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Resumo

Um velocimetro 6tico empregando a técnica de correlagdo cruzada foi
desenvolvido para medir a Velocidade de Células Vermelhas Sanguineas (RBCs)
na microcirculagdo de pequenos animais. A imagem magnificada do vaso sob
investigacado é projetada no plano focal de uma lente objetiva do microscépio e
alinhada dentro de duas janelas 6pticas colocadas numa distancia conhecida (d).
Com a passagem das RBCs, dois sinais similares, porém atrasados no tempo séo
gerados. A determinagao do tempo de passagem das RBCs (t;) € utilizado para a
realizagdo da medida indireta da velocidade das RBCs (V.= d / t). O instrumento
apresenta uma etapa de processamento analdgico, a qual € composta por um
estagio de amplificagdo, um de filtragem analégica e uma placa de adquirir dados.
As etapas de processamento digital sdo filtragem digital, correlagdo cruzada, uma
para estimativa do atraso, estimativa da velocidade e apresentagdo visual.
Resultados in vitro obtidos um com modelo elétrico apresentaram erros menores
que 1%. Resultados obtidos em medidas in vivo apresentaram diferencas
significativas  (p<0,002) quando comparados diferentes vasos da rede
microvascular. Estes resultados sdo coerentes com a fisiologia envolvida e

confirmam o alto potencial cientifico do sistema desenvolvido.
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Abstract

An optical velocimeter employing the cross correlation technique has been
developed in order to measure the Red Blood Cells (RBCs) velocity in the
microcirculation of small animals. The magnified image of the vessel under
investigation is projected on the focal level of the objective lens of the microscope
and aligned between two optical windows placed at a known distance (d). The
passage of RBCs generates two similar delayed signals. The determination of the
time of passage of the RBCs () is used to calculate the RBCs velocity (V, =d / t;).
The instrument consists of an analog processing stage, including amplification and
filtering, and a data aquisition system. The software includes digital filtering, cross
correlation, estimation of time delay and RBC velocity, and visual presentation. In
studies concerning performance evaluation, analysis of electrical models presented
errors less than 1%, while measurements “in vivo” presented significant differences
(p<0,002) when different kind of microcirculatory vessels are compared. These
results are consistent with the physiologic conditions studied and confirmed the

high scientific potential of the developed system.
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Capitulo |

Introducao

A medida de velocidade de fluxo sanglineo na microcirculagdo é um fator
importante para a determinagdo da oxigenag¢ao sanguinea e da concentragao de
hemoglobina. Avaliagdes da velocidade de eritrocitos encontram aplicagbes em
diversos estudos relacionados a fisiologia da microcirculagao (Fleming, Klitzman e
Johnson,1985). Em decorréncia disso, diversos pesquisadores no decorrer dos
anos, vem desenvolvendo técnicas que possibilitem a medi¢ao de fluxo sanguineo
ao nivel da microcirculagéao.

O estudo do transporte do oxigénio na microcirculagao inclui a quantificagcao
e andlise da rapidez de movimentacdo da hemoglobina. Assim, € importante o
desenvolvimento de métodos convenientes pelos quais o fluxo de RBCs possa ser
determinado (Anand, Shruti e Pittman,1999).

Em certas doengas como no diabetes, acredita-se que o disturbio no
balanco entre a pressao capilar e o fluxo capilar pode ocorrer precocemente no
processo de evolugcdo da doencga, podendo estar envolvido na formacido das
complicacdes clinicas. A fim de entender o mecanismo envolvido, é fundamental o
completo conhecimento do sistema circulatério em condigbes ndo patoldgicas

(Mawson e Shore, 1998).



1.1 — Relevancia do Projeto

1.1.1 - Reflexos sociais e econémicos das doencas circulatorias

A pesquisa realizada por Murray e Lopez (1997) mostrou que as doencgas
cardiovasculares (DCVs) representaram a principal causa de falecimento no
mundo em 1990 e, segundo a projecao efetuada por estes pesquisadores, esta
lideranga sera mantida até 2020.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) do ano de 1997 revelaram
que as DCVs foram responsaveis por cerca de 30% de todas as mortes que
ocorreram no mundo, correspondendo a quase 15 milhdes de Obitos por ano,
sendo a maioria deles (9 milhdes) em paises em desenvolvimento (Brandao,
2000).

No Brasil, as DCVs sao responsaveis por grande numero de Oobitos
prematuros em adultos. Além da elevada morbidade, levam na maioria das vezes,
a invalidez parcial ou total do individuo, com graves repercussdes para a pessoa
acometida, sua familia e a sociedade. Dados reportados pelo Ministério da Saude
demonstraram que do total de 809.799 6bitos registrados em 1984, 209.288 foram
de origem cardiovascular, sendo que, 20% dos 6bitos foram de adultos jovens
entre os 20 e 49 anos de idade e 41,2% foram entre aqueles na faixa dos 50 ou
mais anos (Ministério da Saude, 1988).

Apesar dos significativos aprimoramentos no tratamento e diagnéstico das
doencgas cardiacas, estas se mantiveram como a principal causa de falecimento

nos Estados Unidos (Bronzino, 1986). Em 1980 mais de um milhdo de americanos



faleceram em funcdo de complicacbes associadas ao coragdo ou aos vasos
sanguineos. Em 1983, a American Heart Association estimou que mais de US$ 32
bilhdes foram gastos ou perdidos devido as doengas cardiovasculares.

Lindén (1997) reportou que, para entender melhor os mecanismos
fisiopatologicos de doencas que afetam o fluxo sanguineo na microvasculatura e
para estudar quais niveis na microvasculatura as drogas vaso-ativas interferem no
fluxo sanguineo, é necessario o desenvolvimento de técnicas nao-invasivas para
investigagdes tanto clinicas quanto experimentais.

Acredita-se que a rede capilar e as conexdes arteriovenosas podem conter
a chave para muitos dos problemas associados as doengas vasculares, incluindo
hipertensdo. Deste modo, € essencial o aprimoramento dos métodos de estudo do
fluxo sanglineo nesta importante parte da circulagéo.

A maioria dos sistemas utilizados na avaliagcdo da velocidade de fluxo
sanguineo na microcirculagdo emprega técnicas baseadas em sistemas
analogicos (Intaglietta e Tompkins, 1971; Intaglietta, Monti e Tompkins, 1974;
Borders, Brown e Granger, 1983; Fleming, Klitzman e Johnson, 1985). Branemark
e Johnson, (1963), desenvolveram um método de mancha voadora que utiliza
técnicas de video. Munro, (1966), desenvolveu um método 6tico baseado em
prisma rotativo. Estes métodos, no entanto, dependem da habilidade do
pesquisador e sao limitados pelo fato de que somente uma unica célula pode ser
seguida no campo de visualizagao (Johnson, 1968).

Fleming, Klitzman e Johnson (1985), desenvolveram um método baseado
num detector diferencial peridédico e analise espectral. Estes pesquisadores

reportaram que existem potenciais dificuldades em aplicagcdes praticas do método,



em virtude do periodo de amostragem finita do sinal e também devido a variagdes
na velocidade durante a amostragem terem produzido um espalhamento
espectral, dificultando a determinagao da freqiéncia fundamental.

Wayland e Johnson (1967) desenvolveram o método de dupla fenda, que
permite gravacdes continuas da velocidade e ndo depende da habilidade do

pesquisador. No entanto, este método depende de gravacado em fita magnética.

1.2 — Objetivo do Projeto

Neste contexto, este projeto objetiva desenvolver um sistema baseado no
método de correlagdo cruzada que possibilite a medicdo da velocidade das
hemacias na microcirculagédo de pequenos animais. O sistema devera permitir
avaliagdes em tempo real, armazenamento automatico dos resultados e operagao

mais simples que seus correspondentes analdgicos.



Capitulo |l

Revisao Teorica

2.1 — Sistema Circulatorio

O sistema circulatério é responsavel pelo transporte e distribuicao de
substancias essenciais aos tecidos e pela remog¢ao dos produtos originados do
metabolismo (Berne et al, 2004). A fungao da circulagdo é manter um ambiente
apropriado, em todos os liquidos dos tecidos do corpo, para as condi¢des 6timas
de sobrevivéncia e de funcionamento das células (Guyton e Hall, 2002). Este
sistema também participa dos mecanismos homeostaticos, como a regulagédo da
temperatura corpérea, manutencao de fluidos e suprimento de oxigénio e

nutrientes sob varios estados fisiologicos (Berne et al, 2004).

2.1.2 — Partes Funcionais da Circulagcao

A figura 1 apresenta um esquema simplificado da circulagdo humana com
as correspondentes porcentagens de sangue nas suas diferentes partes (Guyton e
Hall, 2002). O papel de cada um destes componentes é descrito sucintamente a

sequir.

Artérias: sua funcao é transportar o sangue para os tecidos, sob alta
pressdo. Sao divididas dentro de duas categorias: elastica e muscular. Artérias

com didmetros grandes (aorta e carétida), onde em média contém tanto células de



musculatura lisa quanto muitas camadas elasticas s&do chamadas de artérias
elasticas. As artérias que diminuem de didmetro quando se aproximam da periferia
e as quais em média sdo menos elasticas, e as células de musculatura lisa

predominam sdo chamadas de artérias musculares.

Arteriolas: sao os ultimos ramos pequenos do sistema arterial, atuando
como valvulas controladoras, através das quais o sangue é liberado para os
capilares. A arteriola tem parede muscular forte, que pode fechar completamente,
ou pode dilata-la, por varias vezes, em relagédo ao seu diametro, tendo assim a
capacidade de alterar intensamente o fluxo sanglineo, para os capilares, em
resposta as necessidades dos tecidos. O didmetro das arteriolas varia em torno de
5-100 um e tem uma camada lisa espessa, uma camada adventicia fina e um
revestimento endotelial. As arteriolas ddo origem aos capilares (5 a 10um de
didametro), ou em alguns tecidos, as metarteriolas (10 a 20 um em didmetro) que
dao origem a capilares. As arteriolas representam o maior local de resisténcia

para a regulagao do fluxo de sangue local (Berne et al, 2004).

Capilares: a fungcao dos capilares € realizar a troca de liquido, nutrientes,
eletrélitos, hormbnios e outras substancias entre o sangue e o liquido intersticial.
Para realizar esse papel, as paredes dos capilares sdo muito delgadas e tém
inumeros e minusculos poros capilares, permeaveis a agua e a outras pequenas

substancias moleculares (Guyton e Hall, 2002).



A densidade capilar esta fortemente relacionada com as necessidades
metabdlicas dos tecidos e o6rgdos. Nos tecidos ativos, como o cardiaco,
esquelético, muscular e glandular, a densidade capilar € alta. Nos tecidos cuja
atividade metabolica é baixa, como o tecido subcutédneo, ou o cartilaginoso, a

densidade capilar é baixa (Berne et al, 2004).

Vénulas: as vénulas coletam o sangue dos capilares; gradualmente, as
vénulas unem-se, formando veias progressivamente maiores. As vénulas
imediatamente apds os capilares atingem didmetros entre 10-50 pum e,

inicialmente, ndo apresentam células musculares em suas paredes.

Veias: atuam como condutos para o transporte do sangue dos tecidos de
volta ao coragao. Aproximadamente 60% de todo o sangue do sistema circulatério
esta contido nas veias, desse modo, elas também atuam como reservatério de
sangue para a circulagdo. Como a pressao no sistema venoso é muito baixa, suas
paredes sdo delgadas. Mesmo assim, apresentam musculatura para se contrair,
ou se expandir, e, assim, atuam como reservatério controlavel de sangue extra,
em quantidades pequenas ou grandes, dependendo das necessidades da

circulagao.
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Figura 1. Esquema dos arranjos dos vasos que compdem o sistema circulatorio
com suas respectivas distribuicdbes do sangue (em percentagens de sangue total)

nas diferentes partes do sistema circulatério. Adaptado de Guyton e Hall (2002).

2.1.3 — Componentes do Sangue

O sangue é uma suspenséao de células vermelhas sanguineas (eritrocitos-
RBCs), células vermelhas brancas (leucdcitos), e plaquetas no plasma (Pal, 2003).
Na microcirculagdo as propriedades (deformabilidade, aumento do volume de
RBCs, agregacdao de RBCs nas paredes dos vasos) das células sanguineas

vermelhas tem uma importante influéncia no fluxo sanguineo.

Células Vermelhas Sanguineas: as RBCs sao discos biconcavos com cerca de 8

um de didmetro e 1um de espessura no centro, tendo espessura maxima de 2,5



um (Skalak, Ozkaya e Skalak, 1989). As dimensdes de uma RBC humana sao
mostradas na figura 2 (Evans e Fung, 1972). As RBCs consistem de uma fina
membrana elastica cheia com uma solugdo de hemoglobina.

As RBCs sao altamente deformaveis, uma caracteristica que permite que
elas passem através dos capilares (Pal, 2003). A figura 3 mostra uma RBC
passando através de um canal com didmetro de 3 um, onde a alta deformabilidade
da sua membrana permite uma flexibilidade suficiente para que uma RBC passe
através de capilares com diametro inferior ao proprio diametro da RBC (Chien,
1975). A figura 4 mostra RBCs passando através de um capilar com fluxo em fila
unica. Quando uma RBC se move num capilar cbnico, o comprimento dela
aumentara. Em certos didmetros de capilares, a forma da RBC sera

completamente cilindrica.

—

1,283 um
+- R

I 0,405 um

j¢———— 391 um

Figura 2. Dimensdes e forma de uma RBC humana tipica (adaptado de Evans e

Fung, 1972).



Figura 3. Modificagcbes de geometria durante a passagem de uma RBC humana

através de um canal cilindrico com diametro de 3 um (adaptado de Chien, 1975).

Figura 4. llustragdo das RBCs fluindo ao longo de um capilar em alta velocidade.

Adaptado de Schmid-Schénbein (1976).
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Leucécitos: os leucécitos (células sanglineas brancas) constituem menos de 1%
do volume total de células sanguineas nos humanos. O didmetro médio dos
leucocitos varia entre 6 e 7,5 ym. Os leucécitos sdo menos deformaveis que as
RBCs e sua fungao primaria é a defesa do corpo e reagdes imunoldgicas (Slaaf,

Tangelder e Reneman, 1993).

Plaquetas: as plaquetas ocupam um volume ainda menor em relacdo aos
leucécitos e normalmente tem pouco efeito na viscosidade sanglinea. As
plaquetas sédo corpos irregulares esféricos ou ovais sem nucleo (Pal, 2003). Elas
possuem uma dimensao de aproximadamente 2-4uym e desempenham um papel
importante na coagulagdo do sangue e na cicatrizagdo dos vasos sanguineos

feridos (Pal, 2003).

2.1.4 — Hemodinamica

De acordo com a literatura, é dificil analisar precisamente o fluxo pulsatil do
sangue através do sistema cardiovascular (Berne et al, 2004), pelo coragao ser
uma bomba complexa e seu funcionamento ser afetado por fatores quimicos e
fisicos. Os vasos sanguineos sao multirramificados e suas elasticidades
asseguram variagées complexas na suas dimensdes. Outro fato, € que o sangue
nao é uma solugdo simples, homogénea, mas, ao invés, € uma suspensao
complexa de corpusculos sanguineos brancos e vermelhos, plaquetas e glébulos

lipidicos dispersos numa solugao de proteinas.
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Em certas condicbes, torna-se dificil a compreensdo de como o fluxo
sanguineo € controlado, em fung&o das necessidades dos tecidos. Também n&o é
simples a compreensdo de como o0 coragao e a circulagdo sao controlados, para
suprir adequadamente débito cardiaco e pressao arterial, para fazer com que

ocorra o necessario fluxo sanguineo (Berne et al, 2004).

2.1.4.1 — Velocidade da Corrente Sangiiinea

Diversos trabalhos reportaram uma distribuicdo nao uniforme de células
sanguineas entre capilares na rede microvascular (Goodman et al, 1974;
Gaehtgens et al, 1976 e Gore e Bohlen, 1975). Em qualquer dado intervalo de
tempo, a distribuicido de RBCs dentro da microcirculagdo aparece em diferentes
espacamentos nos capilares. Assim, um capilar pode transportar um grupo de
RBCs em um dado intervalo de tempo e somente plasma e plaquetas em outro
tempo. Este transporte de RBCs gera uma consideravel ndo homogeneidade
espacial e temporal na distribuicdo de células sanguineas na microcirculacéo. Esta
nao homogeneidade faz com que a velocidade do fluxo na microcirculagao
também exiba significantes flutuacbes espaciais e temporais (Johnson, 1968 e
Fenton, 1980).

Estudos feitos na microcirculacdo revelaram que o diametro dos vasos,
assim como o fluxo, variam continuamente, podendo até mesmo ser interrompido.
Esta variacdo no fluxo € chamada de vasomocao. Os ciclos de vasomogao variam,
dependendo do tecido e da espécie animal, na faixa de 2 segundos a 1 minuto

(Slaaf, Tangelder e Reneman, 1993).
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O fator mais importante que leva ao aumento ou diminuigdo do fluxo
sanguineo é a demanda de oxigénio para os tecidos. Quando o consumo de
oxigénio é alto, ha uma queda no oxigénio tecidual, os ciclos de vasomogao
ocorrem com maior frequéncia por periodos de tempo maiores, fazendo assim
com que o sangue transporte quantidades maiores de oxigénio e outros nutrientes
para os tecidos.

A energia para propulsdo do sangue pelo sistema cardiovascular é provida
pelo coragdao que impde um gradiente de pressao ao longo do comprimento do
vaso (Eugene e Charles Miguel, 1984). Em condi¢des de fluxo laminar, o fluxo (F)
através de um vaso esta relacionado com a pressao 4P sobre o vaso, conforme

descrito pela lei de Poiseuille (Slaaf, Tangelder e Reneman, 1993).

F — TDAAP

128, ()

onde D é o diametro do vaso, [ € o comprimento do vaso sobre o qual a diferenga
de pressao AP existe, e u é o coeficiente de viscosidade dinédmica do fluido.
Assumindo que as propriedades reolégicas do sangue sao constantes
(viscosidade dinamica p constante), a equagdo 1 mostra que o fluxo sanguineo
esta diretamente relacionado com a quarta poténcia do didmetro do vaso. Para
gradientes de pressao constante ao longo do vaso, o fluxo sanguineo médio pode

ser calculado pela equacéao 2.

P _er Di(t)dt 2)
— .J_ - 'I-\I/
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onde T, é o periodo de vasomogao e £ € um fator de proporcionalidade. Da
equacao 2, pode-se observar que pequenas mudancgas no didmetro de um vaso
causam grandes alteragdes na capacidade do vaso de conduzir sangue (Guyton e
Hall, 2002). O didmetro de um vaso sanglineo é entdo, o principal fator na
determinagcédo da velocidade do fluxo sanglineo pelo vaso. Qualquer obstrugao
nas artérias, ou uma pequena mudanga no raio das artérias pode significar um
enorme esforgo para o coragéo conseguir bombear sangue na mesma quantidade
pelo corpo.

Nas pequenas arteriolas, que dao origem direta aos capilares, encontram-
se as maiores resisténcias ao fluxo sanguineo, em virtude desses vasos serem
responsaveis pelo controle do fluxo sangulineo local através de sua dilatagéo e
constricao.

O controle do fluxo sanglineo nos tecidos locais desempenha um papel
importante, pois se nao existisse este controle, o coracdo deveria suprir esta
necessidade, atingindo todos os o6rgaos. Desta forma, o fluxo sanguineo é
regulado ao nivel minimo capaz de suprir as necessidades dos tecidos (Guyton e
Hall, 2002).

Outro fator importante na variagdo do fluxo, como se observa na lei de
Poiseuille, é a viscosidade do sangue. Quanto maior for a viscosidade menor sera
o fluxo sanguineo em um vaso. Como 99% do particulado sanguineo é constituido
de RBCs, estas determinam a viscosidade do sangue, exercendo retardo por atrito

contra outras células adjacentes e contra a parede do vaso sanguineo.
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2.1.5 — Microcirculagao

A microcirculagdo compreende os vasos sanglineos e linfaticos com
diametro inferior a 100 um: artérias terminais, metarteriolas, capilares, vénulas nao
musculares, vénulas musculares, veias, capilares linfaticos e microlinfaticos,
(Bouskela, 1999). E conceituada como a circulagdo do sangue através dos
menores vasos do corpo (Berne et al, 2004). A figura 5 mostra a microvasculatura
da microcirculacdo da bolsa da bochecha do hamster Mesocricetos auratus
realgada pela fluorescéncia-dextran (FITC-Dextran), (figura 5A). Inumeros
fendbmenos fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos ocorrem ao nivel
da microcirculagao. A figura 6 descreve a microcirculagdo de um humano, e nela
pode-se observar que as arteriolas dao origem direta aos capilares responsaveis

pelo abastecimento de nutrientes aos tecidos.

Figura 5. Imagem da microvasculatura o6tica da bolsa da bochecha do hamster
(Mesocricetos auratus) realgcada pela fluorescéncia do Isotiocianato de
Fluoresceina-Dextrana (FITC-Dextran) (A) e Microcirculagdo do hamster com seus

respectivos didmetros sem a substéancia fluoresceina (B).
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Os microvasos sao partes estruturais e funcionais dos tecidos que eles
abastecem. A densidade capilar esta fortemente relacionada com as necessidades
metabdlicas, especialmente a demanda de oxigénio para o tecido (Slaaf,
Tangelder e Reneman, 1993).

A rede arterial avanca em direcdo ao sistema capilar através de
ramificagdes progressivas onde condutos predominantemente elasticos
gradualmente se tornam vasos cujo diametro € diretamente controlado pelo tdnus
da musculatura lisa (Bouskela, 1999). A maior quantidade de células musculares
lisas na parede vascular € alcancada pelas arteriolas e arteriolas terminais ou
metarteriolas, onde as propor¢gdes sao tais que a contragdo ou o relaxamento
destas células pode levar estes vasos da dilatagdo maxima até o fechamento,
quando, entdo, eles deixam de funcionar como conduto para o transporte de
sangue.

Na microcirculacdo, como o didmetro dos microvasos diminui, a resisténcia
ao fluxo nos microvasos individuais aumenta consideravelmente. Da equacéao (1),
pode-se observar que grandes resisténcias ao fluxo sdo encontradas nos

microvasos muito estreitos, precapilares e capilares.
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Figura 6. Desenho esquematico da microcirculagdo humana. As estruturas
circulares, na arteriola e na vénula, representam fibras musculares lisas, e as
linhas continuas ramificadas representam fibras nervosas simpaticas. As setas

indicam a diregcao do fluxo sanguineo. Adaptado de Berne et al, 2004.

Nas arteriolas terminais, que dao origem diretamente aos capilares, o fluxo
sanguineo frequentemente apresenta paradas completas, fenbmenos que ocorrem
por um curto periodo de tempo. Nas grandes arteriolas, as quais fornecem sangue
para varias arteriolas terminais, o fluxo também varia, mas dentro das condi¢des
normais nunca se aproxima de zero. Durante o periodo em que o fluxo capilar é
zero, o sangue pode contornar o leito capilar através de desvios arteriovenosos,
que carregam o sangue diretamente das arteriolas para as vénulas. Desvios
alternativos, denominadas de desvios funcionais, sdo criados em certos capilares
que carregam sangue continuamente devido a baixa resisténcia relativa destes
vasos quando comparada com os capilares vizinhos. (Simionescu e Simionescu,

1984; Wiedeman, 1984).
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O fluxo sanguineo através dos capilares mantém gradientes de
concentracdo de solucdo e pressao hidrostatica entre o leito do capilar e os
tecidos ao redor. As trocas transcapilares envolvem, por exemplo, oxigénio,
nutrientes, didéxido de carbono, metabdlicos e fluidos. As drenagens dos fluidos
dos tecidos pelos microvasos sao assistidos pelos vasos linfaticos. Os capilares
linfaticos sdo sacos cegos consistindo de células endoteliais com pequenas
juncdes abertas para entrada do material dos tecidos aos redores.

Em cada regido, a microcirculacdo apresenta-se organizada de modo a
atender as necessidades especificas dos 6rgaos. A importancia de um fluxo de

sangue adequado se deve aos fatores abaixo relacionados:

—

Suprimento de oxigénio aos tecidos;

2. Suprimento de outros nutrientes, como glicose, aminoacidos, acidos graxos
etc;

3. Remocao de dioxido de carbono e de ions hidrogénio dos tecidos;

4. Manutencao de concentragdes apropriadas de outros ions nos tecidos;

5. Transporte de varios hormbnios e outras substancias especificas para os
diferentes tecidos.

Além disso, certos 6rgaos tém necessidades especiais. Por exemplo, o fluxo
sanguineo para a pele determina a perda de calor do organismo e, dessa maneira,
ajuda a controlar a temperatura do corpo (Guyton e Hall, 2002). O suprimento de
quantidades adequadas de plasma sanguineo para os rins permite a estes 6rgaos
excretar os produtos de degradagao do organismo (Guyton e Hall, 2002).

Um disturbio na microcirculagao é caracterizado pela reducédo do fluxo de

sangue nos capilares, pelas mudancas no diametro do vaso e pela elevada ou
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reduzida troca dos fluidos transcapilares. Estes disturbios estdo envolvidos na
maioria dos processos patolégicos, sendo frequentemente um componente

importante da fisiopatologia de doengas sistémicas.

2.1.5.1 - Microcirculacao da Bolsa da Bochecha do Hamster

O animal utilizado neste trabalho para pesquisas de fluxo microcirculatério é
o hamster dourado (Mesocricetus auratus), com massa corporal em torno de 100
g. Estes animais sdo mantidos no biotério do Laboratério de Pesquisas em
Microcirculagéo (LPM) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG),
UERJ, com ciclos dia/noite, temperatura e umidade controlados. Esta espécie é a
mais comumente utilizada em pesquisas biolégicas e médicas. Este animal é uma
espécie de mamifero que apresenta uma membrana acessivel na bolsa da
bochecha com espessura em torno de 0,4 um (Priddy e Brodie, 1984). A
membrana € relativamente transparente, o que possibilita a sua utilizagdo para
estudos in vivo da microcirculagéo e dos elementos que compdéem 0 sangue nos
vasos sanguineos vivos.

Wiedeman (1963) descreveu o padrdo da microcirculagdo da bolsa da
bochecha do hamster, a qual foi caracterizada como um tecido cutaneo, sem
vasos linfaticos visiveis, sem células musculares e com uma rede difusa de
nervos. A bolsa da bochecha possui uma distribuicdo difusa de vasos arteriais
com numerosas ramificacdes pequenas sem padrdes definidos. Muitos vasos

venosos de varios tamanhos sado proeminentes.
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O diagrama do padrao vascular com os respectivos didmetros vasculares
médios € mostrado na figura 7 e na figura 8 é apresentada a bolsa da bochecha
do hamster in natura para observagdes microscopicas, fixada em uma base de

silicone.

/m
Pequenas artérias
Arteriola &/

/
Veia—90 um

Figura 7. Padrdo da microcirculacdo da Bolsa da bochecha do hamster com os

respectivos diametros. Adaptado de Wiedeman, 1963.

Figura 8. Microcirculacédo da bolsa da bochecha do hamster in natura para estudos

microcirculatoérios.
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2.1.6 — Auto-Regulagao

O processo de controle local do fluxo de sangue esta associado as
necessidades metabdlicas dos diferentes tecidos, e pode ser a longo ou curto
prazo. No caso de longo prazo, se um tecido aumenta sua atividade metabdlica
por um espaco de tempo longo, o nimero de capilares aumenta. E o que
acontece, por exemplo, com os tumores — € denominado auto-regulagao em longo
prazo. Quando o metabolismo de um tecido € aumentado por algumas horas,
pode ocorrer vasodilatacdo ou vasoconstriccdo local, para regular o fluxo de
sangue naquela regido. Este processo € chamado auto-regulagdo em curto prazo

(Wiedeman et al, 1981).

2.1.7 — Resisténcia ao Fluxo e Queda de Pressao ao Longo da

Microcirculagao

O fluxo sanguineo através de um vaso € determinado por dois fatores: (1) a
diferenca de pressao do sangue entre as duas extremidades do vaso (gradiente
de pressao); (2) O impedimento ao fluxo sanguineo, ao longo do vaso, que é
chamado de resisténcia vascular (Guyton e Hall, 2002).

A curva da figura 9 mostra a distribuicado de pressées sanguineas na bolsa
da bochecha de um hamster (Guyton e Hall, 2002). No sistema cardiovascular ha
uma queda na pressdo média do sangue das artérias para as arteriolas, das

arteriolas para os capilares e para as vénulas.

21



|;L — T i
Grandes orbrion =————— Yosos de resishingg ———=

A
g5y

oo i '.'-'--,_: Pequenos arkénic.——=
& 80 e
E \
E y
E %
g &0 - X
& “la Ariarichon =
[
g an =
=
l:: %
20 Copilores = Viimle == Voini—
A
(4] f — .- ¥ - F
10 200 100 3 o0
Céfirazing interna [jam)

Figura 9. Variagdo da pressdo sanguinea nos diferentes segmentos do sistema

circulatério na bolsa na bochecha do hamster. Adaptado de Guyton e Hall, 2002.

Baseado na lei de Poiseuille, a resisténcia (R) ao fluxo sanguineo é dada
pela equacéao 3.

R=('2)(# ®

o S—

Esta equacdo demonstra que o didmetro de um vaso € o fator determinante
da resisténcia ao fluxo sanguineo (Lipowsky, 2005). De acordo com a literatura,
2/3 do total de resisténcia ao fluxo sanguineo encontram-se nas arteriolas, pelo
fato desses vasos controlarem o fluxo sanguineo para os capilares (Guyton e Hall,
2002).

Baskurt, Yalcin e Meiselman (2004) reportaram que o didmetro do vaso e o
seu tamanho s&o os fatores determinantes da resisténcia ao fluxo. Slaaf,
Tangelder e Reneman (1993) descreveram que em um dado momento no tempo,
o didmetro ao longo do comprimento do vaso pode variar devido a irregularidades

na estrutura da sua parede e o didmetro arteriolar varia com o tempo de forma
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ciclica devido aos ciclos de vasomocéao, fazendo com que a resisténcia ao fluxo

sanguineo seja dependente do tempo.

2.2 — Técnicas de Medidas de Fluxo na Microcirculagcao

A medida de fluxo na microcirculacido iniciou-se ha mais de 300 anos,
quando Antonie Van Leeuwenhoek observou o movimento de eritrocitos na rede
arteriolar e capilar da cauda da enguia (Munro, 1966). Para fazer estas medidas,
Van Leeuwenhoek utilizou um grao de areia como sua unidade de medida de
distancia e o tempo requerido para pronunciar uma palavra de quatro silabas
como sua unidade de tempo.

Este topico faz uma descricdo dos principios basicos de operacdo das
diversas metodologias disponiveis atualmente para medicdo de fluxo

(especificamente velocidade) na microcirculagéo.

2.2.1 — Método de Varredura de Imagem

Dos varios métodos usados para medir fluxo microvascular, o método de
varredura de imagem é talvez o menos sujeito a erros por seguir 0 movimento das
células individuais (Johnson, 1986). Entretanto seu uso ficou limitado para
condicbes onde uma unica célula podia ser seguida no campo visualizado ou
identificada em janelas sucessivas ou em gravador de video. A estimativa de
velocidade da RBC foi obtida pela técnica de Mancha Voadora, na qual uma
mancha mdvel era projetada dentro do campo de visualizag&do e ajustada para se

mover com a mesma velocidade da RBC (Branemark, 1963).
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O método de localizagdo de imagem foi também usado off-line em conjunto
com uma camara de alta velocidade (Bloch, 1962) ou gravadores de video
(Klitzman e Johnson, 1982) para obter a estimativa da velocidade da RBC. Este
meétodo foi largamente utilizado para determinar o perfil de velocidade em tubos de
vidro (Bugliarello e Hayden, 1962) e em arteriolas e vénulas (Schmid-Schéenbein
e Zweifach, 1975). Entretanto, este método apresenta uma limitagdo em virtude da
alta qualidade requerida em relagdo as imagens das RBCs, que ndo podiam ser
obtidas quando a concentragdo de hematdcrito no vaso ou o tamanho do vaso era
grande. Outra limitacdo da técnica é ser extremamente trabalhosa e requerer

analises quadro-a-quadro, limitando a quantidade de dados que pode ser obtida.

2.2.2 — Técnica de Imagem de Raia

Este método utiliza uma analise visual. Com este método a imagem do vaso
microcirculatério é formada na ocular do microscépio ou no filme fotografico e com
a passagem das RBC’s no campo de visualizagcdo do microscopio uma risca é
produzida no filme (Munro, 1966). Um prisma girando interposto no caminho da luz
produz imagens em angulos apropriados na direcdo do fluxo. Como o prisma e a
RBC se movem simultaneamente, uma raia é formada a qual é orientada no
angulo da direcdo do fluxo. Pela medida da taxa de movimento do prisma
requerido para produzir uma raia de 45° da diregdo do fluxo, estima-se a
velocidade da RBC. Esta técnica é usada para medidas on-line pelo observador
ou a raia € gravada em filmes fotograficos para analise off-line. De acordo com

dados reportados da literatura, o método apresentado oferece uma vantagem em
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relagdo ao método de analise quadro-a-quadro, o qual requer uma identificacao

das imagens das células especificas, em virtude de ser menos tedioso.

2.2.3 — Método de Dupla Fenda

Os métodos de imagem-raia e localizagdao de imagem sao laboriosos e
provem informacdes descontinuas quando comparados com as técnicas
fotométricas desenvolvidas mais recentemente. O método fotométrico comumente
usado é o Método de Dupla Fenda (Wayland e Johnson, 1967). Na forma como é
empregado, um tecido fino é transiluminado e a imagem ¢é projetada na tela na
qual é penetrada por duas fendas, atras das quais sao posicionados dois tubos
fotomultiplicadores. De acordo com o sentido do fluxo, as RBCs passam primeiro
por uma das fendas (upstream), gerando um sinal padrao caracteristico pelo trem
de RBCs. Este padrédo € muito bem reproduzido nas proximidades da fenda
seguinte (downstream). Comparando os dois padrdes, pode-se determinar o
atraso de tempo pela inspecédo visual dos dois tragos ou pela técnica de

correlagao.

2.2.4 — Método de Dupla Janela

Um avanco adicional na tecnologia de medida de fluxo utiliza o principio de
duplo-sensor como aplicado nos sistemas de televisdo. No método de dupla-janela
(Intaglietta, Silverman e Tompkins, 1975), as amostras dos sinais de video das
duas areas sao sobrepostas a imagem do microvaso como aparece no monitor de

televisdo. Os sinais sdo entdo semelhantemente controlados pelos sinais gerados
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pelos detetores oOticos. Uma vantagem deste método € que ele possibilita ao
pesquisador gravar o campo microcirculatorio em video e fazer uma analise
posterior do campo para determinar a velocidade em varios vasos
simultaneamente. A desvantagem da técnica é que a varredura da tela do sistema
de video, limita a maxima velocidade que pode ser medida em torno de 2 mm/s. A
baixa velocidade medida por este método, limita a sua utilizagdo para medidas de
fluxo a nivel capilar. Neste caso nenhum fator de correlagdo é necessario para
relacionar a velocidade medida pelo sistema de dupla fenda com a velocidade da
RBC. O erro da medida é presumivelmente inerente ao sistema de televiséo, a

relagao sinal-ruido do sinal de televisao e ao correlator.

2.2.5 — Prisma de Grades e Matrizes

Um método um pouco diferente para o problema de medida de fluxo
envolve a analise de frequiéncia dos sinais fotométricos. Na forma mais simples,
este método consiste de um unico sensor fotométrico atras de uma grade na qual
projeta-se a imagem do microvaso. Como as RBC’s passam acima da grade, um
sinal é gerado cuja frequéncia fundamental é proporcional a velocidade da célula.
Para melhor confianga da estimativa da velocidade e magnificacdo do sistema, a
constante da grade esta relacionada com o didmetro da célula (Nitta ef al, 1983, e
Jeurens et al, 1984). A frequéncia do sinal é dependente do espagamento da
grade e a velocidade da célula é dada de acordo com a equacao f = VM/d, onde f
€ a medida da frequéncia, v a velocidade da célula, M a magnificagao do sistema

e d é a constante de grade ou distancia entre as faces da grade. Conhecendo a
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magnificacdo e o espagamento da grade, € possivel calcular a velocidade da RBC
a partir da frequéncia fundamental. Este método foi implementado com um prisma
de dois estagios (Kiesewetter et al, 1982) e a técnica de prisma de grade de trés

estagios desenvolvida por Slaaf et al (1981).

2.2.6 — Correlagao Espacial

Este método foi implementado de varias formas (Goodman et al, 1974,
Anliker et al, 1977; Tyml e Sherebrim, 1980). O método desenvolvido por Anliker
(1977) utiliza dois circuitos fechados de TV e dois gravadores de video, os quais
sao controlados pelo computador do laboratorio. As duas camaras operam
rapidamente e fora de fase, e provéem uma varredura substancialmente grande.
Por este meio é possivel procurar trens de RBC'’s, viajando em alta velocidade, e
selecionar o intervalo de tempo entre as buscas das duas camaras, que é
substancialmente curto, e medir fluxos de alta velocidade.

O método de correlagao espacial também foi usado por Tyml e Sherebrim
(1980). Estes pesquisadores perfizeram uma busca vertical num vaso alinhado
verticalmente com uma unica camara de televisdo e gravaram a informagao numa
memoaria. Uma mesma busca na préoxima janela também era posta na memoria.
Estas duas buscas, quando comparadas, revelaram o deslocamento do trem de
RBCs. Esta informacao péde entdo ser correlacionada para obter a velocidade
linear. A maxima velocidade a qual pode ser medida também ficou limitada pela
frequéncia de varredura do sistema, porém este método conseguia medir

velocidades maiores que o método de dupla fenda.
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2.2.7 - Técnica de Correlagao Cruzada

A habilidade de observar os microvasos € o movimento das células
sanguineas diretamente por meio de um microscépio permitiu o desenvolvimento
de técnicas automaticas de avaliacdo de velocidade de fluxo. Estes métodos se
baseiam na observacao de que na circulagao capilar as células vermelhas passam
em uma fila simples, com um espagamento irregular de plasma entre elas. Uma
vez que estes padrdes se mantém constantes em distancias curtas, eles podem
ser empregados na determinagcdo do tempo de transito em uma distancia
conhecida (Slaaf, Tangelder e Reneman, 1993). A anadlise destes padrdes &
usualmente efetuada empregando dois sensores épticos posicionados em janelas
no centro da imagem do vaso separado por uma distancia conhecida (Ax,). A
figura 10 esquematiza este método. A intensidade luminosa recebida pelos
sensores Opticos € modulada pela passagem das células resultando em sinais
semelhantes, porém apresentando um atraso no tempo inversamente proporcional
a velocidade do fluxo sanguineo. O tempo de transito das células entre os dois
pontos onde estdo posicionados os sensores (At) € obtido por meio da estimativa
do maximo valor apresentado pela correlacdo cruzada entre os sinais
provenientes dos sensores opticos (Intaglietta e Tompkins, 1971). A fungao de
correlagao cruzada de um historico de tempo de dois sinais, admitindo ergocidade
(Papoulis, 1965), descreve a dependéncia dos valores de um sinal em relagcéo ao
outro. Desse modo, a funcado de correlacédo cruzada dos valores de x(t) no tempo

(t) e y(t) no tempo (t + t ), ambas de comprimento T, pode ser estimada pelo
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produto meédio dos dois valores sobre o tempo de observacdo T. A correlagao

cruzada, neste caso, € descrita pela equacao (4).
Roy(r) = & [ 2(t)y(t + 7)dt @

A velocidade (V) ao longo do vaso é estimada pela relagado V = Axq/ At.

janelas
Tedloireitric as
’ A — ! !
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Figura 10. Representacdo esquematica da instrumentacdo empregada na

estimativa de velocidade do sangue na microcirculagao pelo método da correlagao

temporal. Adaptado de Slaaf et al, 1993.

Essencialmente, a fungdo de correlagdo cruzada mede a similaridade
existente entre dois sinais deslocados no tempo (Intaglietta, Monti, e Tompkins,

1974; Jordan, Bishop e Kiani, 1989; Beck e Plaskowski, 1987). A funcido de
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correlagdo cruzada permite que a relagdo entre duas diferentes fungdes seja
investigada (Jordan, Bishop e Kiani, 1989).

A vantagem em utilizar a fungdo de correlagdo cruzada na estimativa do
atraso de tempo entre dois sinais € que quaisquer sinais espurios presentes na
entrada, como interferéncia, sao fortemente rejeitados porque eles nao tém
correlagdo com os sinais x(t) e y(t + t). Como os sinais espurios ndao sao
correlacionados a correlacao cruzada deles tende a zero, considerando o tempo
de integracdo suficientemente longo. A rejeicdo de sinais espurios, como a
interferéncia, € a mais importante vantagem da correlagdo cruzada (Beck e

Plaskowski, 1987).

2.2.8 — Correlagdo de Dados Amostrados

A equacgao da funcado de correlagdo cruzada empregada no dominio de
tempo discreto, para perfazer os calculos dos dados amostrados, esta

apresentada na equacao 5 (Beck e Plaskowski, 1987).

. N
Roy(G28) = & 22N, ot g

Onde Ryy representa a correlagédo entre os sinais x e y, N € o numero de
amostras, At é o intervalo de amostragem, j é o indice do atraso de tempo e j(4t) é

0 atraso de tempo detectavel.

30



2.3 - Técnicas de Sensoriamento
Existem varias técnicas de sensoriamento de medidores de fluxo utilizando
a técnica de correlagao cruzada. Estas técnicas podem ser divididas dentro de

quatro categorias (Beck e Plaskowski, 1987):

1) Modulagdo de uma radiagdo externa por alguma propriedade do
fluxo escoando;

2) Emissao de radiagédo por um fluxo escoando;

3) Medidas instantaneas de propriedades fisicas do fluxo escoando, tais
como: mudangas na capacitancia; condutividade térmica ou elétrica;
indice de reflexao;

4) Marcadores injetados no fluxo escoando.

A técnica utilizada no presente projeto para deteccao da passagem das
RBCs através da microcirculagédo foi a modulagdo da radiagdo externa. O

principio deste método envolve a detecgao da alteragdo da radiagcdo por alguma

propriedade do fluido. Um feixe de radiagdo com intensidade maxima [y é emitido

pela fonte, incide sobre o fluxo num plano perpendicular ao eixo do tubo. Esta
energia sera espalhada e absorvida pelos constituintes do fluxo, chegando no

sensor com intensidade I dada pela lei de Beer.

| =1, exp(-ad) (6)
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onde d é o didmetro do tubo e a € o coeficiente de atenuacgao total, expresso pela
soma dos coeficientes de atenuacdo por espalhamento e de absorg¢do. Para o

sangue a absor¢ao € devida a hemoglobina nas RBCs.

2.4- Coeficiente de Correlacao

O sangue é um complexo de glébulos brancos, vermelhos e plaquetas,
suspenso numa solugédo (plasma) composto por sais, proteinas, carboidratos e
lipidios (Berne et al, 2004). Esta grande concentracdo de componentes quimicos,
inviabiliza a utilizagdo dos sinais gerados por estes componentes para habilitar e
desabilitar um contador, por exemplo, para obter a medida direta do tempo de
transito entre os detectores (Intaglietta e Tompkins, 1971).

Intaglietta e Tompkins (1971), reportaram que o movimento relativo das
camadas das particulas e a turbuléncia geram ruidos, alterando, assim, a
assinatura otica dos sinais captados pelos fotodetectores. Assim, os sinais
oriundos dos sensores, além de conter as informagdes decorrentes da passagem
das RBCs, também contem ruidos de baixas frequéncias gerados pelos proprios
sensores opticos.

Quedas do indice de modulagdo da luz fazem com que ruidos aleatorios
gerados pelos fotodetectores decresgam a relagao sinal-ruido fazendo com que a
correlagdo diminua (Beck e Plaskowski, 1987).

Com o objetivo de se avaliar os efeitos dos fenbmenos citados pode ser
utilizado o coeficiente de correlagao, que avalia a associagao linear entre os dois

sinais. Mawson e Shore (1998) consideraram valores de atraso de tempo validos
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para calculos de velocidades somente se o coeficiente de correlagado fosse maior
que 0,4.
O coeficiente de correlagédo dado por Bendat e Piersol (1980), é descrito

pela equacéao 7.

Pxy(t) = Ciy(7)
((Rax(0)Ryy(0)) "

Onde Cyy(t) € a covariancia cruzada de x(t) e y(t), medida relacionada a
variabilidade conjunta existente entre os sinais. A fungdo de covaridncia cruzada é

dada pela equacao 8.

Cyy(t) = E((x(t) — m,) (y(t) — my)) (8)

Onde, my e my representam, respectivamente, os valores médios. Ryx(0)Ryy(0)
representa a variancia. pxy(t) esta no intervalo (-1,1). Quanto maior for o moédulo

de pxy(t), maior sera a similaridade existente entre os sinais dos fotodetectores.
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Capitulo Il

Materiais e Métodos

3.1 - Descricao do Equipamento de Medida de Fluxo

A figura 11 apresenta o diagrama em blocos do sistema de medida de
velocidade sanguinea na microcirculagdo.

O sistema de visualizagao de vasos microcirculatérios € apresentado na
figura 12, e consiste de um circuito fechado de TV (CFTV), composto por uma
camara CCD (Samsung), um video cassete (Sony modelo: SLV 40BR) e um
monitor de TV 14” (Hitron Systems Inc, modelo: HVM 2212). O CFTV auxilia a
posicionar adequadamente a janela optica no centro do leito do vaso capilar, além
de possibilitar a gravagdo do experimento. Goldsmith (1972, 1979 e 1968)
demonstrou que a concentragdo de RBCs nado € uniforme através do vaso
sanguineo e a maior concentracdo encontra-se na porgao central do vaso devido
ao perfil de velocidade parabdlico da lei de Poiseuille. O sistema contendo as
detetores oticos (I.P.M., INC) fica instalado entre o microscépio e a camara CCD

e seu principio de funcionamento estdo descritos no sub-item 2.2.7.

Os diagramas em blocos contidos dentro do retdngulo tracejado
correspondem ao instrumento desenvolvido nesta dissertagdo. Na figura 13 esta

apresentado o instrumento para medida da velocidade das RBCs.
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Figura 11. Diagrama em blocos do sistema de medida de velocidade na
microcirculagao.

35



Figura 12. Microscopio 6tico para observagao do fluxo de Células Sanguineas
Vermelhas (A), bomba de perfusdo (B), manta aquecedora (C), Suporte dos

sensores 6ticos (D), camara de CCD (E), video cassete (F) e monitor de video (G).

Figura 13. Instrumento de medida de velocidade das RBCs desenvolvido nesta
dissertacdo. Unidade de processamento analdgico (A), modelo elétrico (B) e

computador utilizado para aquisicao e processamento dos sinais (C).
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A bolsa da bochecha do hamster é fixada numa base de silicone adaptada
na base do microscépio. O tecido é entao, transiluminado e observado com uma

objetiva com aumento de 10x (figura 14).

Figura 14. Posicionamento da bolsa da bochecha do hamster na base de silicone

ao microscopio.

3.2 - Implementacgao do Sistema

3.2.1 — Parametros Basicos

A determinacdo da resolucdo e da faixa do correlator foi baseada no
trabalho de Stott (1987) e reportado por Beck e Plaskowski (1987). A
determinacéo destes parametros é importante porque a acuracia necessaria para

que o correlator detecte pequenas mudancas no fluxo depende substancialmente
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destes parametros. Para a determinagdo dos parametros do correlator foram

considerados os dados do sistema medidor do fluxo, descritos a seguir.

3.2.1.1 — Espagamento entre os sensores

As fibras dticas sdo espacadas paralelamente uma da outra por uma

distancia fixa da ordem do didametro de uma RBC, em torno de 10 um.

3.2.1.2 — Velocidades Minima e Maxima

Estas velocidades foram determinadas, baseadas nos estudos reportados
por Hoening e Mohr (1968). Estes pesquisadores realizaram uma série de
medidas da taxa média do fluxo de RBCs em diversos vasos da bolsa da
bochecha do hamster, com didmetros médios na faixa de 14-80 um. A faixa de
velocidades das RBCs em arteriolas foi estimada entre 0,9-12,9 mm/s, enquanto
nas vénulas, a faixa de velocidade foi estimada entre 0,4-6,6 mm/s. Nos capilares,
a velocidade esta na faixa de 1 mm/s (Guyton e Hall, 2002). A faixa de velocidade
foi definida, também com base na discussao e necessidade dos pesquisadores do
LPM envolvidos em estudos microcirculatérios, como estando compreendida entre

0,2 — 50 mm/s.

3.2.1.3 — Erro no Pior Caso

Foi definido um erro no pior caso na detecgdo da posigao do pico (Ttmax)-
Com base nos trabalhos de Jordan, Bishop e Kiani, (1989); Beck e Plaskowski

(1987), que consideram 2% um erro satisfatério para medidores que utilizam a
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técnica de correlacdo cruzada. Levando-se em consideragcdo o erro na detecgao
da posigao do pico causado pelo erro de quantizagédo do sinal que € igual a =2,
onde & € o intervalo de amostragem, o erro de velocidade, dv (Jordan, Bishop e

Kiani, 1989) é dado pela equagéao 9.

dv

o =

n6-6 nd+o (9)

como V = L/nd, é a velocidade indicada pelo correlator, o erro devido a

quantizagao € dada pela expressao 10 (Jordan, Bishop e Kiani, 1989).

v  2n (10)

Onde n é a amostra referente a posicao do pico. Observa-se que o erro na
estimativa da velocidade aumenta a medida que n vai assumindo valores
menores, um valor maximo (+50%) ocorrera quando n corresponder a 1 amostra
(Beck e Plaskowski, 1987).

A partir do erro na deteccdo do pico (equacao 10), foi determinado o
namero minimo de pontos necessario para a fungdo de correlacdo detectar o

atraso no pior caso, o qual resultou em Ny, = 25 pontos.
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3.2.1.4 — Resolugcao Temporal

Através da equacgao (11) (Beck e Plaskowski, 1987), a resolugao temporal
do sistema foi estimada a partir da relagdo entre o espagamento entre os
sensores, a maxima velocidade a ser medida, definida no sub-item 3.2.1.2, e do

numero minimo de pontos definido no sub-item 3.2.1.3.

8: l

Vmax R pin

(11)

Sendo L o espagamento entre os sensores (= 0,01 mm) e Vpax @ maxima
velocidade no sistema (50 mm/s). A resolugéo temporal resultou em 6= 8 us, 0

que corresponde a uma frequéncia de amostragem de f, = 125 kHz.

3.2.1.5 — Faixa do Instrumento

A Faixa do instrumento Ry esta relacionada com as velocidades maximas e

minimas através da equacao 12 (Beck e Plaskowski, 1987).

Rg = Vmax

12
Vmin ( )

Substituindo os valores descritos no sub-item 3.3.1.2, obtemos Ry = 250. Pode-se
entdo, determinar o nUmero maximo nnax de pontos necessarios para a fungao de
correlagdo ser avaliada. A faixa esta relacionada com npax através de np, pela

equacao 13 (Jordan, Bishop e Kiani, 1989).
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Rpmax = Rgnmin (13)

Da equacéao 13, a fungao de correlagao requer nmax = 6250 pontos para determinar

0 atraso maximo.

3.2.1.6 — Determinacgao dos Atrasos

Os atrasos de tempo minimos e maximos (t) do pico da fungdo de correlagéo
estdo relacionados com as velocidades maximas e minimas e o espagamento

entre os sensores, através da equacao 14 (Beck e Plaskowski, 1987).

t=_L
vV (14)

Obtem-se 0 atraso maximo, tmax = 50 ms € minimo, Tmin = 200 ps.
A seguir sdo apresentados na tabela 1, os parametros do sistema e na

tabela 2, os parametros calculados a partir da tabela 2.

Tabela 1. Parametros do sistema.

Parametros
Espacamento entre os sensores 0,01 mm
Erro no Pior Caso 2%
Velocidade Minima 0,2 mm/s

Velocidade Maxima 50 mm/s
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Tabela 2. Parametros derivados a partir da tabela 1.

Parametros
Atraso Minimo (tmin) 200 pus
Atraso Maximo (tuax) 50 ms
Resolugao Temporal 8 us
Frequéncia de Amostragem 125 kHz
Faixa 250

3.3 — Diagrama em Blocos do Correlator

O diagrama dos subsistemas do correlator esta apresentado na figura 15. A

seqguir as diversas etapas do correlator sdo descritas.

Vaso
Sangliineo Sens_ores
i Opticos

Estagio de Filtragem Conversao Filtragem
Amplificacdo Analdgica Analdégico/Digital Digital
D} AID

Correlagéo Estimativa do Estimativa da Apresentagio
Cruzada

Atraso Velocidade

L
c
%
o

Figura 15. Diagrama descrevendo os subsistemas do correlator.
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3.3.1 — Sistema Otico

O conjunto ético é acoplado ao microscopio e é constituido de fibras 6ticas
que fazem a deteccio pelo método de absorcdo. Foi desenvolvido pela I.P.M. Inc.
San Diego, Califérnia (IPM, 1982) para o equipamento Velocity Tracker. O
conjunto otico € montado num suporte com um estagio de amplificagdo
implementado com amplificadores de ultrabaixo ruido. A figura 16 mostra o

sistema otico.

Figura 16: Conjunto o6tico para detecgcao da passagem das RBCs (A) e

detalhe das fibras o6ticas (B).

3.3.2 - Estagio de Amplificagao
As saidas deste estagio sdo acopladas a um segundo estagio de
amplificacdo montado na topologia de amplificador inversor. O objetivo desta

amplificacdo € proporcionar um nivel adequado aos sinais fotométricos para sua
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digitalizacao e correlagéo. Este estagio foi implementado utilizando-se o CI LF 353
da Texas Instruments. A figura 17 apresenta o diagrama esquematico deste
estagio. Este estagio possui um potencidmetro para corregdo dos efeitos da
tensdo de offset do 2° estagio de amplificagdo. O offset foi corrigido adicionando-
se componentes externos conectados a um potencibmetro de 10k Ohms, cujo
ajuste possibilita o cancelamento das assimetrias internas dos amplificadores
operacionais, cancelando, desse modo, os efeitos da tensdo de off-set (Vjo). A
tensao V, aplicada no terminal ndo-inversor do amplificador foi encontrada através
das contribuicbes superpostas de Vcc (+12V) e Vee (-12V) usando o divisor de

tensdo dado pela equacéao 15.

_ [(1—2)R1+R2]Vec (R3+axR1)Vee 15
Vo = " Ri¥mths T RaitRatRs (%)

Onde Ry, Ry e R3 sdo as resisténcias adicionadas para cancelamento do offset, e

a saida do amplificador, V., € dada pela equacéao 16.

Vﬂut — _Rsvz',n + R5+R4 (VIO +V, ) (16)

Onde R4 e Rs5 sédo os resistores de ganho. Para corrigir os efeitos de Vo na

equacao 18, V, deve ser igual a -Vjo. Para que esta condicdo fosse alcangada,

fez-se Vee = -V € R2 = R3. Desse modo, da equacéao 15, foi obtida a equagao
17.

_ _ [{1 _$)R1 _$R1]Vcc 17

Vio= "% Tm+rs an
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Para que o resultado fosse alcangado, R1 foi ajustado na pratica com os
fotodetectores conectados no sistema. O objetivo dos resistores R2, R3, e o
resistor variavel R1 sdo de sobrepor uma pequena tensdo dc sobre a saida do
amplificador. Usando-se o resistor variavel R1 esta tensdo dc pode ser ajustada
para eliminar Vo.

O ganho de tensao foi ajustado experimentalmente para velocidade maxima
proposta no projeto, utilizando-se a bomba de perfusdo, onde chegou-se a Ay =

500.

+12V )i%—l

-12v

Figura 17, amplificador implementado na topologia amplificador inversor com
ajuste de offset e seu objetivo foi para proporcionar uma segunda amplificagao

para os sinais oriundos dos fotodetectores.
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3.3.3 — Interface A/D

A interface analdgica/digital foi implementada utilizando-se uma placa de
aquisicdo de dados da National Instruments (Austin, TX-USA) NI_DAQ PCI-
6024E. Esta placa possui 16 entradas analdgicas, cuja tensdo de entrada pode
variar entre £10V, um ADC de 12 Bits de resolugao, 2 saidas analdgicas (DAC) de
12 bits de resolugdo, com as saidas podendo variar entre £10V, 2 contadores de
24 bits. A série E sdo placas multifungbes de baixo custo e com as seguintes
caracteristicas e tecnologias: circuitos de protecdo contra flutuagdes de
temperaturas; tecnologia para melhorar a resolucao; auto-calibracdo Onboard,
possui um controle projetado para prover maior flexibilidade, baixa poténcia de
consumo e alta imunidade a ruido e ao efeito jitter. Os ADCs sao programados em
linguagem de programagdo G em ambiente LabVIEW™, versdo 5.1.1 (National
Instruments, Austin, TX). Esta placa esta conectada a um computador Pentium 1V,
2,2GHz, HD 40GB, 256MB de RAM, CD ROM RW, entre outros periféricos
utilizados para a implementacdo do Correlator. As principais caracteristicas da

placa de aquisi¢do necessarias para implementagéao do correlator, estdo descritas

abaixo.
o Barramento ... PCI
e Entradas AnaldgiCas ...........coeveiiiiiiiiiiiiiiee e 16
L 5 (=TT ] [F o= T T 12 Bits
e Taxa de amostragem maxima ...........cccceeeeveiinieeeeeiinneennns 200 kHz
e Faixade Tensdo de Entrada............cooooeeeeiiiiiiiiee, + 10V
e Banda Passante..........ccccoooiiiiii 500 kHz
e Impedanciade Entrada.............coooovmmiiiiiiiiiiiii 100 GQ
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3.3.4 — Filtro Passa-baixa anti-aliasing

O efeito da banda passante para estimativa de velocidade pela técnica de
correlacdo cruzada € um parametro importante que influencia a acuracia do
método. Quanto maior for a velocidade, maior serdo as componentes espectrais
gerados pelo fluxo, e o efeito da filtragem é frequentemente o principal fator
limitante da banda passante do sinal medido, em virtude da banda passante estar
diretamente relacionada com a velocidade do fluxo (Beck e Plaskowski, 1987).

A banda passante minima do filtro analégico foi estimada a partir do atraso
minimo do correlator. A banda passante ficou inversamente proporcional znin,
correspondendo a uma freqiéncia de corte de 5 kHz. A equagado 18 (Bendat e
Piersol, 1980), descreve o erro médio quadratico normalizado (€?) da estimativa
da correlagao cruzada. Observa-se que €2 diminui & medida que o produto banda
passante (B)-tempo (T) de aquisicdo aumenta. Para instrumentos que utilizam a
técnica de correlagdo cruzada, o tempo de aquisicdo do sinal € um parametro
importante, que pode afetar a capacidade do instrumento em acompanhar as
variagcdes dinamicas do fluxo, em virtude do parametro (T) estar relacionado com a

velocidade do instrumento.

g = 1 1+ 1 (18)
2BT P yy

Onde o parametro p € o coeficiente de correlagdo cruzada.

47



Para assegurar que o instrumento tenha resposta dinamica suficiente para
medir as componentes de velocidade em fungao do tempo, a banda passante do
filtro foi estendida para 10 kHz. Este filtro também atua como filtro anti-aliasing.

Neste projeto foi utilizado um filtro butterworth, por possuir uma resposta
plana dentro da faixa de interesse. A funcdo magnitude quadratica de filtros

butterworth é dada pela equacgao 19.

H(a)|* = I—N
1+ (® (19)
8

Onde N é a ordem do filtro, @, é a frequéncia de corte e w é a frequéncia do sinal.

O grafico do médulo da fungédo de transferéncia tem a forma mostrada na figura
18. O grafico apresenta dez curvas de respostas para implementagao de filtros de
2 a 10 polos para a faixa de frequéncias normalizadas entre 0,1 Hz a 10 Hz e

frequéncia de corte normalizada em 1 Hz (-3dB). Onde se pode observar que

acima de @, 0 ganho do filtro diminui a medida que a frequiéncia aumenta.

AMPLITUDE

FREQUENCY [Hz)

Figura 18. Fungéo de transferéncia do filtro Butterworth. Adaptado da AD, 2002.
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O projeto do filtro consistiu na determinacdo do parametro N, para as

especificagcdes abaixo:

e Frequéncia de corte: 10 kHz;
e Frequéncia de Amostragem: 125 kHz;

¢ Resolugao do conversor 12 Bits;

O parametro N, assim como, os valores dos componentes passivos foram
encontrados utilizando o programa Filter Lab, versao 2.0, resultando em N =5. Um
filtro de 52 ordem foi entdo, utilizado. O filtro € composto por dois filtros de 22
ordem e um de 1% ordem ligados em cascata, ou seja, a saida do primeiro estagio

¢ ligada na entrada do segundo estagio, conforme mostrado na figura 19.

]|
1
1.2 nF

|
LI
1.8 nF

\\ | + ::
/ 3,16 k 8.65 k

/ 7.87 k 17.8 k

15.8 k

1 nF

L p—
1 nF
———

Figura 19 — Filtro ativo passa-baixa de 52 ordem, Butterworth.

O filtro foi implementado utilizando-se dois amplificadores operacionais

quadruplos TL084 da Texas Instruments, sendo um para cada canal.
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Na implementacao de filtros ativos, os componentes passivos representam
um problema, por nem sempre estarem disponiveis comercialmente. Além deste,
o elemento ativo possui um efeito pronunciado na resposta do filtro. Duas das
limitagbes mais importantes do amplificador sdo a variagdo do ganho com a
frequéncia e todos serem de banda limitada (AD, 2002). Consultando as folhas de
dados do fabricante deste amplificador, verificou-se que o mesmo possui uma
banda passante de ganho unitario de 3 MHz, o que atendeu as necessidades do

projeto.

3.3.5 — Filtragem Digital

O sistema de iluminacdo do microscopio é provido de uma lampada de
filamento alimentada por uma fonte AC. Para analisar o efeito da iluminagcéo do
microscopio, o suporte contendo os fotodetectores foi montado no microscépio,
sem experimento. A iluminagdo ambiente foi apagada e a lampada foi ajustada
para o brilho maximo. Em seguida os sinais dos fotodetectores foram medidos
durante 1 segundo, obtendo-se um total de 60 mil pontos. Apos o sinal ter sido
adquirido, foi feita a analise espectral utilizando o programa Microcal Origin 6.0. A
partir desta analise pode-se determinar as frequéncias de interferéncia da
lampada, tendo uma componente de maior amplitude em 120 Hz e duas menos

intensas nas frequéncias de 60 e 240 Hz (figura 20).

50



015 ! ! ! ! ! ! ! !

0.4- -

0,3 4

Amplitude (V)
o
N
|
|

I 1 I I !
0 100 200 300 400 500

Freqténcia (Hz)

Figura 20. Efeito da iluminagdo do microscopio no sistema de medida de
velocidade de RBCs.

Para eliminar as interferéncias de 60Hz, 120Hz e 240Hz foram
implementados trés filtros digitais rejeita faixa (notch), Butterworth, de 8% ordem,
um para cada canal de medida, de 60, 120 e 240 Hz, com uma atenuacédo em
torno de 80 dB. Foram implementados filtros digitais por apresentarem resposta
em freqlUéncia sem erros de fase (Higgins, 1990), por outro lado a filtragem

analogica poderia introduzir erros na estimativa da correlagdo cruzada. O filtro

rejeita faixa € especificado por uma freqliéncia central, fy, e por uma largura de
banda of, as freqiéncias de corte inferior e superior foram especificadas

considerando uma variacdo de +1% de f,. Para a freqiiéncia de 60Hz, a

frequéncia de corte inferior utilizada foi 59 Hz e a superior 61 Hz, o filtro de 120 Hz
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utiliza as frequéncias de corte de 119 e 121 Hz e o0 de 240 Hz 238 e 242 Hz. A

figura 21 apresenta a analise espectral apds as filtragens digitais.
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Figura 21. Sinais das interferéncias da lampada do microscépio apés as filtragens

digitais.

3.3.6 — Correlacao Cruzada

A estimativa da correlagdo foi obtida usando um V/ da biblioteca do
LabVIEW. Este VI perfaz o calculo da correlagdo cruzada da forma apresentada

na equagao 5. Uma outra rotina é utilizada para estimar o indice onde ocorreu o

maximo.
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3.3.7 — Estimativa do atraso

A diferenca entre o indice da amostra correspondente ao maximo menos o
numero de amostras adquiridas dividido pela freqiéncia de amostragem da-nos o
valor do atraso entre os sinais. O sinal positivo ou negativo define a dire¢ao do
fluxo. O médulo da diferenga corresponde entdo ao atraso temporal entre os sinais

dos dois sensores.

3.3.8 — Estimativa da Velocidade

A estimativa da velocidade é efetuada dividindo-se o espagcamento entre os

dois sensores pelo atraso de tempo dada pela equacgao 3.

3.4 — Programa de Aquisi¢ao e Processamento

O diagrama de blocos do programa de aquisicdo e processamento dos
sinais € mostrado na figura 22. O programa possui uma tela principal, que
corresponde ao painel frontal. Este painel foi desenvolvido de forma que
apresentasse uma interface amigavel para os pesquisadores envolvidos em
estudos de fluxo microcirculatérios. Desse painel, todas as funcionalidades do

programa podem ser acessadas (figura 23).
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Figura 22. Diagrama em blocos do programa de aquisicdo e processamento.

Painel Frontal
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Figura 23. Vista do painel frontal do programa de aquisi¢ao e processamento dos

sinais microcirculatorios.

As rotinas do programa sao executadas sequencialmente, onde no primeiro
passo, sdo executadas as inicializagdes das variaveis locais, globais, indicadores
e graficos. O programa possui uma rotina de teste, que permite a visualizagao dos
sinais em forma de grafico e do coeficiente de correlagcdo de uma outra janela,
antes que sejam processados (Figura 24). Desse modo, o pesquisador pode fazer
os ajustes de ganhos para faixa de 2 volts e offsets através dos controles

disponiveis no painel frontal da unidade de processamento analdgico.
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Figura 24. Painel frontal do programa de visualizagao dos sinais microcirculatorios.

A etapa Capturar (figura 23) corresponde a aquisicdo dos sinais para
estimativas de velocidades. Esta estrutura corresponde a um controle Booleano
que esta ligado a uma estrutura de repeticdo while, enquanto o controle estiver no
estado verdadeiro, todas as rotinas sdo executas sequencialmente. Os sinais sao
adquiridos e armazenados em dois vetores de tamanhos 71xNp.x, sendo entdao
submetidos a filtragem digital. Apds a etapa de filtragem, os mesmos sao tratados
por uma rotina que estima o coeficiente de correlagao, descrito no sub-item 2.4. O
coeficiente de correlacdo estimado é visualizado em um grafico, com mesmo
nome, em forma de barra no painel frontal. O grafico é atualizado a cada nova

aquisicao. Se o coeficiente de correlagdo for maior 0,4 (Mawson e Shore, 1998),

56



os sinais sao considerados como validos para estimativa de velocidade e a barra
do grafico fica branca. Se o coeficiente de correlagdo é menor que 0,4 a barra fica
vermelha e os sinais sdo desprezados. Apds a estimativa do coeficiente de
correlagédo, os sinais passam pela rotina de correlagdo cruzada. A rotina seguinte
determina o pico onde ocorreu 0 maximo, em seguida, uma rotina verifica se a
amostra referente ao pico esta dentro dos valores de npmi, € Nmax descritos nos sub-
itens 3.2.1.3 e 3.2.1.5. Se a condicdo foi satisfeita, a velocidade é calculada,
sendo apresentada em um indicador numericamente e no grafico denominado
histérico da velocidade. Caso contrario, a amostra é rejeitada e uma mensagem

atraso fora da faixa de medida do aparelho surge no painel frontal.

Na estimativa da velocidade, uma rotina de médias foi implementada com o
objetivo de minimizar as flutuagées temporais da velocidade em virtude do fluxo
sanguineo variar de acordo com a equagao 2. Conforme descrito no sub-item
2.1.4.1, tanto o didmetro quanto o fluxo do vaso variam continuamente, e
consequientemente a velocidade. A rotina de médias foi implementada para que o
instrumento apresentasse na saida uma velocidade média com os efeitos
inerentes do proprio sistema biolégico minimizados. Neste projeto, o pesquisador
possui a opcao de escolher: ndo fazer a média e fazé-la com 2, 4 e 8 amostras.
De acordo com a média selecionada, um vetor do tamanho do numero de médias
€ criado, sendo atualizado cada vez que uma nova velocidade € estimada. A saida
do vetor € igual ao valor da nova velocidade estimada presente na sua entrada,
mais as velocidades passadas. O resultado da média é apresentado em um

indicador e um grafico apresenta o histérico das velocidades estimadas durante o
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experimento. O programa também possui uma rotina que perfaz a média + Desvio
Padrao a cada dez segundos. Nesta rotina sdo armazenadas 10 amostras em um
vetor e a cada dez segundos os resultados da média sdo apresentados. Esta
rotina foi implementada com o objetivo de apresentar uma leitura de velocidade
mais estavel, minimizando os efeitos da variabilidade inerente ao sistema
biolégico.

Os dados de histérico das velocidades podem ser salvos no final do

experimento (figura 23), no formato ASCII.

O painel frontal apresenta ainda um controle de limpar que zera os
indicadores e apaga o grafico do coeficiente de correlagéo e o grafico do histérico

da velocidade; e um controle Parar que interrompe a execugao do programa.

3.5 — Testes em Modelos Elétricos

Hoening e Mohr (1968) estudaram eletrocardiogramas de hamsters e
reportaram que a taxa média de batimentos cardiacos nestes animais sdo maiores
que a dos humanos, ficando na faixa entre 350-500 batimentos por minuto com
variagdo de +6%, que corresponde a uma frequéncia cardiaca entre 5,8-8,3Hz.
Baseado neste trabalho, foi implementado um gerador de onda quadrada estavel,
baseado em cristal, utilizando-se filtragem passa-baixas na frequencia de 5Hz,
conforme pode ser visualizado no diagrama em blocos da figura 25. Os

correspondentes atrasos foram implementados dentro da faixa de 7yin © Tiax

descritos nos sub-itens 3.2.1.3 e 3.2.1.5.
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Figura 25. Diagram em blocos das linhas de retardo.

A figura 26 apresenta o diagrama esquematico do filtro passa-baixas. Os

filtros foram montados em torno do circuito integrado TL084 (Texas Instruments).
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Figura 26. Diagrama esquematico do filtro passa-baixas.
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O sinal para o amplificador operacional € derivado dos elementos passivos
R1C4. A frequéncia de corte do filtro foi determinada a partir da equagao 20

(AD,2002).

®(w)=-arctg | © (20)
o

Onde w é a frequéncia do sinal e ay € a frequéncia de corte do filtro. A partir
dos atrasos desejados, determinaram-se as frequéncias de corte dos filtros e os
respectivos valores de R1C4, através da relagdo: fo =1/ 2xRCq.

Os resistores R, e R3 sao responsaveis pela amplificagao do sinal filtrado. O
amplificador estd montado na configuragao nao-inversor. O ganho do amplificador
na banda passante é dado pela relagédo: Ay = 1 + Ry / R3, onde A, é o ganho
maximo do circuito na banda passante, isto é: ® < wg, As calibragcbes das linhas

foram feitas utilizando um osciloscoépio digital Tektronics, modelo TDS220.

3.6 — Teste da resposta do correlator ao degrau

As constantes de tempo do correlator em fungdo das diferentes médias
utilizadas foram avaliadas usando-se o modelo elétrico com atraso igual a 250 ps.
As constantes de tempo foram avaliadas impondo um degrau de atraso entre 0 e
250 ups. Inicialmente, o modelo elétrico permaneceu desligado e o programa de
aquisicao e processamento dos dados foi posto em execugdo, indicando uma
velocidade igual a zero. Apos o tempo de aquisicdo em torno de 3s, o modelo

elétrico foi ligado, impondo um degrau em torno da maxima velocidade a ser
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medida pelo instrumento. O intervalo de média correspondeu ao tamanho da
janela (0,5 s). Cada intervalo de média (Tmeq) € dado pelo produto: Tmeq = NTs,
onde N é o numero de amostras e Ts € o intervalo de amostragem. A cada

intervalo de média um somatoério das velocidades da a média final.

3.7 — Calibragao do Instrumento

A calibragdo do instrumento foi efetuada empregando uma seringa de 10
ml, um cateter para pequenos animais com 0,5 mm de didmetro e uma bomba de

perfusdo (modelo 55-2222, Harvard Apparatus) (figura 27).

Figura 27. Descrigao do aparato utilizado para calibragdo do instrumento.
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Nesta etapa foram encontradas potenciais dificuldades para conseguir uma
substéncia que pudesse simular o sangue. Diversos testes foram feitos com
diferentes tipos 6leos e substancias (polimeros, lactose) que tivessem o diametro
da ordem das hemacias. Foi utilizado p6 de grafite para simular as hemacias. O
po foi suspenso em o6leo de silicone que se caracteriza por ser um 6leo fluido e
possuir baixa viscosidade. A bomba foi ajustada para fluxos na faixa de pl/min,
para que as velocidades ficassem dentro da faixa microcirculatéria de interesse.
O fluxo foi variado na faixa de 5 a 500 pl/min. Aplicando-se o principio de
conservagdao da massa (Cokelet, Pries e Kiani,1998), as velocidades lineares
resultantes foram calculadas na faixa de 0,4—42 mm/s, valores dentro da faixa de

velocidades tipicas da microcirculagao.

3.8 — Resposta do Instrumento ao Degrau de Velocidade

O desempenho dinamico do instrumento foi avaliado utilizando um motor
com uma caixa de reducgao, conectado a uma fonte de alimentacao variavel de 0-
30 V (Dawer, Modelo: DC Power Supply PS3002 D) e a tenséo de saida da fonte
foi ajustada para aproximadamente 4,5 Volts. Foi utilizando um timer e o tempo de
uma revolucgao do disco foi medido para que a velocidade linear resultante ficasse
em torno da velocidade maxima a ser medida pelo instrumento (50 mm/s). No eixo
do motor foi adaptada uma engrenagem conjugada com outra engrenagem fixada
em um outro eixo, para reduzir a velocidade para valores dentro da faixa de
velocidade do fluxo microcirculatério. No eixo da engrenagem de maior diametro

foi adaptado um disco de acrilico transparente com didmetro de 300 mm, na sua
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borda foi espalhado uma fina camada de sangue de hamster como fonte de sinal
para simular o sangue fluindo no vaso sanguineo. O sistema foi adaptado ao
microscopio, sendo visualizado no CFTV utilizando uma objetiva com
magnificacdo de 10x. Medidas de velocidade, utilizando um modelo semelhante,
foram realizadas por Fleming, Klitzman e Johnson (1985) e Mawson e Shore

(1998). A figura 28 apresenta o conjunto utilizado.

Figura 28. Figura do aparato utilizando para avaliar a performance dinamica do

instrumento.

3.9 — Preparacgao do Animal

Todos os procedimentos com os animais estdo de acordo com os principios
éticos na experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacédo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela comissao de ética
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para o cuidado e uso de animais experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes da UERJ (CEA).

Nesta fase foram avaliados 3 hamsters normais, com massa corporal em
torno de 130 g. A bolsa da bochecha do hamster é cuidadosamente evertida com
o auxilio de um cotonete umidecido e sua parte distal, ndo muscular, identificada e
presa a um anel de silicone. Esta preparagao € feita com o auxilio de uma lupa
(estereomicroscoépio Leica, modelo M651, Wetzlar, FRG). Uma incisao é feita na
camada superior que € presa lateralmente e o tecido areolar removido para expor
a microcirculagdo da parte inferior para observagcées ao microscopio. Durante a
preparagao e a experiéncia subsequente, a bolsa da bochecha € continuamente
superfundida, com uma velocidade de 4,6 ml/min, com uma solugdo salina
tamponada por bicarbonato e HEPES RING pH 7,2, para evitar o ressecamento,
manter a temperatura na faixa de 37° da bolsa da bochecha e evitar que o
oxigénio oxide a preparacao.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (Sanofi, 60 mg/ml)
com uma injegao intraperitoneal e mantidos anestesiados com a-cloralose (Merck,
Darmstadt, Germany, 100 mg/kg) através de cateter inserido na veia femoral.
Durante a preparacéo e o experimento, os animais tiveram a temperatura corporal
mantida em 36,5°C com manta aquecedora controlada por termistor intraretal
(Araujo et al, 2002). A bolsa da bochecha foi preparada conforme técnica de
Duling (1973) e adaptada por Svensjo (1978) e depois foi transferida para o
microscopio. Um tubo de polietileno (PE 190) foi inserido na traquéia para facilitar

a respiragao espontanea (Figura 29). Foram efetuadas 10 medidas de velocidades
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para cada tipo de vasos estudados. As medidas de velocidades em artérias,
arteriolas, vénulas e veias, foram feitas empregando-se uma objetiva de 10x,
enquanto nos capilares empregou-se uma objetiva de 20x.

Apds os experimentos, os animais foram sacrificados aplicando-se uma

inje¢gdo endovenosa de cloreto de potassio 3M.

Figura 29. Preparacao da bolsa da bochecha para observagdo microscopica.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

4.1 — Teste em modelo elétrico para avaliacdao dos erros no sub-

sistema de correlagéao.

Os resultados da avaliagdo em modelo elétrico sdo apresentados na tabela
3. O correlator apresentou erros menores que 1% considerados adequados para a

aplicagao desejada.

Tabela 3 — Resultados da avaliagdo no modelo elétrico.

Atrasos Correlator Erro
(s) (%)

250 pus 0,000248 0,8
15 ms 0,015012 0,1

30 ms 0,030038 0,1

49 ms 0,048775 0,5

4.2 — Resultado da Calibragao in Vitro

A figura 30 mostra as velocidades estimadas pelo instrumento em
comparagao com as velocidades de referéncia. Uma relacao linear positiva entre
as velocidades do correlator e as velocidades de referéncia foi obtida. O

coeficiente de correlagdo do ajuste resultou muito préximo de 1 (r = 0,99, p <
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0,0001) e o coeficiente angular foi igual a 1. Nesta figura pode-se observar uma

relagao linear em velocidades acima de 2mm/s.
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Figura 30. Curva de calibragédo do instrumento.

Os pequenos erros observados foram corrigidos por meio de uma rotina de

calibracdo baseada na equacao apresentada na figura 30.

4.3 - Resposta do correlator ao degrau

As velocidades em fungao do tempo para diferentes constantes de tempo

sdo mostradas na figura 31 (A) sem média, onde a constante de tempo foi igual a
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Tt = 0,315 s, (B) para amostragens de duas médias, t = 0,63 s, (C) para quatro

médias, t = 1,26 s e (D) para oito médias t = 2,52 s.

O numero de amostragem na média € um parametro importante, pois afeta
a velocidade de medida do instrumento. Os resultados obtidos na figura 31 séo
importantes mostrando a velocidade com que o instrumento ira acompanhar as
variagbes do fluxo sanguineo na microcirculagdo através do tempo. Assim, as
constantes de tempo, para cada tipo de média, descritos nesta figura auxiliardo os
profissionais biomédicos a ajustar o instrumento de acordo com o tipo de
experimento a ser realizado. Para experimentos mais rapidos, como isquemia
reperfusdo, o pesquisador podera utilizar a rotina sem médias (figura 31-A).
Experimentos mais lentos, como testes de medicamentos, onde o efeito do
medicamento leva um periodo de tempo maior até fazer efeito, o pesquisador

podera utilizar a rotina de 4 ou 8 médias (figuras 31-C e D).
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Figura 31. Respostas ao degrau utilizando modelo elétrico. Sem média (A), duas

médias (B), quatro médias (C) e oito médias (D).

4.4 — Resposta do Instrumento ao Degrau

A figura 32 apresenta a resposta ao degrau da medida de velocidade
utilizando o disco com sangue espalhado. Para realizar este teste, foi utilizada a
rotina de quatro médias. Este teste foi realizado com todo sistema de medida de
velocidade ligado: microscépio, janelas Opticas, cabos e o sistema de
processamento analdégico. Conforme esperado, a constante de tempo para que o
instrumento atingisse a velocidade maxima é semelhante aquela utilizando o

modelo elétrico, para 0 mesmo numero de médias (figura 31-c).
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Figura 32. Resposta do instrumento ao degrau.

4.5— Padroes dos Sinais Microcirculatorios

A figura 33 apresenta os padrdes dos sinais microcirculatérios adquiridos no
tempo, gerados com a passagem das RBCs, de trés diferentes tipos de vasos da
rede microvascular (capilar, arteriola e vénula). Observa-se que os sinais dos
vasos microcirculatérios possuem padrbes proprios. Sinais semelhantes nestes
vasos foram reportados por Wayland e Johnson (1967); Golster et al (1999)

usando imagem de laser doppler de alta resolugdo, em arteriolas da bolsa da

bochecha do hamster.
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Figura 33. Sinais no dominio do tempo nos vasos microcirculatorios.

4.6 — Testes “in vivo”

As velocidades foram comparadas utilizando o programa Statistica, versao
5.0. Para comparacdo entre os vasos foi utilizado o teste t ndao pareado, sendo
considerados significativos valores de p < 0,05.

A figura 34 mostra o painel frontal do instrumento adquirindo e processando
sinais de uma arteriola em tempo real. O grafico mostra o histérico da velocidade
plotado a cada quatro médias e ao lado, os indicadores mostrando a

meédiat+desvio-padrdo a cada dez segundos.
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Figura 34. Painel frontal do instrumento mostrando um processamento em tempo

real em uma artéria.

A figura 35 apresenta as velocidades nos diferentes tipos de vasos
estudados. A ordem de apresentacao dos resultados segue a sequéncia fisiologica
dos vasos (artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias), conforme descrito na
figura 7 (pagina 20) e na figura 36. Em boa concordancia com os principios
fisiolégicos envolvidos, foram encontradas diferengas significativas nas

velocidades entre os diferentes tipos de vasos (p<0,002).
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O sistema cardiovascular € uma rede de ramificagbes de vasos, onde a
principal caracteristica desse padrdo € que a area de secao transversal das
ramificagcbes € maior que a area de secgao transversal do vaso que da origem as
ramificagdes. A area total de segédo transversal no sistema cardiovascular aumenta
da aorta para as artérias, arteriolas e capilares. A velocidade linear € dependente
do inverso da area total de secdo transversal de muitos vasos paralelos. Desse
modo, as velocidades médias do fluxo sanguineo nos pequenos vasos sao
menores que nas artérias e veias.

E importante ressaltar que o perfil de variagdo das velocidades obtido
experimentalmente (figura 35) € muito similar ao tedrico (figura 36.C).

Os valores das velocidades médias em arteriolas e vénulas estdo em bom
acordo com os reportados por Hoening e Mohr, (1968), para arteriolas na faixa de
0,9-12,9 mm/s, e vénulas na faixa de 0,4-6,6 mm/s. Estudos realizados por Sato
e Ohshima, (1988) na microcirculacdo de um rato, reportaram valores médios de
velocidades em arteriolas e vénulas na faixa de 10 mm/s e 5 mm/s
respectivamente. Medidas de velocidades de RBCs feitas em arteriolas com a
técnica de dupla fenda encontraram valores médios na faixa de 10,0 mm/s
(Intaglietta, Tompkins e Richardson, 1979). Estudos realizados por Anand (1999)
usando a técnica de Video Shuttering e analises de imagens estimaram
velocidades médias em arteriolas do musculo retrator do hamster na ordem de
11,1 mm/s, em boa concordancia com o encontrado neste estudo. Kobari et al.
(1984; 1987), descreveram velocidades do fluxo sanguineo em artérias de gatos

entre 3 e 25 mm/s quando o didmetro era menor que 100 um. Valores maiores
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foram encontrados em artérias no presente trabalho. As diferengcas nestes
resultados podem estar associadas a diferencas entre espécies.

A velocidade média em capilares arteriais estimada pelo instrumento ficou
em torno de 4,2+0,9 mm/s, de acordo com as obtidas por Schimid-Schénbein
(1976) em condigdes normais nos capilares entre 0,5-5 mm/s. No entanto, trabalho
recente realizado por Jeong et al (2006), utilizando um sistema de camara de
video de alta-velocidade, apresenta velocidades de RBCs em capilares entre 1,25
e 2,95 mm/s e trabalhos realizados por Hudetz (1996, 1997) medindo velocidades
de RBCs em capilares cerebrais de ratos, descreveram que 65% de todas as
velocidades ficaram na faixa entre 0,5 a 1,8 mm/s, valores menores que os obtidos
neste trabalho.

Infelizmente, estudos de velocidades de RBCs realizados anteriormente,
nao descreveram medidas de velocidades em veias. Conforme pode-se visualizar
na figura 35, a area de secdo transversal das veias vai diminuindo
progressivamente, até chegar proximo do coragao, fazendo com que a velocidade
aumente.

Estudo realizado por Anand (1999) mostrou que medidas de velocidades in
vivo nao ultrapassam 20 mm/s. Os resultados obtidos nos vasos da rede
microvascular sdo menores que 20 mm/s (figura 35), com exceg¢ao das artérias

que sao vasos de alta velocidade.
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Capitulo V

Conclusoes

Foi construido um novo sistema de medida de velocidade de RBCs na
microcirculagao, contribuindo, desse modo, para o aprimoramento dos estudos
nesta importante parte do sistema cardiovascular, possibilitando a obtencado de
novos resultados, os quais permitirdo uma melhor compreensao da fisiologia e
fisiopatologia associadas aos vasos sanguineos.

O novo sistema permite uma avaliacdo em tempo real da velocidade de
fluxo, armazenamento dos resultados e é de operagao muito mais simples que os
sistemas anteriores.

Estudos in vitro mostraram um desempenho adequado dos sub-sistemas de
correlacao.

Em avaliagdes in vivo, o instrumento apresentou resultados satisfatoérios,
mostrando ser capaz de medir adequadamente uma larga faixa de velocidades em
microvasos transiluminados.

Foi elaborado um manual de instrugdo do instrumento para auxiliar os
usuarios.

Como sugestdes de continuagdo do trabalho podemos propor o
desenvolvimento dos detectores oticos para que o instrumento possa ser
implementado nos outros laboratérios do LPM. Outro desdobramento interessante

seria a implementagcdo de um algoritmo para perfazer a correlagdo cruzada
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utilizando um DSP, eliminando desse modo, a placa de aquisicado de dados. Isto
poderia estender a faixa de velocidade medida pelo instrumento.

Esta pesquisa resultou em um trabalho completo apresentado na forma de
pbéster no XX Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica (S&o Pedro, Séo
Paulo, novembro de 2006). Um trabalho completo vem sendo preparado para ser

submetido ao periddico Review of Scientific Instruments.
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INSTRUMENTACAO PARA ANALISE DA VELOCIDADE DE CELULAS
VERMELHAS NA MICROCIRCULACAO DE PEQUENOS ANIMAIS

J.A Mesquita Junior*?, E. Bouskela’, E.Wanjberg’ e P.L. Melo'?

'Laboratério de Instrumenta¢io Biomédica — Inst. de Biologia e Faculdade de Engenharia - UERJ
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3Coordenagio de Fisica Aplicada — CBPF — Rio de Janeiro - Brasil
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Abstract: An optical velocimeter employing cross
correlation has been developed in order to measure
the Red Blood Cells (RBCs) velocity in the
microcirculation of small animals. The magnified
image of the microvessel under investigation is
projected and aligned within of the two optical
windows placed at a known distance. With the
passage of RBCs, two time delayed signals are
generated. The determination of this time delay is
used to estimate RBCs velocity. The design of the
instrument is described, as well as in vitro and in vivo
results obtained with electrical models and small
animals, respectively. These results confirmed the
high scientific potential of the developed system.

Palavras-chave: Instrumentacio Biomédica,
Microcirculacio, Velocidade de Fluxo Sangiiineo.

Introducéo

A microcirculagdo compreende os vasos sangiiineos
e linfaticos com didmetro inferior a 100 pm [1].
Inimeros fenomenos fundamentais para a sobrevivéncia
dos organismos ocorrem ao nivel da microcirculagio,
sendo que a medida de velocidade do fluxo sangiiineo
na microcirculagdio é um fator importante para a
determinagdo da oxigenacdo sangliinea e da
concentracao de hemoglobina. Estudos da velocidade de
eritrocitos encontram diversas aplicagdes relacionadas a
fisiologia da microcirculagdo [2] e a avaliagdo da
eficiéncia de medicamentos.

O sangue ¢ uma suspensdo de células vermelhas
sangiiineas (RBCs), células brancas (leucocitos) e
plaquetas no plasma [3]. As RBCs sdo discos
bicdncavos com cerca de 8 um de didmetro e 1 um de
espessura no centro [4]. Constituindo mais que 99% do
particulado de matéria do sangue, as RBCs governam as
propriedades do fluxo sangiiineo [3].

Os métodos de medidas de velocidade sangiiinea
na microcirculagio se baseiam na observagdo de que na
circulagdo capilar, as RBCs passam em fila inica, com
um espagamento irregular de plasmas entre elas. Uma
vez que estes padrdes se mantém constantes em
distancias curtas, eles podem ser empregados na
determinagdo do tempo de transito em uma distancia
conhecida [4]. A analise destes padrdes € usualmente

1/4

efetuada  empregando  dois  sensores  Opticos
posicionados em janelas Opticas no centro da imagem
do vaso separados por um a distancia conhecida (Ax). A
figura 1 esquematiza este método.
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Figura 1: Esquema da instrumentacdo empregada na
estimativa de velocidade do sangue pelo método da
correlagdo temporal.

A intensidade luminosa recebida pelos sensores
opticos ¢ modulada pela passagem das RBCs resultando
em sinais semelhantes, porém apresentando um atraso
no tempo inversamente proporcional a velocidade do
fluxo sangiiineo. O tempo de transito das RBCs entre os
dois pontos onde estdo posicionados os sensores (At) é
obtido por meio da estimativa do maximo valor
apresentado pela correlagdo cruzada entre os sinais [5].

A maioria dos sistemas atualmente empregados na
avaliacdo da velocidade de fluxo na microcirculagdo
empregam técnicas baseadas em sistemas analdgicos
[5]. Branemark e Jonsson [6] desenvolveram um
método de mancha voadora que utiliza técnicas de
video. Munro [7], desenvolveu um método Optico
baseado em prisma rotativo. Estes métodos dependem
da habilidade do pesquisador e s3o limitados em
condigdes onde somente uma unica célula pode ser
seguida no campo de visualizagdo [8].

Wayland and Johnson [8] desenvolveram o método
de dupla fenda, que permite gravacdes continuas da
velocidade e ndo depende da habilidade do pesquisador.
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No entanto, este método depende da gravagdo em fita
magnética e da utilizagdo de computadores analdgicos.

Neste contexto, este trabalho descreve o projeto e a
analise do desempenho de um instrumento capaz de
medir a velocidade de RBCs na microcirculagdo de
pequenos animais.

Materiais e Métodos

Descri¢do do Correlator - O projeto do correlator foi
baseado no trabalho de Stott [9] e reportado por Beck
[10]. O projeto levou em considerac@o os parametros do
sistema, tais como: distancia entre os sensores (L=10
pm), o que corresponde aproximadamente ao didmetro
de uma RBC; velocidade minima (V,;,=0,2 mm/s) e
maxima (V=50 mm/s); erro no pior caso: 2% [10]. As
velocidades minimas e maximas foram fornecidas por
profissionais da area biomédica envolvidos com estudos
na area de microcirculagdo. A partir de (Vimin), (Vimax) €
de (L), foram determinados os atrasos minimo (Ty,) €
maximo (Tma), utilizando a relacdo Vv=Ax/At,
correspondendo a Ty, = 200 ps € Ty = 50 ms. A partir
do erro no pior caso para deteccdo do pico, foi
determinado o nimero minimo de pontos (Ny;,), 0 que
correspondeu a ny;, = 25 pontos. Da relagdo entre as
velocidades minima e maxima, determinou-se a faixa do
instrumento (R,=250). O nimero méximo de pontos
esta relacionado com a faixa e np;,, através da relagao
R=n/Nmin, Onde ny= 6250 pontos. Da relagdo V4=
L/ny,0t, determinou-se a resolucdo temporal do
instrumento, correspondendo a &t = 8us, resultando
numa freqiiéncia de amostragem igual a 125 kHz. O
diagrama em blocos dos sub-sistemas do correlator esta
descrito na Figura 2.

Vaso
Sangiiineo Sens_ores
i Opticos

Estagio de Filtragem Converséo Filtragem
Amplificagdo Analégica Analégico/Digital Digital
j} ] E E— AD [ \ / _‘

i

Correlagdo | Estimativa do Estimativa da

Cruzada Atraso Velocidade Apresentagao

Figura 2: Diagrama em blocos do instrumento.

O aparato contendo os sensores opticos ¢ acoplado
ao microscopio (Leica Microsystems, 020-518.500
DM/LS) e as janelas opticas sdo alinhadas no centro do
leito do vaso sob interesse, que corresponde ao ponto de
maior velocidade [11]. Os sinais oriundos da passagem
das RBCs sdo captados pelos fotodetectores e
amplificados por amplificadores de ultra-baixo ruido e
alta velocidade (AD OP-27). Em seguida, os sinais sdo
entregues a um segundo estdgio de amplificagdo,
construido em torno do CI TLO082, elevando os sinais
fotométricos a um nivel adequado para sua digitaliza¢ao
e processamento. Em seguida, os sinais sdo adaptados a
um filtro analdégico cuja banda-passante  foi
dimensionada de modo a garantir que o instrumento
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tenha resposta dindmica suficiente para medir as
componentes de velocidade variantes no tempo,
minimizando o erro médio quadratico [12], (fc =10 kHz,
5* ordem Butterworth). Apos esta etapa, os sinais sdo
acoplados a uma placa de aquisi¢do de dados (National
Instruments) PCI 6024, 16 canais e 12 bits. Esta placa
estd conectada em um computador Pentium IV, 2.4
GHz, 256 MB de RAM, com gravador de CD, monitor
de 177, entre outros periféricos.

O programa foi implementado em linguagem de
programagio G, ambiente LabVIEW™, versdo 5.1. O
painel frontal do instrumento ¢ apresentado na Figura 3.

Figura 3: Painel frontal do instrumento.

O sistema de iluminagdo do microscopio ¢ composto
por uma lampada AC. Deste modo, a etapa de
processamento inclui inicialmente uma rotina de
filtragem digital para eliminagdo dos sinais espurios
oriundos da iluminacdo do microscopio (Filtros notch,
8* ordem nas freqiiéncias de 60 Hz, 120 Hz e 240 Hz).
Em seguida, os sinais sdo entregues a rotina que perfaz
a estimativa da correlagdo cruzada. Os dados sdo aceitos
se o coeficiente de correlagdo ¢ maior que 0,7 [13]. A
estimativa do atraso temporal (At) ¢é obtida
multiplicando a diferenca entre o indice da amostra
relativa a0 maximo e o numero de amostras adquiridas
pelo intervalo de amostragem. Uma rotina perfaz a
estimativa da velocidade utilizando a relagdo Av=Ax/At.

Testes em modelos elétricos (in vitro) — O desempenho
dos subsistemas dedicados a correlagdo foi avaliada por
meio da andlise de sinais com atrasos conhecidos. Para
este fim, foi implementado um gerador de onda
quadrada estavel, baseado em cristal, utilizando
filtragem  passa-baixas de 1* ordem. Foram
implementadas quatro linhas de retardo analdgicas com
atrasos de 250 ps, 15 ms, 30 ms e 50 ms,
correspondentes a faixa de Ty € Tmax que serdo
encontradas em aplicagdes praticas. As calibragdes dos
atrasos foram obtidas utilizando um osciloscopio digital
(Tektronics, TDS220).

Calibracio - A calibracdo foi efetuada empregando um
microscopio (descrito anteriormente), uma bomba de
perfusdo (Harvard Apparatus, 55-2222), uma seringa de
10 ml, um cateter para pequenos animais com didmetro
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igual a 0,5 mm e uma suspensdo de p6 de grafite em
6leo de silicone. O sistema Optico foi adaptado ao
microscopio e alinhado no centro do leito do cateter
através do circuito fechado de TV. Utilizando a equagdo
da continuidade [14], a bomba foi ajustada de modo a
produzir no cateter velocidades entre aproximadamente
1 e 40 pl/s. A figura 4 apresenta a curva de calibragdo

A -1.95724
404 B 0.9973
R P

0.99449 <.0001

w
o
1

104

Instrumento proposto (mm/s)
N
?

T
0 10 20 30 40 50
Velocidade de referéncia (mm/s)

do instrumento.
Figura 4. Curva de calibragdo do instrumento.

A correlagdo entre os valores de velocidade obtidos no
sistema de referéncia (Vref) e no elaborado no presente
projeto (Vp) foi muito proxima de 1 (R=0,994), sendo
que os erros descritos pela reta obtida pelo método dos
minimos quadrados (Vp=-1,957+0,997Vref) foram
posteriormente corrigidos.

Testes in vivo - Foram avaliadas as velocidades em 10
artérias, 10 veias, 10 arteriolas e 10 vénulas na
microcirculagdo de hamsters normais, com massa
corporal em torno de 130 g. Os animais foram induzidos
a anestesia com pentobarbital sodico e mantidos
anestesiados com a-cloralose. Durante a preparacdo e o
experimento os animais tiveram a temperatura corporal
mantida em 36,5 °C com manta aquecedora controlada
por termistor [15] e a traquéia foi canulada para garantir
a respiragdo espontdnea. A bolsa da bochecha foi
preparada conforme técnica de Duling [16] e adaptada
por Svensjo [17] e apds foi transferida para o
microscopio. O tecido foi transiluminado e a imagem do
vaso sob interesse foi alinhada no plano focal do
microscopio através de uma objetiva com magnificagdo
de 10X (.22) e monitorada pelo circuito fechado de
televisdo. A Figura 5 mostra o aparato utilizado.

Resultados e discussiao

Testes in vitro — A analise dos erros nos estagios de
correlacdo sdo apresentados na Tabela 1. Os erros foram
menores que 1%, sendo adequados a aplicacdo visada.

Teste in vivo - A figura 6 apresenta os resultados destes
experimentos (média + desvio-padrdo), mostrando uma
queda significativa da velocidade com o tipo de vaso
estudado (ANOVA, p<0,0001). Este fendomeno ¢
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coerente com as progressivas quedas de pressdo nos
vasos analisados [18], assim como com o aumento da
resisténcia ao fluxo devido a reducdo de area de secdo
transversal que ocorre nos vasos sanguineos [19].

Figura 5: Aparato utilizado nos ensaios in vivo.

Tabela 1 - Resultados da avaliagdo de modelos elétricos.

Atrasos Correlator (s) Erro (%)
250 us 0,000248 0,8
15 ms 0,015012 0,079
30 ms 0,030038 0,12
49 ms 0,048775 0,46
50
454 <
1 (2<0.001
40
— 354
8 4
€ 304
E ] P<0,023
o 254
g 4
S 201 [ P<0,005
S 451 I I
2 15 |
104
] 1
54
0

Artérias Veias Arteriolas  Vénulas

Figura 6. Velocidades obtidas nos testes in vivo.

Estudos realizados em hamsters por Slechta e Fulton
[20] mostraram velocidades em arteriolas entre 0,9-12,9
mm/s ¢ em vénulas entre 0,4-6,6 mm/s. Os resultados do
presente trabalho mostraram uma queda significativa de
velocidade entre os vasos citados (p<0,005) e sdo
consistentes com os reportados pelos autores citados.
Valores de velocidades semelhantes em arteriolas e
vénulas foram também reportados por Sato [21]. ]

A Figura 6 mostra que foram avaliadas velocidades em
torno de 5 a 45 mm/s com o sistema proposto. Anand et
al. ressaltam que velocidades at¢é 20 mm/s sdo
suficientes para muitas medidas microvasculares [22].
No entanto, os resultados descritos na Figura 6 sugerem
que, em hamsters, a faixa citada € suficiente apenas para
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medidas de velocidades de RBCs em arteriolas e
vénulas.

Conclusao

Foi construido um novo sistema de medida de
velocidade de RBCs na microcirculagdo, contribuindo,
desse modo, para o aprimoramento dos estudos nesta
importante parte do sistema cardio-vascular.

Estudos in vitro mostraram um desempenho
adequado dos sub-sistemas de correlagéo.

Em avaliagdes in vivo, o instrumento apresentou
resultados satisfatorios, mostrando ser capaz de medir
adequadamente uma larga faixa de velocidades em
microvasos transiluminados.
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