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RESUMO 

 

A doença falciforme (DF) é o distúrbio monogênico de maior ocorrência no mundo, com 

maior prevalência na população afrodescendente, e atinge até 1 a cada 650 nascidos vivos em 

algumas regiões do Brasil. A DF pode acometer múltiplos sistemas orgânicos, tendo a  

retinopatia como principal manifestação capaz de afetar a visão. Os mecanismos associados à 

retinopatia nesses indivíduos, entretanto, permanecem em grande parte obscuros. O objetivo 

desse trabalho foi determinar propriedades morfológicas e mecânicas de eritrócitos na DF, 

utilizando-se a técnica de microscopia de desfocalização (MD), avaliando suas associações 

com a ocorrência e gravidade da retinopatia falciforme em indivíduos com hemoglobinopatia 

SC (HbSC). Utilizando-se a técnica de MD, foram analisadas imagens de 255 eritrócitos de 

17 indivíduos, divididos em grupo controle (120 eritrócitos de 8 indivíduos), grupo retinopatia 

falciforme não avançada (60 eritrócitos de 4 indivíduos) e grupo retinopatia falciforme 

avançada (75 eritrócitos de 5 indivíduos). Esses parâmetros foram analisados juntamente com 

dados clínicos e laboratoriais a fim de se estudar associações com a DF e com a gravidade da 

retinopatia dentre os indivíduos com DF (HbSC). Eritrócitos na DF, quando comparados 

àqueles de indivíduos sem DF, apresentaram concavidade central mais larga e profunda e 

menor índice de esfericidade. Mais especificamente, retinopatia mais grave se associou a 

índice de esfericidade médio < 0,7, espessura central média do eritrócito < 0,4 µm e distância 

radial média entre o centro e a espessura máxima celular > 2,9 µm (100% Goldberg 3 versus 

25% Goldberg 1, P = 0,0476). Na análise da curva ROC, menor índice de esfericidade médio 

(área sob a curva: 0,85; IC95%: 0,53 a 1,00), menor espessura central média (área sob a 

curva: 0,90; IC95%: 0,67 a 1,00) e maior distância radial entre o centro e a espessura máxima 

celular (área sob a curva: 0,85; IC95%: 0,53 a 1,00) também apresentaram associação com a 

gravidade da retinopatia. A conclusão desse estudo é que a MD pode ser útil para fornecer 

características que diferenciam eritrócitos normais daqueles de indivíduos com doença 

falciforme, também revelando parâmetros celulares objetivos que se associam à gravidade da 

retinopatia falciforme em indivíduos com HbSC. 

 

 

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Microscopia; Doença da Hemoglobina SC; Retina. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Sickle cell disease (SCD) is the most prevalent monogenic disorder in the world, being more 

prevalent among afrodescendants, and present in up to 1 in 650 live borns in some regions of 

Brazil. SCD may affect multiple organic systems, with retinopathy being the most common 

manifestation that can impair vision. Mechanisms underlying retinopathy in these individuals 

are, however, not well understood. The objective of this study was to determine 

morphological and mechanical parameters of erythrocytes in SCD by defocusing microscopy 

(DM) and to evaluate their association with the occurrence and severity of sickle cell 

retinopathy in individuals with hemoglobinopathy SC (HbSC). Using DM, 255 images of 

erythrocytes from 17 individuals were analysed, divided in control group (120 cells from 8 

individuals), non-severe sickle cell retinopathy group (60 cells from 4 individuals), and severe 

sickle cell retinopathy group (75 cells from 5 individuals). These parameters were analyzed 

with clinical and laboratorial data in order to study their associations with SCD and with the 

severity of retinopathy among individuals with SCD (HbSC). Erythrocytes in SCD, when 

compared with those from individuals without SCD, had a larger and deeper central 

concavity. More specifically, severe cases of retinopathy were associated with mean 

sphericity index < 0.7, mean central cell thickness < 0.4 µm, and mean radial distance 

between the cell center and its maximum thickness > 2.9 µm (100% Goldberg 3 versus 25% 

Goldberg 1, P = 0.0476). In ROC analysis, lower mean sphericity index (AUC: 0.85; 95%CI: 

0.53 to 1.00), lower mean central cell thickness (AUC: 0.90; 95%CI: 0.67 to 1.00), and higher 

mean radial distance between the cell center and its maximum thickness (AUC: 0.85; 95%CI: 

0.53 to 1.00) were associated with more severe retinopathy. In conclusion, DM may be useful 

to determine parameters to differentiate normal erythrocytes from those from individuals with 

SCD, also revealing objective cellular characteristics that are associated with severity of 

sickle retinopathy in individuals with HbSC. 

 

 

Keywords: Anemia, Sickle Cell; Microscopy; Hemoglobin SC Disease; Retina. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença falciforme (DF) é o distúrbio monogênico mais comum do mundo, afetando 

milhões de pessoas 
1-3

. A sua incidência é aproximadamente 300 mil nascidos vivos a cada 

ano e estima-se que no ano de 2050 esse número aumente para 400 mil novos casos por ano 
1, 

4
. O diagnóstico precoce da DF visa reduzir a morbimortalidade da doença e ocorre por meio 

do programa de triagem neonatal (teste do pezinho). A detecção de hemoglobinopatias está 

presente na fase II desse programa e foi universalizada em 2013 
5
.  No Brasil, a DF apresenta 

maior prevalência na população afrodescendente, sendo que programas estaduais de triagem 

neonatal mostram que as maiores taxas ocorrem na Bahia (1:650 nascidos vivos), no Rio de 

Janeiro (1:1300 nascidos vivos) e em Minas Gerais (1:1400 nascidos vivos) 
6
. 

 

A DF é um distúrbio multissistêmico, causado por mutação em um único gene, e pode afetar 

praticamente qualquer órgão 
1
. Caracteriza-se pela presença de eritrócitos anormais, 

danificados pela presença de hemoglobina S (HbS), que pode ser herdada de ambos os pais 

(HbSS), ou de um dos pais em conjunto com outra variante de hemoglobina, como 

hemoglobina C (HbC), resultando em hemoglobinopatia SC (HbSC) 
1
. A mutação 

determinante do gene da HbS é decorrente da substituição da adenina pela timina, no sexto 

códon do gene beta, provocando a substituição do ácido glutâmico pela valina na posição 6 da 

cadeia beta da hemoglobina 
2, 4

. Quando o ácido glutâmico nessa mesma posição é substituído 

pela lisina, temos a HbC, que é a segunda variação mais comum da hemoglobina em 

afrodescendentes 
3
.  

 

A HbS polimeriza-se quando desoxigenada, danificando os eritrócitos, provocando a perda de 

cátions e água e a mudança da forma bicôncava para uma forma alongada (em foice) 
1, 3

. 

Essas células danificadas apresentam anormalidades reológicas e, juntamente com outros 

fatores plasmáticos e interações endoteliais anormais, resultam em anemia hemolítica e na 

possibilidade de oclusão vascular 
3, 7, 8

.  

 

Apesar de a polimerização da HbS, a vaso-oclusão e a anemia hemolítica serem cruciais na 

patofisiologia da DF, uma cascata de eventos patológicos ocorre, gerando um grande espectro 

de complicações 
1
. Esses eventos incluem disfunção do endotélio vascular, deficiência 

funcional de óxido nítrico, inflamação, hipercoagubilidade, aumento de adesão de neutrófilos, 
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ativação plaquetária, estresse oxidativo e lesão por reperfusão 
1, 3

. Na Figura 1 é apresentada 

uma esquematização das complexas interações que ocorrem na DF. A interação entre esses 

fatores é pouco compreendida e, provavelmente, diferem dependendo da complicação em 

particular.  

 

 

 

Figura 1 – Interações complexas que levam a vaso-oclusão e dano tecidual na doença 

falciforme. Adaptado de Ware et al 
3
.  

 

Uma variedade de complicações agudas pode ocorrer na DF, refletindo a complexa 

patofisiologia de vaso-oclusão, infecção, anemia e infarto 
1, 3

. As crises álgicas, características 

da DF, refletem a vaso-oclusão e baixa oferta de oxigênio, assim como lesões de infarto-

reperfusão 
3
.  As infecções bacterianas são graves em indivíduos com DF porque o baço 

desses indivíduos costuma ser danificado na infância por falcização intraparenquimatosa 
3
. A 

asplenia funcional resultante aumenta o risco de pneumonia, sepse e meningite, especialmente 

por organismos encapsulados, como Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae 

tipo B 
3
. A síndrome torácica aguda (STA), definida como novos infiltrados pulmonares, na 

presença de dor, febre, taquipneia, sibilos ou tosse, é uma das principais causas de morte em 

adultos com DF 
9
. Piora da anemia pode ocorrer com sequestro esplênico, aplasia transitória 

da série vermelha, ou aumento da hemólise, especialmente após transfusões 
10

. Acidente 
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vascular encefálico (AVE) ocorre predominantemente na infância, com início súbito de 

disfunção neurológica decorrente de isquemia e infarto, porém hemorragias intracranianas 

ocorrem predominantemente em adultos 
11

.  

 

Comparativamente com os eventos agudos, pouco se sabe da patogênese do dano orgânico 

crônico resultante de repetidas vaso-oclusões, infartos e anemia hemolítica crônica da DF 
3
. A 

maioria dos adultos com DF, usualmente na terceira década de vida, atinge um estágio no qual 

complicações orgânicas crônicas se tornam a principal causa de morbidade e mortalidade 
3
. 

Dano parenquimatoso pode atingir virtualmente qualquer sistema orgânico através de 

diferentes mecanismos 
3
. Complicações como retinopatia, necrose avascular, declínio 

neurológico, úlceras em membros inferiores e priaprismo recorrente estão associados à 

morbidade e prejuízo da qualidade de vida, porém as disfunções renais e cardiopulmonares 

são as mais letais 
12-16

. 

 

As manifestações oftálmicas na DF, apesar de comuns, provavelmente são subdiagnosticadas 

devido à cronicidade e ausência de sintomas até as fases mais tardias 
4
. A manifestação ocular 

mais comum na DF com ameaça à visão é a retinopatia, que apresenta maior prevalência e 

gravidade em indivíduos HbSC, por motivos ainda pouco compreendidos 
4, 17-19

. Uma teoria é 

que a anemia mais grave presente em indivíduos HbSS reduza a viscosidade e 

consequentemente o sludging sanguíneo nos vasos da retina 
20, 21

. Outra teoria é que a maior 

gravidade da doença HbSS resulte em mais infarto, com consequente necrose retiniana, 

enquanto na HbSC ocorra mais isquemia, com consequente aumento de resposta angiogênica 

por fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e neovascularização retiniana 
20, 22

. 

 

A retinopatia falciforme pode ser classificada como não proliferativa ou proliferativa 
4
. 

Devido à sua tendência a afetar a retina periférica, as lesões da retinopatia falciforme não 

proliferativa tipicamente não causam perda visual. Entretanto, a neovascularização periférica 

e suas sequelas, observadas na retinopatia proliferativa, podem ameaçar a visão, 

especialmente na ocorrência de hemorragia vítrea ou descolamento de retina 
4, 17

. Acreditava-

se que cerca de 10% dos indivíduos com retinopatia falciforme proliferativa evoluiriam para 

cegueira 
19

, porém em uma coorte mais recente, perda visual permanente foi rara, ocorrendo 

apenas em 1 de 59 pacientes com retinopatia falciforme proliferativa 
17

, provavelmente 
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refletindo o impacto do diagnóstico precoce e tratamento tempestivo da retinopatia e suas 

complicações 
21

. 

 

Goldberg avaliou a história natural da retinopatia falciforme não tratada e as alterações 

retinianas sequenciais, propondo a escala de gravidade pela qual as alterações retinianas são 

graduadas 
23, 24

. Os estágios 1 e 2 de Goldberg referem-se à doença proliferativa inicial, sendo 

o estágio 1 caracterizado pela presença de oclusões arteriolares periféricas e o estágio 2 pela 

presença de anastomoses arteriovenosas periféricas. A clássica neovascularização tipo sea-fan 

caracteriza o estágio 3 e ocorre na retina periférica, na borda entre retina perfundida e não 

perfundida. Quando os neovasos sangram, ocorre a hemorragia vítrea, caracterizando o 

estágio 4. A doença atinge o estágio 5 quando uma membrana fibrogliovascular periférica 

provoca descolamento de retina tracional ou tracional-regmatogênico. 

 

Nas últimas décadas, pesquisadores investigaram a biomecânica dos eritrócitos como 

indicadores da gravidade da DF 
7, 25

. Acredita-se que as alterações reológicas observadas na 

DF sejam causadas primariamente por aumento da viscosidade citoplasmática com a 

polarização da HbS, juntamente com anormalidades de membrana celular decorrentes de 

seguidas polimerização e despolimerização nos eritrócitos circulantes 
25, 26

. A deformabilidade 

dos eritrócitos é fator determinante do fluxo sanguíneo na microcirculação, dependendo da 

combinação de diversos fatores mecânicos e geométricos, como viscosidade interna, razão 

superfície de área/volume e elasticidade e viscosidade de membrana 
27

. Por isso, no nosso 

estudo avaliamos tanto características geométricas quanto mecânicas dos eritrócitos, obtidas 

através da Microscopia de Desfocalização (MD), que é uma técnica quantitativa de imagem 

de fase, desenvolvida no Laboratório de Física de Sistemas Biológicos do Departamento de 

Física da UFMG, capaz de mensurar características morfológicas, químicas e mecânicas de 

eritrócitos, individualmente 
28, 29

.  

 

Os mecanismos associados à retinopatia falciforme permanecem em grande parte obscuros 
4
. 

Nesse trabalho pretendemos aumentar a compreensão dessa complexa doença determinando 

propriedades mecânicas e morfológicas dos eritrócitos e estudando suas associações com a 

ocorrência e gravidade da retinopatia falciforme em indivíduos com HbSC. 
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2 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral desse estudo é a determinação das propriedades celulares de eritrócitos na 

DF, utilizando-se a técnica de MD, avaliando suas associações com a ocorrência e gravidade 

de retinopatia falciforme. 

 

Os objetivos específicos são: (1) desenvolvimento de algoritmo computacional para a análise 

rápida e automatizada de imagens obtidas por MD; (2) descrição quantitativa das 

propriedades celulares de eritrócitos na DF por meio da técnica de MD; (3) comparação 

dessas propriedades entre indivíduos com e sem DF (controle) e (4) comparação dessas 

propriedades entre indivíduos com DF que apresentam e que não apresentam retinopatia 

falciforme proliferativa avançada (estágio de Goldberg ≥ 3), a fim de se tentar determinar se 

as propriedades celulares mensuradas associam-se com a gravidade do acometimento ocular 

da DF. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Desenho do estudo 

 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo COEP/HC-UFMG, CAAE: 97392218.2.0000.5149, e 

seguiu os princípios da declaração de Helsinki. O estudo é observacional e caso-controle. Os 

dados demográficos e genéticos (e.g. história pregressa de complicações da DF, genótipo, 

idade, sexo etc.), assim como a determinação da ocorrência, evolução e gravidade de 

retinopatia falciforme foram obtidos por meio de anamnese/exame clínico e análise de 

prontuários de pacientes acompanhados no ambulatório de DF do setor de Retina do Hospital 

São Geraldo/ HC-UFMG. Três grupos foram analisados: (1) participantes com DF e com 

retinopatia falciforme proliferativa avançada (estágio de Goldberg ≥ 3), (2) participantes com 

DF e sem retinopatia proliferativa avançada (estágio de Goldberg < 3) e (3) grupo controle. O 

grupo controle foi composto por voluntários sem DF, com idade e distribuição de gênero 

semelhante à do grupo com DF. 

 

Uma vez obtidas as variáveis dos eritrócitos de indivíduos com e sem DF e sabendo-se, dentre 

os indivíduos doentes, os que apresentam retinopatia falciforme proliferativa avançada 

(Goldberg ≥ 3), foram estudados os possíveis fatores de risco para retinopatia falciforme 

proliferativa avançada. Tanto dados demográficos e laboratoriais, quanto propriedades 

celulares dos eritrócitos foram analisados como potenciais fatores de risco.  

 

3.2 Participantes 

 

Foram adotados os seguintes critérios de inclusão no estudo: voluntários adultos (>18 anos), 

não portadores de qualquer outra doença hematológica além da DF, que assinaram termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado por comitê de ética em pesquisa, após 

esclarecimento e consentimento verbal sobre participação no estudo. No grupo DF, somente 

indivíduos com HbSC (confirmados por eletroforese de hemoglobina) foram incluídos, uma 

vez que esse subtipo é aquele com maior prevalência de retinopatia 
4, 17-19, 30

. Foi excluído do 

estudo qualquer participante com menos de 18 anos, que apresentasse doença hematológica 

além de DF, que não concordasse em participar do estudo, que não possuísse resultados de 

hemograma nos últimos 6 meses ou de tipagem sanguínea (ABO) e de fator Rh prévia, que 
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tivesse recebido transfusão sanguínea nos últimos 6 meses ou que não tenha assinado o 

TCLE. 

 

3.3 Amostra sanguínea 

 

As amostras sanguíneas, coletadas em tubo de 2 mL com EDTA-k2, foram todas analisadas 

entre 2 e 3 horas após a coleta. Para a análise, diluiu-se 0,5µL da amostra sanguínea em 2mL 

de solução tampão fosfato-salino (PBS) com albumina sérica bovina (BSA) 1% (10mg/mL). 

Todas as análises foram feitas em menos de 1h após a diluição. 

 

3.4 Dados clínicos e laboratoriais 

 

Para todos os indivíduos incluídos no estudo foram determinados, a partir de hemograma 

realizado até 6 meses antes da coleta da amostra sanguínea, a concentração de hemoglobina 

em g/dL (Hb) e a concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em g/dL. A 

tipagem sanguínea (ABO) e fator Rh (Rh) também foram obtidos a partir de exames prévios 

para todos os participantes do estudo, assim como a existência das comorbidades hipertensão 

arterial sistêmica (HAS) e diabetes melito (DM). Todos os indivíduos tiveram a acuidade 

visual corrigida (AV) mensurada, na escala logMAR, sendo que consideramos para cada 

indivíduo a acuidade visual do pior olho. 

 

Dentre os indivíduos com DF, foram também obtidos os seguintes dados clínicos: uso atual de 

hidroxiureia (HIDROXIUREIA), histórico de crise álgica (C.ALGICA), de síndrome torácica 

aguda (STA), de osteomielite (OSTEOMIELITE), de complicações biliares (BILIARES), de 

priaprismo (PRIAPRISMO) ou de acidente vascular encefálico (AVE). Foi obtida também a 

contagem de reticulócitos em porcentagem (RETICULOCITOS) para aqueles que possuíam 

resultado até 6 meses antes da coleta da amostra sanguínea,   



21 

 

 

 

3.5 Microscopia de Desfocalização (MD) 

 

A MD é uma técnica quantitativa de imagem de fase que permite a mensuração de 

características morfológicas, químicas e mecânicas de eritrócitos, individualmente e sem o 

uso de corantes, a partir de uma quantidade muito pequena de sangue (1 gota é suficiente) 
28, 

29
. As características de eritrócitos que podem ser estudadas pela técnica de MD são 

mostradas na Figura 2. Uma representação da montagem experimental é mostrada na Figura 

3. 

 

 

Figura 2 – Fluxograma esquemático das características de eritrócitos que podem ser 

obtidos por meio da MD. Adaptado de Roma et al. 
28

. 

 

Objetos transparentes (objetos de fase), que seriam invisíveis quando focados em um 

microscópio óptico de campo claro, tornam-se visíveis simplesmente desfocando o 

microscópio. Isso ocorre porque o ato de desfocalizar introduz uma diferença de fases entre 

ordens difratadas e não difratadas, gerando contraste de imagem 
28, 31, 32

. A MD é uma técnica 

quantitativa de imagem de fase que utiliza a desfocalização para se observar objetos de fase 

de forma não invasiva, como células não marcadas.  

MICROSCOPIA DE DESFOCALIZAÇÃO (MD) 

CONTRASTE 

CARACTERÍSTICAS 
MORFOLÓGICAS 

- Imagem 3D 

- Raio 

- Índice de Refração 

- Área de Superfície 

- Volume 

- Índice de Esfericidade 

CARACTERÍSTICAS 
QUÍMICAS 

- Concentração de 
Hemoglobina 

- Conteúdo de Hemoglobina 

FLUTUAÇÃO DE 
CONTRASTE 

CARACTERÍSTICAS 
MECÂNICAS 

- Flutuação de Membranas 
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Figura 3 –Representação (esquerda) e foto (direita) da montagem experimental para 

MD, adaptado de Roma et al. 
28

. Microscópio óptico invertido de campo claro, lâmpada 

de halogênio (LAMP), filtro vermelho > 610 nm (FV), objetiva (OBJ) e câmera (CAM). 

 

A partir da análise do nível de cinza médio, ou intensidade I, de imagens medidas em duas 

posições focais zf diferentes, pode-se obter o mapa de fase do objeto e reconstruir os perfis de 

altura de cada uma de suas superfícies difrativas 
28, 29, 33, 34

. No caso de um eritrócito aderido a 

uma lâmina, os perfis de altura da membrana superior (h1, livre para flutuar) e da inferior (h2, 

aderida ao substrato) são obtidos individualmente 
28

. Outra medida obtida a partir da MD é a 

flutuação de intensidades 𝐼, relacionada diretamente com a amplitude flutuação em altura da 

membrana do eritrócito 〈𝑢〉, quando analisada para zf  > 3 µm na área central da célula 
28

. 

 

Após coleta, as amostras foram analisadas no Laboratório de Física de Sistemas Biológicos do 

Departamento de Física, no ICEX/UFMG. Foi utilizado um microscópio óptico invertido 

(Nikon Eclipse TI-E, Nikon, Melville, New York) na configuração de iluminação Köhler, 

com luz branca, difusor, filtro vermelho (> 610 nm), objetiva de imersão a óleo com aumento 

de 100x e abertura numérica de 1,49 (Nikon), câmera CMOS (Silicon Video CMOS 642M, 8 

bits, Epix Inc., Buffalo Grove, Illinois), com tamanho de pixel de 0,098µm, pela qual foram 

obtidas imagens a 300 fps (frames por segundo), com exposição de 3,33 µs e ganho ajustado 

para intensidade média de cinza do background ficar entre 120 e 130. O plano de mínimo 

contraste da célula foi definido como zf de 0 µm, conforme mostrado na Figura 4, e 

considerou-se desfocalização positiva acima desse plano. Foram obtidas imagens dos 

eritrócitos com distância focal zf de 0 µm (300 frames), +2 µm (300 frames) e de +4 µm 

(1000 frames). Todas as imagens foram salvas no formato TIFF e em escala de cinza (8 bits) 

com tamanho 256x256 pixels. 
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Figura 4 – Exemplo de imagens (médias de frames) obtidas para estudo de um eritrócito. 

Tamanho 256x256 pixels, com representação do nível de cinza dos pixels localizados ao 

longo das linhas amarelas. (A e 1) Background, (B e 2) zf = 0 µm , (C e 3) zf = +2 µm e (D 

e 4) zf = +4 µm. O plano de mínimo contraste da célula é definido como zf = 0 µm. 

 

Foram analisadas imagens de 15 eritrócitos por indivíduo (ver tamanho da amostra em 

Material e Métodos), sendo que para indivíduos com DF foram descartados eritrócitos com 

sinais de falcização, lise ou conteúdo intracelular. A temperatura da amostra foi controlada em 

37
o
C durante as medidas utilizando incubadora (ChamlideIC-CU:109, Live Cell Instrument, 

Nowan-gu, Korea).  

 

3.6 Processamento dos dados 

 

Foi desenvolvido nesta Tese um algoritmo computacional para processamento das imagens 

obtidas por MD utilizando-se o software R versão 3.6.3 
35

 (APÊNDICE 1). Para executar o 

programa, deve-se indicar qual o endereço da pasta que contém as imagens a serem 

processadas (cada indivíduo deve ter as imagens de seus eritrócitos em uma pasta própria, 

com tamanho 256x256 pixels) e o valor de CHCM do indivíduo, obtido através de 

hemograma. Apesar de ser possível estimar a CHCM a partir da MD, utilizamos o valor 

obtido por hemograma para simplificar a obtenção dos dados. A derivação matemática da MD 

pode ser encontrada no ANEXO 1.  
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As seguintes propriedades celulares foram mensuradas por meio da MD: raio (RAIO), área de 

superfície (AREA), volume (VOLUME), índice de esfericidade (ESFERICIDADE), 

inclinação máxima na concavidade (SMAX: variação máxima do perfil de altura, equivalente 

ao valor máximo da derivada primeira de h1 em relação à variável �⃗� (rho), que corresponde à 

posição xy no plano celular em relação ao centro) e sua distância radial em relação ao centro 

DSMAX, concavidade máxima (CMAX: variação máxima da inclinação na concavidade, 

equivalente ao máximo valor da derivada segunda de h1 em relação à variável �⃗�), espessura 

central (T0), espessura máxima (TMAX) e sua distância radial em relação ao centro DTMAX, 

e amplitude média de flutuação de membrana 〈𝑢〉 no centro da célula (amplitude média de 

variação de T0), conforme mostrado na Figura 5.  

 

Figura 5 – Esquematização de perfil de eritrócito com localização dos seus pontos de 

referência. 

 

Todas essas informações são geradas para cada célula, conforme mostrado na Figura 6, assim 

como para um indivíduo (média das células analisadas), conforme mostrado na Figura 7. A 

fim de se acelerar a obtenção das variáveis, nesse estudo assumiu-se simetria dos eritrócitos 

em relação ao plano horizontal. Essa suposição é válida porque o foco desse estudo não é a 

análise dos efeitos de adesividade celular ao substrato, o que leva a pequenas alterações na 

simetria celular em relação ao plano horizontal. 
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Figura 6 – Figura gerada pelo algoritmo computacional para cada uma das células 

analisadas.  (A, B e C) Imagens no nível de cinza médio já corrigido pelo background nas 

distâncias focais zf = 0 µm , zf = +2 µm e zf = +4 µm, respectivamente. (D) Mapa do perfil 

de espessura em escala de cinza (mais claro representa maior espessura). (E) Média 

radial do perfil de espessura do eritrócito. Linha vertical indica o raio celular. (F) 

Valores calculados para propriedades celulares.
 

 

Um estudo piloto foi realizado para determinar a variabilidade dos parâmetros geométricos 

determinados por MD, variando-se a amostra sanguínea (três amostras colhidas de um 

indivíduo em três diferentes semanas) e o tempo entre a coleta e a análise por MD (1, 3, 5 e 6 

horas). Em cada experimento foram adquiridas imagens de 30 células (total de 360 células). 

Os valores observados de média ± desvio padrão e coeficiente de variação (CV = desvio 

padrão / média) foram: 3,83 ± 0,03 µm (CV = 0,8%) para o raio celular (RAIO), 123,9 ± 2,9 

µm
2
 (CV = 2,4%) para a área de superfície (AREA), 84,4 ± 4,1 µm

3
 para o volume 

(VOLUME) e 0,75 ± 0,01 para o índice de esfericidade (ESFERICIDADE). Concluímos que 

houve pequena variabilidade para os parâmetros geométricos estimados em relação ao dia de 

coleta da amostra e ao tempo entre a coleta e a análise por MD variando de uma a sete horas. 
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Figura 7 – Figuras geradas pelo algoritmo computacional a partir das médias das 

células analisadas de um indivíduo do GRUPO CONTROLE (Superior) e um indivíduo 

com DOENÇA FALCIFORME (Inferior). (Esquerda) Perfil de altura 3D do eritrócito 

médio do indivíduo, representando metade da espessura total do eritrócito. (Centro) 

Média radial do perfil de espessura do eritrócito. Barras verticais indicam intervalo de 

confiança de 95% do valor médio e linhas verticais indicam o raio celular médio. 

(Direita) Valores médios dos parâmetros estimados [IC95%].  
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3.7 Tamanho da amostra 

 

O índice de esfericidade é um número adimensional, definido como uma razão normalizada 

volume-área, que estima o quanto a geometria celular se aproxima de uma esfera 
36

. Esferas 

perfeitas apresentam índice de esfericidade igual a um, enquanto discos planos apresentam 

índice de esfericidade igual à zero. A partir de um estudo piloto com sangue de indivíduo 

controle (30 células), encontramos o valor médio para o índice de esfericidade 

(ESFERICIDADE) e seu respectivo desvio padrão (σ): 

 

ESFERICIDADE  = 0,728     e     𝜎𝐸𝑆𝐹𝐸𝑅𝐼𝐶𝐼𝐷𝐴𝐷𝐸 = 0,035.  

 

Como essa é uma importante característica a ser analisada no estudo, por estar diretamente 

ligada à deformabilidade celular 
37

, a mesma foi utilizada para se estimar o tamanho 

necessário da amostra. Para se detectar uma diferença na média equivalente a 0,07 

(aproximadamente 10%) entre o índice de esfericidade de eritrócitos normais e de eritrócitos 

na DF, com poder de 90% (𝑧𝛽 = 1,28) e nível de significância α = 5% (𝑧𝛼
2⁄ = 1,96), com 

dois grupos de mesmo tamanho, temos 
38

:  

 

𝑛1 = 𝑛2 = 2 ∗ (𝑧𝛼
2⁄ + 𝑧𝛽)

2

∗ (
𝜎

𝜖
)

2

= 2 ∗ (1,96 + 1,28)2 ∗ (
0,035

0,07
)

2

≈ 5.  

 

Logo, o tamanho calculado da amostra foi de pelo menos cinco indivíduos em cada grupo. 

 

A partir da fórmula do desvio padrão da média estimada 
38

, pode-se também calcular o 

número necessário de eritrócitos observados por indivíduo para se ter um intervalo de 

confiança de 95% na estimativa do índice de esfericidade médio 𝐼𝐶95%〈𝐸𝑆𝐹𝐸𝑅𝐼𝐶𝐼𝐷𝐴𝐷𝐸〉 

correspondente a 5% do valor estimado (5% de 0,728 ≈ 0,036): 

 

𝑛 = (
2∗1.96∗𝜎𝐸𝑆𝐹𝐸𝑅𝐼𝐶𝐼𝐷𝐴𝐷𝐸

𝐼𝐶95%〈𝐸𝑆𝐹𝐸𝑅𝐼𝐶𝐼𝐷𝐴𝐷𝐸〉
)

2

= (
2∗1.96∗0,035

0,036
)

2

≈ 15. 

 

Logo, o número calculado de eritrócitos por indivíduo foi 15.  
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3.8 Estatística 

 

Todos os cálculos foram realizados utilizando o software R versão 3.6.3 
35

 com testes não 

paramétricos. Foi utilizado um nível de significância α = 5% e intervalos de confiança de 

95%. Os dados foram apresentados como mediana [mínimo - máximo] para variáveis 

contínuas e como N (%) para variáveis discretas, exceto se especificado de outra forma em 

tabela ou texto. A análise estatística teve o seguinte fluxo: 

1. Análise da amostra geral. 

a. Descrição da amostra. 

b. Correlação existente entre variáveis: método de Spearman 
39

. 

2. Comparação entre grupo controle e grupo DF. 

a. Descrição dos grupos. 

b. Comparação das variáveis entre grupos: variáveis binárias comparadas 

utilizando-se o teste exato de Fisher com método mid-p 
40

 e demais 

variáveis utilizando-se o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon 
41

. 

Distribuições também apresentadas como violin plots 
42

. 

3. Comparação, dentre indivíduos com DF, entre aqueles com e sem retinopatia 

proliferativa avançada (Goldberg <3 versus Goldberg ≥ 3). 

a. Descrição dos grupos. 

b. Determinação de pontos de corte das variáveis obtidas através da MD para 

diferenciar retinopatia proliferativa avançada e não avançada: pontos de 

corte determinados utilizando-se árvores de classificação e regressão 
43

. Os 

valores encontrados são aqueles que minimizam a soma do índice de 

impureza de Gini em cada subgrupo. O índice de impureza de Gini é uma 

medida de dispersão estatística que vale zero quando todos os casos são 

divididos perfeitamente em subgrupos homogêneos e cujo valor aumenta 

quando os subgrupos se tronam heterogêneos, com um valor máximo igual 

a um 
44

. Por exemplo, no presente estudo, um subgrupo contendo somente 

pacientes com retinopatia proliferativa avançada teria um índice de Gini 

igual a zero.  

c. Comparação das variáveis obtidas por MD entre grupos: variáveis binárias 

comparadas por teste exato de Fisher (correção mid-p) e demais por teste 

de Mann-Whitney-Wilcoxon. As propriedades foram comparadas tanto de 
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forma contínua quanto binária (abaixo e acima dos pontos de corte 

determinados), com intervalos de confiança de 95% (exato Clopper-

Pearson com método mid-p) 
45

. Também foram calculadas as áreas sob as 

curvas ROC, com intervalos de confiança de 95% (bootstrap com 2000 

replicações) 
46

, para classificação da gravidade da retinopatia a partir das 

propriedades determinadas por MD (valores médios por indivíduo). 

Distribuições também apresentadas como violin plots 
42

. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo determinamos propriedades celulares de eritrócitos na DF utilizando-se a técnica 

de MD, avaliando sua associação com a ocorrência e gravidade de retinopatia falciforme. O 

algoritmo desenvolvido analisou cada eritrócito em apenas cerca de 7 segundos, utilizando-se 

um computador com processador Intel® Core™ i7-7500U 2,70-2,9GHz, 8,00 GB de memória 

RAM e Windows 10.  

 

A deformabilidade celular é a capacidade de uma célula mudar e restaurar sua forma em 

resposta a um estímulo externo. Eritrócitos necessitam de uma grande deformabilidade para 

transportar oxigênio através dos capilares, que podem apresentar diâmetros menores que os 

dos próprios eritrócitos 
36

. A deformabilidade de um eritrócito é predominantemente 

influenciada por três fatores: (1) a relação volume-área (índice de esfericidade), (2) a 

viscosidade interna, que é basicamente dependente da CHCM, e (3) das propriedades 

reológicas da membrana celular 
37

. Esses três fatores são contemplados no algoritmo 

desenvolvido, que fornece o índice de esfericidade dos eritrócitos, medido com o contraste 

MD, e as flutuações de membrana, relacionadas à elasticidade celular, obtidas a partir da 

flutuação quadrática média do contraste MD no centro celular. Além disso, o algoritmo leva 

em conta a viscosidade celular interna a partir da CHCM mensurada por hemograma. Sendo 

assim, obtemos simultaneamente fatores celulares morfológicos, bioquímicos e mecânicos, a 

partir da análise individual de células. 

 

No total foram analisadas imagens de 255 eritrócitos de 17 indivíduos (15 

eritrócitos/indivíduo). O grupo controle foi composto por imagens de 120 eritrócitos de oito 

indivíduos, o grupo retinopatia falciforme não avançada foi composto por imagens de 60 

eritrócitos de quatro indivíduos, todos classificados como tendo retinopatia falciforme grau 1 

de Goldberg (grupo DF Goldberg 1), e o grupo retinopatia falciforme avançada foi composto 

por imagens de 75 eritrócitos de cinco indivíduos, todos classificados como tendo retinopatia 

falciforme grau 3 de Goldberg (grupo DF Goldberg 3). O resumo dos grupos é apresentado na 

Tabela 1.  
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Tabela 1 – Relação entre número de eritrócitos analisados e indivíduos em cada grupo. 

Grupo 
Número de 

indivíduos (%) 

Número de 

eritrócitos (%) 

Controle 8 (47) 120 (47) 

DF Goldberg 1 4 (24) 60 (24) 

DF Goldberg 3 5 (29) 75 (29) 

TOTAL 17 (100) 255 (100) 

DF: Doença Falciforme. 

 

Todos os nove indivíduos com DF possuíam HbSC. Nove (100%) já apresentaram 

C.ALGICA, sete (79%) STA e um (11%) OSTEOMIELITE. Nenhum (0%) tinha história de 

complicações BILIARES, PRIAPRISMO ou AVE. Assim como retinopatia, STA e 

OSTEOMIELITE apresentam incidência maior ou igual na HbSC do que na HbSS 
22

. 

Nenhum indivíduo (0%) apresentava HAS ou DM.  

 

Três indivíduos com DF (33%) utilizavam hidroxiureia. Essa droga inibe a ribonucleotídio 

redutase e tem efeito benéfico na DF principalmente devido à elevação dos níveis de 

hemoglobina fetal (HbF), que por sua vez inibe a polimerização da HbS 
3
. Além do efeito 

sobre a HbF, a hidroxiureia também afeta a morfologia e a adesão celular e o transporte de 

cátions através da membrana celular 
47

. Do ponto de vista morfológico, a droga provoca 

aumento do volume e do índice de esfericidade celular 
47, 48

. Estudo recente não encontrou 

associação entre uso de hidroxiureia e retinopatia falciforme 
49

. 

 

Acuidade visual (AV) pior que 0,0 foi observada em apenas dois dos 18 olhos (11%) de 

indivíduos com retinopatia falciforme, sendo que todos apresentavam AV melhor ou igual a 

0,3, ressaltando a importância de exame ocular minucioso na DF, uma vez que suas 

manifestações oculares só costumam ser percebidas pelo paciente quando já em estágio 

avançado 
20

.  

 

Os dados demográficos, clínicos e laboratoriais, comparados entre grupos controle e DF, são 

apresentados na Tabela 2. Observamos que o nível de hemoglobina foi significativamente 

maior no grupo controle em relação aos indivíduos com DF (13,4 versus 11,0 g/dL; P = 

0,0017), conforme esperado. Não houve diferença significativa entre a concentração de 
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hemoglobina corpuscular média (CHCM), variável fundamental no nosso algoritmo para 

obtenção de características a partir da MD. Na DF é esperado que a CHCM seja igual ou 

maior do que em indivíduos sadios devido à perda de cátions e água pelo eritrócito 
22

. 

 

Tabela 2 – Comparação de dados demográficos, clínicos e laboratoriais, entre grupos 

controle e DF.  

 Controle (N=8) DF (N = 9) Valor P 

SEXO FEMININO 6 (75) 5 (56) 0,4615 

IDADE (anos) 29,0 [24,0 – 35,0] 19,0 [19,0 – 38,0] 0,2661 

AV (logMAR) 0,0 [0,0 – 0,0] 0,0 [0,0 – 0,3] 0,1976 

TIPO SANGUÍNEO  

ABO / Fator Rh 

A +: 5 (63) 

B +: 2 (25) 

B –: 0 (0) 

O +: 1 (12) 

O –: 0 (0) 

A +: 4 (45) 

B +: 1 (11) 

B –: 1 (11) 

O +: 1 (11) 

O –: 2 (22) 

0,4937 

Hb (g/dL) 13,4 [12,0 – 15,0] 11,0 [10,0 – 12,5] 0,0017 

CHCM (g/dL) 33,8 [32,4 – 34,0] 34,0 [33,0 – 36,7] 0,1148 

DF: Doença Falciforme; AV: Acuidade visual no pior olho; CHCM: Concentração de 

hemoglobina corpuscular média; Hb: concentração de hemoglobina. 

 

Para avaliar a adequação das características celulares obtidas por MD, comparamos os valores 

de estimados para o grupo Controle (média ± desvio padrão) com aqueles disponíveis na 

literatura. Observamos nesse estudo diâmetro de 7,9 ± 0,21 µm (2*RAIO), espessura máxima 

de 2,0 ± 0,2 µm (TMAX), área de superfície de 126,4 ± 8,3 µm
2 

(AREA), volume de 83,1 ± 

9,7 µm
3 

(VOLUME), índice de esfericidade de 0,73 ± 0,02 (ESFERICIDADE), e amplitude 

média de flutuação de membrana de 17,6 ± 1,9 nm (〈u〉). Confirmando o funcionamento 

correto da metodologia e do algoritmo, todos esses valores são compatíveis com os valores 

aproximados descritos na literatura: diâmetro ~ 8,0 µm 
37

, espessura máxima ~ 2,0 µm 
37

, área 

de superfície ~ 130,0 µm
2
 
33

, volume ~ 90 µm
3
 
33

, índice de esfericidade ~ 0,77 
33

, e amplitude 

média de flutuação de membrana  ~ 20 nm 
28

. 

 

Diversas características obtidas por MD apresentaram alta correlação, conforme mostrado na 

Figura 8. Por exemplo, houve uma alta correlação (rho > 0,8) entre a área de superfície do 
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eritrócito e seu raio e seu volume. Esses resultados são esperados uma vez que as medidas 

morfológicas são altamente dependentes entre si: aumentando-se o raio ou o volume de um 

eritrócito, espera-se que sua área de superfície aumente. É esperado que variáveis com alta 

correlação entre si, como área de superfície e volume celular, apresentem associações 

semelhantes com a ocorrência e gravidade de DF. 

 

 

Figura 8 – Correlação entre variáveis obtidas por MD para os participantes do estudo, 

grupos Controle e DF. 

 

A comparação das distribuições das variáveis obtidas por MD entre os grupos Controle e DF 

é mostrada na Figura 9, possibilitando uma análise qualitativa dos dados. Observamos que as 

características mensuradas apresentaram maior variabilidade, qualitativamente, no grupo DF 

do que no grupo Controle, exceto o índice de esfericidade (ESFERICIDADE), que apresentou 

variabilidade semelhante nos dois grupos. A partir da análise qualitativa das distribuições, 

podemos perceber que o índice de esfericidade (ESFERICIDADE), espessura central (T0), 

distância radial entre o centro e a espessura máxima (DTMAX), inclinação máxima na 

concavidade (SMAX), distância radial entre o centro e a espessura máxima (DSMAX) e 

concavidade máxima (CMAX) provavelmente apresentam bom poder discriminatório entre 

grupos DF e Controle, uma vez que a interseção entre as distribuições dos dois grupos é 

pequena ou inexistente para essas características. 
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Figura 9 – Violin plot mostrando as distribuições das variáveis obtidas por MD nos 

grupos Controle e DF. Variáveis normalizadas (min-max) a partir dos dados dos 17 

indivíduos estudados. 

Comparando-se quantitativamente as variáveis geométricas entre grupos controle e DF 

(Tabela 3), os achados qualitativos se confirmaram. Indivíduos com DF apresentaram 

eritrócitos médios com menor índice de esfericidade (ESFERICIDADE: 0,68 versus 0,73; P = 

0,0018), menor espessura central (T0: 0,30 versus 1,11 µm; P = 0,0006), maior máxima 

inclinação na concavidade (SMAX: 0,95 versus 0,58; P = 0,0009), distância radial entre o 

centro e a espessura máxima (DSMAX: 1,42 versus 1,75 µm, P = 0,0012), e maior 

concavidade (CMAX: 0,80 versus 0,59 µm
-1

; P = 0,0033), onde os valores em parêntesis 

referem-se às medianas em cada grupo. Podemos resumir os achados da seguinte forma: os 

eritrócitos na DF apresentam concavidade central mais larga e profunda quando comparados 

àqueles de indivíduos sem DF. Tais diferenças contribuem para uma menor deformabilidade 

dos eritrócitos na DF, que depende diretamente do índice de esfericidade 
48

. Esses achados 

corroboram estudos que, utilizando diferentes técnicas, demonstraram que os eritrócitos na 

DF são menos deformáveis do que eritrócitos normais, acarretando alterações significativas 

do fluxo microcirculatório 
7, 25

. 
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Tabela 3 - Comparação de variáveis obtidas por MD, entre grupos controle e DF. 

 Controle (N=8) DF (N = 9) Valor P 

RAIO (µm) 3,95 [3,70 – 4,04] 4,19 [3,77 – 4,68] 0,1121 

AREA (µm
2
) 128,2 [112,4 – 136,7] 139,4 [98,5 – 159,5] 0,4131 

VOLUME (µm
3
) 84,4 [65,1 – 95,6] 84,0 [54,7 – 100,5] 0,8098 

ESFERICIDADE 0,73 [0,70 – 0,76] 0,68 [0,65 – 0,71] 0,0018 

T0 (µm) 1,11 [0,84 – 1,21] 0,30 [0,11 – 0,81] 0,0006 

TMAX (µm) 2,07 [1,65 – 2,23] 2,02 [1,54 – 2,36] 0,9616 

DTMAX (µm) 2,67 [2,51 – 2,73] 2,91 [2,72 – 3,42] 0,0012 

SMAX 0,58 [0,48 – 0,70] 0,95 [0,68 – 1,11] 0,0009 

DSMAX (µm) 1,42 [1,26 – 1,57] 1,75 [1,49 – 1,95] 0,0012 

CMAX (µm
-1

) 0,59 [0,46 – 0,84] 0,80 [0,64 – 1,18] 0,0033 

〈u〉 (nm) 16,8 [15,5 – 20,1] 18,2 [14,4 – 22,8] 0,6058 

MD: Microscopia de Desfocalização; DF: Doença Falciforme; AREA: Área de superfície;  

ESFERICIDADE: Índice de esfericidade; T0: Espessura central;  

TMAX: Espessura máxima; DTMAX: Distância radial entre o centro e a espessura 

máxima; SMAX: Inclinação máxima na concavidade; DSMAX: Distância radial entre o 

centro e a inclinação máxima; CMAX: Concavidade máxima; 〈u〉: Amplitude média de 

flutuação de membrana. 

 

Não houve diferença significativa em relação à amplitude média de flutuação de membrana  

〈u〉 entre os grupos DF e Controle, porém nosso estudo apresenta amostra muito pequena para 

análise dessa variável. Observa-se que o intervalo interquartil de 〈u〉 no grupo controle 

corresponde a 21% do valor mediano, enquanto para o índice de esfericidade (variável para a 

qual foi feito o cálculo amostral) esse mesmo intervalo corresponde a menos de 2% do valor 

mediano. A partir dos dados do grupo controle (média e desvio padrão de 〈u〉), estimamos que 

seriam necessários aproximadamente 25 indivíduos em cada grupo para detecção de uma 

diferença de 10% no valor médio de 〈u〉 com poder de 90% e nível de significância de 5% 
38

. 

A amplitude média de flutuação de membrana é governada pelo módulo de elasticidade e 

tensão de membranas, além da viscosidade citoplasmática 
50

, o que teoricamente resultaria em 

〈u〉 menor na DF que no grupo controle, mas para a confirmação ou refutação de tal hipótese 

necessitamos estudar um maior número de indivíduos. A coleta de mais dados não é possível 

no momento devido à pandemia de COVID-19 que afetou o funcionamento do ambulatório de 
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retinopatia falciforme, impedindo o recrutamento de novos indivíduos por tempo 

indeterminado.  

 

Os dados demográficos, clínicos e laboratoriais, comparados entre grupos DF Goldberg 1 e 

DF Goldberg 3, são apresentados na Tabela 4.  
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Tabela 4 – Comparação de dados demográficos, clínicos e laboratoriais, entre indivíduos com 

DF, com e sem retinopatia proliferativa avançada. 

 DF Goldberg 1 (N=4) DF Goldberg 3 (N = 5) Valor P 

SEXO FEMININO 2 (50) 3 (60) 0,8095 

IDADE (anos) 21 [19 – 43] 19 [18 – 43] 0,6152 

AV (logMAR) 0,0 [0,0 – 0,0] 0,0 [0,0 – 0,3] 0,2404 

TIPO SANGUÍNEO  

ABO / Fator Rh 

A +: 1 (25) 

B +: 0 (0) 

B –: 1 (25) 

O +: 0 (0) 

O –: 2 (50) 

A +: 3 (60) 

B +: 1 (20) 

B –: 0 (0) 

O +: 1 (20) 

O –: 0 (0) 

0,2020 

Hb (g/dL) 11,5 [10,5 – 12,5] 10,6 [10,0 – 12,1] 0,4606 

CHCM (g/dL) 34,0 [33,0 – 34,5] 34,0 [33,1 – 36,7] 0,8933 

RETICULOCITOS (%) 3,4 [3,0 – 4,0]
 1 missing 

3,5 [3,0 – 4,0]
 3 missing 

0,9999 

HIDROXIUREIA 1 (25) 2 (40) 0,7143 

C.ALGICA 4 (100) 5 (100) 0,9999 

STA 3 (75) 4 (80) 0,8889 

OSTEOMIELITE 1 (25) 0 (0) 0,4444 

BILIARES 0 (0) 0 (0) 0,9999 

PRIAPRISMO 0 (0) 0 (0) 0,9999 

AVE 0 (0) 0 (0) 0,9999 

HAS 0 (0) 0 (0) 0,9999 

DM 0 (0) 0 (0) 0,9999 

DF: Doença Falciforme; AV: Acuidade visual no pior olho; CHCM: Concentração de 

hemoglobina corpuscular média; Hb: concentração de hemoglobina; HIDROXIUREIA: 

uso atual de hidroxiureia; C. ALGICA: história de crises álgicas; STA: história de 

síndrome torácica aguda; OSTEOMIELITE: história de osteomielite;  

BILIARES: história de complicações biliares; PRIAPRISMO: história de priaprismo;  

AVE: história de acidente vascular encefálico. 
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A comparação das distribuições das variáveis obtidas por MD entre os grupos DF Goldberg 1 

e DF Goldberg 3 é mostrada qualitativamente na Figura 10. A partir da análise qualitativa das 

distribuições, podemos perceber que o índice de esfericidade ESFERICIDADE, a espessura 

central T0 e a distância radial entre o centro e a espessura máxima DTMAX provavelmente 

apresentam bom poder discriminatório entre grupos DF Goldberg 1 e DF Goldberg 3, uma 

vez que a interseção entre as distribuições dos dois grupos é pequena ou inexistente para essas 

características. 

 

Figura 10 – Violin plot mostrando as distribuições das variáveis obtidas por MD nos 

grupos DF Goldberg 1 e Goldberg 3. Variáveis normalizadas (min-max) a partir dos 

dados dos 17 indivíduos estudados, incluindo aqueles sem DF. 

Os pontos de corte determinados através de árvores de classificação para as médias de cada 

uma das variáveis obtidas por MD, com maior poder de discriminação entre os grupos DF 

Goldberg 1 e DF Goldberg 3, assim como as áreas sob a curva ROC para discriminar 

retinopatia grave e não grave são mostrados na Tabela 5. As variáveis que apresentaram 

maior capacidade discriminatória (maior redução do índice de Gini) entre os grupos DF 

Goldberg 1 e DF Goldberg 3 foram ESFERICIDADE, T0 e DTMAX, confirmando os 

achados qualitativos e indicando uma associação entre maior gravidade da retinopatia 
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falciforme e eritrócitos com menor índice de esfericidade, menor espessura central e maior 

distância radial entre o centro e a espessura máxima. Essas variáveis também foram as que 

apresentaram maiores áreas sob as curvas ROC, com significância estatística (Tabela 5). 

Conforme mostrado na Figura 8, existe grande correlação entre ESFERICIDADE e T0 (rho = 

0,96), ESFERICIDADE e DTMAX (rho = - 0,84), T0 e DTMAX (rho = - 0,85), o que explica 

os achados semelhantes para as três variáveis.   

 

Tabela 5 – Pontos de corte das médias das variáveis obtidas por MD, com maior poder 

de discriminação entre os grupos DF Goldberg 1 e DF Goldberg 3, e área sob curva 

ROC para previsão de retinopatia falciforme avançada.  

Fator de corte para maior risco de 

retinopatia proliferativa avançada 

Redução do 

índice de Gini 

(G0 = 0,49) 

Área sob a  

curva ROC  

[IC95%] 

RAIO > 3,9 µm  0,18 0,70 [0,30 – 1,00] 

AREA > 150 µm
2 0,11 0,65 [0,23 – 1,00] 

VOLUME > 100 µm
3 0,11 0,65 [0,23 – 1,00] 

ESFERICIDADE < 0,7 0,31 0,85 [0,53 – 1,00] 

T0 < 0,4 µm 0,31 0,90 [0,67 – 1,00] 

TMAX > 1,7 µm 0,08 0,55 [0,08 – 1,00] 

DTMAX > 2,9 µm 0,31 0,85 [0,53 – 1,00] 

SMAX > 0,9  0,18 0,60 [0,11 – 1,00] 

DSMAX > 1,6 µm 0,18 0,67 [0,25 – 1,00] 

CMAX < 0,83 µm
-1 0,15 0,65 [0,17 – 1,00] 

〈𝒖〉 < 17,5 nm 0,20 0,80 [0,47 – 1,00] 

MD: Microscopia de Desfocalização; DF: Doença Falciforme; AREA: Área de 

superfície; ESFERICIDADE: Índice de esfericidade; T0: Espessura central;  

TMAX: Espessura máxima; DTMAX: Distância radial entre o centro e a espessura 

máxima; SMAX: Inclinação máxima na concavidade; DSMAX: Distância radial entre o 

centro e a inclinação máxima; CMAX: Concavidade máxima; 〈u〉: Amplitude média de 

flutuação de membrana; G0: Índice de Gini Inicial; IC95%: Intervalo de confiança de 

95%. 
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A comparação das variáveis obtidas por MD entre os grupos DF Goldberg 1 e DF Goldberg 3 

é mostrada na Tabela 6, já incluindo os pontos de corte determinados para variáveis com área 

sob curva ROC significativamente maior que 0,5. Retinopatia mais grave se associou a 

ESFERICIDADE < 0,7, T0 < 0,4 µm e DTMAX > 2,9 µm (para as três variáveis: 100% em 

DF Goldberg 3 versus 25% em DF Goldberg 1, P = 0,0476; Sensibilidade 100% [55% a 

100%]; Especificidade 75% [24% a 99%]), confirmando os achados das análises por árvore 

de classificação e das curvas ROC. Logo, a MD se mostrou útil não só para diferenciar 

eritrócitos normais daqueles de indivíduos com doença falciforme, mas também para 

diferenciar a gravidade da retinopatia falciforme em indivíduos HbSC.  

 

Tabela 6 – Comparação de variáveis obtidas por MD, entre indivíduos com DF, com e 

sem retinopatia proliferativa avançada.  

 DF Goldberg 1 (N=4) DF Goldberg 3 (N = 5) Valor P 

RAIO (µm) 4,01 [3,77 – 4,34] 4,25 [3,95 – 4,68] 0,4127 

AREA (µm
2
) 132,1 [98,5 – 150,2] 139,4 [116,1 – 159,6] 0,5556 

VOLUME (µm
3
) 83,8 [54,7 – 100,1] 84,0 [66,5 – 100,5] 0,5556 

ESFERICIDADE 

ESFERICIDADE < 0,7 

0,70 [0,68 – 0,71] 

1 (25) 

0,68 [0,65 – 0,69] 

5 (100) 

0,1111 

0,0476 

T0 (µm) 

T0 < 0,4 µm 

0,44 [0,29 – 0,82] 

1 (25) 

0,25 [0,11 – 0,31] 

5 (100) 

0,0635 

0,0476 

TMAX (µm) 2,09 [1,54 – 2,32] 2,02 [1,80 – 2,36] 0,9048 

DTMAX (µm) 

DTMAX > 2,9 µm 

2,80 [2,72 – 3,13] 

1 (25) 

3,06 [2,91 – 3,42] 

5 (100) 

0,1084 

0,0476 

SMAX 0,93 [0,68 – 1,11] 0,95 [0,89 – 1,10] 0,7302 

DSMAX (µm)  1,69 [1,49 – 1,90] 1,75 [1,59 – 1,95] 0,4606 

CMAX (µm
-1

) 0,87 [0,64 – 1,18] 0,80 [0,78 – 0,98] 0,5556 

〈u〉 (nm) 19,0 [17,5 – 22,8] 17,5 [14,4 – 19,3] 0,1905 

MD: Microscopia de Desfocalização; DF: Doença Falciforme; AREA: Área de superfície;  

ESFERICIDADE: Índice de esfericidade; T0: Espessura central;  

TMAX: Espessura máxima; DTMAX: Distância radial entre o centro e a espessura 

máxima; SMAX: Inclinação máxima na concavidade; DSMAX: Distância radial entre o 

centro e a inclinação máxima; CMAX: Concavidade máxima; 〈u〉: Amplitude média de 

flutuação de membrana. 
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Um possível fator de confusão do estudo é o uso de hidroxiureia por 3 (33%) indivíduos com 

DF. Conforme já mencionado, é esperado que o uso dessa droga aumente o índice de 

esfericidade dos eritrócitos especialmente no grupo DF Goldberg 3, que apresentou maior 

proporção de pacientes usando hidroxiureia que o grupo DF Goldberg 1 (40% versus 25%, P 

= 0,7143). Entretanto, um menor índice de esfericidade foi observado no grupo DF Goldberg 

3, mesmo com maior proporção de indivíduos em uso de hidroxiureia, corroborando a 

existência de associação possivelmente ainda mais forte entre menor esfericidade e doença 

mais grave.  

 

Já foi demostrado que o grau de deformabilidade dos eritrócitos, associado à esfericidade, 

correlaciona-se negativamente com o grau de hemólise na DF 
51, 52

. Já para a retinopatia 

falciforme, é escasso o conhecimento de fatores relacionados à sua ocorrência e gravidade 
49

. 

Dentre fatores de risco relatados na literatura para ocorrência de retinopatia, podemos listar a 

presença do subtipo HbSC, idade mais avançada, sexo masculino, menores níveis de HbF e 

maiores concentrações de Hb 
4, 21, 49, 53, 54

. A confirmação da associação observada nesse 

estudo entre a esfericidade mensurada por MD e a gravidade da retinopatia falciforme 

auxiliaria em decisões de acompanhamento e tratamento desses pacientes, com a esfericidade 

celular sendo utilizada como um biomarcador prognóstico. A recomendação atual de 

screening anual para avaliar a presença de retinopatia falciforme, por exemplo, não é baseada 

em evidências, mas sim em consenso de especialistas 
55

. 

 

Ao possibilitar o estudo morfológico e mecânico dos eritrócitos isolados (diferentemente de 

técnicas que estudam simultaneamente grupos de eritrócitos) com determinação de 

características que afetam diretamente a deformabilidade celular e a reologia sanguínea, a MD 

se mostra útil na DF para melhor entendimento e possível estratificação de risco das suas mais 

diversas complicações. Apenas 0,5µL de sangue é suficiente para a análise, que pode ser feita 

a partir de sangue capilar fresco, sem uso de anticoagulantes. 

 

A alta complexidade de diferentes técnicas e metodologias empregadas em estudos anteriores, 

como pinças ópticas 
56, 57

, dificulta a comparação de resultados entre diferentes estudos e seu 

eventual emprego em maior escala para validação clínica. Esperamos contribuir para superar 

essas limitações com a disponibilização da metodologia e do código fonte do algoritmo 
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desenvolvido, possibilitando o estudo das propriedades obtidas por MD, de maneira objetiva, 

em mais indivíduos e em diferentes doenças. 

 

O presente estudo possui algumas limitações, sendo a principal delas o pequeno número de 

indivíduos analisados, que não permitiu a realização de análise multivariada e não apresentou 

poder estatístico suficiente para análise da variável amplitude média de flutuação de 

membrana 〈u〉. Conforme mencionado, a aquisição de mais dados é inviável por tempo 

indeterminado devido à pandemia de COVID-19, que alterou o funcionamento habitual dos 

ambulatórios eletivos e, consequentemente, impossibilitou o recrutamento de mais voluntários 

para o estudo. Somente indivíduos HbSC foram estudados no grupo DF e, apesar de serem 

aqueles com maior risco de desenvolvimento de retinopatia falciforme, a inclusão de 

indivíduos HbSS poderia aumentar a compreensão dos fatores que diferenciam esses subtipos, 

que possuem gravidade e manifestações clínicas distintas. Finalmente, fatores relacionados à 

gravidade de diferentes manifestações da DF não foram incluídos no estudo, como percentual 

de HbF, polimorfismos genéticos e propriedades adesivas dos eritrócitos 
1, 58

. 

 

Em trabalhos futuros, pode-se estudar a relação entre as características celulares obtidas por 

MD e outras complicações da DF e/ou outras doenças. É possível incluir a análise de 

propriedades adesivas dos eritrócitos na DF, sugeridas como potenciais fatores iniciadores de 

crises vaso-oclusivas por vários estudos 
58-61

, analisando separadamente as membranas 

superior (livre) e inferior (aderida ao substrato de vidro) 
28

. Pode-se até mesmo utilizar a MD 

para a análise automática de imagens obtidas por microscópio portátil ou acoplado a 

smartphone, conforme proposto recentemente por alguns autores que utilizaram outras 

técnicas para diagnosticar a DF com dispositivo portátil em áreas com poucos recursos 
62, 63

. 
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5 CONCLUSÕES 

 

No presente estudo foram determinadas propriedades celulares de eritrócitos na DF, 

utilizando-se a técnica de MD, e avaliadas suas associações com a ocorrência e gravidade de 

retinopatia falciforme. (1) Foi desenvolvido um algoritmo computacional no software R para 

a análise de imagens de MD e disponibilizado código fonte, permitindo a rápida e prática (2) 

descrição quantitativa das propriedades celulares de eritrócitos na DF (cerca de 7 segundos 

para analisar cada eritrócito). (3) Os eritrócitos de indivíduos com DF apresentaram 

propriedades geométricas distintas de indivíduos sem DF. Na DF, os eritrócitos apresentaram 

menores índice de esfericidade e espessura central, e maiores inclinação máxima na 

concavidade, índice de concavidade máxima, distância radial entre o centro e a inclinação 

máxima, e distância radial entre o centro e a espessura máxima. (4) Menores índices de 

esfericidade, menores espessuras centrais e maiores distâncias radiais entre o centro e a 

espessura máxima dos eritrócitos se associaram com quadros mais graves da doença. Logo, a 

MD pode ser útil para fornecer características que diferenciam eritrócitos normais daqueles de 

indivíduos com doença falciforme, também revelando parâmetros celulares objetivos que se 

associam à gravidade da retinopatia falciforme em indivíduos com HbSC.    
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APÊNDICE A – Código computacional (em R) desenvolvido para 

processamento das imagens obtidas por Microscopia de Desfocalização. 

Bibliotecas Necessárias 

'pixmap', 'tiff', rtiff', 'fielDSMAX', 'stats', 'graphics', 'grDevices', 'utils', 'datasets', 'methoDSMAX', 'base', 

'mrbsizeR', 'pracma' e‘plotrix’. 

 

Processamento dos dados 

# CODED BY CAMILO BRANDAO-DE-RESENDE 

#-------------------------------- DATA ENTRY --------------------------------- 

rm(list=ls());  #clean variables 

options(warn=-1) 

 

folder = '/Users/camil/Desktop/Experimentos/Camilo/2h/' 

CHCM = 33 

 

n_cells=50 #Maximum number of cells 

delta_n = 0.002*CHCM 

n_ob = 1.51 

pixelsize= 0.098  #Pixel size in micrometers 

 

dir.create(paste(folder,'results',sep='')) 

 

##--------------------------- FUNCTIONS --------------------------------------- 

 

source(paste(getwd(),'/Functions.R',sep='')) 

 

#--------------------------------- IMAGE PROCESSING ----------------------- 

start_time <- Sys.time() 

k=1 

result = processimage(k, folder) 

resultssummary = result$resultssummary 

cellresults = result$results 

summeanH = result$meanH 

allpeaks = result$peaks 

print(paste('cell # ',k)) 

 

for (k in 2:n_cells){ 

  result = processimage(k, folder) 

  resultssummary = rbind(resultssummary,result$resultssummary) 

  cellresults = rbind(cellresults,result$results) 

  summeanH = summeanH + result$meanH 

  allpeaks = rbind(allpeaks,result$peaks) 

  print(paste('cell # ',k)) 

   

  if(!file.exists(paste(folder,'H',(k+1),' Z2.tif',sep=''))) break} 

 

write.table(resultssummary, paste(folder,'results/','resultssummary.txt',sep=''), sep="\t", dec = ".",row.names = F, 

col.names = TRUE) 

write.table(cellresults, paste(folder,'results/','results.txt',sep=''), sep="\t", dec = ".",row.names = F, col.names = 

TRUE) 

 

avg_results = getaverageresults(cellresults,resultssummary) 

write.table(avg_results$avg_results, paste(folder,'results/','avg_results.txt',sep=''), sep="\t", dec = ".",row.names 

= F, col.names = TRUE) 

 

meanH = avg_results$meanH 

meanpeaks = colMeans(allpeaks) 

ci_results = avg_results$ci_results 

ENTRADAS:  

folder = Pasta contendo as imagens 

do background (background.tiff) e 

imagens 256x256 pixels em z0, z2 e 

z4 para cada um dos eritrócitos, no 

formato (HN ZJ.tiff, onde N 

representa o número do eritrócito e J 

a distância de desfocalização). 

CHCM = concentração de 

hemoglobina corpuscular média, em 

g/dL, obtida em hemograma. 

SAÍDA:  

Uma pasta chamada ‘results’ é criada no 

diretório de entrada, contendo as imagens 

e tabelas geradas. 

Referência às funções criadas, no 

arquivo Functions.R. 
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avg_results = avg_results$avg_results 

 

plotmeancell(meanH,meanpeaks,avg_results,ci_results,folder) 

 

end_time <- Sys.time() 

end_time - start_time 

 

 

Funções criadas 

 

 # CODED BY CAMILO BRANDAO-DE-RESENDE 

#--------------------------------- DETTACH PACKAGES --------------------- 

detachAllPackages <- function() { 

  basic.packages <- 

c("package:pixmap","package:dotCall64","package:grid","package:spam","package:maps","package:tiff","packa

ge:rtiff","package:fields","package:stats","package:graphics","package:grDevices","package:utils","package:data

sets","package:methods","package:base") 

  package.list <- search()[ifelse(unlist(gregexpr("package:",search()))==1,TRUE,FALSE)] 

  package.list <- setdiff(package.list,basic.packages) 

  if (length(package.list)>0)  for (package in package.list) detach(package, character.only=TRUE) 

} 

detachAllPackages() 

 

library('pixmap',verbose=FALSE) 

library('tiff',verbose=FALSE) 

library('rtiff',verbose=FALSE) 

library('fields',verbose=FALSE) 

library('stats',verbose=FALSE) 

library('graphics',verbose=FALSE) 

library('grDevices',verbose=FALSE) 

library('utils',verbose=FALSE) 

library('datasets',verbose=FALSE) 

library('methods',verbose=FALSE) 

library('base',verbose=FALSE) 

library('mrbsizeR',verbose=FALSE) 

 

##--------------------------- FUNCTIONS --------------------------------------- 

imagetoarray <- function (img) { 

                z=array(rep(1, length(img)*256*256), dim=c(256,256, length(img))) 

                for (i in 1:length(img)) 

                { 

                  z[,,i]=matrix(unlist(img[i]),nrow=256) 

                } 

                return(z) } 

 

avgimage <- function (img) { 

            avg=array(rep(0, dim(img)[1]*dim(img)[1]), dim=c(dim(img)[1],dim(img)[1])) 

            for (i in 1:dim(img)[3]){ 

              avg=avg+img[,,i] 

            } 

            avg=avg/dim(img)[3] 

            return(avg)} 

 

medianimage <- function (img) { 

                med=array(rep(0, dim(img)[1]*dim(img)[1]), dim=c(dim(img)[1],dim(img)[1])) 

                for (i in 1:dim(img)[1]) 

                  for (j in 1:dim(img)[2]){ 

                  med[i,j]=trunc(median(img[i,j,]))  } 

                return(med)} 
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subtractbackground <- function (img,background) { 

                      if (is.na(dim(img)[3])) return(img-background+128) 

                      if (!is.na(dim(img)[3])) { 

                        for (i in 1:dim(img)[3]) img[,,i]=(img[,,i]-background+128) 

                        return(img) } } 

 

findcenterz2 <- function (img) { 

                img=img[-227:-256,-227:-256] 

                img=img[-1:-30,-1:-30] 

                 

                rmean=cbind(31:226,rowMeans(img[,(98-80):(98+80)])) 

                rmean[,2]=rmean[,2]-predict(lm(rmean[,2]~rmean[,1])) 

                r1=rmean[1:49,] 

                peak1=r1[(r1[,2]==max(r1[,2])),] 

                r2=rmean[50:98,] 

                peak2=r2[r2[,2]==max(r2[,2]),] 

                r3=rmean[99:147,] 

                peak3=r3[r3[,2]==max(r3[,2]),] 

                r4=rmean[148:196,] 

                peak4=r4[r4[,2]==max(r4[,2]),] 

                peaks=rbind(peak1,peak2,peak3,peak4) 

                for (j in 2:4) if ((peaks[j,1]-peaks[j-1,1])<20) { 

                  if (peaks[j,2]>peaks[j-1,2]) peaks[j-1,2]=0 

                  if (peaks[j,2]<=peaks[j-1,2]) peaks[j,2]=0} 

                peaks=rbind(peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[3]),],peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[4]),]) 

                rcenter=trunc(mean(peaks[,1])) 

                cmean=cbind(31:226,colMeans(img[(98-80):(98+80),])) 

                cmean[,2]=cmean[,2]-predict(lm(cmean[,2]~cmean[,1])) 

                c1=cmean[1:49,] 

                peak1=c1[(c1[,2]==max(c1[,2])),] 

                c2=cmean[50:98,] 

                peak2=c2[c2[,2]==max(c2[,2]),] 

                c3=cmean[99:147,] 

                peak3=c3[c3[,2]==max(c3[,2]),] 

                c4=cmean[148:196,] 

                peak4=c4[c4[,2]==max(c4[,2]),] 

                 

                peaks=rbind(peak1,peak2,peak3,peak4) 

                for (j in 2:4) if ((peaks[j,1]-peaks[j-1,1])<20) { 

                  if (peaks[j,2]>peaks[j-1,2]) peaks[j-1,2]=0 

                  if (peaks[j,2]<=peaks[j-1,2]) peaks[j,2]=0} 

                peaks=rbind(peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[3]),],peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[4]),]) 

                ccenter=trunc(mean(peaks[,1])) 

                rmean=cbind(1:41,rowMeans(img[(rcenter-20):(rcenter+20),(ccenter-20):(ccenter+20)])) 

                peak=rmean[rmean[,2]==max(rmean[,2]),1] 

                rcenter=rcenter+trunc((peak-21)/3)  

                cmean=cbind(1:41,colMeans(img[(rcenter-20):(rcenter+20),(ccenter-20):(ccenter+20)])) 

                peak=cmean[cmean[,2]==max(cmean[,2]),1] 

                ccenter=ccenter+trunc((peak-21)/3)  

                return(c(rcenter,ccenter))} 

 

findcenterz4 <- function (img,centerz2) { 

                img=img[-227:-256,-227:-256] 

                img=img[-1:-30,-1:-30]  

                rmean=cbind(31:226,rowMeans(img[,max(centerz2[2]-30-80,0):min(centerz2[2]-30+80,196)])) 

                rmean[,2]=rmean[,2]-predict(lm(rmean[,2]~rmean[,1])) 

                r1=rmean[1:49,] 

                peak1=r1[(r1[,2]==max(r1[,2])),] 

                r2=rmean[50:98,] 

                peak2=r2[r2[,2]==max(r2[,2]),] 
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                r3=rmean[99:147,] 

                peak3=r3[r3[,2]==max(r3[,2]),] 

                r4=rmean[148:196,] 

                peak4=r4[r4[,2]==max(r4[,2]),]  

                peaks=rbind(peak1,peak2,peak3,peak4) 

                for (j in 2:4) if ((peaks[j,1]-peaks[j-1,1])<20) { 

                  if (peaks[j,2]>peaks[j-1,2]) peaks[j-1,2]=0 

                  if (peaks[j,2]<=peaks[j-1,2]) peaks[j,2]=0} 

                peaks=rbind(peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[3]),],peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[4]),]) 

                rcenter=trunc(mean(peaks[,1]))  

                cmean=cbind(31:226,colMeans(img[max(centerz2[1]-30-80,0):min(centerz2[1]-30+80,196),])) 

                cmean[,2]=cmean[,2]-predict(lm(cmean[,2]~cmean[,1])) 

                c1=cmean[1:49,] 

                peak1=c1[(c1[,2]==max(c1[,2])),] 

                c2=cmean[50:98,] 

                peak2=c2[c2[,2]==max(c2[,2]),] 

                c3=cmean[99:147,] 

                peak3=c3[c3[,2]==max(c3[,2]),] 

                c4=cmean[148:196,] 

                peak4=c4[c4[,2]==max(c4[,2]),]  

                peaks=rbind(peak1,peak2,peak3,peak4) 

                for (j in 2:4) if ((peaks[j,1]-peaks[j-1,1])<20) { 

                  if (peaks[j,2]>peaks[j-1,2]) peaks[j-1,2]=0 

                  if (peaks[j,2]<=peaks[j-1,2]) peaks[j,2]=0} 

                peaks=rbind(peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[3]),],peaks[(peaks[,2]==sort(peaks[,2])[4]),]) 

                ccenter=trunc(mean(peaks[,1]))  

                rmean=cbind(1:41,rowMeans(img[(rcenter-20):(rcenter+20),(ccenter-20):(ccenter+20)])) 

                peak=rmean[rmean[,2]==max(rmean[,2]),1] 

                rcenter=rcenter+trunc((peak-21)/3)  

                cmean=cbind(1:41,colMeans(img[(rcenter-20):(rcenter+20),(ccenter-20):(ccenter+20)])) 

                peak=cmean[cmean[,2]==max(cmean[,2]),1] 

                ccenter=ccenter+trunc((peak-21)/3)  

                if (abs(rcenter-centerz2[1])>=50) rcenter=centerz2[1] 

                if (abs(ccenter-centerz2[2])>=50) ccenter=centerz2[2]  

                return(c(rcenter,ccenter)) } 

 

findcenterH <- function (img) { 

                img[img<0.1] = 0 

                matriz128=matrix(1:128,nrow=128,ncol=128) 

                rcenter=round(sum(matriz128*img)/sum(img)) 

                ccenter=round(sum(t(matriz128)*img)/sum(img)) 

                return(c(rcenter,ccenter)) } 

 

make128x128 <- function (img,center) { 

                if (is.na(dim(img)[3])) return(img[(center[1]-63):(center[1]+64),(center[2]-63):(center[2]+64)]) 

                if (!is.na(dim(img)[3])) { 

                  imgg=array(rep(1, dim(img)[3]*128*128), dim=c(128,128, dim(img)[3])) 

                  for (i in 1:dim(img)[3]) imgg[,,i]=(img[(center[1]-63):(center[1]+64),(center[2]-63):(center[2]+64),i]) 

                  return(imgg) }} 

 

 

thickness <- function (H,centerH,n=56,pixelsize= 0.098) { 

              centers=array(rep(0, n*2), dim=c(n,2)) 

              colnames(centers)=c('D',"MeanThick") 

              centers[,1]=(0:(n-1))*pixelsize 

              cc1=rowMeans(H[centerH[1]:(centerH[1]+n-1),(centerH[2]-1):(centerH[2]+1)]) 

              cc2=rowMeans(H[centerH[1]:(centerH[1]-n+1),(centerH[2]-1):(centerH[2]+1)]) 

              cc3=colMeans(H[(centerH[1]-1):(centerH[1]+1),centerH[2]:(centerH[2]+n-1)]) 

              cc4=colMeans(H[(centerH[1]-1):(centerH[1]+1),centerH[2]:(centerH[2]-n+1)]) 

              centers[,2]=(cc1+cc2+cc3+cc4)/4 
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              return(centers) } 

 

contrastfluctuation <- function (img,n=56,centerH,pixelsize= 0.098,background) { 

                        if (dim(img)[3]>1000) img=img[,,1:1000] 

                        centers=array(rep(0, n*2), dim=c(n,2)) 

                        colnames(centers)=c('D',"<(deltaC)2> ") 

                        interval=3 

                        centers[,1]=(0:(n-1)) 

                        cc1=cc2=cc3=cc4=centers[,2] 

                        CC=array(rep(0,128*128),dim=c(128,128))  

                        for (i in 1:128) for (j in (centerH[2]-interval):(centerH[2]+interval)) { 

                          I=img[i,j,] 

                          I0=background[i,j] 

                          CC[i,j]=(mean(I^2)-(mean(I)^2))/(I0^2) }  

                        for (i in (centerH[1]-interval):(centerH[1]+interval)) for (j in 1:128) { 

                          I=img[i,j,] 

                          I0=background[i,j] 

                          CC[i,j]=(mean(I^2)-(mean(I)^2))/(I0^2) }  

                        CCC=CC 

                        for (i in (1+interval): (128-interval)) CC[i,centerH[2]]=mean(CCC[(i-

interval):(i+interval),(centerH[2]-interval):(centerH[2]+interval)]) 

                        for (j in (1+interval): (128-interval)) CC[centerH[1],j]=mean(CCC[(centerH[1]-

interval):(centerH[1]+interval),(j-interval):(j+interval)])  

                        cc1=CC[centerH[1]:(centerH[1]+n-1),centerH[2]] 

                        cc2=CC[centerH[1]:(centerH[1]-n+1),centerH[2]] 

                        cc3=CC[centerH[1],centerH[2]:(centerH[2]+n-1)] 

                        cc4=CC[centerH[1],centerH[2]:(centerH[2]-n+1)]  

                        centers[,1]=pixelsize*centers[,1] 

                        centers[,2]=(cc1+cc2+cc3+cc4)/4 

                        return(centers) } 

 

findpeaks <- function (H,centerH) { 

              h=deltah=colMeans(H[(centerH[1]-4):(centerH[1]+4),]) 

              v=deltav=rowMeans(H[,(centerH[2]-4):(centerH[2]+4)]) 

              for (i in 2:128){ 

                deltah[i]=h[i]-h[i-1] 

                deltav[i]=v[i]-v[i-1] } 

              deltav[1]=deltah[1]=0 

              for (i in centerH[1]:128) deltav[i]=-deltav[i] 

              for (i in centerH[2]:128) deltah[i]=-deltah[i] 

              hlim2=centerH[2]+which(deltah[(centerH[2]+1):128]==max(deltah[(centerH[2]+1):128])) 

              hlim1=which(deltah[1:centerH[2]]==max(deltah[1:centerH[2]])) 

              hd1=hlim2-hlim1 

              hlim22=centerH[2]+which(deltah[(centerH[2]+1):128]==min(deltah[(centerH[2]+1):128])) 

              hlim11=which(deltah[1:centerH[2]]==min(deltah[1:centerH[2]])) 

              hd11=hlim22-hlim11  

              vlim2=centerH[1]+which(deltav[(centerH[1]+1):128]==max(deltav[(centerH[1]+1):128])) 

              vlim1=which(deltav[1:centerH[1]]==max(deltav[1:centerH[1]])) 

              vd1=vlim2-vlim1 

              vlim22=centerH[1]+which(deltav[(centerH[1]+1):128]==min(deltav[(centerH[1]+1):128])) 

              vlim11=which(deltav[1:centerH[1]]==min(deltav[1:centerH[1]])) 

              vd11=vlim22-vlim11  

              HMAX2=centerH[2]+which(h[(centerH[2]+1):128]==max(h[(centerH[2]+1):128])) 

              HMAX1=which(h[1:centerH[2]]==max(h[1:centerH[2]])) 

              dh=HMAX2-HMAX1  

              vmax2=centerH[1]+which(v[(centerH[1]+1):128]==max(v[(centerH[1]+1):128])) 

              vmax1=which(v[1:centerH[1]]==max(v[1:centerH[1]])) 

              dv=vmax2-vmax1  

              rHMAX=round((dh+dv)/4) 

              r=round((hd1+vd1)/4) 



55 

 

 

 

              p1=round((hd11+vd11)/4) 

              return(c(0,p1,rHMAX,r)) } 

 

 

 

 

getimages <- function (k, folder) { 

              input_file_background = paste(folder,'background.tif',sep='') 

              background=imagetoarray(readTIFF(input_file_background,all = T,as.is=T)) 

              background=avgimage(background)  

              input_file_z0=paste(folder,'H',k,' Z0.tif',sep='') 

              input_file_z2=paste(folder,'H',k,' Z2.tif',sep='') 

              input_file_z4=paste(folder,'H',k,' Z4.tif',sep='')  

              z2=imagetoarray(readTIFF(input_file_z2,all = T,as.is=T)) 

              avg_z2=subtractbackground(avgimage(z2),background) 

              remove(z2) 

              centerz2=findcenterz2(avg_z2)  

              z0=imagetoarray(readTIFF(input_file_z0,all = T,as.is=T)) 

              avg_z0=subtractbackground(avgimage(z0),background) 

              centerz0=centerz2 

              remove(z0)  

              z4=imagetoarray(readTIFF(input_file_z4,all = T,as.is=T)) 

              z4=subtractbackground(z4,background) 

              avg_z4=avgimage(z4) 

              centerz4=findcenterz4(avg_z4,centerz2) 

return(list(avg_z0=make128x128(avg_z0,centerz0),avg_z2=make128x128(avg_z2,centerz2),avg_z4=make128x

128(avg_z4,centerz4),z4=make128x128(z4,centerz4),background=make128x128(background,centerz4)))} 

 

thickprofile <- function(avg_z0,avg_z2,avg_z4,z4) { 

                C0 = (avg_z0-mean(avg_z0))/mean(avg_z0) 

                C2 = (avg_z2-mean(avg_z2))/mean(avg_z2)  

                C = C0 - C2 

                x=y=-64:63 

                mx=t(array(x,dim=c(128,128))) 

                my=array(-y,dim=c(128,128))  

                FShift=fft(C) 

                FF=fftshift(FShift)  

                qx=qy=2*pi*(-64:63)/128 

                mqx=t(array(qx,dim=c(128,128))) 

                mqy=array(-qy,dim=c(128,128))  

                Q2 = mqx*mqx+mqy*mqy 

                Q2[65,65]=1 

                FqShift = (-FF/Q2) 

                Fq = fftshift(FqShift) 

                H0 = -Re(fft(Fq,inverse = TRUE)/length(Fq))*(pixelsize ^2*n_ob/(delta_n*2))  

                R = RR = sqrt(mx*mx + my*my) 

                R[(R*pixelsize)<5]=0 

                R[(R*pixelsize)>=5]=1  

                RR[(RR*pixelsize)<5]=1 

                RR[(RR*pixelsize)>=5]=0  

                Z0 = H0*R 

                H=H0-mean(Z0[Z0!=0]) 

                H[H<0]=0 

                centerH=findcenterH(H) 

                NNN=min(cbind(centerH,128-centerH))-3  

                return(list(H=H,centerH=centerH,NNN=NNN,thickprofile= thickness(H,centerH,n=NNN)))} 

 

cellcoordinates <- function(thickprofile,pixelsize,peaks) { 

                    library('pracma',verbose=FALSE) 

                    HMAX=max(thickprofile[,2]) 
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                    SMAX=max(gradient(thickprofile[,2],pixelsize)) 

                    Concavity=max(gradient(gradient(thickprofile[,2],pixelsize),pixelsize)[1:peaks[3]]) 

                    r=peaks[4]*pixelsize 

                    detach('package:pracma',character.only=T) 

                    return(list(r=r,Concavity=Concavity,HMAX=HMAX,SMAX=SMAX))} 

 

areavolumesphericity <- function(H,r) { 

                        library('pracma',verbose=FALSE) 

                        CENTERDISTANCE=array(rep(0,128*128),dim=c(128,128)) 

                        for (i in 1:128) for (j in 1:128) CENTERDISTANCE[i,j]=pixelsize*sqrt((i-64)^2+((j-64)^2)) 

                        meanHoutside=mean(H[CENTERDISTANCE>(r+pixelsize)]) 

                        H=H-meanHoutside 

                        H[H<0.5]=0 

                        H1=H/2 

                        H1[H1<0.5]=0 

                        HH=gradient(H1,pixelsize,pixelsize) 

                        HHX=HH$X 

                        HHY=HH$Y 

                        inte2=sqrt(1+HHX^2+HHY^2) 

                        inte2[inte2==1]=0 

                        area=2*sum(inte2)*pixelsize*pixelsize 

                        volume = sum(H)*pixelsize*pixelsize 

                        sphericity=(pi^(1/3)) * ((6*volume)^(2/3)) / (area) 

                        detach('package:pracma',character.only=T) 

                        return(list(area=area,volume=volume,sphericity=sphericity))} 

 

plotcell <- 

function(folder,k,avg_z0,r,avg_z2,area,avg_z4,volume,H,centerH,sphericity,thickprofile,contrast,peaks,rrr,smax,

concavity,hmax){ 

            library(plotrix) 

            png(paste(folder,'results/','cell',k,'.png',sep=''),width = 900, height = 600) 

            par(mfrow=c(2,3)) 

            avg_z0[1,1]=1 

            avg_z0[128,128]=256 

            plot(avg_z0,rescale=FALSE) 

            title(main='A: zf = 0 µm', cex.main = 2) 

            segments(38, 5, 88, 5, col= 'yellow',lwd = 3) 

            text(64,10,'5 µm', col= 'yellow', cex=1.7) 

            avg_z2[1,1]=1 

            avg_z2[128,128]=256 

            plot(avg_z2,rescale=FALSE) 

            title(main='B: zf = +2 µm', cex.main = 2) 

            segments(38, 5, 88, 5, col= 'yellow',lwd = 3) 

            text(64,10,'5 µm', col= 'yellow', cex=1.7) 

            avg_z4[1,1]=1 

            avg_z4[128,128]=256 

            plot(avg_z4,rescale=FALSE) 

            title(main='C: zf = +4 µm', cex.main = 2) 

            segments(38, 5, 88, 5, col= 'yellow',lwd = 3) 

            text(64,10,'5 µm', col= 'yellow', cex=1.7) 

            H[1,1]=1 

            H[128,128]=2.5 

            H[35:44,114:126]=0 

            H[45:54,114:126]=0.5 

            H[55:64,114:126]=1 

            H[65:74,114:126]=1.5 

            H[75:84,114:126]=2 

            H[85:94,114:126]=2.5 

            plot(H,rescale=FALSE) 

            title(main='D: Cell Thickness Map', cex.main = 2) 
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            draw.circle(centerH[1],128-centerH[2],r/pixelsize,nv=100,border = 'red',lwd=3) 

            segments(38, 5, 88, 5, col= 'yellow',lwd = 3) 

            text(64,10,'5 µm', col= 'yellow', cex=1.7) 

            text(119,40,'2.5', col= 'black', cex=1.7) 

            text(119,50,'2.0', col= 'black', cex=1.7) 

            text(119,60,'1.5', col= 'black', cex=1.7) 

            text(119,70,'1.0', col= 'white', cex=1.7) 

            text(119,80,'0.5', col= 'white', cex=1.7) 

            text(119,90,'0.0', col= 'white', cex=1.7) 

            text(119,100,'µm', col= 'white', cex=1.7) 

            plot(thickprofile[,1],thickprofile[,2],xlab='Distance from center (µm)' ,ylab='Thickness 

(µm)',type='b',cex.axis=1.5,cex.lab=1.8) 

            title(main='E: Average Radial Cell Thickness', cex.main = 2) 

            plot(0, xaxt = 'n', yaxt = 'n', bty = 'n', pch = '', ylab = '', xlab = '',xlim=c(0,10),ylim=c(0,12)) 

            title(main='F: Cell Characteristics', cex.main = 2) 

            text(c(0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5), c(11,10,9,8,7,6,5,4,3,2,1),   

                 c(paste(c('Radius =',round(r,digits=2),'µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('Area =',round(area,digits=2),'µm2'),collapse=" "), 

                   paste(c('Volume =',round(volume,digits=2),'µm3'),collapse=" "), 

                   paste(c('Sphericity',round(sphericity,digits=3)),collapse=" = "), 

                   paste(c('T0 =',round(thickprofile[1,2],digits=2),'µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('TMAX =',round(hmax,digits=2),'µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('DTMAX =',round(peaks[3]*pixelsize,digits=2),'µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('SMAX =',round(smax,digits=2)),collapse=" "), 

                   paste(c('DSMAX =',round(peaks[2]*pixelsize,digits=2),'µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('CMAX =',round(concavity,digits=2),'/µm'),collapse=" "), 

                   paste(c('<u> =',round(rrr[5],digits=2),'nm'),collapse=" ")), 

                 cex=2, pos=4) 

            dev.off()} 

 

processimage <- function(k, folder){ 

                images = getimages(k = k, folder = folder) 

                z4=images$z4[,,c(31:(31+26))] 

                tp = 

thickprofile(avg_z0=images$avg_z0,avg_z2=images$avg_z2,avg_z4=images$avg_z4,z4=images$z4)              

        

contrast=contrastfluctuation(images$z4,tp$centerH,n=tp$NNN,pixelsize=pixelsize,background=images$backgro

und) 

                peaks=findpeaks(tp$H,tp$centerH) 

                cellcoord = cellcoordinates(thickprofile=tp$thickprofile,pixelsize=pixelsize,peaks=peaks) 

                r = cellcoord$r 

                Concavity = cellcoord$Concavity 

                HMAX = cellcoord$HMAX 

                SMAX = cellcoord$SMAX 

                AVS = areavolumesphericity(tp$H,r) 

                area = AVS$area 

                volume = AVS$volume 

                sphericity = AVS$sphericity 

rrr=c(r,area,volume,sphericity,sqrt(contrast[1,2])/(delta_n*k0),contrast[peaks[2],2],contrast[peaks[3],2],contrast[

peaks[4],2]) 

                names(rrr)=c('radius','area','volume','sphericity','<u>','C2-1','C2-2','C2-R') 

                rrr=round(rrr,digits=6)          

plotcell(folder,k,images$avg_z0,r,images$avg_z2,area,images$avg_z4,volume,tp$H,tp$centerH,sphericity,tp$thi

ckprofile,contrast,peaks,rrr,SMAX,Concavity,HMAX)                          

results=cbind(MCHC,k,tp$thickprofile,sqrt(contrast[,2])/(delta_n*k0),r,area,volume,sphericity,sqrt(contrast[1,2]

)/(delta_n*k0),contrast[peaks[2],2],contrast[peaks[3],2],contrast[peaks[4],2],HMAX,SMAX,Concavity,peaks[2]

*pixelsize,peaks[3]*pixelsize,peaks[4]*pixelsize) 

                results=round(results,digits=6) 

                colnames(results)=c('MCHC','cell #','D','height','<u>','radius','area','volume','sphericity','<u>','C2-

1','C2-2','C2-R','HMAX','SMAX','Concavity','D1','D2','DR') 
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                resultssummary=cbind(results[1,]) 

                resultssummary=t(round(resultssummary,digits=6)) 

                 

                meanH=array(rep(0,128*128),dim=c(128,128)) 

                dif=max(abs(64-tp$centerH)) 

                for (i in (dif+1):(128-dif)) for (j in (dif+1):(128-dif)) meanH[i,j]=tp$H[i+tp$centerH[1]-

64,j+tp$centerH[2]-64] 

                 

                return(list(results=results,resultssummary=resultssummary,meanH = meanH,peaks=peaks, z4 = z4))} 

 

getaverageresults <- function(cellresults,resultssummary){ 

                      min_NNN=dim(cellresults[cellresults[,"cell #"]==1,])[1] 

                      n_cells=max(cellresults[,"cell #"]) 

                      for (i in 2:n_cells) min_NNN=min(min_NNN,dim(cellresults[cellresults[,"cell #"]==i,])[1]) 

                      avg_results=cellresults[cellresults[,"cell #"]==1,][1:min_NNN,] 

                      for (i in 2:n_cells) avg_results=avg_results+cellresults[cellresults[,"cell #"]==i,][1:min_NNN,] 

                      avg_results=avg_results/n_cells 

                      sd_results = (cellresults[cellresults[,"cell #"]==1,][1:min_NNN,]-avg_results)^2 

                      for (i in 2:n_cells) sd_results=sd_results+(cellresults[cellresults[,"cell #"]==i,][1:min_NNN,]-

avg_results)^2 

                      sd_results=(sd_results/(n_cells-1))^0.5 

                      ci_results = 1.96*sd_results/(n_cells^0.5) 

    meanH=summeanH/n_cells 

                      meanHH=array(rep(0,64*64),dim=c(64,64)) 

                      for (i in 1:64) for (j in 1:64) meanHH[i,j]=mean(meanH[(i*2-1):(i*2),(j*2-1):(j*2)]) 

                      meanH=meanHH 

                      meanH[1:20,][meanH[1:20,]<0.5]=NA 

                      meanH[,1:20][meanH[,1:20]<0.5]=NA 

                      meanH[45:64,][meanH[45:64,]<0.5]=NA 

                      meanH[,45:64][meanH[,45:64]<0.5]=NA 

                      meanHH=meanH 

                      for (i in 1:(dim(meanH)[1]-2)) { 

                        seq=meanHH[i,] 

                        if (sum(is.na(seq))!=0) if (sum(is.na(seq))<length(seq)) { 

                          meanH[i,min(which(!is.na(seq)))-1]=0 

                          meanH[i,max(which(!is.na(seq)))+1]=0                        } 

                         

                        seq=meanHH[,i] 

                        if (sum(is.na(seq))!=0) if (sum(is.na(seq))<length(seq)) { 

                          meanH[min(which(!is.na(seq)))-1,i]=0 

                          meanH[max(which(!is.na(seq)))+1,i]=0                        }                    } 

                      meanH=meanH[(min(which(!is.na(meanH[,32])))-

2):(max(which(!is.na(meanH[,32])))+2),(min(which(!is.na(meanH[32,])))-

2):(max(which(!is.na(meanH[32,])))+2)] 

                      return(list(avg_results=avg_results,meanH=meanH,sd_results=sd_results,ci_results=ci_results))} 

 

plotmeancell <- function(meanH,meanpeaks,avg_results,ci_results,folder) { 

                png(paste(folder,'results/','avgresults.png',sep=''),width=15,height=5,units="in",res=1200) 

                par(mfrow=c(1,3)) 

                persp(1:dim(meanH)[1]*2*pixelsize,1:dim(meanH)[2]*2*pixelsize,meanH, theta = 30, phi = 20, 

scale=F,border="red", col='white',xlab='x',ylab='y',zlab='Height',box=F) 

                title(main='3D Imaging', cex.main = 2)     

                plot(avg_results[,'D'],avg_results[,'height'],xlab='Distance from center (µm)',ylab='Thickness 

(µm)',type='b',ylim = c(0,3),cex.axis=1.5,cex.lab=1.5) 

                arrows(avg_results[,'D'], avg_results[,'height']-ci_results[,'height'], avg_results[,'D'], 

avg_results[,'height']+ci_results[,'height'], length=0.02, angle=90, code=3) 

                title(main='Average Radial Cell Thickness', cex.main = 2) 

                plot(0, xaxt = 'n', yaxt = 'n', bty = 'n', pch = '', ylab = '', xlab = '',xlim=c(0,10),ylim=c(0,12)) 

                title(main='Cell Characteristics', cex.main = 2) 

                text(c(0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5,0.5), c(11,10,9,8,7,6,5,4,3,2,1),   
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                     c(paste(c('Radius =',round(avg_results[1,'radius'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'radius']-ci_results[1,'radius'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'radius']+ci_results[1,'radius'],digits=2),']', 

                               'µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('Area =',round(avg_results[1,'area'],digits=1), 

                               '[',round(avg_results[1,'area']-ci_results[1,'area'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'area']+ci_results[1,'area'],digits=2),']', 

                               'µm2'),collapse=" "), 

                       paste(c('Volume =',round(avg_results[1,'volume'],digits=1), 

                               '[',round(avg_results[1,'volume']-ci_results[1,'volume'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'volume']+ci_results[1,'volume'],digits=2),']', 

                               'µm3'),collapse=" "), 

                       paste(c('Sphericity =',round(avg_results[1,'sphericity'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'sphericity']-ci_results[1,'sphericity'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'sphericity']+ci_results[1,'sphericity'],digits=2),']', 

                               ' '),collapse=" "), 

                       paste(c('T0 =',round(avg_results[1,'height'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'height']-ci_results[1,'height'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'height']+ci_results[1,'height'],digits=2),']', 

                               'µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('TMAX =',round(avg_results[1,'HMAX'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'HMAX']-ci_results[1,'HMAX'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'HMAX']+ci_results[1,'HMAX'],digits=2),']', 

                               'µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('DTMAX =',round(avg_results[1,'D2'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'D2']-ci_results[1,'D2'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'D2']+ci_results[1,'D2'],digits=2),']', 

                               'µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('SMAX =',round(avg_results[1,'SMAX'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'SMAX']-ci_results[1,'SMAX'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'SMAX']+ci_results[1,'SMAX'],digits=2),']', 

                               ' '),collapse=" "), 

                       paste(c('DSMAX =',round(avg_results[1,'D1'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'D1']-ci_results[1,'D1'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'D1']+ci_results[1,'D1'],digits=2),']', 

                               'µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('CMAX =',round(avg_results[1,'Concavity'],digits=2), 

                               '[',round(avg_results[1,'Concavity']-ci_results[1,'Concavity'],digits=2),'-

',round(avg_results[1,'Concavity']+ci_results[1,'Concavity'],digits=2),']', 

                               '/µm'),collapse=" "), 

                       paste(c('<u> =',round(avg_results[1,'<u>'],digits=2), 

                               '[',round((avg_results[1,'<u>']-ci_results[1,'<u>']),digits=2),'-

',round((avg_results[1,'<u>']+ci_results[1,'<u>']),digits=2),']', 

                               'nm'),collapse=" ")), 

                     cex=1.5, pos=4) 

                dev.off()   } 
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ANEXO 1 – Descrição matemática do modelo utilizado para a 

Microscopia de Desfocalização. 

 

Descrição baseada nos trabalhos de Mesquita et al. e Roma et al. 
28, 32

.  O contraste médio no 

tempo 〈𝐶〉 e flutuação quadrática média (no tempo) de contraste 〈(∆𝐶)2〉 , para cada pixel de 

um conjunto de imagens obtidas em um determinado plano focal 𝑧𝑓 , são obtidas pelas 

seguintes equações: 

 

〈𝐶(�⃗�, 𝑧𝑓)〉 =
〈𝐼(�⃗�, 𝑧𝑓)〉 − 𝐼0

𝐼0
 ;          〈(∆𝐶)2〉 =

〈𝐼2(�⃗�, 𝑧𝑓)〉 − 〈𝐼(�⃗�, 𝑧𝑓)〉2

𝐼0
2 ;           (1) 

 

onde �⃗� corresponde ao vetor bidimensional referente à posição xy no plano celular,  〈𝐼(�⃗�, 𝑧𝑓)〉 

é a intensidade (em nível de cinza) média no tempo na posição analisada, 𝐼0 é a intensidade 

média do background e  〈𝐼2(�⃗�, 𝑧𝑓)〉 é a média do quadrado da intensidade no tempo na 

posição analisada.  

 

Para pequenas distâncias focais, o contraste MD para um objeto com duas superfícies 

difrativas é: 

 

𝐶(�⃗�, 𝑧𝑓) =
∆𝑛

𝑛0
{[𝑧𝑓 − ℎ1(�⃗�)]∇2ℎ1(�⃗�) + [𝑧𝑓 + |ℎ2(�⃗�)|]∇2|ℎ2(�⃗�)|} ;         (2) 

 

onde ∆𝑛 é a diferença entre os índices de refração do eritrócito e da solução que o circunda e 

𝑛0 é o índice de refração do óleo de imersão. ℎ1(�⃗�) e ℎ2(�⃗�) representam as funções de altura 

das membranas superior e inferior do eritrócito, respectivamente, e o laplaciano (∇2) dessas 

funções representa a curvatura local 𝜅(�⃗�) . Sendo assim, o contraste DM é proporcional à 

curvatura local da célula. Essa equação é válida para a região linear de 〈𝐶〉 x 𝑧𝑓 limitada a 

𝑧𝑓 = ±2𝜇𝑚 para um eritrócito. 

 

Subtraindo, pixel por pixel, as imagens de contraste obtidas em 𝑧𝑓0 = 0𝜇𝑚 e 𝑧𝑓2 = +2𝜇𝑚, 

temos: 

 

〈𝐶𝑧𝑓2
〉 − 〈𝐶𝑧𝑓0

〉 =
∆𝑛

𝑛0
(𝑧𝑓2 − 𝑧𝑓0)∇2𝐻(�⃗�);       (3) 
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onde 𝐻(�⃗�) = ℎ1(�⃗�) + |ℎ2(�⃗�)| é a espessura celular. Aplicando uma transformada de Fourier 

à equação (3), dividindo-a por −𝑞2 , onde 𝑞  é o número de pixels em cada dimensão da 

imagem, e aplicando uma transformada inversa de Fourier, obtemos o mapa de perfil de 

espessura H do eritrócito: 

 

𝐻 =  
𝑛0

∆𝑛(𝑧𝑓2 − 𝑧𝑓0)
ℱ−1 (

ℱ {〈𝐶𝑧𝑓2
〉 − 〈𝐶𝑧𝑓0

〉}

−𝑞2
).          (4) 

 

Encontramos o volume (VOLUME) do eritrócito somando a multiplicação da área de um 

pixel 𝐴𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙 pela espessura encontrada para cada pixel 𝐻𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙: 

 

𝑉𝑂𝐿𝑈𝑀𝐸 = ∑ 𝐴𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙  𝐻𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙

𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙

.          (5) 

 

A área de superfície do eritrócito (AREA), assumindo simetria entre as duas superfícies 

difrativas ℎ1 e ℎ2, e o índice de esfericidade (ESFERICIDADE) são dados por: 

 

𝐴𝑅𝐸𝐴 = 2 𝐴𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙 ∑ √1 +  (
∇𝑥𝐻𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙

2
)

2

+ (
∇𝑦𝐻𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙

2
)

2

𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙

;           (6) 

 

𝐸𝑆𝐹𝐸𝑅𝐼𝐶𝐼𝐷𝐴𝐷𝐸 = 4,84
𝑉𝑂𝐿𝑈𝑀𝐸2/3

𝐴𝑅𝐸𝐴
.         (7) 

 

A amplitude de flutuação de altura de membranas 〈𝑢2〉 é proporcional à flutuação quadrática 

média de contraste 〈(∆𝐶)2〉, para 𝑧𝑓2 > +3𝜇𝑚, conforme a equação: 

 

〈∆𝐶𝑧𝑓→∞
2 〉 = (∆𝑛𝑘0)2〈𝑢2〉;          (8) 

 

onde 𝑘0 é o vetor de onda no vácuo. Finalmente, ∆𝑛 foi estimada a partir da concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM) obtida em hemograma de cada indivíduo: 

 

∆𝑛 = 0,002 𝐶𝐻𝐶𝑀.      (9) 
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ANEXO 2 – Comprovante de submissão de artigo. 
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ANEXO 3 – Aprovação no Comitê de ética em pesquisa. 
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ANEXO 4 – Certificado de qualificação. 

 


