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Resumo

Paises em desenvolvimento apresentam prevaléncia de anemia em criancas de até
cinco anos e mulheres gravidas; embora nao tenha sido feito levantamento nacional,
no Brasil, estima-se que 4,8 milhdes de pré-escolares sdo vitimados pela anemia.
Pesquisas nacionais indicaram prevaléncia de 20,9% de anemia, em criancas, embora
com alta variacao regional. Testes laboratoriais podem ser realizados para quantificar
a hemoglobina, embora estes encarecam o0 custo da analise. Propbs-se
desenvolvimento de dispositivo microfluidico de papel para quantificar a hemoglobina
em sangue capilar, através de analise colorimétrica. Dispositivo apresentou
estabilidade para os valores de vermelho ao longe de 1 més, e a variacdo do volume
de amostra ndo afetou o resultado de vermelho. Houve baixa correlagdo entre o
sangue capilar e o venoso, e entre os valores de RGB e de hemoglobina. Faz-se
necessario utilizar modelos matematicos mais complexos, capazes de descrever a

correlacdo entre os valores de RGB e a concentracdo de hemoglobina.

Palavras-chave: Hemoglobina, colorimétrico, RGB, Drabkin, uPAD, capilar.

Abstract

Developing countries exhibit a high prevalence of anemia in children under five years
old and pregnant women; although no national survey has been conducted, in Brazil,
it is estimated that 4.8 million preschoolers are affected by anemia. National studies
have indicated a prevalence of 20.9% of anemia in children, although with significant
regional variation. Laboratory tests can be performed to quantify hemoglobin, although
they increase the cost of the analysis. The development of a paper-based microfluidic
device was proposed to quantify hemoglobin in capillary blood through colorimetric
analysis. The device showed stability for red color value over the course of one month,
and the variation in sample volume did not affect the red color result. There was low
correlation between capillary and venous blood, and between the RGB values and
hemoglobin levels. More complex mathematical models are needed, capable of

describing the correlation between RGB values and hemoglobin concentration.

Keywords: Hemoglobin, colorimetric, RGB, Drabkin, uPAD, capillary.
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1. INTRODUCAO

O ferro cumpre papel fundamental em diversos processos bioldégicos, como a
respiracdo, a proliferacdo celular e a produgcédo de energia no organismo, sendo
elemento essencial para a producdo de hemoglobina (Hb), uma proteina encontrada
nos glébulos vermelhos do sangue.! A hemoglobina encontrada em adultos (Hb A) é
formada por duas partes, o grupo heme e a cadeia globinica; duas subunidades
globinicas, denominadas a e B, se unem, formando os dimeros a131 € a2B2, que entédo
se unem formando um tetramero.2 Cada uma das quatro subunidades enrola-se sobre
sua propria estrutura, assumindo uma conformacéao esferoidal; ao centro de cada uma
dessas estruturas, encontra-se um agrupamento heme.? O envolvimento do grupo
heme pela cadeia globinica propicia um sitio de ligacéao hidrofébico para o oxigénio,
que acaba por favorecer a interacdo Heme-02.2 O grupo heme é constituido por um
atomo metalico de ferro, coordenado com quatro anéis pirrélicos; o quinto sitio de
coordenacao € ocupado por um aminodacido histidina, enquanto que o sexto sitio de
coordenacao do ferro consiste justamente no sitio reacional do grupo heme, em que
ocorre a coordenacao do oxigénio, orientada com o auxilio de outro aminoacido
histidina.®>* A hemoglobina é construida de forma a facilitar o carregamento de
oxigénio nos pulmdes, onde a presséo parcial de oxigénio é relativamente alta, e
facilitar o descarregamento de oxigénio nos tecidos, onde a pressao parcial de
oxigénio é consideravelmente menor; isso se da pelas suas caracteristicas
alostéricas.* Uma proteina alostérica é aquela que é capaz de mudar sua estrutura
terciaria ao ocorrer a ligacao de alguma molécula (substrato, produto, etc.) em um sitio
distinto de seu sitio reacional (sitio alostérico); no caso de uma proteina formada por
multiplas subunidades, a ligacdo de um substrato em um sitio reacional de uma das
subunidades pode ocasionar mudancas conformacionais nos sitios reacionais das
outras subunidades. Isto €, de fato, o que ocorre com a hemoglobina, segundo propde
o modelo de Koshland-Nemethy-Filmer (KNF), de tal modo que a ligacdo de uma
molécula de Oz a um grupo heme aumenta a afinidade dos outros grupos heme ao

oxigénio.*

Estima-se que diariamente o consumo de ferro necessario seja de 25 mg. No entanto,

altos niveis de ferro podem causar intoxicacdo, de modo que existe um limite para
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quanto ferro o organismo é capaz de absorver diariamente, sendo este de 1 mg a 2
mg por dia.! Dada a sua importancia, o corpo humano evoluiu no sentindo de priorizar
a conservacao do ferro no organismo, desenvolvendo mecanismos de reciclagem das
hemacias ap6s a hemélise, além da auséncia de mecanismo para sua excre¢éo.!®
Boa parte do ferro necesséario é obtido através do processo de reciclagem dos
eritrécitos pelos macroéfagos, sob regulacéo do horménio chamado hepcidina.! Desse
modo, as causas mais comuns para a reducao do conteudo de ferro do organismo
sdo a perda de sangue e o desprendimento de células da superficie do nosso corpo,
como células epiteliais.®> Certas condi¢cdes, no entanto, demandam um aumento da
guantidade de hemacias, como por exemplo o aumento da massa tecidual, em
criangas, e o crescimento fetal durante a gravidez; e com o aumento da demanda de
eritrécitos, existe 0 aumento da demanda de ferro pelo organismo.® Nesse contexto,
a deficiéncia de ferro pode vir a se desenvolver conforme a quantidade de ferro obtida
através da alimentacdo e da suplementacdo é inferior & demanda de ferro do
organismo, levando a um esgotamento das reservas de ferro, podendo a longo prazo
levar a uma reducdo na producédo de hemacias.® Compreende-se, portanto, que a
reducdo na concentracdo de hemoglobina no sangue € indicativo de estado critico
guanto a disponibilidade de ferro no organismo, uma vez que a reposi¢cao das reservas

de ferro é limitada pela quantidade do elemento que pode ser absorvida diariamente.

Outro fator importante a ser considerado € a biodisponibilidade do ferro presente nos
alimentos que consumimos devido a suas diferentes formas, sendo estas a forma
“heme” e a “ndo-heme”.> O ferro é absorvido pela mucosa do jejuno, promovido pelo
acido ascorbico, de modo que parte do ferro € incorporado pelas mitocondrias das
células intestinais, enquanto que parte do ferro atravessa o citoplasma, e entra na
corrente sanguinea.? A forma ‘heme” pode ser absorvida como tal, pela mucosa
intestinal, onde sofre a acdo da enzima hemeoxigenase, que separa o grupo heme do
ferro; o elemento metdlico segue a via de absorcdo padrdo, apds a separacéo.?®
Paralelamente, a forma “ndo-heme”, diz respeito ao ferro que pode ser encontrado em
vegetais e cereais.® E importante ressaltar que a absorcédo do ferro “ndo-heme” é
dependente da digestdo acida, e a sua efetividade pode variar largamente, com base
na concentracdo de compostos que auxiliem o processo de absor¢do, como é o caso
do acido ascorbico (vitamina C), e também de compostos que inibem essa absorc¢éo,

como é o caso do elemento célcio.®
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Para além dos mecanismos de absorcdo do ferro, € importante levar em conta os
processos fisioldgicos que levam a perda excessiva deste nutriente. E notado que em
paises em desenvolvimento, como o Brasil, a populagdo € vitima recorrente de
infecgBes parasitarias devido a precariedade do saneamento basico. Parasitas como
0 Schistosoma mansoni, causador da esquistossomose, podem levar a perda crénica
de sangue, através do desenvolvimento de processos hemorragicos dentro do
intestino.! Adicionalmente, dietas baseadas em cereais podem reduzir a
biodisponibilidade do ferro ingerido, uma vez que a presenca do &cido fitico, contidos
em graos, tém a capacidade de sequestrar o ferro, resultando em um complexo de
dificil absorcédo pelo organismo.! Neste contexto, pode-se afirmar que grupos de
pessoas que, que naturalmente ja exibem uma maior demanda de ferro, tais como
criancas e gestantes, quando em condi¢bes de desnutricdo ou de uma dieta nao
balanceada, e na auséncia de saneamento basico adequado, podem experienciar

guadros severos de anemia.

Paralelamente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), do inglés (WHO), define a
anemia como “condicdo na qual a concentracdo de hemoglobina esta abaixo do
normal”, possuindo causas multifatoriais e com diferentes denominacdes. Uma das
causas mais comuns para a anemia é a ja mencionada deficiéncia em ferro, uma vez
gue o ferro € um componente fundamental na formacao da hemoglobina. Esta forma
especifica da anemia é classificada como anemia ferropriva.® A OMS classifica como
pessoa anémica aquela que apresenta valores de hemoglobina abaixo de 11 g/dL,
sendo ainda classificada como anemia grave quando os valores de Hb estdo abaixo
de 9,5 g/dL.” E importante ressaltar, no entanto, que a concentracdo de hemoglobina
no sangue varia naturalmente conforme a idade e género (Tabela 1), além de poder

variar em funcéo de gravidez ou ciclo menstrual.®

Tabela 1. Valores de referéncia para Hemoglobina (Hb) de acordo com a faixa etaria

e género.’
Sexo Criancas
M F 2 -6 anos 6 - 12 anos
| Hb (g/dL) 13,0-17,0 12,0- 15,0 11,1-141 11,0-14,0

Fonte: Autoria Propria.
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A anemia ferropriva possui prevaléncia em criancas de até cinco anos de idade,
principalmente em paises em desenvolvimento, sendo que criangas entre 6 a 24
meses tém cerca de duas vezes mais chances de desenvolver esta forma de anemia
do que criancas entre 25 a 60 meses.® Segundo descrito por Killip et at. (2007),
diversos estudos mostraram que a deficiéncia em ferro durante a infancia pode
impactar no desenvolvimento mental e psicomotor da crianga, ressaltando a

importancia do diagnéstico e do controle da anemia.®

Paralelamente, a gravidez consome cerca de 700 mg de ferro durante toda sua
duracdo, o que consiste em cerca de 2,5 mg de ferro por dia, fazendo com que a
gestante necessite de uma ingestdo de ferro balanceada.® A gestacdo leva ao
aumento do volume do sangue, enquanto que o desenvolvimento fetal aumenta a
demanda nutricional; adicionalmente, é importante considerar que a maioria das
mulheres n&o inicia o periodo gestacional dispondo de reservas adequada de ferro.®
Diversos estudos mostram, nesse contexto, que a deficiéncia em ferro, principalmente
nos quadros mais criticos, esta associada ao aumento do risco de insuficiéncia
cardiaca da gestante, ao nascimento prematuro e ao baixo peso do recém-nascido,

aumentando inclusive o risco de mortalidade para a mae e o feto.*?

O Brasil apresenta quadros de anemia em varios estados do territorio nacional, e como
espelho do mundo, ndo se limita a condi¢cdes socioecondémicas, tendo causas diversas
a depender da classe social.® Entretanto, ndo ha ainda um levantamento nacional
sobre a prevaléncia de anemia, tendo somente alguns estudos em diferentes regioes,
gue estimam que cerca de 4,8 milhbes de pré-escolares sejam vitimados pela
anemia.?'% Foi realizada uma pesquisa a nivel nacional no ano de 2008, e outras
nacionais localizadas, entre os anos de 2000 a 2010.1° De modo geral, tais pesquisas
estimaram a prevaléncia de 20,9% de anemia entre criangas menores de cinco anos
a nivel nacional, porém os indices regionais apontaram uma variacdo mais elevada,
estando entre 36,4% a 47,8%, na mesma faixa etaria.'® Entre criancas menores de

trés anos, a prevaléncia nacional oscilou entre 47,8% a 54%.'°

Um estudo de revisdo realizado por Jorddo et al. (2008)'° avaliou que 52,8% das
pesquisas apresentadas em suas fontes foram realizadas com coleta de amostra por
puncdo capilar, com o auxilio do hemoglobinbmetro para obter os resultados de
concentracdo de hemoglobina e relaciona-los a anemia.? Esta pesquisa baseou-se

em 53 artigos, que compreendem cerca de 21 mil criancas, com prevaléncia mediana
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de 53% de anemia; com maior prevaléncia nos territorios do Norte e Centro-Oeste.
Parte consideravel dos estudos foi realizado na regido Sudeste. Dentre os trabalhos
citados, destaca-se um estudo realizado na regiao Nordeste, que avaliou 777 criancas
de faixa etaria de 6 a 59 meses. O espaco amostral esteve dividido entre as zonas
metropolitanas, urbanas (interior) e rural, resultando em prevaléncia de 40,9% de
anemia.® A maior prevaléncia foi observada na zona rural, com valor de 51,4%,
seguido da regidao metropolitana com 39,6% e, zona urbana, com 35,9% (p < 0,001).
Ainda, de acordo com os pesquisadores, foi observada uma correlacdo entre maior a
prevaléncia dos quadros de anemia e baixo consumo de ferro heme, um baixo

consumo de alimentos de origem animal e alto risco de parasitoses.®!

No que concerne a gestantes brasileiras, um estudo realizado no inicio da década de
1990 resultou que 30,3% das gestantes admitidas durante o pré-natal estavam
anémicas; ao longo do estudo, avaliou-se que 17,2% das gestantes em primeiro
trimestre eram anémicas, e esse valor subiu para 29,1% e 44,3% ao longo do segundo
e terceiro trimestre.®!! Houve correlacdo positiva entre a presenca de anemia e
presenca de parasitas intestinais, nivel educacional e estado nutricional; menores
niveis educacionais apresentaram maior indice de anemia, enquanto que baixo peso
da gestante foi associado a maior incidéncia de anemia.® A concentracdo média de
hemoglobina obtida foi de 11,4 g/dL.°

Ao consultar a literatura, pode-se encontrar o trabalho realizado por Rondo et al.
(1999), que comparou 356 parturientes cujos bebés tiveram retardo no crescimento
intrauterino (IUGR), com 356 parturientes cujos bebés obtiveram peso e ideal (ADA).
Este estudo foi realizado em quatro hospitais de Campinas, Sao Paulo, e identificou-
se que 47% das maes estavam anémicas. A média de hemoglobina para maes com
filhos IUGR foi maior do que para maes com filhos ADA, 11,2 + 1,73 g/dL e 10,96 *
1,7 g/dL, respectivamente, com p = 0,004. Neste estudo foi observado ainda a
correlacdo entre a hemoglobina no sangue fetal e a hemoglobina no sangue

materno.?

Segundo o estudo realizado por Cortes et al. (2009),° boa parte dos estudos realizados
sobre a prevaléncia de anemia durante a gravidez, entre as décadas de 1970 e 2000,
tiveram enfoque no estado de Sao Paulo, territério em que a prevaléncia de anemia

pode ser considerada de nivel epidemiolégico moderado a severo. Entretanto,
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segundo o indice de Desenvolvimento da Familia (IDF), Sdo Paulo é o estado mais
desenvolvido do Brasil, de acordo com o Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada
(IPEA). Com isso, pode-se induzir que a situacéo em estados mais pobres do Brasil
deve ser ainda mais severa. Para além disso, os estudos realizados carecem de uma
padronizacdo metodologica, de modo que é dificil comparar os dados obtidos até
entdo. Esses dados, em sintese, evidenciam a inequivoca necessidade do apoio
nutricional que comunidades de baixa renda demandam, em prol da salde da

gestante e do feto.

Segundo o trabalho de Jordao et al. (2008), a partir dos seis meses de idade, esgotam-
se as reservas de ferro adquiridas intradtero da crianca, de modo que o ferro deve ser
obtido através da alimentag&o. Adicionalmente, a substituicdo do leite materno pelo
leite de vaca in natura pode contribuir para o esgotamento das reservas de ferro, uma
vez que o ion calcio inibe a absor¢céao de ferro, quando o leite substitui as refeicdes
adequadas. O estudo sintetiza a importancia do acompanhamento nutricional para as
criancas, durante sua fase de crescimento, além dos fatores essenciais como

saneamento basico de qualidade.®

Os tratamentos atuais menos invasivos consistem na administracdo oral de ferro,
através de sais de ferro,!° entretanto, conforme ja dito anteriormente, existe um limite
para a quantidade deste elemento que pode ser absorvida diariamente, pelo
organismo. A medula éssea esta limitada a absorcao de 20 mg de ferro elemental por
dia.®> Desse modo, leva cerca de duas a trés semanas, sob terapia com ferro via oral,
para observar o aumento da concentracdo de hemoglobina em 1 g/dL; com isso, sao
necessarios até 4 meses para que as reservas de ferro retornem ao valor padréo.®
Ainda, a absorcdo gastrointestinal do ferro depende de condi¢des acidas, além de
ocorrer mais rapidamente quando em jejum, porém essas condi¢cdes favorecem
possiveis danos causados ao estbmago pela terapia de ferro via oral, como a

destruicdo da microbiota intestinal.®

Tendo como contexto os efeitos da anemia ferropriva descritos acima, principalmente
no que diz respeito aos paises em desenvolvimento, cujas condi¢des de saude publica
sdo escassas, busca-se um método barato e eficaz para a quantificacdo da

hemoglobina no sangue, em prol do acompanhamento de grupos de risco.
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A OMS determinou sete metas para o desenvolvimento de diagndsticos voltados para
regides pobres em recursos de saude. Os testes devem corresponder a sigla
‘ASSURED”, que significa que o teste deve ser de baixo-custo, com sensibilidade e
especificidades satisfatorias, além disso, deve levar em conta o bem estar do usuario,
ser rapido e robusto, sem a necessidade de equipamentos externos e deve ser
possivel de ser entregue aqueles que precisam do teste.'3'4 Neste sentido, o
desenvolvimento de um teste “Point-Of-Care” (POC) para a quantificagcdo da
hemoglobina no sangue deve seguir tdo bem quanto possivel estas metas
internacionais. Os testes devem ser capazes de manter a alta sensibilidade, lidando
com volumes pequenos de amostra, sem o auxilio de equipamentos e/ou pessoal

especializado.

Diversos estudos, como os apresentados por Pandey et al. (2017), exploram 0s usos
de dispositivos micro fluidicos como potenciais solucdes para a producéo de métodos
de diagnéstico do tipo POC.* Além destes dispositivos trabalharem com pequenos
volumes de amostra, é possivel construir sistemas intrincados, que podem tratar a
amostra antes da realizacéo da analise, minimizando o numero e a complexidade dos
passos tomados pela pessoa que realiza o teste; em suma, os dispositivos micro
fluidicos séo plataformas de alta versatilidade. O preparo da amostra € um dos pontos
mais complexos no que concerne os dispositivos POC; nesta etapa, podemos
encontrar problemas quanto a homogeneidade da amostra, ou quanto a presenca de
interferentes ou inibidores.** O objetivo com o preparo da amostra é aumentar a
concentracdo do analito de interesse enquanto reduz o ruido causado pelos

interferentes presentes na matriz.*3

Os dispositivos microfluidicos podem ser confeccionados a partir de uma série de
substratos, como termoplasticos, policarbonatos, silicone, vidro e papel.’® A
diversidade de substratos € fundamental para que seja possivel trabalhar com uma
variedade de combinacdes envolvendo as propriedades fisico-quimicas do analito de
interesse e do solvente, de modo geral.® A vantagem dos dispositivos baseados em
papel € que ndo ha a necessidade do uso de bombas para dispersar os reagentes e
amostra pelo sistema; os poros do papel sdo capazes de drenar as solucdes através
do efeito de capilaridade.'*** Para além disso, a estrutura porosa tridimensional do
papel, aliada a construcédo de barreiras hidrofébicas!# utilizando impressdo em cera,

permite a realizacdo de diversos testes simultaneos, utilizando a mesma amostra.'®
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Nesse sentido, diversos sistemas podem ser construidos, em que a amostra pode
passar por uma série de processos, dentro do proprio dispositivo. O papel também se
mostra um excelente substrato para analises de amostras bioldgicas, uma vez que

seu descarte pode ser realizado pela incineragdo.*?

Entretanto, ndo basta construir um dispositivo apenas com uma boa plataforma, como
o papel; uma andlise quantitativa tipica também necessita de um volume de amostra
previamente determinado, um tempo de analise padronizado, um detector (que por
vezes demanda uma fonte de energia), e reagentes que permitam sensibilidade e
especificidade; o dispositivo micro fluidico de papel ideal, portanto, deveria ser um
“teste autocontido”, ou seja, um teste no qual o usuario apenas insere a amostra e 1&

o resultado obtido.13

No que diz respeito a analise da concentracdo de hemoglobina, o padréo-ouro é o
método de Drabkin. Este método consiste em reagir a hemoglobina, presente no
sangue, com o reagente de Drabkin, composto por ferricianeto de potassio e cianeto
de potassio, de modo a formar um complexo estavel com absorbancia bem definida
em 540 nm. A hemoglobina, que apresenta o ferro no estado Fe?*, pode ser oxidada
ao estado Fe®', sendo chamada de metahemoglobina; o cianeto apresenta maior
afinidade a forma Fe®*, reagindo para formar o complexo cianometahemoglobina.®
Com o valor de absorbancia lido, € possivel encontrar a concentracédo de hemoglobina
na amostra. Uma vez que o cianeto compete com o oxigénio para a complexacdo com
a hemoglobina, pode ser possivel transferir o teste de Drabkin para o papel, evitando

assim o uso de espectrofotdbmetros.

Grande parte dos aparelhos celulares sao construidos com uma camera, de modo que
estes podem ser utilizados em técnicas colorimétricas; entretanto, mesmo com 0 uso
de uma tabela de calibracdo, a interpretacdo dos celulares baseada em cor e
intensidade ainda é subjetiva, e pode ser influenciada pela luz ambiente, além de
muitos modelos ndo serem a prova d’agua, impossibilitando analises em cenarios
mais extremos.'® Tendo isso em conta, os celulares smartphones ainda sdo uma
alternativa de baixo custo e alta acessibilidade, quando comparados a algo como um

espectrofotdmetro.

Ranganathan e Gunasekaran (2006) utilizaram uma rede neural para correlacionar as

concentracdes de hemoglobina, medidas com auxilio de um hemoglobinbmetro, com
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os valores de RGB medidos, através do tratamento de imagens das amostras de
sangue em laminas de vidro, capturadas com o auxilio de uma camera digital.'” Os
resultados mostraram forte correlacdo entre os valores de RGB e a concentracdo de
hemoglobina no sangue capilar.’ Nesse contexto, seria proveitoso avaliar o efeito
individual de cada parametro do RGB, com relacao a concentracdo de hemoglobina

no sangue capilar.

Com base em tudo o que foi discutido, propde-se o desenvolvimento de um dispositivo
micro fluidico baseado em papel, funcionalizado com o reagente de Drabkin, para
guantificacdo da concentragdo de hemoglobina em amostra de sangue capilar,
através da leitura do valor de RGB, obtido através do tratamento da imagem da
mancha de sangue capilar sobre o papel, sendo aimagem capturada por smartphone.
O objetivo € o desenvolvimento de um dispositivo simples, de baixo custo, do tipo
“autocontido”, cujo resultado seja lido com o auxilio de um Smartphone, tendo em vista

o atendimento de grupos de risco em comunidades pobres em recursos de saude.

2. OBJETIVOS

Desenvolver dispositivo microfluidico do tipo “Point-Of-Care” para diagnostico de

anemia ferropriva pela quantificacdo da hemoglobina no sangue capilar.

3. Materiais e Métodos

3.1.COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de sangue (capilar ou venoso) utilizadas nos testes, foram coletadas
dentro do laboratério BioMicS, seguindo as normas da NBR 14785. Todas as
amostras foram obtidas somente apds o consentimento dos voluntérios, e assinatura
da TCLE (CAAE 15478519.1.3001.8148). O modelo de TCLE utlizado esta

representado no Anexo | (via do pesquisador). As amostras de sangue venoso foram
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coletadas por agente técnico especializado, enviado pelo laboratério de andlise

clinicas que realizou o hemograma.

As amostras de sangue capilar transcutdneas foram obtidas e analisadas
imediatamente, variando entre andlise por UPAD e pelo Método de Drabkin. J4 as
amostras de sangue venoso foram coletadas em tubo de EDTA e utilizadas para
obtencdo de um Hemograma, analise por UPAD e pelo Método de Drabkin. As
amostras de sangue venoso foram armazenadas em geladeira (4 °C) e utilizadas em

até 7 dias.

3.2. PREPARO DO uPAD PARA ANALISE DE HEMOGLOBINA

Para a realizacao dos experimentos, foram cortados pedacos de papel filtro Whatman
n° 1, de dimensdes 30 x 40 mm, sobre os quais foi depositado 200 pL do reagente de
Drabkin (Sigma-Aldrich). Os testes foram realizados com os papéis ja secos, e cuja

secagem foi realizada a temperatura ambiente.

3.3. AQUISICAO DE IMAGEM E TRATAMENTO DE DADOS

A captura da imagem das manchas formadas pelas amostras sobre o papel foi
realizada utilizando um Smartphone Galaxy A32 (Samsung). A captura das imagens
foi realizada com o auxilio de uma caixa impressa em 3D que contém um suporte para
o celular, e é equipada com um sistema de iluminacédo LED energizado por pilhas, de
modo a evitar variacfes na medida de RGB causadas pela instabilidade da iluminacéo
do ambiente de testes. A caixa utilizada foi emprestada por um membro do Grupo
BioMicS, membro da linha de pesquisa que originou este trabalho. Esta foi projetada
com uma entrada para alocar o dispositivo de papel sempre na mesma posicao, e
para que a captura daimagem seja feita na auséncia de luz externa. As imagens foram
posteriormente processadas utilizando o software “ImageJ”, que possibilitou a

aquisicao dos valores de area e de RGB referentes a mancha formada.
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Os dados obtidos foram analisados pelo Excel, e foram obtidos dados de média,
desvio padréo e coeficiente de variacdo. Foram realizados testes de média utilizando
o software Statistica (Tibco) e analises de correlacdo entre os diferentes

procedimentos.

3.4. ADICAO DE COMPOSTO TENSOATIVO AO uPAD

Os compostos tensoativos utilizados foram a glicerina (Synth), o Triton X-100 (Sigma-
Aldrich), o Tween-20 (Synth) e o Tween-80 (Synth). As diluicdes utilizadas para o
Tween-20 e para o Tween-80 foram realizadas com agua Milli-Q nas proporcées de
10%, 2% e 1% (v/v), enquanto para a glicerina, utilizou-se as proporc¢des de 20%, 10%
e 1% (v/v). Para o Triton X-100, utilizou-se as concentra¢des de 0,1%, 0,2%, 0,3%,
0,4% e 0,5% (v/v).

Pipetou-se sobre o papel 150 pL da solugdo de composto tensoativo e, apos secagem,
pipetou-se 200 uL do reagente de Drabkin. Uma vez secos, pipetou-se 15 pL de

sangue capilar sobre o uPAD.

3.5. TEMPO DE AQUISICAO DE IMAGEM

Pipetou-se 10 pL de sangue capilar sobre o dispositivo, ja funcionalizado com o
reagente de Drabkin, e a imagem da mancha sobre o papel foi capturada ao longo de
30 min, com intervalos de 1 min. O teste foi realizado com base em trés amostras

distintas de sangue capilar, fornecida por voluntarios.

3.6. TESTE DA VARIACAO DE VOLUME DA AMOSTRA

Foram avaliados os volumes 10, 15 e 20 yL de sangue, sendo estes coletados com
auxilio de micropipeta. Adicionalmente, realizou-se a deposicdo da gota de sangue
sobre o papel sem o0 uso de uma micropipeta; a transferéncia da amostra para o

dispositivo foi realizada pelo toque direto do dedo perfurado do voluntario sobre o
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papel, de modo que o volume transferido é incerto. Comparou-se os valores de area

e RGB medidos para o sangue capilar de cinco voluntarios.

3.7. ANALISE DE HEMOGLOBINA PELO METODO DE DRABKIN

Realizou-se o teste para quantificacdo de hemoglobina (Hb), tanto em sangue venoso
quanto sangue capilar, utilizando o Método de Drabkin (M.D.) por espectrofotometria.
Para isso foi necessario medir a absorbancia para uma solucdo de hemoglobina
padrdo (Labtest) em Drabkin, com concentracdo de 0,4% (v/v). Apés medido o
controle, preparou-se solucdo das amostras de sangue em Drabkin, na mesma

concentracgao utilizada para o controle.

3.8. ESTABILIDADE DO uPAD

Para avaliar a estabilidade do reagente de Drabkin sobre o papel, foi preparada grande
guantidade de puPAD’s, e que foram armazenados juntos, apds secagem. Os papéis
foram testados semanalmente, através da deposicdo de 10 uL de Hb padrdo sobre o

dispositivo, seguida de aquisicdo dos dados 5 min apos a aplicacdo da amostra.

3.9. ANALISE DE DADOS

Para realizar uma analise estatistica dos resultados obtidos pelo WPAD, foi realizada
a coleta de amostras de sangue venoso e capilar para 16 voluntarios. As amostras
foram utilizadas para a realizacédo do teste de RGB pelo uPAD, bem como utilizadas
para medir a concentracdo de Hb no sangue, utilizando o Método de Drabkin; as
amostras de sangue venoso também foram utilizadas para a realizacdo de um

hemograma. Com os resultados obtidos, realizou-se testes estatisticos buscando
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encontrar correlacdo entre os métodos de quantificagdo da hemoglobina, através de

graficos de disperséo.

Para os testes de RGB, pipetou-se 10 yuL de amostra sobre o papel, cuja imagem foi

capturada em intervalo de tempo de 5 a 10 min apés a deposi¢cado da amostra.

Os valores de desvio padrdo (8) associados para cada um dos valores de média,
apresentados ao longo deste documento, foram calculados com base na Equacéo 1,
enquanto que os valores de coeficiente de variacao (a) associados foram calculados

com base na Equagéao 2.

Equacéo 1. Calculo de desvio padréo.

§ = \/Z(xi - xmédio)z

n

Onde:
x; = valor medido (area, RGB, Hb) para determinada replicata;
Xmédio = vValor meédio (area, RGB, Hb) para uma amostra;

n = numero de replicatas;

Equacao 2. Calculo do coeficiente de variacao.

a=( ) X 100

Xmédio
Onde:

d = desvio padréo (area, RGB, Hb) calculado para uma amostra;

Xmédio = valor médio (area, RGB, Hb) para uma amostra;

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1. EFEITO DO COMPOSTO TENSOATIVO

Com base no estudo realizado por Biswas et al (2021),'® que avaliou o efeito de
dispersédo do sangue sobre papel recoberto por composto tensoativo, avaliou-se o
efeito da deposicdo de compostos tensoativos sobre o papel antes da deposi¢cdo do
reagente de Drabkin sobre o papel. Esperava-se que 0s compostos testados
favorecessem o espalhamento da amostra de sangue, facilitando a obtencéo de
manchas lisas e uniformes. Os compostos testados foram a glicerina, o Triton X-100,
o Tween-20 e o Tween-80. Para a realizacdo dos testes, variou-se a concentracao
dos compostos de interesse, enquanto os resultados obtidos foram comparados com
os resultados referentes ao controle, que consistiu em papéis em que houve apenas
a deposicdo do reagente de Drabkin, antes da deposi¢cdo da amostra. Os valores de
area e RGB médios medidos, para cada concentracdo de cada composto tensoativo,
foram plotados no grafico da Figura 1, junto de seus respectivos erros associados, em

comparacao com o controle, representado em roxo hachurado.

Figura 1. Comparacéao entre valores de (a) area (mm?2); (b) vermelho; (c) verde) e; (d) azul, para
papéis funcionalizados com Glicerina, Triton-X100, Tween-20 e Tween-80, em diversas dilui¢cdes.

O Controle, em roxo, consiste do papel apenas com o reagente de Drabkin.
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Ao analisar o item (a), na Figura 1, percebe-se valores de &rea consideravelmente
variados, para os diversos compostos tensoativos testados. Todos 0os compostos
apresentaram valores de area inferior & area obtida com o controle, com exce¢éo da
glicerina 20%; entretanto, o erro associado a essa medida é o maior de todos os
compostos testados. Ao analisar os itens (c) e (d), percebe-se alto erro associado as
medidas de verde e azul, quando comparados aos resultados obtidos para o controle;
ao analisar o item (b), € possivel avaliar que o erro para o valor de vermelho medido
para os compostos tensoativos € bastante proximo do erro obtido para o controle. Foi
realizado teste estatistico do tipo ANOVA, tukey (p < 0,05) para a area e RGB; destes,

apenas o valor de vermelho ndo apresentou variagdo significativa.

Embora o valor de vermelho tenha sido consideravelmente consistente, para todos os
compostos, o0s baixos valores de area e os valores incertos de verde e azul
desencorajam o uso dos compostos tensoativos. Para além disso, oS compostos
testados dificultaram o espalhamento da amostra sobre o papel, resultando em
mancha pouco uniformes, conforme mostra a Figura 2. Com base nestes
complicadores, decidiu-se por manter o UPAD contendo apenas o0 reagente de
Drabkin.

Figura 2. Manchas obtidas pela deposicdo da amostra de sangue capilar em papéis funcionalizados
com Drabkin e (a) Glicerina 10%; (b) Triton-X100 0,5%; (c) Tween-20 10%; (d) Tween-80 10% e; (e)
Controle, apenas Drabkin.

N 4"

a) b)

® o

Fonte: Autoria Prépria.
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4.2. TEMPO DE AQUISICAO DE DADOS

Uma vez que o0 sangue consiste em uma amostra biologica, cuja degradacao € rapida,
faz-se necessario conhecer o melhor intervalo de tempo ap6s a deposicédo da amostra
sobre o dispositivo, para que seja realizada uma leitura acurada dos valores de area
e RGB. Além da estabilidade da amostra, deve-se avaliar o tempo necessario para
gue ocorra a completa reacdo da hemoglobina com o reagente de Drabkin, uma vez
gue para a realizacdo dos testes espectrofotométricos, € necessario esperar um
intervalo de cinco minutos, entre a deposi¢cédo da amostra e a leitura da absorbancia.
A Figura 3 representa as curvas geradas, ao avaliar a variagdo da &rea e do RGB em
funcdo do tempo entre a deposicado de 10 puL de sangue capilar sobre o papel e a

aquisicdo da imagem.

Embora a variacdo ao longo dos 30 minutos seja bastante significativa, € possivel
perceber a existéncia de uma janela de tempo, entre 5 e 10 minutos, na qual ha baixa
variacao dos valores de area (a) e vermelho (b) lidos; para os valores de verde (c) e

de azul (d), a intensidade continua a variar, dentro deste intervalo.

Figura 3. Comparacao entre resultados obtidos para trés amostras de voluntarios distintos, em fungéo

do tempo, para (a) area (mm3); (b) vermelho; (c) verde e; (d) azul.
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Entretanto, uma vez que o composto formado pela hemoglobina complexada com o
cianeto absorve em 540 nm, espera-se que a cor cuja contribuicdo sera majoritaria,

em relacdo a concentracdo de hemoglobina, seja o vermelho.

Os dados médios de area e RGB lidos ao longo dos 30 minutos estdo reunidos na

Tabela 2, junto dos dados médios lidos no intervalo de 5 a 10 min.
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Tabela 2. Valores de média, desvio padréo (D.P.) e coeficiente de variagdo (C.V.) para os dados de area (mm32) e RGB (u.a.), para intervalo de 5 a 10 min e

para intervalo total, de 0 a 30 min.

0 a 30 min

Area (mm?2)
Média D.P. C.V.
84,12 1,88 2,23 95,20 5,50 577 21,71 3,30 15,18 19,72 3,00 15,21
97,26 4,71 4,84 114,64 6,51 5,68 26,13 5,48 20,98 21,69 4,86 22,42
93,84 3,89 4,14 106,62 2,69 2,52 22,56 4,08 18,09 20,16 3,68 18,26
Area (mm?)
Média D.P. C.V. Média
84,64 0,16 0,19 99,47 0,62 0,62 18,64 0,93 4,99 17,26 0,75 4,37
95,38 0,32 0,34 116,95 0,39 0,33 22,48 0,89 3,95 18,34 0,83 4,54
93,84 0,61 0,65 108,50 0,27 0,25 19,42 1,27 6,53 17,73 1,31 7,37

Fonte: Autoria Prépria.
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Ao comparar o desvio padréo (D.P.) e o coeficiente de variacao (C.V.) associados a
cada valor médio obtido, tanto para o intervalo completo de 30 min quanto para o
intervalo menor, entre 5 e 10 min, nota-se que a janela de tempo proposta realmente
apresenta baixa variabilidade, no que diz respeito aos valores médios de area e
vermelho, que apresentam C.V. inferior a 1 (0,19 e 0,62, respectivamente).
Comparativamente, os valores médios de verde e azul, dentro da janela proposta,
apresentaram C.V. pouco acima de 4 (4,99 e 4,37, respectivamente). Embora a
variacdo do verde e do azul seja consideravelmente maior do que a da area e
vermelho, esta mesma variagdo € um avanco consideravel, quando comparada com
a variagdo para o intervalo completo de 30 minutos. Ao longo de todo o intervalo, a
area e o vermelho apresentaram C.V. de 2,33 e 5,77, enquanto o verde e o azul

apresentaram C.V. proximo de 15.

Desse modo, compreende-se que o intervalo de 5 a 10 minutos ap0ds a deposicéao da
amostra sobre o WPAD € o0 mais indicado para que seja realizada a captura daimagem,
uma vez que dentro deste intervalo, ha pouca variacdo nos valores de area e RGB

medidos.

4.3. TESTE DA VARIACAO DE VOLUME

Os dados obtidos para os testes da variacdo de volume de sangue capilar utilizado
sobre o papel estdo contidos nas tabelas a seguir, sendo que os valores meédios de

area e vermelho, verde e azul estao reunidos na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de média, desvio padrédo e coeficiente de variagdo para os dados de area (mm2) e
vermelho, verde e azul (u.a.) obtidos para cinco voluntarios, considerando os volumes de 10 pL, 15 uL

e 20 L, e dedo (gota).
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Area (mm?2)
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17,78 0,88 4,94 10,29 0,31 2,97 11,34 1,09 9,62 23,11 0,78 3,36
21,57 0,47 2,16 18,31 0,91 4,99 20,40 0,29 1,42 23,01 2,91 12,65
17,14 0,49 2,88 15,83 0,11 0,72 12,61 3,64 28,85 20,83 3,79 18,18
19,20 1,25 6,48 12,72 0,08 0,61 12,11 0,38 3,11 14,02 0,64 4,60
15,36 0,18 1,19 15,75 0,43 2,74 12,57 0,48 3,78 19,65 0,42 2,13

Fonte: Autoria Prépria.
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Ao variar o volume de sangue depositado sobre o pPAD, esperava-se ver um aumento
da area da mancha formada, acompanhado de certa estabilidade para os valores de
RGB medidos. Ao avaliar os valores médios obtidos, pode-se perceber baixa
variabilidade para os valores de RGB, enquanto se observa a variabilidade esperada
para a area, no que concerne a amostra depositada com volume controlado. Os
resultados no que concerne a deposicdo através da gota de sangue, no entanto, ndo

parecem indicar qualquer correlacdo, a primeiro momento.

Ao avaliar os dados reunidos na Tabela 3, podemos perceber que houve consisténcia
para os valores de RGB obtidos para todos os volumes de sangue capilar testados
(de 10 pL a 20 pL e gota), sendo que os resultados que apresentaram alta variacao
nao mostraram nenhum padréo significativo; a area apresentou alta variabilidade em
amostras diversas, para todos os volumes. Desse modo, compreende-se que 0
volume de sangue depositado sobre o papel ndo esta diretamente associado ao valor
de RGB lido, enquanto houve variacdo de valores de area para todos os volumes. O
unico cuidado necessario, nesse sentido, € que o volume seja padronizado. Com base
nestes resultados, adotou-se o valor de 10 yL de sangue para os testes posteriores,

apenas por convencao.

4.4, ESTABILIDADE DO pPAD

Ao avaliar os valores de area e RGB, ao longo do tempo, pode-se buscar uma
compreensao maior sobre o tempo de validade do dispositivo funcionalizado com o
reagente de Drabkin. A Figura 4 mostra os valores médios obtidos para area (a),
vermelho (b), verde (c) e azul (d). A semana zero, ou semana inicial, foi representada

como W.0, de modo que, de semana a semana, conta-se W.1, W.3 e W.4.
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Figura 4. Comparacao dos resultados semanais obtidos para (a) area (mm?2); (b) vermelho; (c) verde
e; (d) azul.
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Fonte: Autoria Prépria.

E possivel perceber que os valores de area, verde e azul apresentam uma varia¢éo
similar, apresentando crescimento de W.0 para W.1, e de W.1 para W.3, seguido de
gueda de W.3 para W.4. Para o vermelho, houve uma pequena queda, entre W.0 e
W.1; no entanto, o erro associado a medida é consideravelmente alto, de modo que
este resultado é inconclusivo. Ainda assim, o valor médio de vermelho lido em W.4 é
bastante préximo do valor medido em W.0, apresentando desvio padrdo também
bastante similar. Desse modo, percebe-se que embora os resultados para area, verde
e azul tenham variado consideravelmente, os resultados de vermelho apresentaram

certa estabilidade, ao longo de um més.

4.5. ANALISE COMPARATIVA

Os testes comparativos foram realizados com o objetivo de avaliar a correlagéo entre

o valor de RGB obtidos com os valores de hemoglobina (Hb) medidos, tanto através
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do hemograma quanto através do Método de Drabkin (M.D.). O Método de Drabkin
consiste na mistura entre a amostra de sangue e o reagente de Drabkin, que leva a
formacdo de um complexo de cor estavel, com absorbancia bem definida em 540 nm;
o valor de absorbancia medido pode ser convertido em concentracdo de Hb, em g/dL,
utilizando a absorbancia de um padrdo, de concentracdo de Hb de 10 g/dL.*® O
hemograma foi realizado com uma amostra de sangue venoso, enquanto que o
Método de Drabkin foi realizado, tanto para as amostras de sangue capilar quanto
para as amostras de sangue venoso. Em ambos os casos, 0 sangue venoso foi

armazenado em tubos de EDTA, para evitar coagulacao.

Os testes envolvendo o dispositivo micro fluidico foram realizados utilizando tanto
amostras de sangue capilar quanto amostras de sangue venoso. Para o sangue
venoso, utilizou-se o volume definido de 10 uL, enquanto para os testes envolvendo
0 sangue capilar, utilizou-se dois volumes distintos de sangue, sendo um fixo (10 pL)
e 0 outro variavel; para gerar este ultimo, recolheu-se a gota de sangue diretamente
sobre o papel, de modo que o volume de sangue transferido € incerto. Os valores de
hemoglobina e hematdcrito informados pelo hemograma, bem como os valores de
hemoglobina medidos utilizando o Método de Drabkin, e os valores de RGB e area

medidos estao todos reunidos na Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo obtidos para os valores de Hb medida por hemograma,
hematdcrito, Hb medida por M.D., para sangue venoso e capilar, e valores de area (mm?) e RGB (u.a.)

(método proposto), para sangue venoso e sangue capilar (10 pL e gota).



11,31+0,05

11,65+0,24

11,27+1,36

10,72+0,97
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13,26+0,68

38,44+3,19
28,24+7,76
17,2+1,45

Fonte: Autoria Propria.

30,6+4,59
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12,1340,15

11,65+0,15

11,07+0,1

10,65+0,58

12,41+0,05

12,37+0,49

11,07+0,1

11,72+0,15

Area
(mm?2)

21,72+6,16
27+0,33

Fonte: Autoria Propria.

Area
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Em um gréfico de dispersdo, costuma-se considerar a variavel em y como a variavel
dependente, e a variavel em x como a variavel independente.?° Neste contexto, ao
gerar uma linha de tendéncia linear, temos a informagao sobre o valor de R? associado
a dispersdo, que pode nos levar ao coeficiente de correlacéo, r.2° Este coeficiente
indica duas coisas: 0 quao fortemente as variaveis estdo associadas, e se a
associacdo € positiva ou negativa, i.e., se 0 aumento do valor da variavel

independente aumenta ou diminui o valor da variavel dependente.?°

A Figura 5 representa a correlacdo entre o método de Drabkin (M.D.) e o hemograma,
para o0 sangue venoso (a) e para o sangue capilar (b), considerando a Hb indicada no
hemograma como a variavel independente e a Hb calculada a partir do método de
Drabkin como a variavel dependente. Desse modo, 0 esperado seria que maiores
valores de Hb indicados pelo hemograma deveriam resultar em maiores valores de
Hb medidos por absorbancia; isso se dara pelo sinal de r, se positivo ou negativo.
Esperava-se também que os valores de Hb medidos por ambos os métodos
(hemograma e espectrofotometria) fossem préximos, com coeficiente de correlacéo

proximo a 1.

Figura 5. Diagramas de dispersdo comparando de hemoglobina medidos por hemograma com

hemoglobina medida por Método de Drabkin, para (a) sangue venoso e; (b) sangue capilar.
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Fonte: Autoria Prépria.

Para o sangue venoso (a), obteve-se r = —0,7040, que é moderadamente préximo a
1, em modulo; ser negativo, no entanto, € contrario ao esperado. Os pontos obtidos

formaram agrupamento consideravel em torno de 13 a 16 g/dL, para x, e em torno de
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9 a 13 g/dL, paray. Isso implica que os resultados obtidos para concentracéo de Hb
foram sistematicamente menores, para o método de Drabkin. Uma vez que este
método é tido como “padréo-ouro” para quantificacdo de Hb em sangue venoso, e
uma vez que os erros foram globais, sisteméticos. Uma explicacdo plausivel para este
resultado sdo erros cometidos durante a homogeneizacdo da amostra, para a

realizacédo dos testes por espectrofotometria.

Por outro lado, ao avaliar os resultados para o sangue capilar (b), percebe-se auséncia
de correlacao entre os valores de Hb apresentados no hemograma e os valores de
Hb medidos pelo Método de Drabkin; isso condiz com os resultados obtidos por Kupke
(1981), que encontraram variacao significativa entre os componentes do sangue
venoso e capilar. Segundo os pesquisadores, a quantidade de proteinas totais no
sangue capilar foi cerca de 3,3 % menor do que a quantidade presente no sangue
vVenoso, para amostras coletadas em jejum. Embora a variagdo tenha sido pequena,
ela foi altamente significativa (p < 0,0005).2! Desse modo, seria esperado que
houvesse uma diferenca na concentracdo de hemoglobina entre uma amostra de

sangue venoso e uma de sangue capilar.

No que diz respeito aos dados de RGB, esperava-se encontrar uma alta correlacao
entre o valor de vermelho lido e o valor de Hb medido, tanto quando comparado ao
hemograma quanto quando ao meétodo de Drabkin; essa correlacdo indicaria a
viabilidade de associar o teste espectrofotométrico com um teste colorimétrico,

podendo este ser utilizado como alternativa de baixo custo.

Ao comparar os resultados obtidos, tendo a concentracdo de Hb informada pelo
hemograma como a variavel independente, e o valor de RGB obtido como a variavel
dependente, obtém-se uma miriade de graficos de dispersdo. Para os valores de
RGB, utilizou-se os resultados obtidos para o0 sangue venoso, bem como os resultados
obtidos para o sangue capilar, seja os obtidos para o volume fixo de sangue, seja 0s
obtidos para a gota. Ao realizar todas estas comparacdes, esperava-se obter uma alta
correlacdo entre os valores de vermelho lidos e a concentracdo de Hb; quanto melhor
a correlacdo, maior o indicativo de que os métodos utilizados sédo equivalentes. Em
realidade, apos o tratamento dos dados, percebeu-se que apenas os resultados de
verde e azul, para 0 sangue venoso, apresentaram valor de r minimamente

satisfatério, embora ndo tenham sido superiores a 0,5. A Figura 6 mostra ambas as
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correlacdes obtidas para o valor de verde (a), comr = 0,4872, e para o valor de azul
(b), comr =0,4923.

Figura 6. Diagrama de dispersdo comparando valores de hemoglobina medidos por hemograma e os

valores de (a) verde e; (b) azul, amostra de sangue venoso.
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Fonte: Autoria Propria.

Os resultados obtidos indicam que n&o ha forte correlacdo entre os valores de RGB

medidos e a concentracdo de Hb medida pelo hemograma.

Podemos, entretanto, estudar a correlacao entre 0 sangue venoso e 0 sangue capilar.
Dada sua composicéao distinta, foi necessario realizar estudos comparativos, entre os
resultados de RGB para amostras de sangue venoso e capilar, em busca de encontrar
uma correlacdo entre os valores obtidos; isso indicaria que, embora tenham uma
composicao diferente, ambas as composi¢cdes teriam certa proporcionalidade
constante, que permita relacionar os resultados obtidos com um tipo de sangue para
com o outro. A mesma analise se segue para 0s testes correlacionando a
concentracdo de Hb medida, através do Método de Drabkin, para ambos os tipos de

sangue.

A partir dos dados obtidos, nao foi possivel encontrar qualquer correlacdo meramente
efetiva, com excecédo dos resultados de verde e azul obtidos, ambos sendo resultado
do volume fixo de sangue capilar (10 uL), e com valores de r < 0,7. A Figura 7
representa as correlacdes entre os valores de verde (a) lidos, e entre os valores de
azul (b) lidos, tendo o sangue capilar em y e 0 sangue venoso em x; os valores de r

medidos foram, respectivamente, r = 0,6677 e r = 0,6335.
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Figura 7. Diagrama de dispersdo comparando valores de (a) verde e; (b) azul, obtidos para amostras
de sangue venoso e de sangue capilar.
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Fonte: Autoria Propria.

Paralelamente, em busca de encontrar uma correlacdo entre os valores de RGB lidos
e a concentracdo de Hb medida pelo método de Drabkin, para ambos os tipos de

sangue, foi realizada a comparacéo dos valores obtidos.

O estudo realizado por Ranganathan (2006), treinou uma rede neural para que esta
associasse os valores de RGB medidos com as concentra¢cées de Hb informadas,
criando uma correlacdo. Para isso, 0s pesquisadores colocaram as amostras de
sangue entre duas laminas de vidro, e capturaram a imagem do sangue, controlando
parametros como iluminacéo, distancia da camera etc. Esse estudo encontrou forte
correlacdo entre os valores de RGB e a concentracédo de Hb. Desse modo, embora o
método proposto por este trabalho seja consideravelmente mais simples, esperava-
se poder encontrar um coeficiente de correlacdo negativo e proximo de 1, ao
correlacionar os valores de RGB e de Hb propostos.t” Ao realizar a comparacéo dos
resultados, apenas o valor de vermelho lido apresentou correlacdo minimamente

moderada com a concentracdo de Hb; os resultados estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de dispersdo comparando valores de vermelho e Hb medida por M.D., para (a)
sangue venoso, (b) sangue capilar (10 pL) e; (c) sangue capilar (gota).
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Fonte: Autoria Prépria.

Ao avaliar a correlacdo entre o vermelho e a concentracdo de Hb, ambos para o
sangue venoso (a), encontra-se r = —0,5244. A correlacdo entre o valor de vermelho
e a concentracdo de Hb, para o sangue capilar, resulta em dois graficos, um que
mantém o volume de sangue constante (b) e outro que trabalha com a gota de sangue
(c). Os resultados mostram boa correlagdo para o volume constante (b), com r = —
0,8061; em contraponto, os resultados da gota apresentaram r = —0,4315. Essa
discrepancia de resultados, obtidos apenas pela variacdo do volume de amostra,
indica que o controle do volume de sangue depositado sobre o papel é crucial para
gue seja possivel estabelecer qualquer correlacdo entre o Método de Drabkin
tradicional e o uso do reagente de Drabkin como reagente colorimétrico, para

deteccédo por RGB.

E importante ressaltar que faz sentido que todos os coeficientes de correlacéo obtidos
sejam negativos, indicando que conforme aumenta a concentracdo de Hb, menor o
valor de vermelho; dentro da escala RGB, os valores mais escuros se encontram mais
préximos de zero, de modo que quanto menor o valor de vermelho, mais forte a cor.

Isso condiz com a previsdo de que a concentragdo de Hb esteja ligada
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majoritariamente a cor vermelha, dado o comprimento de onda de absor¢do do

complexo resultante da reagéo.

Os testes realizados por Ranganathan avaliaram o efeito das trés cores
simultaneamente, enquanto nossas analises avaliam o efeito de cada cor
isoladamente; os resultados indicam que a correlacéo entre os valores de RGB e a
concentracdo de Hb é complexa, e demanda a construcdo de um modelo matemético
de regressao, capaz de fazer uma andlise levando em conta mdaltiplas variaveis,

conforme proposto por Ranganathan.t’

No que diz respeito ao valor de area lido, um trabalho realizado por Nakamura
(2023),% indicava que a area da mancha do sangue sobre o papel deveria ter
correlacdo com o valor de hematdécrito do sangue do paciente. Entretanto, ao realizar
o0 teste com espaco amostral de 107 voluntarios, obteve-se um coeficiente de
correlacdo r = 0,5990. Baseado nesse estudo, realizou-se uma comparacao entre os
valores de area medidos para 0 sangue venoso, e o valor de hematdcrito (%)
informado no hemograma. Avaliou-se também se havia correlacdo entre o valor de
area e de vermelho medidos, também para o sangue venoso. A Figura 9 mostra as
correlacdes obtidas entre: (a) area vs hematdcrito, (b) area vs vermelho (sangue
venoso), (c) area vs vermelho (gota de sangue capilar) e, (d) area vs vermelho (10 pL

sangue capilar).
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Figura 9. Diagramas de dispersdao comparando os valores de area (mm2) com os valores de (a)

hematdcrito; e valores de vermelho, para amostras de sangue (b) venoso; (c) capilar (gota) e; (d) capilar
(10 pL).
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Fonte: Autoria Prépria.

A correlacao obtida entre a area e o hematocrito, através do método proposto, resultou
em r = 0,2625, valor consideravelmente inferior ao valor obtido por Nakamura??;
entretanto, mesmo a correlagdo encontrada pelo pesquisador é moderadamente
fraca. A correlacdo obtida para os valores de area vs vermelho, através do metodo
proposto, diverge, a depender do tipo de sangue; ambos os testes envolvendo o
sangue capilar apresentaram r < 0,4. Os testes envolvendo o sangue venoso, em

contraponto, apresentaram uma forte correlacdo entre area e vermelho, com valor de
r=0,9278.

4.6. CONSIDERACOES FINAIS

Os testes envolvendo os compostos tensoativos mostrou que a presenca de ditos
compostos levou ao aumento da incerteza quando aos valores de area, verde e azul,

embora nédo tenha causado variagdes significativas nos valores de vermelho lidos.
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Uma vez que os resultados obtidos para o controle foram mais estaveis que os obtidos
com 0s compostos testados, optou-se por utilizar apenas o reagente de Drabkin sobre
o papel. Paralelamente, o estudo sobre o tempo de aquisicdo dos dados mostrou que
h& uma janela de estabilidade, no intervalo de 5 a 10 min apds a deposi¢do da amostra
sobre o dispositivo; desse modo, garante-se maior acuracia sobre os valores de area
e RGB medidos.

Os experimentos envolvendo a variacdo do volume de amostra mostraram que nao
ha variacéo significativa para os valores de vermelho medidos, embora tenha havido
uma variacao consideravel para os valores de area, de verde e de azul, para todos 0s
volumes testados. Desse modo, é possivel utilizar qualquer volume dentro do intervalo
testado (10 pL a 20 pL), desde que haja a padronizacéo do volume usado ao longo
dos testes. Os testes de estabilidade do reagente sobre o papel ao longo do tempo
apresentaram baixa variacdo no valor de vermelho lido, ao longo de um més, embora

tenha havido certa variabilidade para os resultados de area, verde e azul.

A andlise comparativa, envolvendo o hemograma, o Método de Drabkin e o uso do
MPAD, indicou que ndo houve correlacao entre o hemograma e o Método de Drabkin
(M.D.), quando M.D. foi realizado utilizando sangue capilar. Quando comparados 0s
resultados para o sangue venoso, os valores de Hb medidos por M.D. foram
sistematicamente menores, indicando possivel erro durante a conducao das medidas,
como por exemplo durante a homogeneizag¢do das amostras. Ao comparar os valores
do hemograma com os valores de RGB, encontrou-se correlacdo moderadamente
fraca apenas para os valores de verde e azul, para o sangue venoso, engquanto 0s
demais resultados indicaram correlacéo praticamente nula. Ao comparar os resultados
para 0 sangue venoso com o0s referentes ao sangue capilar, obteve-se fraca
correlacdo, novamente apenas para os valores de verde e azul medidos, para o
sangue venoso correlacionado com o sangue capilar (volume de 10 pL).
Correlacionando os dados medidos por M.D. com os resultados obtidos de RGB,
notou-se correlacdo fraca para o vermelho obtido para o sangue venoso e para o
sangue capilar (gota), enquanto obteve-se uma correlacdo forte entre os valores de
Hb medidos por M.D. e o valor de vermelho medido para o sangue capilar (10 pL); as
comparacgdes para as demais cores resultaram em correlagao praticamente nula. Ao
avaliar a relacdo entre os valores de area medidos e os valores de hematdcrito,

encontrou-se correlacéo inferior a obtida na literatura,® possivelmente causado pela
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complexidade da amostra. Os valores de &rea apresentaram forte correlagcdo com o
valor de vermelho lido para o sangue venoso, embora tenha apresentado correlagéao
praticamente nula quando a area foi comparada aos valores de vermelho obtidos para
0s sangues capilares (gota e 10 pL), conforme mostrado na Figura 9.

Os resultados obtidos e sua comparacgdo indicam nao ser possivel uma correlagéo tao
direta entre o valor de vermelho lido e a concentragdo de hemoglobina; seria
necessario construir um modelo preditivo, capaz de associar acuradamente os valores
de vermelho obtidos com os valores de Hb devidos. Ainda assim, ao comparar a Hb
medida pelo M.D. com o vermelho lido, considerando o sangue capilar (10 pL),
encontrou-se correlacdo moderadamente forte. Em contrapartida, ndo foi possivel
identificar uma associacéo direta entre os resultados obtidos para os sangues capilar
e venoso, uma vez que tanto os resultados obtidos pelo uso do pPAD quanto os
obtidos pelo M.D. ndo apresentaram forte correlacdo. Esses problemas constituem
obstaculos a serem superados, para que seja possivel desenvolver um dispositivo
microfluidico para quantificacdo de hemoglobina em sangue capilar, primeiro porque
obstam contra o uso do reagente de Drabkin como reagente colorimétrico, pela
dificuldade da associacdo entre os valores de Hb e os valores de RGB; segundo
porque o M.D. foi inicialmente proposto tendo em vista 0 uso de sangue venoso, e

parece ainda ndo haver possibilidade de substitui-lo pelo sangue capilar.

Entretanto, conforme os resultados obtidos para a variacdo do volume de amostra,
seria viavel a elaboracéo de um dispositivo microfluidico no qual houvesse um controle
do volume de amostra que chega ao reagente de Drabkin, utilizando as propriedades
microfluidicas do préprio papel, e utilizando barreiras hidrofébicas de cera. Tendo em
consideracao, também, a natureza simples do dispositivo proposto, torna-se viavel a
busca por reagentes adicionais, que possam auxiliar na constru¢cdo do sistema

proposto.
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5. CONCLUSAO

Foi encontrada fraca correlagdo, de modo geral, entre a concentracao de hemoglobina
no sangue, tanto capilar quanto venoso, e o valor de RGB correspondente. Nao houve
correlacdo entre o volume de sangue testado e a variacdo dos valores de vermelho
obtidos. Nao foi possivel encontrar forte correlacdo entre os resultados de RGB
obtidos para 0 sangue venoso e o capilar. E necessario utilizar sistemas de anélise
mais complexos, como redes neurais, para encontrar correlacdo satisfatéria entre

valores de RGB e concentragéo de hemoglobina.
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ANEXO | = TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado ja) Senhor (a)

Esia pesgusa & sobre “Dessmolimenic de um disposiine microfusdico baseado &m

L] a_diagnoslico ra &m_amosins de ue no local de atendimento (POC)
(CARE: 18478515.1.3001.8148) e esld sendo desenvolvida sob crenlagio e supenisao do
Prod. Or. Emanuel Carrilho do insttuio de Quimica de 580 Carlos da Universidade de 530 Paulo
{IGSC-U5P) Os objetivas do estudo sio desemvalver um disposiivo pordtl & de baixo ousto &m
papsl para awdibar no disgnistoo & controle de anemia. Solicitamos 2 sua colaboracho o
awtorizagio para gue scja realizada uma colota de 08 ml de sangue atraveés de puncdo de
uma veia periférica (antebrago ou brago), elou a coleta de sangue capilar (ponta do dodo) o
aprosontar os rosultados deste estusdo om eventos clentificos o publicar os resuoltados
obiidos. Por omsido da publicacdo dos resultados, seu nome serd manido em sigilo absoiuio.

infcemamos que essa pesquisa poderd ocasionar desconforio passagero no local da picada para
coleta de sangue. O resullado dos exames serd devolido 2, caso os resullados s= apresentem
fora dos valores de referdnoia, o woluntine serd onemtadoc para procurar o adesquada
acompanhamentc médico via SUS ou medicina priveda. Oualquer dinada, tavar entrar em contato
com Emanuel Carriba através do e-mal emanuel§igsc uspbr. Esdarscemos gue sua partiopacao
no esiudo & voluntdna &, porianio, ofa) senhorfa) ndo & cbngado(a) a formecer as informagbes edou
colaborar com as atvidades solidtadas pelo Pesguisadonja). Caso decida ndo particpar do estuda,
ou resobtver a qualguer momento desis@r do mesmo, ndc sofrerd nenhum dano, sendosihe
resguardado o direiba de sigilo & privacdade durants inda pesguisa. Os pesquisadaores atuanbes no
projeto estardo 3 sua disposicio para gualquer eschrecimento que considers NECESSATD BmM
qualmuer etapa da pesquisa.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declare que, apds l&r sido convenierlemente esclarecido pelo pesquisador e ber
entendido o que me loi explicade, consinln em paticipar do presenle Prolocolo de
Pasquisa.

380 Carlos, de i

Assinalura do Parlicipante ou Respomsdvel  Assinaiira oo Pesquisador Responsdel

Cidadige din cobiln pard ooninohs infeims Pigina 1 da 1
¥ia do Fesquisador




