois da bifurcagdo
#Video7 | AFTOPsbif32Imgl15t12 Eritrécitos humanos em D x 40 Depois da bifurcagdo
#Video 8 | AFTOPsbif32Img15t14 Eritrécitos humanos em D x 40 Depois da bifurcacao
#Video 9 | AFTOPsbif32Img15t16 Eritrécitos humanos em D x 40 Depois da bifurcagdo

Os videos foram convertidos em segmentos de imagens na ordem das centenas através do
software Phantom, variando o nimero de imagens dos segmentos de video para video. Este
software consiste num sistema de imagens de alta velocidade totalmente digital com a capacidade
de realizar gravacdo de imagem em alta resolucdo. As suas funcdes permitem converter um
video, neste caso com a extensao .cin, em imagens de modo a conservar a maioria da informacao
contida no video, considerando a perda de informagao no intervalo de criacdo de duas imagens

consecutivas exigua. Os segmentos de imagens obtidos através da conversao individual dos 9
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videos em estudo foram analisados individualmente.

Como € possivel verificar através da Tabela 5.1 o ndmero de videos estudados para cada
fluido € diferente. Isto €, no caso das particulas fluorescentes em dgua pura foi estudado um
video para cada zona de estudo. Ja no caso dos eritrécitos humanos em D x 40 no total foram
analisados 7 videos. Esta variacdo no nimero de videos analisados entre os diferentes casos
verifica-se porque nos segmentos de imagens do caso das particulas fluorescentes em dgua pura
o nimero de elementos visiveis é muito superior ao nimero de elementos visiveis nos segmentos
de imagens do caso dos eritrécitos humanos em D x 40, como € possivel verificar na Figura
5.2. Desta forma, existe a necessidade de analisar um maior numero de videos para o caso dos
eritrocitos humanos em D x 40 de forma a obter, no total, um nimero considerado de elementos
estudados de forma a ser possivel comparar os resultados com o caso das particulas fluorescentes

em agua pura.

5.2.1 Deteccao e seguimento dos elementos nos segmentos de imagens

Foi efectuada a importagdo do primeiro segmento de imagens para o software Image J para
efectuar a deteccdo e seguimento dos elementos presentes no video, dependentes do fluido nele
presente. Houve a necessidade de efectuar alteracdes a nivel de contraste e luminosidade nas
imagens de forma a tornar mais perceptivel o contetido das mesmas, neste caso as particulas
fluorescentes ou os eritrécitos humanos.

O software solicitou alguns critérios relacionados com a aquisi¢ao dos videos e com a geome-
tria do microcanal filmado para a calibracdo das imagens. Em particular foi necessario definir o
passo entre imagens (increment) e os valores da largura dos microcanais em estudo, dependendo

do local de estudo, que se encontram definidos na Figura 5.1. Os valores definidos foram:
o [ncrement = 2;

e Know distance (zona: Antes da bifurcacido) = 160um;
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(a) Particulas fluorescentes em dgua pura

(b) Eritrécitos humanos em D x 40

Figura 5.2: Compara¢do do nimero de elementos nos segmentos de imagens nos diferentes

fluidos em estudo.

e Know distance (zona: Depois da bifurcagdo) = 159um;

o Frame interval = 0.02s.

Para o célculo do Frame interval, sabendo que o intervalo de tempo entre as imagens em estudo
€ de 10000us (caracteristica dos videos), o que equivale a 0.01s e tendo em aten¢do que o Incre-
ment utilizado foi 2 (por op¢do), efectuando a multiplicagdao dos dois dltimos valores, obtém-se
o valor de Frame interval.

Feita a calibracao do segmento de imagens, através das caracteristicas do seu video, foi utili-
zado o menu Mtrack J do software Image J para proceder a seleccdo e seguimento dos elemen-
tos contidos nas imagens (células fluorescentes e eritrocitos humanos). Esta accdo é efectuada

através do uso do comando "Add" e os valores obtidos posteriormente sdo referentes ao desloca-
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mento radial, posicdo em y (altura), do elemento relativamente a drea de visualizagdo. Devido
a existéncia de espaco nao referente ao microcanal na drea de visualizacao houve a necessidade
de efectuar uma segunda calibracio, isto €, identificar o valor em y (altura) da parede superior e
inferior do microcanal para posteriormente reajustar os valores do deslocamento radial dos ele-
mentos seguidos (admitindo na parede superior y = 0, subtraindo aos valores dos elementos o

valor obtido da parede superior).

Ap0s clicar no comando "Add", procedeu-se ao seguimento do elemento seleccionado no
segmento de imagens, clicando com o cursor do rato sobre o mesmo (n° cliques = n° pontos) as-
sim que aparecesse do lado esquerdo da drea de visualizacdo e continuando a efectuar o mesmo
procedimento sobre o mesmo elemento, de imagem em imagem, até este desaparecer do lado
direito da area de visualizagdo (cada vez que € efectuado o clique com o cursor sobre o elemento
numa imagem, o software automaticamente passa para a imagem seguinte para continuacdo do
seguimento). No final foi obtida uma linha resultante do comportamento do elemento seleccio-
nado ao longo do escoamento através do microcanal naquele intervalo de tempo (tempo em que
o elemento era visivel na area de visualizacdo), como € possivel verificar na Figura 5.3, onde
sdo visiveis sobre essa mesma linha os pontos marcados referentes a posi¢ao do elemento no

microcanal.

Depois de efectuar o seguimento de todos os elementos seleccionados no segmento de ima-
gens em andlise , os resultados dos "Tracks"” (seguimentos) foram gravados e extraidos através
do comando Measure tracks num ficheiro de formato .zxt de forma a ser possivel a sua posterior
utilizacdo. E possivel visualizar as imagens obtidas através do Image J do seguimento dos ele-
mentos em cada video no Anexo A - Imagens dos Tracks dos elementos efectuados nos videos
em andlise.

Este procedimento foi efectuado diversas vezes nos 9 segmentos de imagens dos videos se-
leccionados. As primeiras vezes em que o procedimento foi efectuado, os resultados obtidos

nao foram satisfatérios. Em vérias andlises efectuadas verificaram-se falhas cometidas como por
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Figura 5.3: Imagem obtida no Image J do seguimento dos varios eritrécitos do Video 4 (elemento 1 e 2

foram utilizados para a segunda calibracdo).

exemplo: falta de introdu¢do de alguns elementos de calibracdo, nimero de elementos selecci-
onados bastante reduzido ou intervalo de tempo do escoamento do elemento no seu seguimento
insuficiente. Desta forma existiu a necessidade de criar uns novos parametros de forma a garantir

que as falhas verificadas seriam colmatadas. Os parametros foram:

e Numero minimo de seguimentos efectuados por segmentos de imagens = 5;

e Numero minimo de pontos por seguimento = 7;

Os procedimentos foram entdo repetidos de acordo com os elementos de calibracdo e tendo em
conta os parametros anteriormente referidos. Verificou-se apds a andlise dos resultados destes
novos procedimentos que as falhas verificadas anteriormente ja ndo estavam presentes.

Para efectuar a segunda calibracdo, a alteragdao dos valores do deslocamento radial, dos se-
guimentos dos elementos com base no valor da parede superior do microcanal, efectuou-se a
importacdo do ficheiro .zxt para o programa Microsoft Office Excel onde aos valores dos des-

locamentos radiais dos seguimentos dos elementos foi retirado o valor da parede superior do
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microcanal. Desta forma, os valores dos deslocamentos radiais estavam calibrados de acordo
com a drea em estudo, o microcanal, € ndo com a drea de visualizagdo, a imagem que continha
o microcanal e informagdo extra desnecessdria. O ficheiro resultante das alteragdes da segunda
calibragdo foi gravado através do programa Microsoft Office Excel com a extensdo .x/sx. Este
mantém sempre o mesmo formato para todos os segmentos de imagens diferenciando-se no nu-

mero de seguimentos e respectivos pontos € nos valores do deslocamento radial.

5.2.2 Calculo do Coeficiente de Dispersao (D,,)

O célculo do coeficiente de dispersao € realizado através da Equacdo 4.1 apresentada no Capitulo
4. O célculo do D,,, € normalmente efectuado de forma manual, através do programa Microsoft
Office Excel, onde no ficheiro se encontra a equacdo implementada e os dados obtidos pelo
software Image J t€m que ser correctamente separados e colocados no ficheiro, por seguimento,
para ser efectuado o célculo do D,,. Neste estudo, o0 método manual foi aplicado a todos os
seguimentos de todos os 9 videos em andlise de forma a existirem valores do D,,, calculados por
um método j4 aceite, para posterior comparagdo. Este método apresenta algumas desvantagens:
¢ um método bastante moroso; requer bastante atenc@o e paciéncia na separacido dos dados e
na colocac¢ao dos mesmos no ficheiro correcto e, como se trata de um método manual, € mais
propicio a ocorréncia de erros.

Posteriormente foi utilizado o software MatLab para desenvolver um método semi-automatico
para o calculo do coeficiente de dispersao dos elementos seleccionados e seguidos nos segmentos
de imagens resultantes dos 9 videos em andlise. O objectivo € apresentar um método variante
do método manual, um método semi-automatico, com a mesma finalidade, capaz de calcular o

D,,, mas que seja mais simples e portanto mais facil de utilizar, mais rdpido de implementar e

yy»
mais eficaz, diminuindo a possibilidade de ocorréncia de erros. Foi entdo desenvolvido o método
semi-automatico para o cdlculo do D, através de um codigo em linguagem Matlab de acordo

com uma metodologia constituida por duas etapas.
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Etapa 1

Primeiramente foi importado o ficheiro resultante das alteracdes da segunda calibracao e, devido
ao facto de este conter mais informacdo do que a desejada, foi necessdrio efectuar a selec¢ao da
informacdo necessdria para o objectivo em causa (cdlculo do D,,). Foram entdo seleccionadas
as colunas no ficheiro que continham os valores desejados: a coluna que contém os valores do
deslocamento radial por ponto de cada seguimento e a coluna que identifica a que seguimento
corresponde o valor do deslocamento radial, como € possivel identificar na Figura 5.4. Desta
forma, os dados introduzidos no software MatLab encontram-se numa matriz geral (m X 2)
que possui a informagdo de todos os valores do deslocamento radial de todos os seguimentos

efectuados (m) e o respectivo seguimento.
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& 1 3 12 WvE3 s 17056 0zz 122 82975 B2.728 NA T3 363,57 12085 o
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Figura 5.4: Imagem ilustrativa de um ficheiro, no programa Microsoft Office Excel, que contém os valores
dos deslocamentos radiais dos seguimentos e indica¢do das colunas seleccionadas - a primeira coluna

identifica o seguimento e a segunda coluna refere o valor do deslocamento radial.
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Etapa 2

Seguidamente, de forma a proceder ao célculo do D,, de cada seguimento, houve a necessidade
de separar os valores do deslocamento radial de cada seguimento. Foi entdo subdividida a matriz
geral em m vectores de dimensdo 1xn, em que m € o nimero de seguimentos e n corresponde
ao numero de pontos do seguimento em questdo. Com os valores presentes nos vectores criados

foi efectuado o cadlculo do D,,, para cada vector referente a cada seguimento, de acordo com a

vy
Equacdo 4.1 apresentada anteriormente no Capitulo 4.

Os resultados do D, obtidos foram extraidos do software MatLab para um ficheiro .xlsx para
posterior andlise. Toda a andlise desenvolvida apds a obteng@o dos valores do D, foi efectuada
com recurso so programa Microsoft Office Excel. Foram feitos alguns ajustes nos valores a uti-
lizar no estudo, nomeadamente nos valores do deslocamento radial obtidos através do uso do
software Image J. Isto €, alguns seguimentos foram eliminados do estudo devido a sua reduzida
dimensdo (nimero de pontos), e por isso ndo teriam qualquer influéncia nos resultados. Assim
como foi decidido um novo periodo temporal para o estudo, ¢ = [0, 0.26] segundos (relembro que
o espagamento € de 0.02 segundos). Os valores de D,, de cada seguimento efectuado em cada
segmento de imagens podem ser consultados no Anexo B - Valores do Coeficiente de Dispersao

(D) € a sua representagdo grafica pode ser consultada no Anexo C - Representagdo gréfica dos

valores do Coeficiente de Dispersdo (D).

Ap6s a realizacdo do cdlculo do coeficiente de dispersdo para cada seguimento em cada ins-
tante ¢, para cada video, através de ambos os métodos: método manual com recurso ao programa
Microsoft Office Excel e do método semi-automéatico com recurso ao software MatLab, os valores
foram comparados de forma a validar o método desenvolvido. Seguidamente foram efectuadas

diversas implementacdes do método para andlise.






Capitulo

Apresentacao e Discussao dos Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no estudo realizado. Primeiramente é va-
lidado o método desenvolvido através do software MatLab comparando-o com o método manual
que utiliza o programa Microsoft Office Excel. Seguidamente sdo apresentados os resultados
obtidos no cdlculo do coeficiente de dispersdao com o método desenvolvido para os quatro casos
em estudo: para as particulas fluorescentes em dgua pura quer para os eritrocitos humanos em
solucdo D x 40, em ambos os locais em estudo: antes da bifurcacdo divergente e depois da

bifurcagdo convergente.

6.1 Comparacao MatLab Vs Excel

O método semi-automatico desenvolvido através do MatLab para calcular o coeficiente de dis-
persao foi implementado nos 9 videos em andlise, com os valores do deslocamento radial dos
diversos seguimentos efectuados nos videos obtidos através do uso do Image J. O primeiro ob-
jectivo € a obtencao de valores do coeficiente de dispersdao de forma a ser possivel efectuar uma
comparacdo desses valores com os valores obtidos através do método manual com recurso ao

Excel. Seguidamente sdo apresentados os resultados obtidos para os quatro casos em estudo.

53
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6.1.1 Particulas fluorescentes em agua pura

Foi efectuada uma comparacio dos valores do D,, obtidos através do método manual e através
do método semi-automético desenvolvido no caso das particulas fluorecentes em dgua pura para
ambas as geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergentee depois da bifurcacdo conver-

gente.

Antes da bifurcacio

Para o caso das particulas fluorescentes em dgua pura na geometria antes da bifurcagdo divergente
foi analisado um video: video 1. O video 1 foi analisado com 20 seguimentos. Seguidamente,
na Figura 6.1, encontram-se representados os resultados obtidos das médias dos valores do D,

obtidos pelo método manual no Excel e pelo método semi-automatico no MatLab.

Comparacdo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Antes da Bifurcacgdo
- Particulas Fluorescentes em Agua Pura (Video 1)
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Figura 6.1: Comparagio dos resultados obtidos através do método semi-automatico e através do método

manual para as particulas fluorescentes em dgua pura, antes da bifurcacdo divergente.

Como ¢ possivel verificar na Figura 6.1, os resultados obtidos por ambos os métodos sao

idénticos, ndo apresentando qualquer variagdao. Em termos gerais, verifica-se a sobreposicdo dos
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valores do D,,, em todos os instantes ¢ para os métodos estudados.

Depois da bifurcacao

Para o caso das particulas fluorescentes em dgua pura na geometria depois da bifurca¢io conver-
gente foi analisado um video: video 2. O video 2 foi analisado com 31 seguimentos. Seguida-
mente, na Figura 6.2, encontram-se representados os resultados obtidos das médias dos valores

do D,, obtidos pelo método manual no Excel e pelo método semi-automatico no MatLab.

Comparagido Geral Média Coeficiente de Dispersao - Depois da Bifurcagao -
Particulas Fluorescentes em Agua Pura ( Video 2)
2,007
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Figura 6.2: Comparag@o dos resultados obtidos através do método semi-automadtico e através do método

manual para as particulas fluorescentes em dgua pura, depois da bifurcacdo convergente.

Na Figura 6.2 é possivel também observar que os resultados obtidos por ambos os métodos
sdo idénticos, ndo apresentando qualquer variacdo. Em termos gerais, verifica-se a sobreposicao

dos valores do D,,, em todos os instantes ¢ para os métodos estudados.
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6.1.2 Eritrocitos humanos em D x 40

Foi efectuada a comparacio dos valores do D, obtidos através do método manual pelo Excel e
através do método semi-automatico pelo MatLab desenvolvido no caso dos eritrocitos humanos
em D x 40 para ambas as geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da

bifurcac¢do convergente.

Antes da bifurcacio

Para o caso dos eritrcitos humanos em D x 40 na geometria antes da bifurcacao foram analisados
no total 3 videos: video 3, video 4 e video 5. O video 3 foi analisado com 7 seguimentos, o video
4 com 6 seguimentos e o video 5 com 6 seguimentos. Seguidamente, na Figura 6.3, encontram-se
representados os resultados obtidos das médias dos valores do D,,, obtidos pelo método manual

no Excel e pelo método semi-automético no MatLab.

Comparacdo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Antes da Bifurcacdo
- Eritrécitos humanos em Dx40 ( Video 3, Video 4 e Video 5)
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Figura 6.3: Comparag@o dos resultados obtidos através do método semi-automadtico e através do método

manual para os eritrécitos humanos em solucdo D x 40, antes da bifurcacdo divergente.

Como € possivel verificar através da Figura 6.3, os valores obtidos por ambos os métodos
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também sdo idénticos, ndo apresentando qualquer variagdo. Verifica-se novamente a sobreposi-

cdo gréfica dos valores do D,,, em todos os instantes ¢ para os métodos estudados.

Depois da bifurcacao

Para o caso dos eritrécitos humanos em D x 40 na geometria depois da bifurcagdo convergente
foram analisados no total 4 videos; video 6, video 7, video 8 e video 9. O video 6 foi analisado
com 7 seguimentos, o video 7 com 6 seguimentos, o video 8 com 6 seguimentos e o video 9
com 6 seguimentos. Seguidamente, na Figura 6.4, encontram-se representados os resultados
obtidos das médias dos valores do D,, obtidos pelo método manual no Excel e pelo método

semi-automatico no MatLab.

Comparagédo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Depois da Bifurcagéo -
Eritrécitos humanos em Dx40 ( Video 6, Video 7, Video 8 e Video 9)
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Figura 6.4: Comparag@o dos resultados obtidos através do método semi-automadtico e através do método

manual para os eritrécitos humanos em solugcdo D x 40, depois da bifurcacdo convergente.

Na Figura 6.4 também é possivel também observar que os resultados obtidos por ambos os
métodos sao idénticos, ndo apresentando qualquer variacdo. Em termos gerais, verifica-se a so-

breposi¢do dos valores do D,,, em todos os instantes ¢ para os métodos estudados.
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De uma forma geral, os resultados obtidos para as particulas fluorescentes em dgua pura em
ambas as geometrias em estudo, antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo conver-
gente, confirmam a igualdade dos valores do D,, obtidos através de ambos os métodos. Adicio-
nalmente, para o caso dos eritrécitos humanos em D x 40 em ambas as geometrias em estudo,
antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo convergente, verifica-se ao longo de todo
o intervalo de tempo a sobreposicdo gréfica dos valores do D,, obtidos através de ambos os
métodos. Atendendo a excelente sobreposicdo dos resultados em cada caso, € possivel validar o
método semi-automético desenvolvido com recurso ao software MatLab tornando-o um método

valido e viavel para o calculo do coeficiente de dispersao.

6.2 Determinacao do Coeficiente de Dispersao (D,,)

O segundo objectivo na implementagao do método semi-automético desenvolvido através do
software MatLab para calcular o coeficiente de dispersdo dos elementos seleccionados e segui-
dos nos 9 videos € para efectuar uma anélise dos resultados obtidos com o intuito de estudar a
influéncia de uma bifurcacdo no escoamento sanguineo na microcirculagdo. Para isso foi reali-
zada uma andlise nos momentos anteriores a bifurcacdo divergente e nos momentos posteriores
a bifurcacdo convergente, assim € possivel efectuar uma comparacdo e concluir qual a influéncia
da presencga de uma bifurcagdo divergente e convergente para a circulacdo sanguinea particular-

mente na microcirculagao.

6.2.1 Particulas fluorescentes em agua pura

Foi efectuada a comparacdo dos valores do D,,, obtidos no caso das particulas fluorecentes em

dgua pura para ambas as geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da bi-
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furcacdo convergente. Primeiramente foi efectuada a comparacdo dos valores obtidos para cada

geometria e s6 no final se efectuou a comparagao entre as duas geometrias distintas estudadas.

Antes da bifurcacao

No caso das particulas fluorescentes em dgua pura na geometria antes da bifurcacio divergente,
como foi dito anteriormente, foi analisado um video: video 1. O video 1 foi analisado com 20
seguimentos. Na Figura 6.5 estdo representados os valores do D,,, das particulas fluorescentes
estudadas, resultando no comportamento das mesmas em dgua pura num microcanal antes da

presenca da bifurcagdo divergente.

Comparacdo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Antes da Bifurcagdo -
Particulas Fluorescentes em Agua Pura (Video 1)
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Figura 6.5: Resultados obtidos pelo método semi-automético no célculo do D,,, para as particulas fluo-

rescentes em agua pura, antes da bifurcacao divergente.

Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o cdlculo dos valores
do D,, para as particulas fluorescentes em dgua pura, antes da bifurcacio divergente, como €
possivel verificar através da Figura 6.5. E possivel verificar que ao longo do tempo os resultados

obtidos sofrem uma tendéncia para um valor constante.
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Depois da bifurcacao

No caso das particulas fluorescentes em dgua pura na geometria depois da bifurcacdo convergente
foi analisado um video: video 2. O video 2 foi analisado com 31 seguimentos. Na Figura
6.6 entdo representados os valores do D,, das particulas fluorescentes estudadas, resultando no

comportamento das mesmas em dgua pura num microcanal depois da presenca da bifurcacdo

convergente.
Comparacédo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Depois da Bifurcagédo -
Particulas Fluorescentes em Agua Pura (Video 2)
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Figura 6.6: Resultados obtidos pelo método semi-automético no cédlculo do D,,, para as particulas fluo-

rescentes em dgua pura, depois da bifurcagdo convergente.

Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o cdlculo dos valores
do D,, para as particulas fluorescentes em dgua pura, depois da bifurcagio convergente, como €
possivel verificar através da Figura 6.6. E possivel verificar que ao longo do tempo os resultados

obtidos sofrem uma tendéncia para um valor constante.
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Antes Vs Depois da bifurcacao

De forma a ser possivel identificar a influéncia de uma bifurcagdo, divergente e convergente, no
caso das particulas fluorescentes em dgua pura, foram reunidos os valores do D,, dos videos
estudados nas duas geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo
convergente, nomeadamente o video 1 e o video 2. Na Figura 6.7 é efectuada a comparacao dos

resultados obtidos.

Comparacdo Geral Média Coeficiente de Dispersdo - Particulas
Fluorescentes em Agua Pura (Video 1 e Video 2)
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Figura 6.7: Comparagio dos resultados obtidos pelo método semi-automdtico no calculo do D, para as

particulas fluorescentes em 4dgua pura, antes da bifurcacio divergente e depois da bifurcacdo convergente.

Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o calculo dos valores
do D,, para as particulas fluorescentes em dgua pura, em ambas as geometrias em estudo, como
€ possivel verificar através da Figura 6.7. E possivel verificar que nao hé diferenca nos valores

do D,,, os valores do D,, sdo iguais em ambas as geometrias. Conclui-se entdo que ndo existe

vy»
nenhum efeito significativo da bifurcacdo convergente e divergente, isto acontece porque a regiao
seleccionada ndo é afectada pela presenga das bifurcagdes. Em termos futuros aconselha-se

efectuar uma andlise detalhada de resultados obtidos na regido mais préxima da bifurcacdo, ou
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mesmo na zona da bifurcacgdo.

6.2.2 Eritrocitos humanos em D x 40

De igual modo, para o caso dos eritrocitos humanos em D x 40 foi efectuada a comparacio
dos valores do D,,, obtidos para ambas as geometrias estudadas, antes da bifurcagio divergente e
depois da bifurcacdo convergente. Primeiramente foi efectuada a comparacdo dos valores obtidos
para cada geometria e s6 no final se efectuou a comparacdo entre as duas geometrias distintas

estudadas.

Antes da bifurcacao

No caso dos eritrécitos humanos em D x 40 na geometria antes da bifurcacio divergente, como
foi referido anteriormente, foram analisados no total 3 videos: video 3, video 4 e video 5. O
video 3 foi analisado com 7 seguimentos, o video 4 com 6 seguimentos e o video 5 com 6
seguimentos. Na Figura 6.8 entdo representadas as médias dos valores do D, dos eritrocitos dos
3 videos anteriormente referidos e a média geral dos videos que correspende ao comportamento
médio dos eritrécitos humanos em D x 40 num microcanal antes da presencga da bifurcagdo.
Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o calculo dos valores
do D,, para os eritrocitos humanos em solugdo D x 40, antes da bifurcagdo divergente, como €
possivel verificar através da Figura 6.8. E possivel verificar que ao longo do tempo os resultados

obtidos sofrem uma tendéncia para um valor constante.

Depois da bifurcacao

Para o caso dos eritrocitos humanos em D x 40 na geometria depois da bifurcacdo convergente
foram analisados no total 4 videos; video 6, video 7, video 8 e video 9. O video 6 foi analisado
com 7 seguimentos, o video 7 com 6 seguimentos, o video 8 com 6 seguimentos e o video 9 com 6

seguimentos. Na Figura 6.9 entdo representadas as médias dos valores do D, dos eritrocitos dos
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Comparacdo Coeficiente de Dispersdo - Antes da Bifurcacéo -
Eritrécitos humanos em Dx40 (video 3, video 4 e video 5)
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Figura 6.8: Resultados obtidos pelo método semi-automatico no célculo do D, para os eritrocitos hu-

manos em solucdo D x 40, antes da bifurcacdo divergente.

4 videos anteriormente referidos e a média geral dos videos que correspende ao comportamento
médio dos eritrécitos humanos em D x 40 num microcanal depois da presenca da bifurcacdo
convergente.

Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o cdlculo dos valores
do D, para os eritrocitos humanos em solugdo D x40, depois da bifurca¢io convergente, como €
possivel verificar através da Figura 6.9. E possivel verificar que ao longo do tempo os resultados

obtidos sofrem uma tendéncia para um valor constante.

Antes Vs Depois da bifurcacao

Para o caso dos eritrécitos humanos em D x 40, de forma a ser possivel identificar a influéncia de
uma bifurcagdo, foram reunidos os valores do coeficiente de dispersdo dos videos estudados nas
duas geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo convergente,

nomeadamente o video 3, video 4, video 5, video 6, video 7, video8 e video 9. Na Figura 6.10
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Comparacio Coeficiente de Dispersédo - Depois da Bifurcacdo -
Eritrécitos humanos em Dx40 (video 6, video 7, video 8 e video 9)
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Figura 6.9: Resultados obtidos pelo método semi-automatico no célculo do D, para os eritrcitos hu-

manos em solucdo D x 40, depois da bifurcacio convergente.

€ efectuada a comparacgdo dos resultados obtidos e concluir a influéncia de uma bifurcacao para

este caso.

Através do método semi-automatico desenvolvido foi possivel efectuar o calculo do D,,
para os eritrécitos humanos em D x 40, em ambas as geometrias em estudo, como € possivel
verificar através da Figura 6.10. Neste caso verifica-se que os resultados obtidos dos valores do
D,, sdo superiores apos a presenca de uma bifurcacio convergente. Estes resultados sugerem
que a confluéncia, isto €, presenca de uma bifurcacdo convergente, devido a formacao de uma
camada de plasma no centro do microcanal, podera influenciar o escoamento dos eritrocitos e

assim aumentar os valores do D,,, dos mesmos.
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Comparacdo Geral Coeficiente de Dispers&o - Eritrdcitos em Dx40

(video 3, video 4, video 5, video 6, video 7, video 8 e video 9)
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Figura 6.10: Comparacao dos resultados obtidos pelo método semi-automético no calculo do D,,, para os

eritrécitos humanos em solug@o D x 40, antes da bifurcacio divergente e depois da bifurcacdo convergente.

6.2.3 Particulas fluorescentes em agua pura Vs Eritrocitos humanos em

D x40

Por 1ltimo, foi efectuada a comparag@do dos valores do D, obtidos para ambas as geometrias
estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo convergente, para as particulas

fluorescentes em dgua pura e para os eritrcitos humanos em D x 40.

Antes e Depois da bifurcacao

No caso da geometria antes da bifurcacdo divergente foram analisados no total 4 videos: video
1, video 3, video 4 e video 5. No video 1 estdo presentes particulas fluorescentes em dgua pura e
nos videos 3, 4 e 5 estdo presentes eritrocitos humanos em D x 40. O video 1 foi analisado com
20 seguimentos, o video 3 com 7 seguimentos, o video 4 com 6 seguimentos e o video 5 com 6
seguimentos. Na Figura 6.11a entdo representadas as médias dos valores do D,,, para cada caso

em estudo: particulas fluorescentes em dgua pura e eritrcitos humanos em D x 40, na geometria
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antes da bifurcacao.

No caso da geometria depois da bifurcacdo convergente foram analisados no total 5 videos:
video 2, video 6, video 7, video 8 e video 9. No video 2 estdo presentes particulas fluorescentes
em 4gua pura e nos videos 6, 7, 8 e 9 estdo presentes eritrcitos humanos em D x 40. O video 2
foi analisado com 31 seguimentos, video 6 com 7 seguimentos, o video 7 com 6 seguimentos, 0
video 8 com 6 seguimentos e o video 9 com 6 seguimentos. Na Figura 6.11b entao representadas
as médias do D, para cada caso em estudo: particulas fluorescentes em dgua pura e eritrocitos

humanos em D x 40, na geometria antes da bifurcacao.
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(a) Geometria antes da bifurcacdo divergente
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(b) Geometria depois da bifurcacdo convergente

Figura 6.11: Comparacdo dos resultados obtidos pelo método semi-automatico no célculo do

D

yy-
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Recentemente, investigadores efectuaram pesquisas em que observaram que as particulas
fluorescentes apresentam valores do D, inferiores aos valores apresentados pelos eritrocitos
[Lima et al., 2008a, Saadatmand et al., 2011]. Nos resultados obtidos pela implementacdao do
método semi-automdtico desenvolvido, representados na Figura 6.11, verifica-se que os valores
do D,, sdo muito idénticos para ambos os casos. Uma possivel explica¢@o sdo os erros cometidos
por parte do utilizador do software Image J aquando a realizacdo do seguimento das particulas
fluorescentes. Os segmentos de imagens utilizados referentes as particulas fluorescentes t€m a
caracteristica de conter uma elevada concentragao de particulas fluorescentes visiveis que tornam
complexo o processo de seleccdo e seguimento das mesmas. Por vezes, acontece ao utilizador,
durante o seguimento de uma particula, a sobreposi¢cdo desta com outra, 0 que provoca uma
confusdo visual e com a qual pode ocorrer uma permuta entre as particulas em causa sem o
utilizador se aperceber. Adicionalmente, ocorre também o desaparecimento de particulas durante
duas ou tré€s imagens, 0 que compromete 0 seu seguimento nesse espago temporal, sendo possivel

retomar o seu seguimento apds o seu aparecimento.

Comparacdo Coeficiente de Dispersdo - Eritrécitos em Dx40
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Figura 6.12: Comparacdo dos valores do D,, para os eritrocitos humanos em D x 40 obtidos pela

implementacido do método semi-automatico desenvolvido com valores apresentados por investigadores.
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Na Figura 6.12 € possivel efectuar a comparacéo dos valores do D,,, para os eritrécitos huma-
nos em D x 40 obtidos pelo método semi-automético desenvolvido com os valores obtidos pelos
investigadores Lima et al. e Saadatmand et al., [Lima et al., 2008a, Saadatmand et al., 2011].
Como ¢é possivel verificar, o valor referente a0 momento depois da bifurcacdo, obtido pelo mé-
todo semi-automatico € superior comparativamente com os restantes. Tal facto pode dever-se a
formacdo da uma camada de plasma no centro do microcanal a jusante da bifurcacdo conver-

gente.



Capitulo

Conclusoes e Trabalho Futuro

Neste capitulo sdo expostas de uma forma resumida todas as conclusées retiradas do trabalho
efectuado. Posteriormente, de forma a dar continuidade a este trabalho, sdo efectuadas algumas

sugestoes possiveis de realizar tendo por base este trabalho.

7.1 Conclusoes

Este trabalho foi desenvolvido devido a existéncia da necessidade de estudar o comportamento
dos eritrdcitos quando escoam através dos microcanais. O cdlculo do coeficiente de dispersao
dos eritrécitos no microcanal permite estudar o comportamento destes quando fluem ao longo
do mesmo. Diversos métodos manuais sdo utilizados para efectuar o cdlculo desejado, nome-
adamente através do programa Microsoft Office Excel, no entanto estes métodos sdo bastante
morosos, cansativos e propicios a ocorréncia de erros.

O objectivo deste trabalho foi desenvolver um método semi-automadtico para o cdlculo do
coeficiente de dispersdo dos eritrocitos em microcanais, um método mais simples, mais fécil de
utilizar, mais rapido de implementar e mais eficaz.

Para isso foi necessdrio analisar diversos segmentos de imagens, préviamente fornecidos, e
obter os valores dos deslocamentos radiais dos elementos neles presentes (particulas fluorescen-

tes ou eritrécitos humanos). Para isso foi necessario recorrer ao software Image J e efectuar a
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selec¢do e seguimento dos elementos, obtendo no final os valores dos deslocamentos radiais. Por
fim, foi desenvolvido e implementado o método semi-automético, importando o ficheiro obtido
pelo software Image J com os valores necessarios, e calculado correctamente o coeficiente de
dispersao.

O método semi-automadtico desenvolvido foi implementado e os valores obtidos foram com-
parados com o método manual utilizado. Os resultados obtidos para as particulas fluorescentes
em dgua pura e para os eritrocitos humanos em D x 40 em ambas as geometrias em estudo,
antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo convergente, confirmam a igualdade dos
valores do D,,, obtidos através de ambos os métodos. Atendendo a excelente sobreposi¢ao dos
resultados em cada caso, foi possivel validar o0 método semi-automético desenvolvido com re-
curso ao software MatLab tornando-o um método valido e vidvel para o cédlculo do coeficiente
de dispersao.

No caso das particulas fluorescentes em dgua pura verificou-se que ndo existe nenhuma dife-
renca significativa nos valores do D, obtidos através do método semi-automaético desenvolvido
em ambas as geometrias estudadas, antes da bifurcacdo divergente e depois da bifurcacdo con-
vergente. Contrariamente, no caso dos eritrocitos humanos em D x 40, verificou-se que apds a
presenca da bifurcacdo convergente existiu um aumento dos valores do D,, que pode ter resul-

tado devido a formagdo de uma camada de plasma no centro do microcanal ap6s a confluéncia.

Nao foi detectada nenhuma diferenca significativa entre os valores do D, das particulas flu-
orescentes e dos eritrocitos humanos, obtidos através do método semi-automatico, o que nao
corrobora os resultados anteriormente obtidos por outros investigadores. Uma possivel explica-
¢do para este acontecimento foram os erros cometidos por parte do utilizador do software Image
J aquando a realizacdo do seguimento das particulas fluorescentes devido a elevada concentracio
de particulas visiveis nos segmentos de imagens e devido ao aparecimento e desaparecimento das

particulas ao longo dos segmentos de imagens.

Os resultados obtidos através do método semi-automatico dos valores do D, dos eritrocitos
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humanos, comparando com os valores obtidos por outros investigadores, sdo superiores. Tal

facto ocorre devido a diferenca da geometria da bifurcacdo analisada no estudo.

7.2 Trabalho futuro

Este trabalho contribuiu positivamente para a anilise e compreensdo do comportamento dos com-

ponentes sanguineos em fluxo nos microcanais. No entanto, é possivel dar continuidade a este

trabalho de forma a conseguir avaliar mais detalhadamente a influéncia de uma bifurcacdo no

escoamento dos componentes sanguineos. Entdo sdo efectuadas algumas sugestoes:

I

II

II

Utilizar um nimero superior de segmentos de imagens na andlise, assim como seleccionar e
seguir um maior nimero de elementos nos segmentos de imagens. Desta forma, consegue-se
aumentar o nimero de amostras analisadas o que torna o estudo mais significativo. Conse-
quentemente, as conclusodes efectuadas do estudo sdo consideradas mais vidveis e proximas

da realidade.

Analisar os segmentos de imagens por dreas, isto €, efectuar uma divisao horizontal no
microcanal visivel nos segmentos de imagem em estudo em trés dreas distintas: parede su-
perior, centro e parede inferior. Desta forma € possivel efectuar o estudo do comportamento
dos componentes celulares mais detalhadamente, tendo em conta que o comportamento dos
mesmos € distinto nas trés dreas anteriormente referidas. Portanto seria possivel determinar,
por drea, o tipo de comportamento que os componentes celulares adquirem ao longo do seu

escoamento.

Realizar este estudo na regido exactamente antes e depois da bifurca¢do. Desta forma seria
possivel analisar o comportamento dos componentes celulares no momento exatamente an-
tes da bifurcacdo e compreender melhor de que modo a bifurcacio afecta o escoamento dos

componentes sangul’neos.
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Anexo A - Imagens dos Tracks dos
elementos efectuados nos videos

Este Anexo contém as imagens obtidas através do software Image J apos a realizacdo do segui-

mento dos elementos em todos os videos utilizados neste trabalho.

Figura 7.1: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 1.



Figura 7.2: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 2.

Figura 7.3: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 3.



Figura 7.4: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 4.

Figura 7.5: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 5.



Figura 7.6: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 6.
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Figura 7.7: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 7.



Figura 7.8: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 8.

Figura 7.9: Imagem dos seguimentos efectuados ao Video 9.






Anexo B - Valores do Coeficiente de
Dispersao (D)

Este Anexo contém os valores dos coeficientes de dispersdo (D,,), obtidos no software MatLab,
de cada seguimento efectuado nos segmentos de imagens de todos os videos utilizados neste

trabalho prdtico.

Tabela 7.1: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 1 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracio).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 5 ‘ Track 6 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 ‘ Track 11 ‘ Track 12

0.02 5.13E-8 4.21E-8 4.92E-8 9.28E-8 4.61E-8 2.94E-8 4.70E-8 5.21E-8 4.34E-8 2.40E-8

0.04 441E-8 3.79E-8 7.37E-8 5.35E-8 6.32E-8 4.07E-8 4.52E-8 3.58E-8 2.73E-8 2.35E-8

0.06 4.71E-8 4.16E-8 9.50E-8 5.77E-8 8.38E-8 5.27E-8 3.98E-8 4.26E-8 2.69E-8 2.75E-8

0.08 4.69E-8 4.66E-8 1.16E-7 491E-8 1.05E-7 7.24E-8 4.68E-8 4.27E-8 2.99E-8 2.60E-8
0.10 4.58E-8 5.32E-8 1.23E-7 4.00E-8 1.21E-7 9.12E-8 5.63E-8 5.52E-8 2.49E-8 2.53E-8
0.12 4.56E-8 5.84E-8 1.36E-7 6.05E-8 1.38E-7 1.12E-7 6.31E-8 7.32E-8 2.73E-8 2.98E-8

0.14 4.95E-8 5.91E-8 1.64E-7 4.56E-8 1.46E-7 1.32E-7 6.61E-8 7.7T7E-8 3.11E-8 3.42E-8

0.16 5.00E-8 6.54E-8 1.89E-7 4.48E-8 1.54E-7 1.47E-7 7.23E-8 7.57E-8 3.29E-8 3.93E-8

0.18 5.77E-8 7.11E-8 2.16E-7 2.58E-8 1.70E-7 1.63E-7 8.43E-8 9.23E-8 3.58E-8 421E-8

0.20 6.45E-8 7.39E-8 2.54E-7 3.19E-8 1.64E-7 1.80E-7 1.02E-7 1.03E-7 3.99E-8 4.71E-8

0.22 7.03E-8 8.24E-8 2.63E-7 5.89E-8 1.72E-7 1.90E-7 1.00E-7 1.32E-7 4.20E-8 4.97E-8
0.24 7.73E-8 8.72E-8 2.72E-7 1.74E-7 2.02E-7 8.94E-8 4.56E-8 4.97E-8
0.26 7.84E-8 8.19E-8 2.62E-7 1.89E-7 2.04E-7 1.17E-7 4.69E-8 4.37E-8

Vil



Tabela 7.2: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 1 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 13 ‘ Track 14 ‘ Track 15 ‘ Track 16 ‘ Track 17 ‘ Track 18 ‘ Track 19 ‘ Track 20 ‘ Track 21 ‘ Track 22 H MEDIA

0.02 2.06E-8 2.37E-8 1.50E-8 2.50E-8 1.77E-8 2.53E-8 1.63E-8 1.53E-8 1.89E-8 2.17E-8 3.38E-8

0.04 1.96E-8 1.72E-8 1.42E-8 1.42E-8 1.16E-8 2.12E-8 1.72E-8 1.70E-8 2.30E-8 2.10E-8 3.11E-8

0.06 1.94E-8 1.45E-8 1.22E-8 8.32E-9 1.41E-8 1.81E-8 2.32E-8 1.73E-8 2.04E-8 1.97E-8 3.41E-8

0.08 1.74E-8 1.47E-8 1.26E-8 1.10E-8 1.71E-8 1.37E-8 2.38E-8 1.70E-8 1.94E-8 2.64E-8 3.77E-8

0.10 1.43E-8 1.68E-8 1.21E-8 7.50E-9 1.36E-8 1.32E-8 2.07E-8 1.55E-8 2.04E-8 3.08E-8 4.00E-8

0.12 1.34E-8 1.58E-8 1.16E-8 6.43E-9 1.36E-8 1.43E-8 1.74E-8 1.45E-8 1.91E-8 3.54E-8 4.53E-8

0.14 1.38E-8 1.44E-8 1.06E-8 6.17E-9 1.14E-8 1.25E-8 1.49E-8 1.46E-8 1.39E-8 3.97E-8 4.79E-8

0.16 1.60E-8 1.41E-8 9.42E-9 6.16E-9 6.63E-9 1.20E-8 1.28E-8 1.48E-8 1.07E-8 4.41E-8 5.09E-8

0.18 1.82E-8 1.30E-8 8.58E-9 6.32E-9 5.66E-9 1.08E-8 1.42E-8 1.51E-8 1.09E-8 4.95E-8 5.55E-8

0.20 1.90E-8 1.26E-8 7.97E-9 7.00E-9 2.19E-9 1.07E-8 1.56E-8 1.68E-8 1.06E-8 5.27E-8 6.08E-8

0.22 1.82E-8 1.22E-8 8.09E-9 7.16E-9 1.74E-9 1.02E-8 1.85E-8 1.78E-8 1.02E-8 5.73E-8 6.61E-8

0.24 1.72E-8 1.19E-8 8.43E-9 6.36E-9 1.57E-9 9.79E-9 2.11E-8 1.93E-8 1.23E-8 6.33E-8 6.49E-8

0.26 1.64E-8 1.16E-8 8.97E-9 5.31E-9 1.94E-9 9.33E-9 2.17E-8 2.10E-8 1.51E-8 6.77E-8 6.67E-8




Tabela 7.3: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 2 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 5 ‘ Track 6 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 ‘ Track 11 ‘ Track 12

0.02 2.12E-8 1.65E-8 2.43E-8 2.51E-8 2.11E-8 2.30E-8 3.61E-8 1.60E-8 3.25E-8 1.14E-8

0.04 3.87E-8 2.07E-8 3.90E-8 3.04E-8 3.60E-8 3.85E-8 3.78E-8 2.27E-8 4.32E-8 1.76E-8

0.06 5.08E-8 2.61E-8 5.17E-8 4.15E-8 3.61E-8 5.32E-8 5.33E-8 2.93E-8 5.62E-8 2.36E-8

0.08 5.95E-8 3.10E-8 6.63E-8 4.67E-8 2.77E-8 6.93E-8 6.49E-8 3.77E-8 6.92E-8 3.11E-8

0.10 6.71E-8 3.59E-8 8.32E-8 5.23E-8 1.81E-8 8.61E-8 7.89E-8 4.56E-8 8.08E-8 3.91E-8

0.12 6.97E-8 4.35E-8 1.00E-7 5.61E-8 1.40E-8 1.03E-7 9.27E-8 5.09E-8 9.91E-8 4.67E-8
0.14 7.46E-8 5.19E-8 1.18E-7 5.94E-8 1.19E-7 1.10E-7 5.34E-8 1.14E-7 5.45E-8
0.16 8.39E-8 6.13E-8 1.32E-7 6.18E-8 1.36E-7 1.11E-7 5.76E-8 1.31E-7 6.40E-8
0.18 9.95E-8 6.58E-8 1.46E-7 6.26E-8 1.55E-7 1.19E-7 6.03E-8 1.40E-7 7.25E-8
0.20 1.21E-7 721E-8 1.61E-7 6.54E-8 1.72E-7 1.24E-7 6.50E-8 1.50E-7 7.93E-8
0.22 1.41E-7 7.61E-8 1.77E-7 6.86E-8 1.88E-7 1.25E-7 6.95E-8 1.69E-7 8.76E-8
0.24 1.69E-7 8.67E-8 1.88E-7 6.23E-8 2.05E-7 1.31E-7 7.79E-8 1.92E-7 9.62E-8

0.26 1.99E-7 9.97E-8 1.97E-7 5.44E-8 2.22E-7 1.33E-7 8.55E-8 2.07E-7 1.03E-7




Tabela 7.4: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 2 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 13 ‘ Track 14 ‘ Track 15 ‘ Track 16 ‘ Track 17 ‘ Track 18 ‘ Track 19 ‘ Track 20 ‘ Track 21 ‘ Track 22 ‘ Track 23

0.02 1.32E-8 1.49E-8 2.84E-8 3.12E-8 1.13E-8 2.12E-8 5.26E-9 1.68E-8 1.87E-8 2.23E-8 2.38E-8

0.04 1.89E-8 2.33E-8 2.36E-8 1.70E-8 4.85E-9 1.71E-8 6.09E-9 2.22E-8 2.72E-8 3.64E-8 1.52E-8

0.06 2.24E-8 2.70E-8 1.80E-8 1.24E-8 4.02E-9 1.88E-8 6.89E-9 2.12E-8 3.13E-8 4.68E-8 7.45E-9

0.08 2.72E-8 2.74E-8 1.37E-8 1.09E-8 3.67E-9 1.86E-8 7.67E-9 1.85E-8 3.29E-8 5.23E-8 7.81E-9

0.10 3.10E-8 3.04E-8 9.04E-9 1.06E-8 4.34E-9 1.96E-8 8.30E-9 1.73E-8 2.94E-8 5.70E-8 7.40E-9

0.12 3.58E-8 3.54E-8 8.14E-9 8.56E-9 4.10E-9 2.18E-8 9.09E-9 1.73E-8 2.87E-8 6.00E-8 7.01E-9

0.14 4.21E-8 4.01E-8 6.87E-9 7.60E-9 3.73E-9 2.46E-8 9.56E-9 1.42E-8 2.84E-8 6.64E-8 421E-9

0.16 4.76E-8 4.25E-8 6.96E-9 8.24E-9 5.63E-9 2.52E-8 1.07E-8 1.40E-8 3.08E-8 7.46E-8 5.04E-9

0.18 5.14E-8 4.06E-8 7.16E-9 1.07E-8 6.16E-9 2.63E-8 1.15E-8 1.28E-8 3.23E-8 8.59E-8 5.87E-9

0.20 5.50E-8 3.69E-8 5.77E-9 531E-9 5.47E-9 2.90E-8 1.26E-8 1.19E-8 3.29E-8 9.70E-8 4.02E-9

0.22 5.99E-8 3.54E-8 6.98E-9 5.58E-9 5.51E-9 2.99E-8 1.31E-8 1.22E-8 3.55E-8 1.05E-7 3.73E-9

0.24 6.53E-8 3.41E-8 7.33E-9 5.81E-9 5.90E-9 2.97E-8 1.33E-8 1.14E-8 3.96E-8 1.15E-7 5.08E-9

0.26 7.00E-8 3.29E-8 7.39E-9 6.34E-9 5.54E-9 3.22E-8 1.31E-8 1.41E-8 4.34E-8 1.23E-7 3.93E-9




Tabela 7.5: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 2 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 24 ‘ Track 25 ‘ Track 26 ‘ Track 27 ‘ Track 28 ‘ Track 29 ‘ Track 30 ‘ Track 31 ‘ Track 32 ‘ Track 33 H MEDIA

0.02 1.17E-8 3.16E-8 1.63E-8 2.60E-8 2.91E-8 1.74E-8 3.02E-8 1.63E-8 2.27E-8 2.94E-8 2.15E-8

0.04 1.25E-8 2.08E-8 2.07E-8 3.47E-8 4.24E-8 2.14E-8 3.88E-8 2.85E-8 3.22E-8 3.33E-8 2.65E-8

0.06 1.34E-8 1.20E-8 2.06E-8 3.88E-8 4.93E-8 2.88E-8 4.45E-8 3.58E-8 5.26E-8 2.88E-8 3.11E-8

0.08 1.33E-8 8.80E-9 2.10E-8 3.54E-8 5.40E-8 3.47E-8 4.68E-8 4.51E-8 7.03E-8 2.92E-8 3.49E-8

0.10 1.24E-8 9.52E-9 2.08E-8 3.25E-8 4.32E-8 4.14E-8 4.97E-8 5.78E-8 7.56E-8 3.37E-8 3.84E-8
0.12 1.22E-8 7.63E-9 1.92E-8 3.15E-8 4.00E-8 4.51E-8 5.52E-8 6.70E-8 1.05E-7 3.64E-8 4.30E-8
0.14 1.11E-8 5.04E-9 1.75E-8 3.01E-8 3.95E-8 5.04E-8 5.28E-8 7.52E-8 3.94E-8 4.56E-8
0.16 1.11E-8 7.65E-9 1.71E-8 2.84E-8 3.77E-8 5.33E-8 6.20E-8 8.58E-8 4.94E-8 5.04E-8
0.18 1.06E-8 6.76E-9 1.85E-8 2.11E-8 4.52E-8 5.69E-8 7.24E-8 1.00E-7 5.58E-8 5.51E-8
0.20 1.02E-8 7.90E-9 2.19E-8 2.03E-8 6.16E-8 5.87E-8 8.69E-8 1.14E-7 5.29E-8 6.00E-8
0.22 9.36E-9 5.24E-9 2.77E-8 1.98E-8 8.18E-8 6.57E-8 1.02E-7 1.20E-7 5.36E-8 6.55E-8
0.24 9.31E-9 1.93E-9 3.97E-8 2.28E-8 1.13E-7 6.74E-8 1.08E-8 1.35E-7 5.99E-8 7.23E-8

0.26 1.01E-8 3.32E-9 5.96E-8 2.61E-8 1.29E-7 7.38E-8 1.12E-7 1.58E-7 7.11E-8 7.92E-8




Tabela 7.6: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 3 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 6 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 ‘ Track 11 ‘ Track 12 H MEDIA
0.02 1.05E-8 9.64E-9 2.81E-8 7.98E-9 1.22E-8 7.72E-8 2.13E-8 7.00E-9 1.09E-8 2.05E-8
0.04 1.18E-8 1.49E-8 3.57E-8 1.09E-8 1.28E-8 4.65E-8 1.47E-8 9.78E-8 1.05E-8 1.86E-8
0.06 1.19E-8 1.76E-8 2.98E-8 1.33E-8 1.33E-8 2.85E-8 1.32E-8 1.23E-8 1.10E-8 1.67E-8
0.08 1.01E-8 1.93E-8 2.50E-8 1.44E-8 1.38E-8 2.20E-8 1.06E-8 1.43E-8 1.22E-8 1.57E-8
0.10 8.70E-9 2.13E-8 2.88E-8 1.54E-8 1.28E-8 1.97E-8 1.03E-8 1.63E-8 1.20E-8 1.61E-8
0.12 7.79E-9 2.22E-8 2.38E-8 1.72E-8 1.06E-8 2.20E-8 1.11E-8 1.81E-8 1.17E-8 1.61E-8
0.14 7.14E-9 2.16E-8 1.54E-8 1.90E-8 8.79E-9 2.20E-8 1.17E-8 1.98E-8 1.16E-8 1.52E-8
0.16 6.37E-9 2.04E-8 1.08E-8 2.09E-8 9.08E-9 1.26E-8 1.20E-8 2.16E-8 1.17E-8 1.40E-8
0.18 5.84E-9 1.84E-8 1.37E-8 2.33E-8 7.23E-9 1.40E-8 1.23E-8 2.37E-8 1.13E-8 1.44E-8
0.20 5.67E-9 1.56E-8 9.60E-9 2.50E-8 6.42E-9 1.56E-8 1.28E-8 2.61E-8 1.05E-8 141E-8
0.22 5.44E-9 1.24E-8 3.72E-8 2.75E-8 5.73E-9 1.33E-8 1.34E-8 2.86E-8 1.04E-8 1.34E-8
0.24 5.44E-9 1.00E-8 3.15E-9 2.83E-8 5.14E-9 1.41E-8 1.46E-8 3.04E-8 1.12E-8 1.36E-8
0.26 5.39E-9 8.23E-9 2.90E-8 491E-9 9.24E-9 1.55E-8 3.16E-8 1.17E-8 1.44E-8




Tabela 7.7: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 4 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 5 ‘ Track 6 ‘ Track 8 ‘ Track 10 ‘ Track 11 H MEDIA

0.02 1.69E-8 8.50E-9 3.33E-8 4.01E-8 4.89E-8 1.69E-8 2.39E-8 2.69E-8

0.04 1.04E-8 1.04E-8 1.98E-8 3.44E-8 4.60E-8 2.31E-8 2.66E-8 2.44E-8

0.06 1.12E-8 1.20E-8 1.67E-8 3.27E-8 2.81E-8 3.07E-8 2.67E-8 2.26E-8

0.08 8.02E-9 1.39E-8 1.33E-8 2.53E-8 2.89E-8 3.54E-8 3.13E-8 2.23E-8

0.10 8.27E-9 1.59E-8 9.04E-9 2.38E-8 2.79E-8 3.80E-8 3.24E-8 2.22E-8

0.12 9.06E-9 1.78E-8 7.93E-9 2.52E-8 2.90E-8 3.84E-8 3.47E-8 231E-8

0.14 7.43E-9 2.80E-8 6.78E-9 221E-8 3.22E-8 3.97E-8 3.30E-8 2.30E-8

0.16 7.85E-9 2.16E-8 5.84E-9 1.90E-8 2.85E-8 3.97E-8 2.99E-8 2.18E-8

0.18 7.52E-9 2.24E-8 7.81E-9 1.30E-8 3.23E-8 4.28E-8 2.74E-8 2.19E-8

0.20 7.77E-9 2.16E-8 9.09E-9 1.24E-8 3.54E-8 4.85E-8 2.46E-8 2.28E-8

0.22 8.32E-9 2.06E-8 8.78E-9 1.14E-8 3.21E-8 5.31E-8 2.23E-8 2.24E-8

0.24 8.20E-9 1.98E-8 8.72E-9 1.13E-8 2.96E-8 5.77E-8 1.84E-8 2.20E-8

0.26 8.02E-9 1.92E-8 7.88E-9 1.10E-8 2.66E-8 591E-8 1.31E-8 2.07E-8




Tabela 7.8: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 5 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 5 ‘ Track 6 ‘ Track 8 ‘ Track 9 H MEDIA

0.02 2.25E-8 1.21E-8 2.51E-8 2.30E-8 4.83E-8 2.62E-8

0.04 2.53E-8 1.24E-8 2.76E-8 1.85E-8 4.01E-8 2.48E-8

0.06 2.72E-8 2.25E-8 3.45E-8 2.84E-8 3.01E-8 2.65E-8

0.08 2.79E-8 1.55E-8 4.08E-8 3.83E-8 2.57E-8 2.96E-8

0.10 2.44E-8 1.77E-8 4.83E-8 4.86E-8 2.45E-8 3.27E-8

0.12 1.99E-8 2.03E-8 5.29E-8 5.97E-8 2.41E-8 3.54E-8

0.14 2.40E-8 2.40E-8 5.42E-8 6.66E-8 2.49E-8 3.87E-8

0.16 2.81E-8 2.72E-8 5.72E-8 7.69E-8 2.21E-8 4.23E-8

0.18 3.13E-8 2.99E-8 5.83E-8 8.36E-8 2.20E-8 4.50E-8

0.20 3.62E-8 3.30E-8 6.04E-8 8.46E-8 2.55E-8 4.80E-8

0.22 3.41E-8 3.39E-8 6.10E-8 8.73E-8 2.88E-8 4.90E-8

0.24 3.39E-8 3.62E-8 6.57E-8 7.81E-8 2.86E-8 4.85E-8

0.26 3.71E-8 3.96E-8 6.75E-8 1.01E-7 2.65E-8 5.44E-8




Tabela 7.9: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 6 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 6 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 ‘ Track 12 H MEDIA

0.02 1.83E-8 6.12E-8 1.14E-8 3.10E-8 1.73E-8 1.47E-8 2.57E-8

0.04 2.36E-8 3.72E-8 1.98E-8 2.49E-8 1.73E-8 2.48E-8 2.46E-8

0.06 2.66E-8 2.99E-8 2.97E-8 2.41E-8 1.79E-8 3.69E-8 2.75E-8

0.08 2.82E-8 1.63E-8 3.95E-8 2.37E-8 1.88E-8 5.00E-8 2.94E-8

0.10 2.99E-8 2.14E-8 4.85E-8 2.47E-8 2.06E-8 6.43E-8 3.49E-8

0.12 3.46E-8 1.88E-8 5.78E-8 3.05E-8 2.18E-8 7.79E-8 4.02E-8

0.14 3.94E-8 1.47E-8 6.59E-8 3.54E-8 2.20E-8 9.20E-8 4.49E-8

0.16 4.03E-8 1.27E-8 7.48E-8 4.02E-8 1.99E-8 1.04E-7 4.86E-8

0.18 3.73E-8 1.25E-8 8.38E-8 4.25E-8 1.92E-8 1.17E-7 5.21E-8

0.20 3.28E-8 1.28E-8 9.28E-8 4.65E-8 1.86E-8 1.27E-7 5.51E-8

0.22 3.04E-8 1.29E-8 1.02E-7 5.20E-8 1.93E-8 1.39E-7 5.93E-8

0.24 2.78E-8 1.49E-8 1.12E-7 5.77E-8 2.11E-8 1.47E-7 6.35E-8

0.26 2.15E-8 1.07E-8 1.22E-7 591E-8 2.54E-8 1.54E-7 6.55E-8




Tabela 7.10: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 7 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 5 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 ‘ Track 11 ‘ Track 12 ‘ Track 13 H MEDIA

0.02 3.96E-8 1.08E-8 6.74E-9 7.09E-8 3.88E-8 8.13E-8 8.98E-8 5.18E-8 1.75E-8 4.52E-8

0.04 4.32E-8 9.27E-9 8.35E-9 7.30E-8 3.33E-8 6.71E-8 1.06E-7 5.61E-8 2.37E-8 4.66E-8

0.06 5.36E-8 9.66E-9 8.43E-9 7.53E-8 3.82E-8 5.65E-8 9.55E-8 5.89E-8 3.04E-8 4.74E-8

0.08 5.55E-8 1.15E-8 9.29E-9 7.61E-8 4.69E-8 5.95E-8 1.05E-7 6.66E-8 3.73E-8 5.20E-8

0.10 5.99E-8 1.26E-8 1.01E-8 7.30E-8 4.72E-8 6.01E-8 1.19E-7 7.74E-8 4.20E-8 5.57E-8

0.12 5.39E-8 1.45E-8 1.16E-8 7.66E-8 5.09E-8 6.75E-8 1.13E-7 8.28E-8 4.58E-8 5.74E-8

0.14 5.36E-8 1.68E-8 1.40E-8 7.13E-8 5.27E-8 791E-8 9.75E-8 8.79E-8 5.17E-8 5.72E-8

0.16 5.60E-8 1.98E-8 1.48E-8 7.16E-8 5.59E-8 9.37E-8 8.15E-8 9.11E-8 5.71E-8 6.02E-8

0.18 5.98E-8 1.90E-8 1.65E-8 8.22E-8 5.58E-8 9.19E-8 9.11E-8 8.75E-8 6.23E-8 6.17E-8

0.20 6.40E-8 2.00E-8 1.93E-8 8.84E-8 5.59E-8 9.54E-8 6.84E-8 9.34E-8 6.78E-8 6.36E-8

0.22 6.12E-8 2.03E-8 1.99E-8 1.09E-7 5.87E-8 1.11E-7 5.55E-8 9.55E-8 7.37E-8 6.72E-8

0.24 5.53E-8 2.04E-8 2.15E-8 1.18E-7 5.49E-8 1.04E-7 5.42E-8 9.74E-8 8.11E-8 6.75E-8

0.26 4.23E-8 2.22E-8 2.54E-8 1.26E-7 6.50E-8 1.13E-7 5.99E-8 9.95E-8 8.79E-8 7.12E-8




Tabela 7.11: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 8 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 10 ‘ Track 11 H MEDIA

0.02 1.95E-8 2.60E-8 2.19E-7 3.44E-8 1.67E-8 4.51E-8 6.01E-8

0.04 2.75E-8 2.86E-8 1.67E-7 5.87E-8 2.88E-8 3.60E-8 5.78E-8

0.06 3.20E-8 3.79E-8 7.24E-8 8.18E-8 4.09E-8 5.11E-8 5.27E-8

0.08 3.23E-8 4.53E-8 8.28E-8 9.91E-8 5.52E-8 6.48E-8 6.33E-8

0.10 2.67E-8 5.14E-8 7.93E-8 1.09E-7 7.03E-8 7.42E-8 6.84E-8

0.12 1.99E-8 5.86E-8 3.23E-8 1.13E-7 8.45E-8 7.93E-8 6.45E-8

0.14 1.20E-8 5.98E-8 3.39E-8 1.11E-7 9.74E-8 7.57E-8 6.50E-8

0.16 3.59E-9 6.61E-8 5.19E-8 1.10E-7 1.12E-7 6.65E-8 6.84E-8

0.18 2.13E-9 5.70E-8 3.49E-8 1.09E-7 1.22E-7 6.24E-8 6.45E-8

0.20 5.66E-9 6.46E-8 2.83E-8 1.04E-7 1.34E-7 2.66E-8 6.05E-8

0.22 7.33E-8 2.37E-8 9.78E-8 1.42E-7 8.43E-8

0.24 1.91E-8 9.28E-8 1.43E-7 8.48E-8

0.26 1.45E-8 8.89E-8 1.41E-7 8.14E-8




Tabela 7.12: Valores do deslocamento radial dos pontos de cada seguimento efectuado no segmento de

imagens do Video 9 (Track 1 e Track 2 foram utilizados para calibracdo).

t ‘ Track 3 ‘ Track 4 ‘ Track 5 ‘ Track 6 ‘ Track 7 ‘ Track 8 ‘ Track 9 ‘ Track 10 H MEDIA

0.02 6.05E-8 8.32E-8 3.06E-8 7.79E-8 4.77E-8 6.93E-8 4.63E-8 1.75E-8 5.41E-8

0.04 6.67E-8 1.02E-7 4.39E-8 1.06E-7 4.50E-8 7.62E-8 6.10E-8 2.61E-8 6.59E-8

0.06 7.11E-8 9.28E-8 6.00E-8 1.21E-7 4.94E-8 8.59E-8 7.28E-8 3.03E-8 7.29E-8

0.08 6.96E-8 9.07E-8 7.55E-8 1.25E-7 5.76E-8 7.98E-8 9.13E-8 3.48E-8 7.80E-8

0.10 6.97E-8 1.07E-7 8.91E-8 1.18E-7 7.65E-8 7.33E-8 1.13E-7 3.85E-8 8.56E-8

0.12 6.06E-8 1.09E-7 1.01E-7 1.15E-7 9.21E-8 8.25E-8 1.37E-7 3.70E-8 9.19E-8

0.14 4.61E-8 1.03E-7 1.08E-7 1.01E-7 9.60E-8 9.10E-8 1.60E-7 3.30E-8 9.23E-8

0.16 4.40E-8 1.12E-7 1.16E-7 1.00E-7 1.04E-7 9.72E-8 1.80E-7 2.87E-8 9.77E-8

0.18 3.76E-8 1.16E-7 1.21E-7 1.28E-7 1.17E-7 1.10E-7 1.98E-7 2.52E-8 1.07E-7

0.20 2.98E-8 1.28E-7 1.27E-7 1.63E-7 1.21E-7 1.26E-7 2.12E-7 2.03E-8 1.16E-7

0.22 2.19E-8 1.29E-7 1.33E-7 1.83E-7 1.13E-7 1.60E-7 2.28E-7 1.70E-8 1.25E-7

0.24 1.73E-8 1.48E-7 1.46E-7 1.98E-7 1.02E-7 1.96E-7 2.34E-7 1.59E-8 1.32E-7

0.26 1.33E-8 1.61E-7 1.58E-7 2.07E-7 1.13E-7 1.90E-7 2.40E-7 1.78E-8 1.37E-7




Anexo C - Representacao grafica dos
valores do Coeficiente de Dispersao (D)

Este Anexo contém a representagdo grdfica dos valores dos coeficientes de dispersao (D,,), ob-
tidos no software MatLab, de cada seguimento efectuado nos segmentos de imagens de todos os

videos utilizados neste trabalho prdtico.

Coeficiente de Dispersdo- Video 1

4,008-07

—-=T23

3,506-07
——T4
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3,00E-07 ——T_6
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T.22
—8—Média

0,00£+00

Figura 7.10: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 1.
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Coeficiente de Dispersédo- Video 2

4,005-07

v
—-—T4
3,506-07 -_T3
——T6
-7
—+=T1_8
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——1.29
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T31

132

T_33

0,00E+00 =~ Média

Figura 7.11: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 2.

Coeficiente de Dispersdo- Video 3
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Figura 7.12: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 3.



Coeficiente de Dispersdo- Video 4
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Figura 7.13: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 4.

Coeficiente de Dispersdo- Video 5
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Figura 7.14: Representacéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 5.



Coeficiente de Dispers&do- video 6
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Figura 7.15: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 6.

Coeficiente de Dispersdo - video 7
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Figura 7.16: Representacio gréfica dos coeficientes de dispersdo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 7.

——T_3
—T6
--T_8
—=T9
—T_10
——T_12

-~ Média

——T_3
—_T5
—-T7
——T38
—=T9
—=T_10
—T11
——T_12
—-T13
——Média



4,00-07

3,506-07

3,00E-07

2,50E-07

2,00e-07

Dy, [em?/s)

1,50E-07

1,00E-07

5,00E-08

Coeficiente de Dispersdo- video 8

Figura 7.17: Representagéo gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 8.
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Figura 7.18: Representacio gréfica dos coeficientes de disperséo calculados através do software MatLab

dos seguimentos analisados do Video 9.
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