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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com objetivo de monitorar a prevaléncia de anemia na
populacdo, baseado nos dispositivos analiticos microfluidicos de papel (uPAD),
oferecendo uma ferramenta de diagnéstico rapida e barata, inestimavel para tomadas
de decisao. Seu funcionamento consiste na aplicacdo de uma gota de sangue em um
pedaco de papel filtro, onde uma fotografia é retirada com smartphone e a imagem
tratada com software fornece resultados de hemoglobina, hematdcrito e ferritina. Para
minimizar erros provenientes da etapa de aquisicdo de imagem, propusemos a
construcdo de um suporte em acrilico para o smartphone, reduzindo assim o desvio
padréo dos resultados, protegendo o operador de possivel contaminacdo do material
coletado. A impresséao de regiao colorida no interior do suporte de acrilico apresentou
uma alternativa atraente para a calibracdo das cores decorrente da camera de
diferentes smartphones. Os resultados de hematocrito e hemoglobina apresentaram
correlacdo de 56,85 % e 55,48 % respectivamente, com 207 voluntarios do género
masculino e feminino, compreendendo idades entre 17 e 62 anos, utilizando variaveis
de area da imagem, intensidade de cor e género. Os dados analisados apresentaram-
se em consonancia aos obtidos pelo equipamento CompoLab TM do HemoBanco. O
meétodo proposto para obtencéo de plasma no interior do yPAD de maneira passiva
para quantificacédo de ferritina, apresentou reprodutibilidade e auséncia de hemdlise,
com plasma limpido. Este método para obtencdo de plasma em PPAD podera ser
empregado para quantificacdo de outros analitos de interesse no sangue. A reacao
com AuNPs para quantificacdo de ferritina apresentou alteracdo visual de cor na faixa
sérica humana entre 30 e 300 ng/mL, testado com padrao de ferritina em solucéo PBS.
O método proposto para diagnosticar anemia com a quantificacdo de hemoglobina e
hematocrito mostrou-se rapido, simples e exato. Espera-se que 0 continuo
desenvolvimento de uPADs de baixo custo na area da saude, integrado aos sistemas
e politicas de saude do governo, auxilie no seu planejamento e que chegue aqueles

gue o necessitem, contribuindo com a saude da populacédo e seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Microfluidica, papel, yPAD, anemia, nanoparticulas de ouro,

ferritina, hemoglobina, andlise de imagem, sangue, saude.



ABSTRACT

This work was developed with the aim of monitoring the prevalence of anemia in the
population, based on microfluidic paper analytical devices (UPADs), offering a rapid
and inexpensive diagnostic tool invaluable for decision-making. Its operation involves
applying a drop of blood to a piece of filter paper, where a photograph is taken with a
smartphone and the image is processed with software to provide results for
hemoglobin, hematocrit, and ferritin. To minimize errors from the image acquisition
stage, we proposed the construction of an acrylic support for the smartphone, thus
reducing the standard deviation of results and protecting the operator from possible
contamination of the collected material. The printing of a colored region inside the
acrylic support provided an attractive alternative for color calibration resulting from
different smartphones’ cameras. Hematocrit and hemoglobin results showed
correlations of 56,85% and 55,48%, respectively, with 207 male and female volunteers
aged between 17 and 62 years, using variables such as image area, color intensity,
and gender. The analyzed data were in line with those obtained by the CompoLab TM
equipment from HemoBanco. The proposed method for passive plasma collection
inside the yPAD for ferritin quantification demonstrated reproducibility and absence of
hemolysis, yielding clear plasma. This method for plasma collection in yPAD could be
employed for quantifying other analytes of interest in the blood. The reaction with
AuNPs for ferritin quantification showed a visual color change in the human serum
range between 30 and 300 ng/mL, tested with a ferritin standard in PBS solution. The
proposed method for diagnosing anemia through the quantification of hemoglobin and
hematocrit proved to be fast, simple, and accurate. It is hoped that the continued
development of low-cost yPADs in healthcare, integrated into government health
systems and policies, will assist in planning and reach those in need, contributing to

the health and development of the population.

Keywords: Microfluidic, paper, pPAD, anemia, gold nanoparticles, ferritin,

hemoglobin, image analysis, blood, health.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, uma mudanca notavel no estilo de vida da sociedade
ocorreu em todo o mundo, acarretando em grandes alteracfes na saude das pessoas.
Em todo o mundo tivemos um grande desenvolvimento econémico, avangos técnicos,
aumento da urbanizacdo e um aumento da vida sedentaria. Notavelmente, as pessoas
reduziram a pratica de atividade fisica e aumentaram o consumo de alimentos nao
nutritivos?.

Marques et al. (2018) demonstraram que habitos adquiridos na adolescéncia
podem ser criticos. Por esse motivo, varias doencas crénicas podem ter sua origem e
progressdo mediante consumo de alcool ou alimentos pouco nutritivos'?3. Porém,
pessoas de todas as faixas etarias estéo vulneraveis, seja pelo consumo de alimentos
industrializados, inatividade fisica, exposicdo ao tabaco ou uso nocivo do alcool®4+5,

Deste modo, a adocao de habitos ndo saudaveis pode resultar no surgimento
da anemia ferropriva, através da ingestao insuficiente de ferro na alimentagcéo e uso
de tabaco. Até o momento, segundo a World Health Organization, a anemia ¢ uma
das dez principais causas de agravo a saude da populacdo mundial, responsavel por
273 mil 6bitos em 2004 e presente em mais de 30% da populacdo mundial em 2011.
Ela é definida pela diminuicdo na concentracdo de hemoglobina (Hb) no sangue como
resultado da caréncia de um ou mais nutrientes, sendo o ferro a causa mais comum
no mundo>®’. Ela reduz a capacidade de transporte de oxigénio do sangue,
sobrecarregando o sistema cardiopulmonar, que responde aumentando a frequéncia
cardiaca e o volume sistélico para manter o fornecimento de oxigénio®. Contudo,
estudos demonstram resultados desfavoraveis da gravidez, comprometimento do
desenvolvimento fisico e cognitivo em criancas, aumento do risco de morbidade em
criancas e reducéo da produtividade no trabalho, representando uma ameaca a saude
e a economia®>’?9,

Em contrapartida, o sangue é uma rica fonte de informacdo biologica,
transportando uma miriade de biomarcadores bioquimicos, imunolégicos e
moleculares, fornecendo informacdes e alvos para diagndstico, tratamento e
monitoramento de salude, além de ser responsavel pelo fornecimento de nutrientes e

oxigénio para manter a homeostase no corpo humano01:,



Desta forma, estratégias simples para processar 0 sangue em campo
acelerariam o diagnéstico, melhorando as chances de sucesso no tratamento dos
pacientes'?. Com objetivo de acelerar o diagnéstico e obter resultados réapidos,
tivemos nos ultimos 23 anos um aumento do interesse no desenvolvimento de
dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel (UPADs) como uma
alternativa aos exames utilizados atualmente!®. Na Figura 1 temos apresentado o
levantamento das publicacdes relativas a microfluidica compreendendo o periodo de
2000 a 2023 no site Web of Science.

Figura 1. Levantamento bibliografico realizado na plataforma Web of Science
utilizando a palavra-chave microfluidica e microfluidica baseada em papel.
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Fonte: Autoria propria.

Apesar do termo microfluidica aparecer em meados dos anos 2000 (Figura 1),
o desenvolvimento de dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel foi
mencionado por Whitesides em 2007, e desde entdo, o niumero de publicacbes vém
aumentado consecutivamente, refletindo o interesse em seu desenvolvimento. Porém,
segundo Whitesides, a microfluidica como tecnologia nos oferece muitas vantagens e
poucas desvantagens!4. As vantagens sdo convincentes, mas projetar e fabricar
dispositivos de tamanho reduzido que funcionam efetivamente é um desafio™®.

Estes sistemas fluidicos com caracteristicas de escala micrométrica
apresentam uma capacidade excepcional no processamento e analise de amostras a
um custo e requisitos de materiais mais baixos do que as suas contrapartes

laboratoriais!?. Seu desenvolvimento torna-se atraente quando associado ao uso de



papel como substrato. Sua abundéancia associada ao baixo custo, producdo em
massa, area superficial elevada e facil descarte o tornam uma plataforma atraente
para analises quimicas, motivando o desenvolvimento de varios métodos!416.17.18, Sgo
dispositivos pequenos, leves, portateis e apresentam baixo custo de fabricacao,
consumo de reagentes e amostras!®>192021.22 Sya aplicacdo abrange desde a area
industrial, ambiental e salide publica, incluindo deteccdo de glicose e proteina 2324,
tipagem sanguinea 2°2%27 hemoglobina 28, HIV ?°, entre outros!®17:23:30,

A combinacdo destes dispositivos com detectores portateis capazes de
transmitir informacgdes digitais pelos meios de comunicagao existentes fornece uma
abordagem integrada para deteccé@o?3. O uso de smartphones, scanners ou cameras
digitais para digitalizar uma imagem associada a cada ensaio colorimétrico, extraindo
os dados de intensidade de cor visando a quantificacdo ja € uma realidade?!323303%,

Geralmente, as analises de sangue sao terceirizadas para um laboratorio,
gerando custos com logistica e colaboradores habilitados. Testes confiaveis de baixo
custo, robustos e convenientes para fornecer instantaneamente analises de sangue
sem exigir instrumentacao sofisticada seriam inestimaveis para melhorar a satde nos
paises em desenvolvimento.

Devido a importancia que o sangue exibe para monitorar o estado de saude,
propusemos o desenvolvimento de um teste baseado na tecnologia microfluidics
paper-based analytical devices (uPAD) com objetivo de auxiliar na triagem de anemia
de forma exata e barata, via hematocrito e ferritina. Seu design permitira operar
préximo ao paciente, podendo inclusive ser aplicado em areas remotas ou de dificil
acesso, bem como em situacfes de emergéncia. Seu uso tem como objetivo fornecer
resultados exatos, requerendo pequenos volumes de reagentes e sangue. Pessoas
sem treinamento poderdo manusea-lo, tornando 0 seu USO um processo instantaneo

em residéncias, hospitais ou areas remotas.

1.1Crescimento populacional e a demanda de recursos e seus impactos

Segundo perspectivas da Divisdo de Populacdo do Departamento de
Assuntos Econdmicos e Sociais da Secretaria das NacGes Unidas, éramos
aproximadamente 7,6 bilh6es em meados de 2017, com projecfes de 9,5 bilhdes em
2030 (vide Figura 2)3233.34,



Figura 2. Projecdo do crescimento populacional por faixa etéria.
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Fonte: Adaptado de Nacdes Unidas, Departamento de Assuntos Econdmicos e
Sociais, Divisdo de Populacédo (2017). Perspectivas da Populacdo Mundial: A Revisao
2017, Perfis Demograficos On-line. Disponivel em
https://population.un.org/wpp/Graphs/Demogra  phicProfiles/ 2. Acessado em:
10/06/2023.

Através da interpretacdo da Figura 2, € possivel notarmos um aumento da
populacdo mundial ao longo das Ultimas décadas e suas projecdes®. Estas projecées
de crescimento oferecem implicacdes ao nosso cotidiano, sendo um tema relevante e
muito complexo, pois hd uma maior demanda por saude, desenvolvimento
socioecondmico e recursos alimentares, e consequentemente nutricionais 333435,

A desnutricdo € um desafio de saude global correlacionado com prevaléncia
e morte entre criangas, particularmente em paises em desenvolvimento %37, No
entanto, muitas regifes enfrentam desafios no fornecimento adequado de alimentos,
especialmente para as populacdes mais vulneraveis. A lei de Bennett indica uma
relacdo da demanda de alimentos com a renda, onde o consumo de alimentos
nutritivos como frutas, vegetais e produtos de origem animal aumentam com o
crescimento da renda em paises em desenvolvimento®338, Assim, uma baixa renda

representa a dificuldade de acesso a alimentacdo saudavel e balanceada, o que
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contribui para a desnutricdo e, consequentemente, para o surgimento da anemia,
condicao que afeta um quarto da populacdo mundial, resultado da falta de ingestao
nutricional de ferro, folatos, vitamina A, B12 e outros micronutrientes’ 3.

A prevaléncia de anemia entre criancas tem sido um importante problema de
salde nos paises em desenvolvimento’, porém a anemia n&o se restringe apenas a
criangas e paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Paises desenvolvidos
apresentam uma prevaléncia de 6% e paises em desenvolvimento 27%%,
representando um desafio de salde global®®. No cenério atual do século 21, onde
paises desenvolvidos caminham para novas inovacdes e conquistas, paises em
desenvolvimento lutam com problemas calamitosos como pobreza, fome e
desnutricdo’. O principal fator causador de anemia esta na ingestdo insuficiente de
ferro na alimentacdo, comum em areas com altas taxas de crescimento populacional
e recursos limitados. O estudo da predominancia de anemia na populacdo é
complexo, sendo necessario que fatores econémicos, socioculturais, geograficos e
geopoliticos sejam interpretados simultaneamente®.

Embora a populacdo mundial exceda 8 bilhdes atualmente, a desnutricdo e a
anemia continuam sendo um problema de saude recorrente. Uma consequéncia da
desnutricéo é a alta suscetibilidade a doencas, pois a desnutricdo reduz a imunidade
para resistir a agentes infecciosos, podendo inclusive levar a morte, crescimento
prejudicado e imunodeficiéncia, trazendo o 6nus social e econdmico para a saude
publica. Como resultado, as criancas tém consequéncias adversas ao longo de sua
vida, como baixa estatura adulta, menor escolaridade, baixa frequéncia escolar e
baixo desempenho no trabalho”:3%941,

Nos paises em desenvolvimento, a taxa de mortalidade materna e neonatal é
frequentemente afetada pela anemia do periodo pré-natal, uma deficiéncia evitavel e
ubigua atribuida a baixa concentracédo de hemoglobina*!. O diagndstico precoce pode
reduzir o risco de mais complicacdes de saude, iniciando o tratamento padrdo com
suplementos vitaminicos e ferro*.

Estudos demonstraram maior prevaléncia de anemia entre individuos do sexo
feminino em paises em desenvolvimento — 50% (contra 18% em paises
industrializados) devido a alteracdes fisiologicas como menstruacdo, parasitas e

ingestdo inadequada de alimentos nutritivo®.



Em sintese, temos exposto a disparidade no acesso a saude e alimentacdo
entre nagdes desenvolvidas e em desenvolvimento, ressaltando o impacto no
desenvolvimento e na necessidade do monitoramento da saude da populagéo, para

auxiliar o governo nas medidas de promoc¢ao a saude.

1.2 Sangue

O sangue é uma rica fonte de informacao bioldgica, proveniente de células-
tronco da medula 6sseal®4?. Ele tem como fungdo o transporte de nutrientes e
oxigénio, sendo vital para manter a homeostase no corpo humano, além de remover
residuos e transportar uma miriade de biomarcadores bioquimicos, imunolégicos e
moleculares!!12:42:43,

O sangue é um tecido conjuntivo liquido formado por uma porc¢éo celular de
natureza diversificada (constituem a parte "soélida" do sangue) imersas em uma parte
liguida chamada plasma, de cor amarelo palha e correspondente a aproximadamente
50 — 60 %. O plasma é composto majoritariamente por agua, porém contém muitas
substancias como proteinas, agucares e particulas de gordura. As células sanguineas
séo classificadas em trés grupos basicos: os leucdcitos ou globulos brancos (células
de defesa do sistema imunoldgico); os eritrécitos, glébulos vermelhos ou heméacias
(responsaveis pelo transporte de oxigénio); e as plaquetas, responsaveis pela
coagulacdo sanguineal!4243.44,

As substancias que constituem o sangue podem ser separadas em seus
componentes individuais utilizando varios métodos, como centrifugacao, aglutinacéo
ou filtragem. As separacfes sdo importantes para serem utilizadas, por exemplo, em
transfusdes de sangue*?.

A centrifugacdo é o padrdo-ouro para 0 processamento de amostras de
sangue. A separacao ocorre devido a forca centrifuga aplicada a amostra, decantando
0s elementos mais densos, permitindo sua separacdo para posterior analise ou
isolamento de uma proteina especifica ou célula sanguineal?424%,

A filtracdo por membranas é outra abordagem para separacdo do plasma,
onde ocorre a separacdo dos glébulos vermelhos por exclusdo de tamanho. Outro
método de separacdo € a aglutinacdo com uso de anticorpo com resultados

bY

comparaveis a centrifugacdo convencional. No entanto, os anticorpos especificos



utilizados podem néo ser aplicaveis a todos os tipos sanguineos, requerendo mais de
um anticorpo. Além disso, o custo dos materiais baseados na aglutinacdo com
anticorpos apresenta custo elevado quando comparado a centrifugacdo. Dependendo
do objetivo da separacdo e sua aplicacéo, a separagao pode ser alcancada com a
geracao de um gradiente de pressdo osmoética pela aplicacdo de sais, induzindo a

crenacédo e agregacéao dos glébulos vermelhos*?.

1.2.1 Anemia

A anemia é uma das dez causas de agravo a saude da populagcdo mundial
responsavel por 841 mil mortes. Ela é definida pela diminuicdo da capacidade de
transporte de oxigénio pela hemoglobina (Hb) (proteina responsavel pelo transporte e
contida no interior dos globulos vermelhos (eritrocitos, hemacias)) decorrente de
fatores genéticos ou como resultado da caréncia de um ou mais nutrientes, sendo o
ferro a causa mais comum. Ela sobrecarrega o sistema cardiopulmonar, que responde
aumentando a frequéncia cardiaca e o volume sistolico para manter o fornecimento
de oxigénio®284146 Contudo, estudos demonstram resultados desfavoraveis da
gravidez, reducdo da produtividade no trabalho, comprometimento do
desenvolvimento fisico, cognitivo e aumento do risco de morbidade em criancas,
representando ameaca a satide e economia®“1,

A Hb é uma proteina globular esférica com diametro aproximado de 5,5 nm#’.
Sua estrutura quimica consiste em quatro cadeias de globina (parte proteica) ligadas
a um grupo heme (grupo prostético). O grupo heme possui uma estrutura anelar
(porfirina), formada por quatro unidades associadas com um ion de ferro (Fe2*)*'. Sua
concentracdo no sangue de adultos varia de 12 a 16 g dL™* em mulheres e 14 a 18
g dL't em homens?84048, Porém, a hemoglobina esta presente no sangue juntamente
com a mioglobina, metaemoglobina e carboxiemoglobina, proteinas responsaveis
pelo transporte e armazenamento de gases como Oz, CO e CO2%'.

Uma concentracdo de Hb baixa pode ser uma indicacao de perda crénica de
sangue, diminuicdo da producéo de heméacias ou sua destruicdo anormal (hemdlise)?8.
Outras causas incluem deficiéncias alimentares, cirrose, doenca renal ou excesso de
hidratacdo. JA uma alta concentracdo de Hb pode indicar eritrocitose devido ao

tabagismo ou em resposta a hipéxia em grandes altitudes, policitemia vera,



cardiopatia congénita, doenga pulmonar obstrutiva crénica grave ou desidratagao
grave. A desidratagdo eleva a viscosidade sanguinea, prejudicando a oferta de
oxigénio, reduzindo a perfusdo capilar, o que por sua vez pode aumentar o risco de
hipoxia, além de complicacdes trombdticas e hemorragicas?.

Vale ressaltar que a anemia esta associada frequentemente a deficiéncia de
ferro no organismo, comumente conhecida como anemia ferropriva. Porém, no sentido
mais amplo, a anemia possui diferentes tipos e causas, além de diferentes
intensidades. Associado a anemia, a ferritina também é uma proteina importante,
porém de armazenamento de ferro no organismo e utilizada como marcador sérico
das reservas totais de ferro no corpo para sintese de hemoglobina. Ela se origina na
guebra da hemoglobina (hemdlise), sendo um importante biomarcador de diagndstico
clinico para funcdo hepatica®®. Sua concentracdo sérica e/ou tecidual difere entre
populacdes, géneros e idade, além de estar associada a anemias, disturbios
neurodegenerativos e sindrome hemofagocitica®®5!, sendo comumente mensurada
no plasma, através de ensaios enzimaticos,*®5? turbidimetria ou teste de fluxo
lateral®354,

Assim como a diminuicdo da ferritina indica uma reducéo da reserva de ferro
para o organismo, o aumento da bilirrubina indica um excesso de hemodlise e
consequentemente reducao da concentracao de Hb. Pesquisadores desenvolveram e
ja relataram trabalhos para sua quantificacdo através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia,>>>® fluorescéncia,®’ sensores eletroquimicos®® e uPADs®°,

No ambito de nosso estudo, utilizamos a anemia ferropriva por ser um grave
problema de saude publica em diversas faixas etarias, afetando negativamente na
producéo econdmica, social e desenvolvimento cognitivo. Como a anemia representa
uma reducao no transporte de oxigénio pelo sangue, os diagndsticos séo realizados
através de método invasivo, mediante coleta sanguinea. Geralmente o diagndstico de
anemia ferropriva € baseado na deteccdo fotométrica de cianometahemoglobina,
realizado com reagente Drabkin, a base de cianeto. O reagente Drabkin lisa os
glébulos vermelhos e todas as formas de hemoglobina sdo convertidas em
cianometahemoglobina, um composto de cor castanha com absor¢cdo maxima em 540
nmé. No entanto, existem no mercado equipamentos que realizam as andlises de

maneira automatizada e invasiva (Coulter STKS, Cobas Micros OT, CompoLab TM e



HemoCue)® e ndo invasiva (Orsense NBM 200, Masimo Radical-7 ® Pulse CO-
Oximeter® com SpHb).

Estes equipamentos necessitam de pessoal com treinamento para seu
manuseio e operacdo, além de uma fonte de energia elétrica. Uma alternativa para
regides distantes de centros urbanos sem rede de energia é a utlizacdo de
equipamentos comerciais portateis como Hemo Spark, DiaSpect Hemoglobin T,
HemoCue® Hb 201+, ou dispositivos citados na literatura como pPADs, 86! aplicativos
de smartphone para andlise de imagem®?, dispositivo microfluidico de poliéster-
toner®s.

Desse modo, propusemos o desenvolvimento de um UPAD para diagnéstico
de anemia ferropriva pela quantificacdo de hemoglobina e hematécrito em um Unico
dispositivo, com analise de imagem via software de smartphone, dispensando fonte
de energia elétrica. Os dados de hemoglobina e hematocrito obtidos desta forma
poderdo alimentar um banco de dados, fornecendo um historico do paciente ou de
uma populacdo ao longo do tempo, possibilitando a sua consulta e utilizacdo pelos
orgaos de saude do governo, o que contribuira na formulacéo de politicas publicas de

promocéao a saude.

1.3 Dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel (UPADSs)

Os uPADs sao plataformas de teste que utilizam o papel como matéria prima
principal para a realizacdo de analises quimicas. Esses dispositivos combinam 0s
principios da microfluidica (manipulacéo de fluidos em escala micrométrica) com as
propriedades Unicas do papel, como sua capacidade de absorcéo, porosidade e
capilaridade, decorrente de sua estrutura macroscopica de intrincada rede de fibras

de tamanhos e posi¢cGes variaveis (Figura 3)2%20,



Figura 3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do papel Whatman n? 1.
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O transporte de um fluido em papel € um processo passivo, possibilitado pela
acao capilar da rede porosa do papel, eliminando a necessidade de um sistema de
bombeamento ativo'?¢4. As propriedades da superficie da matriz do papel determinam
sua aderéncia, assim como os efeitos da evaporacéo, geometria e caracteristica de
umectagdo?. Este conjunto de propriedades sdo resultado da interacdo entre forcas
coesivas como a tensédo superficial que surge devido a atracao intermolecular entre
moléculas do fluido na interface liquido-ar, quanto adesivas (forca de van der Waals),
resultante da atracdo intermolecular na interface liquido-fibra'?.

O transporte de liquidos pode ocorrer no sentido bidimensional (2D) ou
tridimensional (3D). Testes convencionais de fluxo lateral (Lateral Flow) oferecem
muitas vantagens, incluindo baixo custo, portabilidade, facil fabricacdo e operacéo
simples que envolve o carregamento de uma amostra liquida®. Em comparagdo com
dispositivos no formato de fluxo lateral (2D), o fluxo tridimensional (3D) oferece as
vantagens de tempo de reacdo mais rapido devido a distancias de transporte mais
curta e menor quantidade de amostra como resultado de camadas fluidicas
empilhaveis!?2%.66,

A fabricacdo dos pPADs é geralmente realizada empregando algumas
técnicas simples e de baixo custo, como a impressdo com cera, impressao a jato de
tinta, impressao flexogréfica, fotolitografia, corte ou modelagem de papel. O papel
também pode ser modificado quimicamente para ter propriedades especificas, como

a adicdo de reagentes ou biomoléculas para deteccéo de alvos especificos?130:67,
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A principal vantagem dos uPADs é sua acessibilidade e facilidade de uso. Eles
sdo portateis, de baixo custo e ndo requerem equipamentos complexos para a analise.
E um material amplamente disponivel, o que torna esses dispositivos adequados para
aplicacbes em &reas com recursos limitados, como salude em paises em
desenvolvimento ou diagnodstico em campo. As propriedades do papel como
armazenamento estdvel de amostras e reagentes, reciclavel (e biodegradavel),
flexivel, elevada disponibilidade, acessibilidade, biocompatibilidade, modificabilidade
(estrutural, fisica e quimica), filtracdo, separacdo e combinacdo com outros materiais
o tornam atraentes®4.

No entanto, € importante ressaltar que os yPADs tém algumas limitacdes. A
capacidade de deteccéo e a sensibilidade desses dispositivos podem ser inferiores
aos meétodos tradicionais de analise. Aléem disso, a interpretacdo dos resultados pode
ser mais subjetiva e requerer treinamento adequado.

Apesar das limitacbes, esses dispositivos tém sido aplicados em diversas
areas, incluindo diagnostico médico, monitoramento ambiental, analises forenses,
teste de gravidez e identificacdo de substancias em amostras bioldgicas?®.

No entanto, apesar dos uPADs de diagndsticos terem surgido pela primeira
vez em 2007 como uma alternativa de baixo custo aos testes laboratoriais
convencionais, com o objetivo de melhorar a acessibilidade aos diagnosticos médicos
nos paises em desenvolvimento, a aplicacao de papel no desenvolvimento de yPADs

nao se limita ha atualidade, como podemos ver a seguir'?.

1.3.1 Historico

O papel tem sido usado ha muitos anos na ciéncia (Figura 4). Um dos
exemplos mais antigos com relatos cientificos remonta desde o inicio do século XIX,
envolve a aproximacao do pH com o papel de tornassol, técnica ainda hoje utilizada.
Podemos reconhecer as propriedades do papel que levaram a concepcéo deste
produto, ou seja, capacidade de armazenamento de reagentes e movimento passivo

do fluido®.
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Figura 4. Histérico da evolugéo da aplicacdo de papel na ciéncia.
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O préximo marco foi a invencéo do filtro de café da Melitta Bentz em 1908. O
processo de filtracdo é crucial em qualquer laboratério de quimica e explora a
descartabilidade e a deformabilidade do papel, bem como sua porosidade e a
possibilidade de integracdo em um recipiente rigido®*.

O primeiro exemplo de uma estrutura microfluidica de papel foi descrito em
1937 por Yagoda, que empregou padrdes hidrofdbicos de parafina para criar “pogos”
hidrofilicos.

Na década de 1940, Martin e Synge investigaram a cromatografia de particao
no papel. Embora exemplos anteriores de abordagens semelhantes a cromatografia
em papel possam ser encontrados na literatura, este trabalho forma a base do método
gue preparou 0 caminho para a cromatografia moderna. A cromatografia em papel
baseia-se no movimento passivo do fluido, na retencao diferencial e na possibilidade
de carregar os poros com aluminio ou silica gel para melhorar a separagao®.

Em 1949, Muller et al. complementou o trabalho de Yagoda, empregando
padrdes hidrofobicos de parafina para criar um canal microfluidico com objetivo de
melhorar a cromatografia em papel. Deixando de lado algumas décadas, a
microfluidica de papel recuperou a atencdo em 2007, quando o grupo de Whitesides
publicou seu artigo seminal sobre o assunto, depois de varias publicacdes criticas
sobre a necessidade de diagnosticos baratos em ambientes de poucos recursos.
Neste contexto, os aspectos de acessibilidade, portabilidade e disponibilidade séo
importantes. Processos alternativos para padronizacdo hidrofébica também estéo
sendo investigados para facilitar a fabricacéo de dispositivos®4.

Em 1963, o papel foi empregado por Guthrie para testar neonatos para
fenilcetonuria (PKU), uma doenca que pode levar ao retardo mental se passar

despercebida. Uma gota de sangue retirada de uma picada de calcanhar foi aplicada
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a um pedaco de papel e seca. Esta mancha de sangue seco poderia ser usada para
o diagnéstico da doenca. Algumas décadas depois, com o desenvolvimento da
espectrometria de massa (MS), a técnica DBS (do inglés dried blood spot) tornou-se
cada vez mais popular devido a possibilidade de combinar papel com a
instrumentacédo analitica de alta resolucéo e alta sensibilidade. Varias formas de papel
sdo usadas para o DBS por razdes de capacidade de armazenamento,
descartabilidade e facil armazenamento e transporte. Agora, a tecnologia DBS permite
diagnosticos para pessoas em paises em desenvolvimento, bem como pacientes
auto-amostrados que enviam seus DBS para o laboratério pelo correio®.

No final da década de 1980, o fluxo lateral (imuno) ensaio (LFA), ou
imunocromatografia, foi introduzido, um formato que se tornou particularmente popular
apos a introducéo do teste de gravidez em casa. LFAs sédo formatados em tiras de
nitrocelulose e fazem uso de particulas coloridas modificadas com anticorpos. As
particulas sdo carregadas em um bloco conjugado, resultando na formacdo de
complexos antigeno-anticorpo quando uma amostra € adicionada. Estes complexos
sédo imobilizados mais a jusante por moléculas de captura, acumulando assim a cor
da particula de deteccéo (geralmente em uma linha). Os LFAs ilustram os méritos das
abordagens integrativas baseadas em papel®*.

O desenvolvimento mais recente na analise baseada em papel foi a
introducdo pelo grupo Cooks de ionizacdo por spray de papel (PSI) para MS. A
amostra é depositada em uma ponta afiada recortada em papel, que € entdo alinhada
na frente de um espectrdbmetro de massa. Quando o solvente e um alto potencial séo
aplicados, a electrospray é gerada na ponta, e a amostra € introduzida no
espectrometro de massas. No PSI, a amostra geralmente nao requer pré-
processamento, devido as propriedades extrativas do papel e do solvente. Desde a
sua introducéo, foram relatados métodos PSI mais avancados, que tiram proveito de

varias propriedades adicionais do papel®.

1.4 Processamento de imagem e deteccédo colorimétrica

A deteccdo é um parametro importante em plataformas baseadas em papel®.

As areas de deteccdo sdo criadas no papel por deposicao de reagentes ou enzimas.
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Quando a solugdo de amostra atinge a zona de deteccéo, é realizada uma reacao
quimica entre o composto alvo e os reagentes, desenvolvendo-se uma cor?1:2368,

A deteccéo colorimétrica representa o método mais simples e difundido devido
a sua facil operacdo e leitura do sinal’l®®. ReacGes que resultam em resposta
colorimétrica sdo numerosas e incluem reac¢des quimicas, enzimaticas ou
biogquimicas®®%. A deteccdo colorimétrica, em especial a deteccdo colorimétrica
digital, € uma técnica amplamente difundida e aplicada por ser uma técnica
relativamente simples (ou seja, a intensidade da cor € proporcional a concentracao do
analito) e a tecnologia compativel com smartphones, cameras ou scanners. A
deteccdo é baseada através do tratamento da imagem com um software especifico
como PhotoShop ou ImageJ, com posterior extracdo dos valores de intensidade das
cores (RGB, CMYK, RYB, CMY ou escala de cinza), correlacionando-os com suas
respectivas concentracdes do analito de interesse?12368_Além disso, os detectores
sao portateis, relativamente baratos e diretos para operar com pouco ou moderado
treinamento. O uso de smartphones, como dispositivos de analise disseminou-se
devido a seu poder de processamento, possibilidade de integracdo com a internet e
aplicativos de celular®°,

Ja o método de deteccao visual, € na sua esséncia um método colorimétrico,
porém sem a necessidade de equipamentos, obtendo um resultado instantaneo. Um
grande numero de testes com resultados interpretados a olho nu € utilizado em testes
como o teste de gravidez?, quantificacdo de hemoglobina?®, hematdcrito®, tipagem
sanguinea®. Vantagens dessa abordagem sdo numerosas, mas apenas se
estivermos interessados em uma resposta qualitativa, enquanto muitos testes
analiticos exigem um resultado quantitativo. A microfluidica de papel fez uma
contribuicdo valiosa para a leitura a olho nu, com a implementacdo de resultados

facilmente interpretaveis e até legiveis (Figura 5)%4.
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Figura 5 Exemplos de pPADs desenvolvidos com deteccdo qualitativa visual.
A) Quantificacdo de hematdcrito através da aplicacdo de 45 pyL sangue humano em
papel filtro de espessura e porosidades diferentes; B) Tipagem sanguinea através da

adicao de anticorpo no papel e lavagem do sangue no papel com soro fisioldgico.
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Fonte: Imagem adaptado de a) Berry et al., Measurement of the hematocrit using

paper-based microfluidic devices (2016)%%; b) Li et al., Paper-based blood typing device
that reports patient's blood type "in writing" (2018)°°.

Apesar das inumeras vantagens obtidos através da detecc¢éo colorimétrica, os
resultados também apresentam limitacbes. Uma desvantagem da deteccédo
colorimétrica é a heterogeneidade na distribuicdo da cor na reacéo, gerando desvios
no resultado quando utilizado deteccao colorimétrica digital. Além disso, os resultados
sao influenciados pela luz ambiente, distancia focal e pela cor de fundo do papel ou
da amostra. Um problema na deteccdo estd que cada fabricante de smartphone
projeta suas lentes de camera e utiliza softwares de tratamento de imagens préprios
(codigo fechado), gerando um desvio nos resultados quando utiliza smartphones de
fabricantes diferentes. Este problema poderia ser solucionado com uma certificacéo
(aprovado pela FDA ou similar), o que é simplesmente impossivel e retarda a
expanséo da aplicacdo de yPADs com analise colorimétrica®.

Uma preocupacao adicional pelo uso de smartphones vem do risco de
contaminacao do operador das amostras testadas. Existe um perigo real de infectar /
expor o usuario do smartphone, caso seu telefone pessoal seja usado para testar uma

amostra. Plataformas de leitura dedicadas, desenvolvidas especificamente para
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analises no local, dao mais liberdade para o design e a embalagem de um dispositivo
com recursos técnicos especiais, sendo provavelmente mais facil obter a aprovacao
necessaria para uso médico. Além disso, isso reduz a ameaca de transmissédo de

patdgeno de uma amostra para o usuario®.

1.5 Nanoparticulas de Ouro (AuNPS)

Estudos recentes tém demostrado grande importancia das AuNPs devido a
seu tamanho reduzido apresentar varias propriedades fisicas e quimicas peculiares,
como alto coeficiente de absor¢cédo de raios X, facilidade de manipulacdo sintética,
permitindo um controle preciso sobre as propriedades fisico-quimicas da particula,
forte afinidade de ligagdo com tiois, dissulfetos e aminas e propriedades eletronicas
distintas. Além das propriedades ja supracitadas, as AUNPs possuem uma elevada
reatividade devido a elevada éarea superficial. Suas funcionalidades dependem do
tamanho da particula, forma e estado de agregacéo ™.

As AuNPs sao particulas de ouro extremamente pequenas, geralmente com
tamanho entre 1 e 100 nandmetros e sintetizadas através de diferentes métodos,
sendo os mais comuns os métodos de Turkevich e de Brust-Schiffrin”®’%72, Ambos
utilizam a abordagem bottom-up (Figura 6), onde uma solucdo de acido cloroaurico
(AuCl,”) estd na presenca de um agente redutor organico, citrato de sodio ou
tetraboreto de estanho, por exemplo. O agente redutor reduz o ouro presente na

solucéao, resultando na formacéo das AuNPs.

Figura 6. Abordagens béasicas para a preparacao de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de ELAHI, N.; KAMALI, M.; BAGHERSAD, M. H. Recent biomedical
applications of gold nanoparticles: A review. Talanta, v. 184, p. 537-556, jul. 2018br.

DOI: 10.1016/j.talanta.2018.02.088.
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E importante destacar que sua sintese requer condigdes controladas de
temperatura, pH e concentracdo dos reagentes (solvente e/ou agente redutor),
afetando o tamanho e formato (nanoesferas, nanotubos, nanocubos, nanopiramides)
das AuNPs sintetizadas (Figura 7). Além disso, a caracteriza¢ao e purificacdo das NPs
também séo etapas importantes do processo’ 72,

Figura 7. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de AuNPs:
a) nanoesferas; b) nanorods; c) nanohalter; d) nanoprisma-triangular; e) nanofios;
f) nanoestrelas; (g-h) Imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) de

imagens de AuNPs: g) nanodendrites h) nanocubos.
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Fonte: Adaptado de ELAHI, N.; KAMALI, M.; BAGHERSAD, M. H. Recent biomedical
applications of gold nanopatrticles: A review. Talanta, v. 184, p. 537-556, jul. 2018br.
DOI: 10.1016/j.talanta.2018.02.088°.

As AuNPs sdo altamente dependentes do seu diametro e formato,
apresentado dimensfes unidimensionais, bidimensionais ou tridimensionais,
manifestando cores que variam do vermelho ao violeta. Estas propriedades oOpticas
sdo decorrentes da ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) de absorcdo e
dispersédo da luz, no qual os elétrons na superficie das AuNPs oscilam coletivamente
em resposta a incidéncia de luz’>"3. Além das propriedades épticas serem muito
exploradas, as AuNPs sdo amplamente estudadas devido a sua elevada éarea

superficial, estabilidade, baixa toxicidade e propriedades fisicas, quimicas, elétricas e
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cataliticas. Suas aplicagBes sdo amplas e abrangem diversas areas, como medicina
(ressonancia magnética, terapia fototérmica, tratamento de céncer, entrega de
medicamentos e na detec¢éo precoce de doencgas), eletronica (sensores, transistores
e circuitos integrados, devido a excelente condutividade elétrica), catalise,
sensoriamento, cosméticos ou éptica’.

A aplicacdo de ouro como AuNPs é um reagente detector histérico para
ensaios de fluxo lateral. As AuNPs conjugadas com anticorpos sdo amplamente
adotadas em testes comerciais de fluxo lateral, porque sua interpretacado qualitativa
ndo requer um leitor, devido sua intensidade de cor ser visivel a olho nu apos
agregacdo?!. Atualmente, com o interesse nas aplicagdes das AuNPs, temos na
literatura aplicacdes que vao desde terapia fotodindmica, fototérmica, imageamento
de raio-x, transferéncia e entrega de medicamentos e o desenvolvimento de sensores,

utilizando por exemplo detecgdo colorimétrica, eletroquimica ou fluorescente™.
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2. OBJETIVOS

Geral:

No presente trabalho tivemos como objetivo desenvolver um dispositivo

analitico microfluidico baseado em papel (uPAD) para auxiliar no diagnostico de

anemia ferropriva, através da quantificacdo de hematdécrito, hemoglobina e ferritina

em amostras de sangue total no local de atendimento, sendo a deteccéo

proporcionada pela analise de imagens digitais.

YV V V V

Especifico:

Desenhar e estudar a viabilidade da construcdo dos dispositivos microfluidicos
em papel;

Construir suporte para aquisicdo de imagens digitais de forma controlada e
segura;

Investigar o comportamento do sangue nas plataformas de papel,
Desenvolver metodologia para obtencéo de soro sanguineo no dispositivo;
Avaliar a influéncia da porosidade do papel na capilaridade do sangue;

Avaliar os parametros de intensidade de cor e correlaciona-los com os dados
dos doadores;

Validar o dispositivo microfluidico através da correlacdo dos resultados com
métodos padronizados;

Conjugacao das AuNPs diretamente no papel filtro;

Obtencdo de plasma sanguineo diretamente no pyPAD mediante uso de
membrana especifica;

Quantificar hemoglobina, hematdcrito e ferritina;
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3. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do trabalho consistiu primeiramente no desenvolvimento
de um suporte para aquisi¢cado de imagens do yPAD, onde priorizamos a portabilidade,
reprodutibilidade na qualidade das imagens obtidas e seguranca do operador e do
paciente. O suporte foi desenvolvido juntamente com a insercao de Diodo Emissor de
Luz (LED) para um controle da luminosidade, sem utilizar o flash do smartphone, visto
que o flash gera reflexos que interferem na andlise. Ap6s o desenvolvimento do
suporte, concentramos nossos esfor¢os na determinagcédo da melhor matriz de papel
para aplicacdo no projeto, focando na propriedade de capilaridade do sangue e na
obtencéo de plasma no uPAD, sem necessidade de tratamento prévio da amostra.

No desenvolvimento do uPAD, optamos em realizar em duas partes distintas.
A primeira parte consistiu na confec¢cdo de um suporte externo em papel fotogréfico,
material mais rigido que o papel para receber o yPAD em seu interior. A segunda parte
consistiu na escolha do papel para quantificacdo do hematdcrito, na otimizacdo da
reacao colorimétrica na quantificacdo de ferritina e no emprego de técnicas para
separacao do plasma sanguineo. Ao final, estes materiais foram unidos no formato de

sanduiche, finalizando o uPAD para 0 uso.

3.1 Construcéo do suporte em acrilico para aquisicdo das imagens

Um suporte de acrilico foi projetado para aquisicdo de imagem por intermédio
da camera do smartphone. Sua construcéo foi realizada com intuito de minimizar os
erros operacionais, estabelecendo desta forma uma distancia focal fixa entre a lente
da camera do smartphone e o objeto a ser fotografado, além da insercdo de uma
iluminacdo interna no suporte para minimizar efeitos de distorcdo das cores
decorrentes da iluminacdo e do tamanho da imagem.

Utilizamos uma chapa de acrilico translicido de 5 mm de espessura para
confec¢cdo do suporte. Com auxilio do software grafico Inkscape 0.91, o layout
(Figura 8) do suporte foi criado e uma cortadora a laser CNC de CO2 com 70 W de

poténcia utilizado para cortar as pecas.
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Figura 8. Layout das pecas do suporte em acrilico de 5 mm de espessura.
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Fonte: Autoria propria.

Adicionamos 4 Diodos Emissor de Luz (LED) alimentados por 2 pilhas de 1,5V
cada, para obtencao de iluminacao controlada na parte interna do suporte, além de
realizar o recobrimento do suporte com papel contact, com objetivo de eliminar

gualquer iluminacao externa.

3.2 Construcao do microdispositivo analitico baseado em papel (LPAD)

O desenvolvimento do uPAD foi dividido em dois dispositivos, sendo um para
determinacao de hemoglobina e hematdcrito e outro dispositivo para quantificacao de
ferritina. Ambos os dispositivos receberam a mesma construcdo, sendo o UPAD
dividido em duas partes (externa e interna). A parte externa foi construida com papel
fotografico com objetivo de fornecer um suporte rigido ao papel utilizado na parte
interna (onde ocorre a analise), reduzindo o surgimento de imperfeicdes na superficie

do papel proveniente de sua umectacéo.
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3.2.1 Construgéo do dispositivo externo em papel

A parte externa foi desenvolvida para oferecer um suporte rigido ao pPAD
interno, onde a analise é realizada. O objetivo € deixar a parte interna do WPAD sempre
reta, sem ondula¢des na superficie decorrente da umectacéo do substrato decorrente
da aplicacdo da amostra. O layout (Figura 9) da parte externa do UPAD foi realizado
em software gréfico Inkscape 0.91, construido em papel fotogréafico premium branco,
marca Glossy, A4 (210mm x 297 mm), brilhante, 180 g m? e recortado com uma
cortadora laser CNC de CO2 com 70 W de poténcia utilizado para cortar as pegas.
Neste dispositivo, imprimimos em conjunto um padrdo de cores para servir como
calibrador de cores com intuito de minimizar as diferencas na identificacdo da
tonalidade da cor, decorrente das diferencas de softwares empregados nos
tratamentos de imagem instalados nos smartphones de diferentes fabricantes,

permitindo assim seu intercambio.

Figura 9. Layout da parte externa do pPAD. A imagem do lado esquerdo esta
demonstrada a impressao do layout com as informacdes pertinentes a sua aplicacao,
as dimensdes do dispositivo e a regido de aplicacdo de amostra (ao lado direito do
dispositivo). A imagem do lado direito representa a regido de corte, representado em

vermelho onde o corte sera realizado com a cortadora a laser.
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Fonte: Autoria propria.
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3.2.2 Construcao do dispositivo interno para quantificacdo de hematdécrito

A parte interna do pPPAD compreende a regido de andlise. Desta forma, seu
desenvolvimento foi conduzido em fungdo da analise empregada. Seu layout foi
desenvolvimento com auxilio do software gréafico Inkscape 0.91.

O UPAD para quantificacdo de hematdcrito, a deteccao foi feita pela area da
imagem do sangue formada, consistindo em um papel cromatografico Whatman n° 1

com dimensdes de 35x15 mm (Figura 10).

Figura 10. Papel cromatografico Whatman n° 1 para quantificacdo de hematdcrito.

Fonte: Autoria propria.

3.2.3 Construcéo do dispositivo interno para quantificacéo de ferritina

Para a quantificacado de ferritina, utilizamos para deteccdo a agregacao de
AuNPs funcionalizadas com anticorpo (item 4.5) diretamente no papel. Sua
construcédo foi dividida em duas etapas. A primeira etapa consistiu ha impressao do
layout (Figura 11) com impressora de cera sobre o papel filtro Whatman n® 1. O
dispositivo entdo é submetido a 130 °C por um periodo de 3 min em estufa, com
objetivo de fundir a cera as fibras do papel, formando a barreira hidrofébica. O
processo de fabricacdo esta esquematizado na Figura 12.

A segunda etapa consiste na montagem do PPAD (Figura 11), onde
adicionamos na parte interna HPAD em cera, os discos de papel sobrepostos na

seguinte ordem: filtro para absorcdo da amostra (papel cromatografico Whatman n° 1),
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seguida de uma membrana para obtencdo de plasma (Vivid™ Plasma Separation

Membrane) e um filtro com as AuNPs funcionalizadas com anticorpo (item 4.5).

Figura 11. Abordagem da montagem do pPPAD para quantificacdo de ferritina em
amostra de sangue total. A) Partes que compdem o HPAD em ordem de montagem

(esquerda para direita) e B) uPAD montado.

m.ooonmo

Papel com cera Papel filtro Membrana Papel filtro Papel com cera
perfurado “absorgédo de “separagéo com “AuNPs” perfurado
sangue” plasma”

Fonte: Autoria prépria.

Figura 12. Processo de fabricacdo dos dispositivos de papel (WPAD) com cera. (a)
desenho do microdispositivo; (b) impresséo de cera na superficie do papel; (c) fuséo

e permeacdao da cera no papel por aquecimento na estufa.
(a) (b) (c)

e =Y

Fonte: Autoria propria.
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3.3 Amostras de sangue

As amostras de sangue utilizadas para desenvolvimento do projeto foram
sangue humano. Por se tratar de um material biolégico com risco potencial de contagio
pelos virus da hepatite B (VHB), virus da hepatite C (VHC), citomegalovirus (CMV) e
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), dentre outras, foram adotados
procedimentos de seguranca para protecao individual e coletiva, conforme exposto na
NBR 14785.

Com objetivo de preservar a integridade e seguranca do operador, meio
ambiente e demais colaboradores presentes no laboratério, a etapa de coleta de
amostra e otimizagao do yPAD foi realizada com amostras oriundas de doadores de
sangue do Hospital Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Carlos, apés
aprovado o processo de comité de ética (CAAE 15478519.1.3001.8148).

O manuseio da amostra foi conduzido dentro de sala de coleta, uso de luvas,
jaleco, 6culos de protecdo e mascara, adotando procedimentos de limpeza,

desinfeccéo, esterilizacao e descarte conforme exposto na norma NBR 14785.

3.4 Analitos de interesse

3.4.1 Anemia ferropriva

O diagnéstico de anemia ferropriva geralmente € conduzido pela quantificacéo
da hemoglobina com reagente Drabkin, a base de cianeto. Como descrito por Yang et
al. (2013), os globulos vermelhos séo lisados e todas as formas de hemoglobina sao
convertidas em cianometa-hemoglobina, um composto de cor castanha com absorcéo
maxima em 540 nmé.

No entanto, propusemos 0 desenvolvimento de um diagndstico livre de
cianeto, baseado simplesmente no comportamento microfluidico do sangue no papel.
Seu desenvolvimento € fundamentado no trabalho de Kan et al. (2010), onde
relataram a presenca de uma fase uniforme de eritrécitos dispersos permeando o
papel,?® assim como a influéncia da concentracdo de eritrécito na viscosidade

sanguinea®. Estas caracteristicas favorecem ao desenvolvimento de um yPAD de
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baixo custo para diagnostico de anemia baseado na capilaridade do sangue, e assim,
auxiliar no diagnéstico rapido de anemia em locais remotos.

O diagnostico de anemia ferropriva via hematdécrito foi baseado na area da
imagem de sangue formada no papel filtro com aplicagcdo de um volume fixo de 15 pL,
onde uma gota fica suspensa na ponta da ponteira de 100 pL, e esta “gota” de sangue
suspensa encosta no papel. Foi adotado esta metodologia de aplicagéo, visto que a
Unica forca exercida para transportar o fluido pelo papel era a capilaridade, excluindo
gualquer forca atuando externamente, o que poderia oferecer resultados menos
precisos. A quantificacao foi realizada adotando a area da imagem formada de sangue
no papel e correlacionando com a curva analitica construida, nos fornecendo um

resultado rapido através de uma fotografia tirada com a camera do smartphone.

3.4.2 Ferritina

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram cedidas por colaboracéo e foram
sintetizadas seguindo o método de Turkevich, onde ocorreu a reducdo do acido
clorodurico em citrato de sédio, obtendo AuNPs no diametro de 30 nm’™. O
crescimento das AuNPs ocorreu apés a mistura de duas solugées, 2,2 x 1072 mol L™
citrato de sédio e 25 x 1072 mol L™* HAuClas. A solugdo contendo AuNPs foi resfriada
pela adicdo de 50 mL de agua ultrapura. A solucao foi mantida a 4°C no escuro para
posterior caracterizacéo e conjugacdo’* ">,

Primeiramente, realizamos um processo de padronizacdo, onde a solucao de
AuNPs de 30 nm cedidas em frascos recobertos por aluminio foram centrifugadas e o
sobrenadante armazenado para posterior utilizacdo. As AuNPs decantadas foram
ressuspensas utilizando o sobrenadante retirado anteriormente, ajustando a absorcéao
da solucéo resultante em 0,500, 0,400, 0,300, 0,200 e 0,100 A.U. em 525 nm em
frascos separados. As absorbancias foram medidas com 5 uL em Espectrofotémetro
NanoDrop 2000/2000C da Thermo Scientific™, com caminho éptico de 1 mm. Os
frascos foram recobertos com papel aluminio e armazenados em geladeira, para
posterior utilizacdo. Com solucdes ja padronizadas com as respectivas absorbancias,
prosseguimos com a conjugacdo como demonstrado na Figura 13 e Figura 14.

Optamos em realizar o processo de conjugacdo das AuNPs, com as AuNPs

impregnadas em discos de papel cromatografico Whatman n° 1 previamente
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recortadas. Desta forma, prosseguimos primeiramente com a adicao de 2 mL da
solugédo de AuNPs previamente ajustadas em um eppendorf de 4 mL contendo 20
discos de papel. Estes discos de papel partiram de uma folha de papel cromatografico
Whatman n° 1, recortados com uma cortadora a laser CNC de CO2 com 70 W de
poténcia, utilizando software grafico Inkscape 0.91 para realizar o layout dos discos

com diametro de 5 mm.

Figura 13. Processo de conjugacéo das AuNPs no papel com glutationa e EDC/NHS.
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GSH red. = Glutationa reduzida em solugéo de PBS; AuNP = Nanoparticula de ouro
em solucao de citrato de sédio; EDC = 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida em
agua; NHS = N-hidroxissuccinimida em agua; PBS = Tampé&o fosfato salino 0,001M

pH 7,4. Fonte: Autoria prépria.

O eppendorf foi posicionado em um agitador basculante horizontal por 12
horas, recoberto por papel aluminio para protecdo da luz. Apos o tempo transcorrido,
adicionamos 400 pL de GSH red. e colocado em agitacdo em um agitador basculante
horizontal por 2 H e 28°C, para ocorrer a formacao de uma ligacédo covalente entre o
grupo sulfidrila (-SH) presentes na cisteina da glutationa e o ouro?.

Posteriormente, as AuNPs recobertas com glutationa foram ativadas
adicionando 300 uL de EDC 40 uM e 300 pL de NHS 300 puM no eppendorf. O EDC
reage com o grupo carboxilico da glutationa, ativando-o, formando um intermediario
éster reativo conhecido como O-acylisouerea. O intermediario O-acilsouereia reage
com NHS, formando um éster de NHS mais estavel com tempo de vida mais longo: 4-
5 horas em pH 7, 1 hora em pH 8 e apenas 10 minutos em pH 8,6. Este éster sulfo-
NHS pode entdo reagir com aminas primarias (-NH>) para formar ligac6es cruzadas
de amida’”’87°. O eppendorf permaneceu sob agitacdo por 20 min e 28°C. Apds o

tempo, o eppendorf foi centrifugado a 8300 RPM por 30min a 15°C em uma centrifuga
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refrigerada. O sobrenadante (2600 uL) foi retirado e descartado. Adicionamos em
seguida 2600 pL da solucdo de anticorpo ferritina, MIF2502 da ThermoFisher na
concentragéo de 1,5 ug/mL em PBS.

Figura 14. Processo de conjugacéo das AuNPs no papel com glutationa e EDC/NHS.
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PBS = Tampao fosfato salino 0,001M pH7,4; BSA = 0,2% em PBS; 0,1% trialose ou
sacarose 1% no BSA. Fonte: Autoria propria.

Os discos com solucéo de anticorpo em PBS foram agitados em um agitador
basculante horizontal a 300 RPM por 2 H a 28°C. Apds o tempo, o eppendorf foi
centrifugado a 8300 RPM por 30min a 15°C em uma centrifuga refrigerada. O
sobrenadante (2600 pL) foi retirado e descartado. Adicionamos em seguida 2600 pL
da solucédo de BSA 0,5 % (m/v) e o eppendorf agitado sob as mesmas condi¢des por
30min. Apos o tempo, o eppendorf foi centrifugado a 8300 RPM por 30min a 15°C em
uma centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi retirado e adicionado 2600 pL de PBS.
Foi realizado uma segunda lavagem, repetindo-se as condi¢cdes de centrifugacéo. Ao
final, os discos foram retirados e separados em uma placa de petri, para que durante
a secagem, os discos nao ficassem grudados uns aos outros. Processo de secagem
se deu a temperatura ambiente, com a placa de petri envolta de papel aluminio, para
proteger da luz. Com os discos secos e finalizados, prosseguiu-se com a adicédo de

plasma humano.

3.5 Deteccéo

Para aquisicdo das imagens, foi utilizado um smartphone LG K41S, com App
Open Camera com foco "travado"; sem flash; balanco de branco "daylight" e modo

cena "Steady photo". As imagens capturadas foram tratadas com auxilio de software
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ImageJ para obter a informac¢é&o da intensidade de cor da reagdo ou a &rea da imagem

formada. A estratégia esta apresentada de forma simplificada na Figura 15.

Figura 15. Estratégia geral para quantificar ensaio colorimétrico com imagem
utilizando software de edicdo de imagem ImagedJ. A) Aquisicdo de imagem com
camera do smartphone; B) Procedimento para adquirir dados de intensidade de cor
na escala Red Green e Blue, e area da imagem, e C) Procedimento para adquirir
dados de intensidade de cor na escala cinza e area da imagem.
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Fonte: Autoria propria.

Os ensaios onde a deteccao foi realizada através da intensidade da cor,
avaliamos a influéncia da iluminacéo, pois é um fator que afeta os resultados®. Para
minimizar este efeito, propusemos a impressdo de circulos RGB no yPAD com
objetivo de ajustar a intensidade da cor em fungéo da iluminacéo local, uma vez que
os dados sao tratados nesse sistema de cores.

O funcionamento do uPAD é baseado na aplicagdo de um volume de sangue
na regido de aplicacdo de amostra. Para quantificacéo de ferritina, apés a aplicacéo
de sangue no dispositivo, 0 sangue ird percolar por capilaridade através das fibras de
celulose do papel filtro e sua filtracdo através da membrana para obtencgéo de plasma.
O plasma ira percolar para o disco com AuNPs funcionalizadas, ocorrendo alteracéo
de sua cor. Na Figura 16 esta apresentado de forma simplificada seu funcionamento.
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Figura 16. Esquema simplificado do funcionamento de um pPAD para quantificacao
de ferritina com AuNPs.
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Fonte: Autoria prépria.

A membrana GX Vivid Plasma presente na Figura 16 é responsavel por
separar o plasma do sangue total, permitindo que o plasma permeia a membrana até
o papel filtro com AuNPs conjugadas para quantificacao de ferritina.

Na Figura 17 esta apresentado de forma simplificada a metodologia de
guantificacdo do hematdcrito, onde utilizamos a area da imagem formada pelo sangue

permeado no papel apos aplicacéo de 15 pL de sangue total.

Figura 17. Estratégia para o diagndstico de anemia ferropriva baseado no hematdcrito.
Parte superior, da esquerda para a direita: puncdo, transferéncia do sangue para o

MPAD, obtencéo da imagem e resultado através de um aplicativo de smartphone.
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Fonte: Autoria propria.

O diagnéstico foi realizado adotando em associacdo os meios de detecc¢édo ja
mencionados anteriormente em conjunto com a construcao da curva analitica para o
analito de interesse. Sua construcdo e funcionamento € baseado na correlacédo do
sinal quantitativo proporcional a concentracdo do analito. Na Figura 18 esta
apresentado um exemplo de curva analitica para quantificacédo de glicose em urina no

gual a aquisicao de imagem foi realizada através de scanner e camera.

Figura 18. Curva analitica para diferentes concentracdes de glicose em urina artificial.
A intensidade média para cada spot foi obtida utilizando AdobePhotoshop. Foi medido
concentracdes de glicose entre 0 e 20 mmol L. A linearidade (R?) da curva analitica

foi de 0,991 para scanner de mesa, 0,983 camera digital e 0,986 smartphone.
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Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2008)23.

3.6 Otimizacdo do yPAD para quantificacdo de hematocrito e hemoglobina
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Para o desenvolvimento e otimizagdo do pPAD, utilizamos amostras de
sangue humano provenientes de 207 voluntarios do HemoBanco do Hospital
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Carlos ap6s aprovacao do Comité
de Etica (CAAE 15478519.1.3001.8148). Todos os voluntarios, com idades entre 17 e
62 anos, do género masculino e feminino foram informados do projeto e
posteriormente convidados a participar, recebendo e assinando nosso Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), disponivel no ANEXO I.

A etapa de desenvolvimento e otimizacdo do pPAD foi realizado nas
dependéncias do Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC) da Universidade de Sao
Paulo (USP), para a posterior coleta, realizadas no Hospital Irmandade da Santa Casa
de Misericérdia de Sdo Carlos. As amostras de sangue foram manuseadas nas
dependéncias da sala de coleta no Hospital, com uso de luvas, jaleco, 6culos de
protecdo e mascara, adotando procedimentos de limpeza, desinfec¢ao, esterilizacéo
e descarte conforme exposto na norma NBR 14785. As aliquotas de sangue foram
coletadas em triplicata e aplicadas no uPAD no momento da coleta de triagem, onde
€ realizado a medicdo do hematdécrito antes do processo de coleta de sangue do
voluntério. Utilizamos o resultado do hematdécrito e hemoglobina obtido pela centrifuga
de microhematdcrito e CompolLab TM na triagem respectivamente, para confrontar

com o resultado do uPAD.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Construcao do suporte para aquisicdo das imagens

A coleta de amostras é um aspecto frequentemente negligenciado do projeto
de desenvolvimento de ensaios baseados em papel'?. Uma preocupacdo adicional
esta no risco de contaminagdo do usuario do smartphone ou das amostras, sendo
necessario desenvolver plataformas especiais para reduzir ao maximo a ameaca de
transmisséo de patdégeno de uma amostra®.

Desenvolvemos um suporte de baixo custo e portatil em acrilico, solucionando
uma das etapas mais importantes para quantificar e/ou identificar analitos na detec¢ao
em UPADs, como exposto por Cate et al. (2015)%. Enquanto que, segundo Morbioli et
al. (2017), fatores como distancia e luminosidade interferem de maneira direta na
gualidade da imagem, podendo reduzir a reprodutibilidade e aumentando
consequentemente o desvio padrdo das analises®.

Assim, esta exposto na Figura 19 o suporte de acrilico construido por nosso
grupo com intuito de reduzir fatores externos e minimizar erros operacionais durante
a aquisicao de imagem. Esta reducédo dos erros ocorreu estabelecendo uma distancia
focal fixa entre a lente da camera do smartphone e o0 objeto que sera fotografado, além

de proteger o operador de possivel contaminacéo.

Figura 19. Suporte para aquisicdo de imagem. a) Chapa de acrilico translucido cortado
na cortadora a laser de CO, com 70 W de poténcia; b) Pegcas em acrilico apos o corte;

c) Suporte montado.

Fonte: Autoria propria.
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Conforme exposto na Figura 19b, as pecgas foram projetadas para serem
montadas, desmontadas e transportadas com facilidade, favorecendo a portabilidade,
ocupando o minimo de espaco possivel.

O mecanismo de montagem e desmontagem, juntamente com a operacgéo do
suporte junto ao smartphone se mostraram satisfatorias. Porém, durante os trabalhos
em campo e analise de imagens, o0 suporte se mostrou mais atrativo quando recoberto
com papel contact e com uma iluminacgéao prépria, através do uso de pilhas AA e LEDs.
Assim, o suporte foi recoberto com papel contact na cor branca e recebeu um sistema

de iluminacéo em LED (Figura 20), disposto a 90° cada.

Figura 20. Pecas do suporte para aquisicao de imagens modificado. a) detalhe do
recobrimento das pecas laterais do suporte com papel contact branco; b) instalacéo
de 4 LEDs com uma chave seletora na tampa superior do suporte; ¢) demonstracao

dos 4 LEDs ligados, dispostos a 90° cada e d) partes que compdem o suporte.

Fonte: Autoria propria.

Desta forma, com uma iluminacdo controlada, a variacdo de luminosidade
sera menor na intensidade da cor das imagens capturadas e reduza a variabilidade
na qualidade das imagens, sem o uso de flash, visto que quando adotado o flash, o
sangue refletia parte da luminosidade, o que refletia no tratamento da imagem e

distor¢cbes dos resultados (Figura 21).
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Figura 21. Influéncia do flash do smartphone na qualidade da imagem. A) Imagem
tirada com cadmera do smartphone com flash ligado e B) Imagem tirada com camera
do smartphone com flash desligado.

A) B)

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 22 estdo apresentadas as imagens do suporte antes e apés as

modificacdes.

Figura 22. Suporte para aquisicao de imagem. a) Ao lado esquerdo esta apresentado
0 suporte em acrilico, ao lado direito esta apresentado o suporte de acrilico

modificado; b) Vista lateral do suporte de acrilico modificado.

Fonte: Autoria propria.

Para todos os efeitos do melhor angulo para aquisicdo de imagem, utilizamos
um angulo de 90° entre a lente do smartphone e o objeto a ser fotografado. Este

angulo foi utilizado para evitar distor¢ées na qualidade da imagem como relatado por
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Gunasekaran e Ranganathan (2006), onde avaliaram 45°, 60°, 75°, 90°, 105°,120° e
135° sendo os angulos de 75° 90° e 105° os angulos que apresentaram menor
variacéo®.

Devido a falta de padronizacdo das cameras de smartphones, talvez devido a
competitividade de uma fabricante sobre a outra, isto dificuldade o desenvolvimento
de um aplicativo de celular, devido cada fabricante possuir um software de tratamento
de imagem préprio e patenteado. Procurando transpassar este inconveniente,
procuramos introduzir dentro do suporte de acrilico um degrade de cor, conforme
demonstrado na Figura 23. Realizamos esta abordagem com intuito do aplicativo
realizar uma calibragdo antes de realizar o tratamento da imagem. Desta forma,
acreditamos que independente da camera e fabricante, conseguiremos realizar os

ajustes necessarios para que o aplicativo reconheca a cor e determine um valor fixo.

Figura 23. Apresentacdo da implementacdo da estratégia de calibracdo de cores. a)
cartdo “A” impresso com gradiente de cores; b) cartdo “A” introduzido no suporte de
acrilico translucido revestido com papel contact preto fosco; c¢) cartdo “A” introduzido

no suporte de acrilico translucido revestido com papel contact branco.

A)

Fonte: Autoria propria.

Nas Figuras 23B e 23C estdo apresentadas as imagens do cartdo com
degrade das cores primarias (RGB) dentro dos suportes revestidos. Adotamos como
padrao o suporte revestido com papel contact na cor branca devido refletir menos nas
paredes quando comparado com o suporte revestido com papel contact na cor preto

fosco.
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4.2 Construcao do pPAD

Na etapa de desenvolvimento de um PPAD, passos pré-, intra- e pos-analitico
devem ser levados em consideracdo em um modelo de classificacdo de erros®s,
Assim, devido ao uso de um suporte para tirar foto e o desenvolvimento do pUPAD
terem sidos desenvolvidos com objetivo de criar um produto, o pPAD foi divido em
duas partes: parte interna e externa.

4.2.1 Construcao da parte externa do pPAD

A parte externa € constituida de papel cartdo rigido (Figura 24A), atuando
como suporte para receber o PPAD conforme exposto no item Materiais e
métodos 3.2.1.

Figura 24. Parte externa do uPAD. Na imagem A) esta apresentado a parte externa
em papel rigido devidamente cortado. Nas imagens B) e C) esta apresentado a
montagem do UPAD com a parte interna e externa, sendo o a imagem B a visédo
posterior do UPAD, onde é realizado a adicdo da amostra, e a imagem C a visao frontal

do UPAD, onde ocorre a obtencdo da imagem.

Fonte: Autoria propria.

Nas Figuras 24B e Figura 24C estdo apresentados os UPADs finalizados,
montados com a parte externa e a parte interna (dispositivo para quantificacdo de

ferritina, composto de filtro, membrana e reagentes).
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4.2.2 Construcao da parte interna do uPAD

A parte interna do pPAD ¢€ dividida em duas partes. Para os ensaios para
triagem de anemia, utilizamos a cor e a area do sangue. Assim, este dispositivo €
constituido de um pedaco de papel cromatografico Whatman n°® 1 com dimensées
35 x 15 mm (Figura 25) e inserido na parte interna do pPAD externo (Figura 24A).

Figura 25. Imagem do papel cromatografico Whatman n°® 1 com dimensdes
35 x 15 mm para triagem de anemia atraves da quantificagdo de hematdcrito e
hemoglobina.

Fonte: Autoria propria.

Para a quantificacdo de ferritina, o HPAD foi segmentado para receber as
devidas membranas na parte interna do WPAD com objetivo de separar o plasma de
maneira passiva e receber os reagentes, conforme Figura 12 e Figura 16. Este
processo € extremamente importante e critico, visto que a ferritina esta presente no
plasma e a cor vermelha do sangue influenciara negativamente nos resultados, devido

a quantificacdo ocorrer atravées de reacdes colorimétricas.

4.3 Diagnéstico de anemia por area e cor

O principio do desenvolvimento do nosso trabalho € fundamentado no
trabalho de Kan et al. (2010), onde relataram a presenca de uma fase uniforme de
eritrécitos dispersos permeando o papel?®, assim como a influéncia da concentragéo

de eritrocito na viscosidade sanguinea®. Estas caracteristicas nos instigaram no
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desenvolvimento do uPAD, baseando-se na capilaridade do sangue no papel. Dessa
forma, para o desenvolvimento do diagndstica de anemia com andlise de imagem e

cor, utilizamos o método sugerido pelo Comité Internacional de Hematologia para
dosagem da hemoglobina via cianometaemoglobina (Drabkin)4,

Este método consiste no uso do reagente de Drabkin, uma solucdo contento
cianeto e ferricianeto de potassio, para conversdo da hemoglobina em
metaemoglobina; fosfato de potassio hidrogenado para baixar o pH e acelerar a
reacdo e um detergente ndo-ibnico para acelerar a hemdlise e reduzir a turvacao,

incluindo a precipitacdo das lipoproteinas do estroma (proteinas de membrana) dos
eritrécitos®.

Esse meétodo converte a hemoglobina, a metaemoglobina e a
carboxiemoglobina em cianometaemoglobina, com absor¢cdo em 540 nm&. Na

Figura 26 esta apresentado o espectro de absorcdo do reagente Drabkin (em

vermelho), em roxo, o sangue diluido em agua e em verde o reagente Drabkin.

Figura 26. Espectros de absorcao do reagente Drabkin (grafico em vermelho), sangue

diluido em agua (grafico em roxo) e sangue com o reagente Drabkin (grafico em
verde).
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Fonte: Autoria propria.

No espectro apresentado na Figura 26, podemos visualizar que a absorcao

do reagente Drabkin € nula na faixa que compreende 470 e 700 nm. A Hb esta
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presente no sangue em formas heme-estruturais caracterizadas por oxihemoglobina,
desoxihemoglobina, metemoglobina®'.

A oxihemoglobina (hemoglobina oxigenada) se caracteriza pelo estado
reduzido (Fe?*) no grupo heme, com absorcdo maxima em 540 e 577 nm, enquanto
que a desoxihemoglobina se caracteriza pelo estado reduzido (Fe?*) no grupo heme,
porém sem oxigénio ligado, tendo absor¢cdo maxima em 555 nm. A metemoglobina é
caracterizada pelo estado oxidado (Fe3*) e absorcdo maxima em 500 e 630 nm,
incapaz de se ligar ao oxigénio®..

Pode-se constatar na Figura 26 que a quantificacdo de Hb no sangue esta
livre de interferentes em 540 nm, pois temos a conversdao da hemoglobina,
metemoglobina e a carboxiemoglobina. Com este método, podemos comparar 0
método que estamos desenvolvendo, com o método cianometemoglobina.

Para o desenvolvimento do nosso pPAD e devido a inexisténcia de um padréo
gue reproduza o sangue humano, realizamos a constru¢ao intrinseca de uma curva
analitica de hematdcrito (Figura 27) apés centrifugacéo do sangue, para obtencéo de
hemacias e plasma. O procedimento foi conduzido realizando a coleta de um mililitro
(1 mL) de sangue de quatro voluntarios no HemoBanco do Hospital Irmandade da
Santa Casa de Misericordia de Sao Carlos, apos aprovacao do comité de ética (CAAE
15478519.1.3001.8148). Estas amostras foram submetidas a centrifugacao por 7,5
min a 12500 rpm?®®,

Com o plasma e as hemacias separados, os diversos plasmas foram
misturados e homogeneizados, obtendo-se assim um pool de plasma. O mesmo
procedimento foi realizado para as hemacias. Com o pool de plasma e hemacias em
maos, realizamos a diluicdo da solucdo de hemacias em plasma nas concentracdes
de 30%, 40%, 50%, 60% e 70%.
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Figura 27. Estudo da permeabilidade do sangue em papel filtro Whatman n°1 em

diferentes concentracdes de hematdcrito para contagem de hematdcrito.
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Fonte: Autoria prépria.

Com as imagens adquiridas, realizamos a constru¢do da curva analitica
correlacionando a area da imagem vs hematécrito (Figura 29) e a intensidade da cor
da imagem vs concentracdo de hemoglobina (Figura 30). Vale ressaltar que a
construcdo da curva analitica correlacionando a intensidade da cor vermelha da

imagem esta relacionado com a area total (Figura 28).

Figura 28. Demonstracdo do software ImageJ delimitando a area da imagem para

calcular a area e a intensidade da cor.
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Fonte: Autoria prépria.
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Vale ressaltar que o processo de coleta e dispensa de amostra influencia
diretamente nos resultados de maneira negativa, fornecendo muitas vezes resultados
erroneos'®®, Assim, a adicdo da amostra com volume de 15 pL foi adicionado ao
MPAD suspendendo-se a gota de sangue na ponta da ponteira da micropipeta e
encostando no papel filtro, com objetivo de reduzir-se qualquer efeito proveniente da
dispensa rapida da micropipeta no papel, que poderia ocasionar em maior dispersao
do sangue no papel e consequentemente prejudicar as andlises. Para a aquisicao da
imagem, estabelecemos o tempo de 60 s apds a adicdo do sangue no filtro, com o
objetivo de padronizar a coleta de informacédo e consequentemente, reduzir as
variagOes dos resultados. Segundo Gunasekaran e Ranganathan (2006), o tempo
para realizar a aquisicdo da imagem influencia diretamente no resultado final, assim
como o ruido das amostras. Os autores ainda demonstraram que o canal vermelho
apresentou menor variagdo de intensidade ao longo do tempo®2.

O tempo de aquisicdo de imagem € crucial, uma vez inicia-se a cascata de
coagulacao ativada por vias intrinsecas e/ou extrinsecas, elevando a viscosidade do
sangue gradualmente e, eventualmente, formando coagulos, durante os quais as
propriedades fisicas do sangue mudam de um fluido viscoelastico para um solido

viscoelastico®®.

Figura 29. Curva analitica correlacionando a area da imagem / mmz2 vs quantidade de

hematodcrito / %.
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Fonte: Autoria propria.
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A curva analitica do hematécrito apresentou faixa linear dinamica e
linearidade entre 30% e 70% (dentro da faixa humana) com coeficiente de
determinacgéo de 0,995 e uma sensibilidade de —1,67 mm? %1. Porém, esta equacéo
foi calculada com a curva analitica para contagem de hematdcritos apresentado na
Figura 27. Pelos resultados apresentados, utilizamos ela para prever o hematdcrito
em amostras reais, uma vez que este ensaio foi realizado de maneira limitada, devido
nao existir um padrao de sangue humano. Como o trabalho foi desenvolvido para ser
aplicado em lugares remotos, nés nao utilizamos reagentes para alterar as
propriedades do sangue. No momento em que o sangue é retirado do paciente, o
sangue comega a coagular. Desta maneira, como a curva foi construida a partir da
puncéao capilar e posteriormente centrifugado para obtencao do plasma de um pool de
guatro colaboradores, esta amostra para construcédo da curva nao reflete a realidade
sanguinea na populacdo. Fatores como hemdlise, padrbes alimentares e de
hidratacdo podem ter contribuido de maneira negativa na curva analitica.

Assim, realizamos a construcao de uma nova curva analitica de hemoglobina
e hematocrito com 207 voluntarios com idade entre 17 e 62 anos de homens e
mulheres ap0Os aprovacéo do Comité de Etica do Hospital Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Séo Carlos.

Os valores de hemoglobina do hemobanco foram obtidos com equipamento
CompolLab TM, enquanto os valores de hematocrito foram obtidos através de uma
centrifuga para microhematdcrito através do uso de capilares. Os dados obtidos com
0 nosso PPAD, obtemos hematdcrito, e com o método padrédo de Drabkin, obtemos os
resultados de hemoglobina. Os resultados de hemoglobina obtidos com o método
padrao de Drabkin auxiliou na veracidade dos dados obtidos com o equipamento
CompolLab utilizado no HemoBanco.

A partir do exposto, reconstruimos uma nova curva analitica (Figura 30)
correlacionando a area da imagem / mmz2 vs quantidade de hematdcrito / % com os

dados obtidos durante a coleta de amostras dos 107 doadores de sangue.
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Figura 30. Curva analitica correlacionando a é&rea da imagem / mm?2 vs

hematdcrito / %.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir dos dados plotamos na Figura 30, podemos notar uma variagcao
guando comparado aos dados da Figura 29, onde haviamos utilizados um pool de
amostra de sangue humano no laboratorio. A curva de hematdcrito apresentado na
Figura 31 apresentou uma faixa de trabalho se concentrando entre 35% e 50% de
hematocrito com coeficiente de determinacdo de 0,359 e uma sensibilidade analitica
— 185,11 mm? %. Com a utilizacdo da equacdo da reta para quantificacdo de
hematocrito, dos 107 voluntarios, a equacao demonstrou pouca variacdo para mais

ou para menos, como demonstrado na Figura 31.

Figura 31. Diferenca entre os resultados de hematdcrito observados no capilar

utilizado na microcentrifuga do HemoBanco e no uPAD.
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Fonte: Autoria propria.
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Dentre 107 amostras coletadas, o UPAD apresentou 69,81% da populacéo
amostral, com a variacdo de hematdcrito compreendendo até 5% de diferenca do
resultado do HemoBanco (7 resultados com variacdo de 0%, 19 resultados com
variacao de 1%, 15 resultados com variacdo de 2%, 14 resultados com variacao de
3%, 12 resultados com variacéo de 4%, 7 resultados com variagéo de 5%).

Quando abordamos em nosso estudo a area da imagem de sangue formada
no papel em relagdo a concentragdo de hemoglobina, utilizamos um total de 207
voluntarios. A curva analitica correlacionando a é&area da imagem / mm?2 vs

hemoglobina / g / dL esta demonstrada na Figura 32.

Figura 32. Curva analitica correlacionando a é&rea da imagem / mm?2 vs

hemoglobina / g / dL.
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Fonte: Autoria propria.

A curva de hemoglobina apresentado na Figura 32 apresentou uma faixa de
trabalho se concentrando entre 11,00 e 17,00 g/dL de hemoglobina com coeficiente
de determinacéo de 0,392 e uma sensibilidade de — 5,638 mm? g~ dL.

Quando adotados a area da imagem de sangue formada no papel e seu
correspondente de hemoglobina, dentre 207 amostras coletadas, o nosso pPAD
apresentou 83,98% da populacdo amostral, com variagdo compreendendo até
2 ug / dL de diferenca do resultado do HemoBanco (41 resultados sem variacéo, 78
resultados com variacao de até 1 pg / dL e 54 resultados com variacéo de 2 ug / dL.

A variacdo dos valores de hemoglobina observados no equipamento

CompolLab TM do HemoBanco e nosso PPAD esta apresentado na Figura 33.
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Figura 33. Diferenca entre os resultados de hemoglobina observado no CompolLab

TM utilizado no HemoBanco e em nosso PPAD.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 33 denota-se uma distribuicdo normal, apresentando um
comportamento de um fendmeno natural e aleatorio. Com os dados apresentados,
tivemos uma melhora quando associamos os resultados de hemoglobina com a area
da imagem, em detrimento do hematacrito.

Com o intuito de melhorar os dados apresentados, tratamos os dados

dividindo-os em femininos (Figura 34) e masculinos (Figura 35) como demonstrado.

Figura 34. Curva analitica para individuos femininos. A) Curva analitica area da
imagem / mmz2 vs hemoglobina / g / dL construida com 105 individuos; B) Curva

analitica area da imagem / mmz2 vs hematocrito / % construida com 58 individuos.
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Fonte: Autoria propria.

A curva analitica para tratar de individuos do género feminino apresentaram

reducéo na diferenca entre o dado medido com o CompoLab TM e o nosso pPAD.
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Podemos observar nas imagens 34A e 34B que ambos tiveram uma redug&do no
coeficiente de determinacédo de 0,359 para 0,187 na quantificacdo de hematdcrito e
reducdo de 0,392 para 0,282 na quantificacdo de hemoglobina. Houve também
reducdo na sensibilidade, de — 185,11 mm? %™ para — 138,72 mm? %, na
quantificacdo de hematdcrito, e reducdo de — 5,638 mm? g~* dL para — 4,687 mm? g*

dL na quantificacdo de hemoglobina.

Figura 35. Curva analitica para individuos masculinos. A) Curva analitica area da
imagem / mm?2 vs hemoglobina / g / dL construida com 101 individuos; B) Curva

analitica area da imagem / mm2 vs hematdcrito / % construida com 48 individuos;
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Fonte: Autoria propria.

A curva analitica para tratar de individuos do género masculino apresentaram
reducdo na diferenca entre o dado medido com o CompolLab TM e o nosso pPAD.
Podemos observar nas imagens 35A e 35B que ambos tiveram uma reducdo no
coeficiente de determinacao de 0,359 para 0,184 na quantificacdo de hematdcrito e
reducdo de 0,392 para 0,223 na quantificacdo de hemoglobina. Houve também
reducdo na sensibilidade, de — 185,11 mm? %™ para — 176,25 mm? %™, na
guantificacdo de hematécrito, e reducéo de — 5,638 mm? g dL para — 5,4309 mm? g~
1 dL na quantificacdo de hemoglobina.

Com a obtencao das curvas analiticas apresentadas nas Figura 34 e 35 para
guantificacdo de hematdcrito e hemoglobina construidas com distincdo de género
feminino e masculino respectivamente, ndo apresentaram resultados melhores que
guando utilizado as curvas analiticas apresentadas nas Figura 31 e Figura 32, para

guantificacdo de hematocrito e hemoglobina respectivamente.
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Com os dados obtidos, realizamos a constru¢cdo de um modelo regressao
multipla para os dados de hemoglobina e para os dados de hematdcrito, apresentados
na Figura 36 e Figura 37 respectivamente.

Figura 36. Relatorio de regressdao mdltipla para os dados de hemoglobina com

software xlstat.

Equagdo do Modelo Final
Ho / Hemoba = 383 - 0410 X2 - 0,520 X4 - 0,481 X5 - 0,00652 X4+2 + 0,01347 X2*X4

X1:Area X2: Vermelno X3:Verde X4: Azul X5: Género

Valores Ajustados vs Residuos

Ha uma relagdo entre Y e as variaveis X?

0 01 >05
1 1% Sim Néo|
P < 0,001

P A relacdo entre Y e as varidveis X no modelo € estatisticamente
* significativa (p < 0,10).

44 s * % de variagdo explicado pelo modelo
L] 0% 100%
2 Inferior. T I NN Superior
R-quadrado = 55,48%
g.- 55,48% da variacdo em Y pode ser explicado pelo modelo de regressdo.
3
P 12 12 11 15 16
Impacto Incremental de Variaveis X Cada X Regredido em Todos os Outros Termos
Area| ] Area [ |
Vermelho | Vermelho |
Verde ] Verde |
Azul | Azul |
Género [N | Género ]
00 25 50 75 ‘ 0 50 100
Aumento no % do R-quadrado % do R-quadrado

Fonte: Autoria propria.

Como podemos notar na Figura 36, 0 modelo de regresséao trabalhou com os
elementos de area, género e canais de cores vermelho, verde e azul para explicar o
modelo. A relacdo entre hemoglobina do UPAD e hemoglobina do equipamento
CompoLab TM do modelo é estaticamente significativa (p < 0,001), com residuos bem
distribuidos e 55,48% de variacdo explicado pelo modelo de regressao. O elemento
area e canal verde no modelo de regressdo ndo ajudam a explicar a variacdo do
modelo. Porém, o elemento canal azul, vermelho e o género do voluntario contribuem

positivamente no modelo.
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Figura 37. Relatorio de regressdo multipla para os dados de hematécrito com software

xlstat.
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Fonte: Autoria propria.

Como podemos notar na Figura 37, 0 modelo de regresséao trabalhou com os
elementos de area, género e canais de cores vermelho, verde e azul para explicar o
modelo. A relacdo entre hematdécrito do pPAD e hematdcrito capilar do HemoBanco
do modelo é estaticamente significativa (p < 0,001), com residuos bem distribuidos e
56,85% de variacao explicado pelo modelo de regressao. O elemento canal azul nédo
ajudou a explicar a variacdo do modelo. Porém, o elemento area, género e canal
vermelho e verde contribuem positivamente no modelo, com maior representatividade
0 género do doador.

Desta forma, a curva analitica apresentada na Figura 30 e Figura 32
apresentaram os melhores resultados. Nao houve indicios de melhora nas respostas
de nosso UPAD quando os voluntarios foram separados por género. Talvez, com
maior quantidade de dados e separarmos além de género, utilizarmos a idade,
possamos criar um modelo de curva analitica para nosso UPAD que melhor represente

os resultados obtidos pelo equipamento CompolLab TM.
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4.3.1 Influéncia da hidratagéo

A viscosidade e a cor do sangue sdo sensiveis ao grau de hidratacdo do

individuo. Desta forma, nés realizamos um ensaio preliminar intrinseco para observar

o efeito da agua sobre o comportamento sanguineo, apresentado na Tabela 1.

Primeiramente, o ensaio foi conduzido cortando a ingestao de agua por um voluntario

durante 12 h. Apés este periodo, realizamos a puncdo capilar e 0 ensaio para

guantificar a hemoglobina (Drabkin) e no UPAD. Apés esta andlise, ocorreu a ingestao

de 3 litros de &gua no periodo de 4 horas e a medida foi novamente realizada. Apos

esta etapa, ocorreu novamente a ingestédo de 3 litros de agua no periodo de 3 horas

e a medida foi novamente realizada.

Tabela 1. Influéncia da hidratacéo na variacao da concentracao de Hb intradia.

Drabkin / g dL™!

Amostra Horario _ Desvio Coeficiente de
12med. 22 med. 32 med. Média .
padrao Variacao
Voluntario 08:55 13,6 13,7 12,9 13,4 0,4 3,0%
Voluntario 13:25 11,8 11,5 12,6 12,0 0,5 4,4%
Voluntario 16:00 12,5 12,6 12,8 12,6 0,2 1,4%
Area / mm?2
Amostra Horario . Desvio Coeficiente de
12med. 22med. 32 med. Média .
padrao Variacao
Voluntario 08:55 88,6 85,9 70,7 81,6 9,5 11,6%
Voluntéario 13:25 76,6 89,1 92,1 86,0 8,2 9,6%
Voluntario 16:00 66,6 71,6 92,8 77,0 14,0 18,1%
Intensidade cor vermelha / U.A.
Amostra Horario ~ Desvio Coeficiente de
12med. 22med. 32 med. Média .
padrao Variacao
Voluntario 08:55 61,4 64,8 57,3 61,2 3,7 6,1%
Voluntério 13:25 67,2 66,1 69,3 67,6 1,6 2,4%
Voluntario 16:00 58,8 55,1 55,2 56,4 2,1 3,7%

Fonte: Autoria propria. U.A. = Unidade Arbitréaria.
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Infelizmente nado existe ensaios clinicos para determinar o grau de
hidratacdo/desidratacdo de um individuo. Porém existem sinais que indicam a
desidratacdo como diminuicdo da elasticidade da pele e boca e peles secas. Assim,
avaliamos ndo ser possivel avaliar precisamente o grau de hidratacdo para utilizar
como fator de correcdo em nossas analises e melhorar os resultados.

Podemos notar que os resultados variaram muito em func¢éo do horario. Para
todos os efeitos os resultados demonstraram anemia neste dia. As 8:55, adotando o
método padrdo da cianometaemoglobina, a concentracdo de Hb estava em 13,39
g dL?, sendo que um individuo para ser consideracdo saudavel precisaria apresentar
uma concentracdo de Hb entre 14 a 18 g dL~! em homens. Porém, as 13:25, um novo
ensaio foi realizado ap6s a ingestédo de 3 litros de agua. Ja hidratado, a concentracdo
de Hb caiu de 13,39 g dL™%, para 11,98 g dL%, uma reducédo na concentragéo de Hb
de 10,5%. Em um ultimo ensaio no dia, realizado as 16:00 apos a ingestdo de mais 3
litros de agua entre o periodo de 13:25 e 16:00, a concentracdo de Hb subiu para
12,64 g dL1. Fica evidente as variacdes diarias que nosso organismo esta submetido
e a importancia da hidratacdo nos resultados, podendo inclusive fornecer falso
negativo quando desidratado.

Em relacdo aos resultados obtidos, o desvio padrdo e o coeficiente de
variacao obtidos quando analisado os dados de hematocrito, ficaram elevados. Vale
ressaltar que os dados obtidos com o método padrdo da cianometaemoglobina, nédo
apresentaram uma variacdo tdo grande. Os maiores valores obtidos de Hb foram
obtidos as 08:55 com o método da cianometaemoglobina, mas levando em
consideragao que um sangue mais “concentrado” apresenta maior viscosidade, a area
obtida as 8:55 deveria ser a menor, o que nao ocorreu. Ja o resultado obtido de 85,97
mm?2 as 13:25 condiz com os resultados obtidos no método da cianometaemoglobina,
uma vez que o sangue ndo estava td0 viscoso apds a hidratacdo. As 16:00, a area
obtida de 76,99 mm? estava abaixo das demais. A area deveria estar condizente com
os dados obtidos do método da cianometaemoglobina.

Quando analisamos a area da imagem, os dados produzidos da area séo
reproduzidos. No entanto, temos um menor desvio padrédo e coeficiente de variacao.
Assim, para qualquer efeito de estudo, pesquisa e desenvolvimento de um algoritmo
para estimar hematdécrito e anemia, é crucial incluir o maior nimero de participantes,

elevando ao maximo a populacédo amostral.
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4.4 Construcao do pPAD para quantificacao de ferritina

Como exposto no item 3.4.2, a quantificacdo de ferritina ocorreu a partir da
agregacao das AuNPs conjugadas com anticorpo em disco de papel Whatman n°1.
Para que isto ocorresse, realizamos primeiramente a obtencdo de plasma sanguineo
no interior do UPAD, através de uma membrana, visto que a andalise empregada foi

colorimétrica e a cor do sangue influencia negativamente a anélise.

4.4.1 Obtencao de plasma sanguineo

A obtencdo do plasma sanguineo através da separacdo dos eritrocitos no
interior do uPAD é critica e fundamental, removendo consigo leucdcitos, coloracao
vermelha e a interferéncia de material intracelular, como o DNA. Por exemplo, ao
excluir os eritrocitos do dispositivo, as membranas de separagéo de plasma removem
contribuicdes ndo especificas a um sinal observado, onde a cor vermelha intrinseca
da hemoglobina pode interferir na interpretacdo dos ensaios colorimétricos caso néo
sejam eliminados®.

Li et al. (2015) implementaram com sucesso uma membrana de polissulfona
assimétrica (ASPM) em um dispositivo microfluidico para separacao de eritrocitos
para posterior analise de glicose e colesterol em um mesmo dispositivo!®. Outros
estudos abordam a remocéao dos eritrcitos incorporando anticorpos de aglutinacao.
Apos a adicao de sangue total, os globulos vermelhos se agregam e sdo imobilizados
dentro da matriz do papel, enquanto o plasma €é absorvido pelas zonas de detecc¢éo
adjacentes. Os métodos de aglutinacdo demonstram uma separacao eficaz do plasma
comparavel a da centrifugacédo convencional; no entanto, os anticorpos especificos
utilizados podem nao ser aplicaveis a todos os tipos sanguineos humanos. Além
disso, 0 custo dos ensaios baseados na aglutinacdo pode ser demasiadamente
elevado se forem necessarios multiplos anticorpos por dispositivo. Uma abordagem
mais universal a agregacao dos eritrocitos por solucdes salinas através na geracao
de um gradiente de pressdo osmotica apdés a adicdo de sangue total, o que
subsequentemente induz a crenacéo e agregacédo de glébulos vermelhos'?. Porém,

mesmo esta abordagem englobar todos os tipos sanguineos, o sal podera influenciar
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nas reacdes colorimétricas e até mesmo desestabilizar reagentes devido a forca idnica
do meio.

Nesta situacdo, as membranas para obtencdo de plasma apresentam-se
COmo um meio menos agressivo e mais barato para emprego no YPAD. Vérias
membranas sao comercializadas e/ou desenvolvidas com o objetivo remover
contribui¢cdes ndo especificas. Estas membranas apresentam separacdes passivas no
sentido vertical ou horizontal (Figura 38), da maneira simples e com reprodutibilidade.

Figura 38. Obtencao de plasma de maneira passiva com o uso de membrana. A) Fluxo
vertical e B) Fluxo horizontal.
A) sangue B) sangue

| !

membrana de A membrana de AE——————
separagao : separacgao

plasma
plasma

Fonte: Autoria propria.

Porém, o emprego de membranas depende do meio e amostra utilizados.
Nisso, a empresa Cytiva (antiga GE Healthcare Life Sciences) nos forneceu algumas
amostras do seu portfélio para testarmos. Empregamos em nosso WPAD membranas
GF/DVA, LF1, MF1, VF2 e Vivid Plasma, apresentado resultados favoraveis com
algumas membranas. As membranas de GF/DVA, LF1 e MF1 séo fabricadas de fibra
de vidro, sendo a GF/DVA adequado para amostras de saliva; a LF1 e MF1 adequado
para amostras de soro ou sangue total. A membrana VF2 é adequada como separador
vertical, em camadas simples ou multiplas, para uma ampla gama de volumes de
sangue. Porém, tivemos dificuldade na obtencdo de plasma. A prépria Cytiva
disponibiliza em seu site o funcionamento das membranas, todas baseadas em fibra
de vidro. As membranas retém as particulas tanto no interior como na superficie da
membrana. As particulas maiores permanecem na superficie, enquanto as particulas
menores ficam presas na malha de fibra do vidro. Este efeito de filtragem gradual,

chamada de filtragem de profundidade, reduz o entupimento da membrana, permitindo
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uma filtragem répida e o uso de altas cargas de particulas. A fibra de vidro apresenta
a caracteristica dos glébulos vermelhos se ligarem-se a superficie do vidro,
envolvendo-se em torno da fibra (Figura 39).

Figura 39. Separacédo de glébulos vermelhos por filtro de profundidade que se ligam
as fibras de vidro.
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Fonte: Adaptado de https://www.gelifesciences.com/en/us/solutions/lab-

filtration/knowledge-center/diagnostic-assays-blood-separation-using-depth-filters

Como néao tivemos sucesso na aplicacdo das membranas, nds resolvemos
realizar o MEV para tentar compreender a estrutura de cada material. Fizemos o MEV
de membranas de fibra de vidro que estavam no laboratério, com o objetivo de
encontrar um material que pudesse substituir o material comercial. As imagens estéo

apresentadas na Figura 40.
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Figura 40. MEV das membranas de fibra de vidro. A) MEV membrana LF1; B) MEV
membrana MF1; C) MEYV fibra de vidro marca STARTTECH, porosidade 1,2 um; D)
MEV fibra de vidro MILIPORE; E) MEV Fibra de vidro GE 8133-6621; F) MEV fibra de
vidro marca STARTTECH, porosidade 1,2 um.

Fonte: Autoria propria. Imagens estdo com resolucdo de 2 pm.

A imagem da Figura 40B esta com resolucdo de 3 um e as imagens da Figura
40C, Figura 40D e Figura 40E estdo com resolucdo de 10 pm. Notamos que
independente da fabricante, a fibra de vidro se apresenta de diversas formas, podendo

inclusive surtir efeito distinto no comportamento microfluidico do sangue em funcgéo
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da fabricante. Com objetivo de reduzir custos no desenvolvimento de um pPAD para
obtencédo de plasma sanguineo, testamos uma membrana de nitrato de celulose com
porosidade de 5 um, obtemos plasma no sentido do fluxo do plasma na membrana. O
MEV da membrana de nitrocelulose esta apresentado na Figura 41.

Figura 41. MEV da membrana de nitrocelulose 5 pm.

losc  ENT-15.68 kU WD: 10 An  Hog- 5.80 K X  Dotector SEI
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10sC 5 = 18 nn Mag= 1.68 K X Detector= SE1
1 H Photo No.=283  11-Apr-2019

nn Mag- 5.6 K X
Photo No.:285  11-Apr-2619

Fonte: Autoria préopria. Imagem A apresenta resolucédo de 10 um, enquanto a imagem

B e C apresentam resolucao de 1 e 3 um respectivamente.

Conforme podemos notar, a porosidade da nitrocelulose € heterogénea,
encontrando-se inclusive regides onde ndo ha porosidade. Isto se deve provavelmente
ao processo de sintese ou construcdo da membrana. Apesar de nao termos vistos
aplicacao de nitrocelulose para obtencao de plasma em PPAD, obtivemos plasma no
sentido horizontal de aplicacdo do sangue, demonstrando viabilidade de sua
aplicagcdo, além de ser um material presente no laboratorio e de baixo custo. A
membrana de nitrocelulose apresenta diametro de poro de 5 pum, visto que obtemos
um didmetro médio de 4,2 um e 1,5 um de espessura dos eritrécitos (Figura 42) apos
analise de imagem com o software ImageJ. Este valor esta abaixo do citado por Ward,

Cherian e Linden (2017), onde mencionam que os diametros de eritrocitos humanos
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compreendem um valor de 6 a 8 pm e 1,5 a 2,5 um de espessura®’. Para
Movassaghian e Torchilin (2015), os eritrocitos apresentam diametro meédio de 7 ym

e espessura de 2 um?®8,

Figura 42. Imagem de microscopia Optica de sangue ampliado 40x em laminula de

vidro.

Fonte: Autoria propria.

Devido a diferenca entre o diametro das hemacias identificadas na Figura 42,
e o diametro da membrana de nitrocelulose, em algumas ocasifes, obtemos um
plasma de cor laranja, sendo resultado de hemdlise ou passagem de hemacias pela
membrana, visto que seu volume é alterado pela hidratacéo.

Visto as propriedades do sangue e com objetivo de eliminar este problema,
encontramos na literatura a aplicacdo de uma membrana da empresa Cytiva. Ao
entrarmos em contato com a empresa solicitando uma amostra da membrana Vivid
Plasma para teste, a empresa prontamente nos enviou uma amostra. Um dispositivo
com a membrana Vivid Plasma foi montado e testado, apresentado na Figura 43, onde

conseguimos obter um plasma limpido e com reprodutibilidade, sem hemdlise.
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Figura 43. uPAD construidos com membrana Vivid Plasma para obtencdo de soro
sanguineo no interior do uPAD e de maneira passiva por capilaridade. A) Vista de
cima do pPAD montado sem aplicacdo de sangue humano; B) Vista de cima do uPAD
com aplicacdo de 8,6 pL de sangue humano e C) Vista de baixo do pPAD com
aplicacao de 8,6 pL de sangue humano.

C)

i

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 43A temos apresentado o pPAD montado com a membrana em seu
interior. Vale ressaltar que para o perfeito funcionamento da membrana, € necessario
gue sua montagem siga as instru¢cdes de utilizacdo, com a parte fosca voltado para
cima, onde ocorre a aplicacdo de amostra e a parte lisa brilhante para baixo, regiao
gue migra o plasma. Na Figura 43A esta demonstrado a parte de cima do uPAD, onde
existem duas regides de aplicacdo de amostra de sangue. O volume de sangue
aplicado deve ser respeitado pelo fabricante, onde existe uma quantidade minima e
maxima de volume de sangue para uma determinada area de membrana. Neste
dispositivo aplicamos os discos de membrana possuiam 5 mm de diametro, onde o
volume maximo de amostra de sangue €é de 8,6 L.

A Figura 43B apresenta a vista superior do pWPAD, onde aplicamos o sangue
mediante puncéo na ponta de dedo e o sangue captado através de uma micropipeta.
O volume aplicacéo é de crucial importancia, pois o0 excesso de sangue acaba fazendo
com que eritrocitos transpassem a membrana, inutilizando-a para analise.

Na Figura 43C podemos notar na parte inferior do WPAD o processo de
difusdo, onde as heméacias foram separadas do plasma por um efeito de excluséo de
tamanho de tal forma que apenas o plasma entrou na area de reacdo, identificado
pela coloracdo amarelo do papel filtro. Podemos notar que houve s6 a passagem do

plasma e ndo houve hemdlise.
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Uma etapa de extrema aten¢do € na montagem do pPAD. Como 0 processo
de montagem é baseado no empilhamento de discos de papel e membrana de
separacao, a intensidade de compactacao dos filtros e membranas pode influenciar
na capilaridade de fluidos através da estrutura, conforme Shin et al. (2014) (Figura 44)
demonstraram que comprimindo a matriz do papel em regides especificas, a
porosidade local é reduzida, ocorrendo o aumento da resisténcia do fluxo de fluidos
na regido, podendo alcancar um decréscimo da velocidade do fluxo de até 740%5°.

Figura 44. Processo de compactacao de uma folha de polipropileno, compactado a
esquerda com 13,08 Mpa e ndo compactado a direita.

= V.
)

Fonte: Adaptado de Shin et al. (2014)%°.

Desta forma, optamos na utilizacdo da membrana Vivid Plasma na montagem
de nosso PPAD para obtencéo de plasma e posterior quantificacdo de ferritina, pois
apresentou reprodutibilidade na obtencao de plasma e facil manuseio na montagem
do UPAD.

4.4.2 Conjugacdo das AuNPs para determinacao de ferritina

Para realizar a conjugacdo das AuNPs, foi utilizado uma solucdo cedida de
AuNPs no diametro de 30 nm sintetizadas em citrato de sédio (método de Turkevich).
Estas solucbes foram centrifugadas a 10000 RPM por 5 minutos, com objetivos de
decanta-las no fundo de eppendorfs. O sobrenadante foi retirado e armazenado para
ser utilizado na ressuspensdo das AuNPs posteriormente. As AuNPs foram
ressuspensas com o sobrenadante armazenado, com objetivo de produzir solucdes
com absorbancias de 0,100, 0,200, 0,300, 0,400 e 0,500 U.A. em 525 nm. As
absorbancias foram medidas em espectrofotbmetro com cubeta de 2 mL e caminho
optico de 10 mm e com 5 uL em Espectrofotdmetro NanoDrop 2000/2000C da Thermo

Scientific™, com caminho éptico de 1 mm.
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O processo de conjugacdo em solugcdo e no papel seguiram o protocolo
exposto nas Figuras 12 e 13. Utilizamos o anticorpo ferritina monoclonal (MIF2502)
da ThermoFisher, em PBS e pH 7,4 com 0,09% de azida sédica. A azida de sédio é
um composto iénico inibidor de crescimento bacteriano, utilizado para prevenir a
contaminacao microbiana. Dependendo da sua concentracao, a azida de sédio pode
inibir o acoplamento EDC / NHS ao anticorpo. Para a otimizagcdo da conjugacéao, a
faixa de trabalho de detecgcdo da ferritina foi estabelecido entre 35 e 350 ng/mL,
concentracdo seérica encontrada em humanos adultos contemplando ambos os
géneros.

Com o objetivo de verificar a correta conjugacdo das AuNPs, realizamos
primeiramente a conjugacao das AuUNPs em solucéo e posterior reagdo com ferritina,
visto que ndo estavamos conseguindo resultados com o padréo de ferritina. Assim,
realizamos a compra de um kit para quantificacéo de ferritina através de turbidimetria,
onde o kit apresentava ferritina liofilizada comercial. Na Figura 45 esta apresentado
uma curva analitica de AuNPs de 30 nm conjugadas com soluc¢des de ferritina na
concentracéo 0, 50, 150, 250 e 350 ng/mL.

Figura 45. Solucdes de AuNPs de 30 nm conjugadas e adicionada solucéo de padréao
de ferritina. Ao lado esquerdo esta representado a reacdo com padréo de ferritina e
do lado direito, reacdo com ferritina liofilizada proveniente de um kit comercial de

guantificacéo de ferritina por turbidimetria da Goldanalisa.
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Fonte: Autoria propria.
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Este teste foi realizado para conferir se nossa conjugacao estava funcionando,
visto que a ferritina comercial ndo estava reagindo, conforme demonstrado na
Figura 46 ao lado esquerdo. Ao lado direito est4 apresentado as AuNPs conjugadas
com solucdes de ferritina do kit comercial de turbidimetria, onde é possivel visualizar
a alteracdo de cor a partir do 3 eppendorf, onde o quarto e quinto eppendorf
apresentaram agregacdo completa das AuNPs. Assim, prosseguiu-se com as
conjugacdes nos discos de papel, onde utilizamos a ferritina comercializada no kit para
guantificacdo de ferritina através de turbidimetria.

A conjugacéo das AuNPs foi realizada diretamente no papel para contornar o
efeito de coffee ring, se adicionado a solucdo de AuNPs conjugada diretamente no
disco de papel. Este efeito de coffee ring influencia negativamente na deteccéo
colorimétricas posteriormente, devido a agregacdo das particulas nas bordas do
papel, apresentando heterogeneidade na formacédo de cor. A forma adotada para
contornar este efeito foi acrescentar a solucao de AuUNPs e os discos de papel em um
eppendorf, deixando por 12 horas sob agitacéo. Este processo auxilia na distribuicéo
homogénea no disco de papel (Figura 46A e Figura 46B).

As imagens foram obtidas com o auxilio da camera do smartphone e o suporte
(Figura 22B), ap0s tempo de secagem de 20 minutos da aplicacéo de 8,5 puL solucao
de ferritina no disco de papel, distancia focal fixa de 100 mm e iluminagdo LED do
suporte ativada. Com as intensidades das cores RGB das imagens adquiridas e o
processamento na constru¢do da curva analitica, o canal azul apresentou a melhor

resposta.
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Figura 46. Discos de papel AuNPs conjugadas com 1,5 pg/mL. A) Discos de papel
com AuNPs conjugadas com absorbéncias medidas em espectrofotometro em 525
nm; B) Discos de papel com AuNPs conjugadas com absorbéncias medidas no
NanoDrop 525 nm; C) Obtencé&o das intensidades Vermelho, Verde e Azul (RGB) para
os discos secos onde a absorbéancia da solucdo de AuNPs foram medidas em 525 nm
em cubeta de espectrofotdbmetro e D) Obtencéo das intensidades RGB para os discos
secos onde a absorbancia da solugdo de AuNPs foram medidas em 525 nm
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Fonte: Autoria propria.

Podemos visualizar nas imagens da Figura 46C (obtencdo da intensidade
RGB dos filtros secos apos 20 minutos, com solucdo de AuNP padronizada em
cubeta) e Figura 46D (obtenc¢éo da intensidade RGB dos filtros secos apds 20 minutos,
com solucdo de AuNP padronizada em nanodrop) que com o0 aumento da
absorbancia, h4 o aumento das intensidades das cores que compdem o RGB, com

especial atencdo a Figura 46D. A diferenca na coloracdo dos discos de papel com
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AuNPs conjugadas se deve ao meio empregado de padronizacdo das solugbes de
AuNPs, onde o caminho Optico entre o espectrofotdbmetro e o NanoDrop sé&o
respectivamente, 10 mm e 1 mm. Como a Lei de Lambert-Beer nos prevé que a
absorbancia é diretamente proporcional ao produto do coeficiente de absortividade
molar, caminho Optico e a concentracdo do analito na solugdo. Assim, quando
reduzimos o caminho 6ptico em 10x, de 10 mm para 1 mm, temos um aumento da
concentracdo de AuNPs na ordem de 10x.

Com objetivo de avaliar a alteracdo de cor das AuNPs, realizou-se a plotagem
das intensidades no canal azul da conjugacao nos discos de papel cromatografico
Whatman n°l1 e adicao de ferritina nas concentracdes de 0, 35, 100 e 350 ng / mL. A
Figura 47 apresenta a curva analitica no canal azul com a solu¢cdo de AuNPs
padronizadas em espectrofotometro. A Figura 48 apresenta a curva analitica no canal

azul com a solucédo de AuNPs padronizadas em NanoDrop.

Figura 47. Intensidade no canal azul para determinacgéo de ferritina em discos de papel
Whatman n°1 com solu¢do de AuNPs padronizadas em Espectrofotdmetro. A) discos
de papel apods aplicacédo de solucéo de ferritina e B) discos de papel secos apoés 20

minutos.
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Fonte: Autoria propria. Dados de intensidade no canal azul.

Nota-se que a variacdo da intensidade do canal azul (Figura 47A) pouco
influencia em funcdo da absorbancia inicial das solucées de AuNPs. Vemos na
Figura 47A, na absorbéancia de 0,100, 0,200 e 0,500 U.A., a intensidade do canal azul
cai com o aumento da concentracao de ferritina, mas este comportamento nao é visto

nas concentracdes de 0,300 e 0,400, onde a intensidade aumenta e depois diminui.
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Este mesmo comportamento € visualizado nos dispositivos secos apresentados na
Figura 47B.

Figura 48. Intensidade no canal azul para determinacé&o de ferritina em discos de papel
Whatman n°1 com solugcéo de AuNPs padronizadas em NanoDrop. A) discos de papel

apos aplicacdo de solucédo de ferritina e B) discos de papel secos.
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Fonte: Autoria prépria.

Quando utilizamos solucbes de AuNPs padronizadas com NanoDrop,
observamos uma intensidade do canal azul (Figura 48A) menor que quando
comparado quando utilizado o espectrofotdmetro (Figura 47), tanto umido quanto
seco. Conseguimos visualizar intensidades inferiores, mesmo quando as solu¢cdes
gue foram padronizadas com NanoDrop apresentam maior concentracdo de AuNPs.
Estes resultados demonstram que o aumento de AuNPs conjugadas presentes nos
discos de papel cromatografico, ndo significa que havera um aumento na intensidade
dos sinais, como exposto.

Podemos ver na Figura 48, que ha uma diminuicdo da intensidade do canal
azul em funcdo do aumento da absorbancia da solucédo de AuNPs. Esta diferenca &
reduzida quando o papel esta seco. As intensidades apresentaram uma tendéncia de
reducédo da intensidade do canal azul quando seco nas absorbancias de solucédo de
AuNPs 0,100; 0,200 e 0,300.

Na Figura 49 esta apresentado a plotagem das intensidades no canal azul
para determinacao de ferritina, onde a conjugacao foi realizada diretamente no disco
de papel cromatografico Whatman n°1 com solucdo de AuNPs calibradas no

NanoDrop, visto a coloracédo apresentada na Figura 48A e Figura 48B.
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Figura 49. Intensidade no canal RGB para determinacao de ferritina em discos de
papel Whatman n°1 com solu¢do de AuNPs de 30 nm conjugadas com 1,5 ug/ mL de

anticorpo e aplicacao de ferritina. Os dados foram abstraidos dos discos de papel apés
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Fonte: Autoria propria.

A linearidade da curva de calibracdo apresentou faixa de trabalho entre 0 e
2000 ng / mL, sendo perceptivel sua aplicagdo em amostras bioldgicas, visto que sua
concentracao sérica compreende entre 30 e 300 ng / mL.

Podemos notar que a determinacéao visual de ferritina nos discos com AuNPs
conjugadas nao foi possivel, porém foi possivel extrair os dados de intensidade de cor
com o tratamento de imagem do spot em RGB e construir uma curva analitica com

coeficiente angular 0,988.
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4.5 Caracterizagédo das AuNPs

As AuNPs foram caracterizadas através da utilizacdo de um Microscopio
Eletronico de Varredura com emisséo de campo (MEV-FEG), marca Japan Electron
Optics Ltd., modelo: JSM 7200F para descrever suas propriedades morfolégicas. Na
Figura 50 est apresentado a imagem da solucao de AuNPs com a sua distribuicao

de tamanho.

Figura 50. MEV — FEG da solucdo de AuNPs de 50 nm. A) Imagem e B) Distribuicdo

do tamanho das AuNPs.
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Fonte: Autoria prépria.

Com intuito de visualizar o resultado da reacdo antigeno-anticorpo na
superficie do disco de papel para o uPAD, realizamos um imageamento apresentado
na Figura 51 e Figura 52.

Este procedimento foi realizado para verificar se a conjugacdo das AuNPs
estaria ocorrendo na parte interna ou superficial do papel, visto que o substrato é

poroso.

66



Figura 51. MEV — FEG de um disco de papel Whatman n°l apds conjugacdo das
AuNPs de 30 nm, apoés adi¢édo de 8,5 uL de uma solugao de 1,5 ug / mL de anticorpo.
A) Regido da fibra de celulose onde foi identifcado AuNPs; B) e C) regides onde foram
realizados zoom da imagem A e D) AuNPs com diametro de 35 nm.
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Fonte: Autoria propria.

E possivel visualizar nas imagens da Figura 51 as fibras de celulose, onde
pontos brancos foram localizados em sua superficie. Com o0 zoom, € possivel
visualizarmos na Figura 51D um aglomerado de esferas, com diametro médio de 35,5
nm, resultantes das AuNPs. Como a adicdo de AuNPs ao papel foi realizado em
solucdo conforme protocolo demonstrado na Figura 13 e Figura 14, esperavamos que
AuNPs ficassem espagadas de maneira uniforme na superficie das fibras de celulose

em todo o espacgo, 0 que nao é visualizado.
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Figura 52. Imagem MEV — FEG/EDX de um disco de papel Whatman n°l apos
conjugacao das AuNPs de 30 nm, apds adigéo de 8,5 yL de uma solugéao de 1,5 ug /
mL de anticorpo. A) Regido da fibra de celulose onde foi identifcado AuNPs e B)
caracterizacdo EDX de regido localizada com ouro na superficie do papel.

A) B)

130
MAG: 15.0kx HV:15kV WD:10.0mm Px:8nm

130
MAG: 15.0kx HV:15kV  WD: 10.0 mm

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 52 podemos visualizar uma regido onde foi localizado as AuNPs
com espectroscopia de energia dispersiva de raios-X, apresentando coloragcao azul.
Os pontos verdes e vermelhos representam elementos de carbono e oxigénio,
decorrentes da estrutura da celulose e dos reagentes utilizados durante a conjugacao,

como o anticorpo, PBS, BSA e EDC/NHS que pode terem adsorvidos na superficie.

4.6 Aplicativo de smartphone para deteccao de anemia

Em conjunto com o desenvolvimento do yPAD, um algoritmo foi desenvolvido
por pesquisadores da Universidade de Juiz de Fora. Segundo o grupo parceiro, 0
aplicativo estd em processo de aprimoramento e a aquisicdo de dados sendo
desenvolvido primeiramente para Android. O aplicativo apresenta o banco de dados
para armazenamento de usuarios, assim como analise e armazenamento da imagem.

Em relacdo ao algoritmo para tratamento das imagens para anemia, foi
realizado primeiro uma segmentacdo da imagem para identificacdo das classes
“sangue” e “nao sangue”. O algoritmo cria segmentagdes por crescimento de regides,
onde 0s pontos proximos e com caracteristicas semelhantes sdo agrupados.
Posteriormente a agrupacao, é analisado o HSV (Hue, Saturation, Value) e RGB (Red,

Green, Blue) médio de cada regidao de acordo com os pixels da regido. Ainda é obtido
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o centroide da gota de sangue, de onde séo feitas retas até o fim da gota e a variacdo
do tamanho das retas, obtendo assim valores de area e perimetro. A Figura 53 ilustra

€SSe processo.

Figura 53. Demonstracao do processamento da imagem através do aprendizado de

méaquina. A) Imagem original; B) Imagem processada.
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Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados abstraidos, foi criado um modelo de regressao utilizando
SVR (Support Vector Regresssion) para prever o teor de hematdcritos. O modelo foi
utilizado cross-validation com 6 conjuntos, o modelo obteve um coeficiente de
determinacao (R?) de 0,919 (Figura 54).

Figura 54. Relacao entre hematdcrito observado e estimado.
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Fonte: Autoria propria.
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Apesar da pequena quantidade de dados, foi realizado aprendizado de
méaquina e aprendizado profundo. Modelos como SVM, MLP, Floresta Aleatoria,
Regressdo Logistica, Classificacdo Ridge, Gaussian Naive Bayes, Gradiente
Descendente Estocastico, KNN, Analise dos Discriminantes Quadraticos e Gradient
Boosting foram utilizados no aprendizado de maquina. O modelo SVM (Support
Vectors Machine) apresentou resultados superiores aos outros, com uma acuracia de
0,915 e curva ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) de 0,679. A Curva ROC
representa a relacdo entre a sensibilidade e a especificidade de um teste diagndstico
guantitativo.

No aprendizado profundo utilizou-se a funcéo de perda para cada parametro
de treinamento, com o modelo apresentando boa relagdo entre o aprendizado, e
acuracia como apresentado na Figura 55. Epocas é um parametro de treinamento de
uma rede neural, sendo basicamente a quantidade de vezes que os dados séo

apresentados para a rede, ajustando 0s pesos internos conforme a necessidade.

Figura 55. Resultados do aprendizado profundo. A) Numero de vezes de treinamento
da rede e B) acuracia da rede.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo explorar a potencial de aplicacdo e
desenvolvimento de um PPAD para realizar a triagem de anemia através da
guantificacdo de hemoglobina, hematdcrito e ferritina.

O desenvolvimento do WPAD para determinacdo de hematdécrito apresentou
boa correlagdo com os resultados obtidos junto ao HemoBanco. Utilizou-se papel
cromatogréafico Whatman n® 1 em sua constru¢do, material que apresenta um valor
elevado quando comparado a concorrentes e que influenciara no custo final do uPAD.
Porém, este maior custo € abatido quando analisamos a qualidade do material quando
comparado com outras marcas de valor inferior, respaldado principalmente ao risco
reduzido da empresa Cytiva, proprietaria da Whatman, em descontinuar sua
producéo, visto que este papel cromatografico € um material muito empregado e ja
estabelecido na quimica.

Os resultados para quantificacdo de hematdcrito sdo promissores, mesmo se
tratando de uma matriz complexa, onde a variabilidade regional, alimentacéo,
hidratacédo, idade e género influenciam diretamente no comportamento sanguineo.
Verificamos que fatores de hidratacéo, horario de coleta de sangue, género e idade
oferecem distor¢cdes nos resultados, tanto na quantificacdo de hemoglobina, quanto
na quantificacdo de hemataocrito.

Parametros na determinacéao de hematdcrito foram controlados com sucesso,
reduzindo o desvio padrdo e aumentando a acuracia da determinacdo. Parametros
como de adicdo da amostra sanguinea no papel, calibragcdo de tamanho e cor no
MPAD, tempo para realizar a aquisicdo de imagem, construcao do suporte de acrilico
para aquisicdo de imagens pelo smartphone, iluminacéo controlada e distancia focal
fixa foram decisivos para o andamento e aproveitamento do projeto.

O aplicativo de celular mostrou-se uma ferramenta para analise interessante,
visto a automacéo do processo, integrando os dados do paciente com a possibilidade
de integrar a localizacdo através de GPS (Global Positioning System). Os dados
poderdo ser utilizados como parametros de tomadas de decisdo do governo para
controle de saude da populacdo. O modelo matematico para obtencado de resultado
do hematdcrito podera ser otimizado com a alimentacao de mais resultados, podendo

inclusive aumentar sua acuracia dividindo os resultados em fungéo de idade e género.
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Esta divisdo nao foi realizada devido a quantidade de amostras de conseguimos
durante a realizacao do estudo.

Assim, observamos que os resultados demonstraram a possivel substituicdo
de equipamentos utilizados para determinacdo de hematdcrito e hemoglobina pelo
nosso HPAD. Além do papel ser um material biodegradavel, de facil acesso e ocupar
pouco espaco em conjunto com um aplicativo Android acessivel e aplicavel para
qualquer smartphone, reduziria consideravelmente o custo destas andlises, com
emprego em locais até remotos.

A quantificagdo de ferritina com AuNPs conjugadas tiveram resultados
promissores. A etapa crucial para sucesso deste teste foi a obtencéo do plasma in situ,
com reprodutibilidade, auséncia de hemolise e de maneira passiva com a utilizacédo
de membrana Vivid Plasma da Marca Cytiva.

Os dados para quantificacéo de ferritina sérica foram realizados com padroes,
nao sendo aplicado em campo com amostras de sangue. Porém os resultados
demonstrados até o momento foram satisfatorios, com aumento do sinal de
intensidade quando secos. Notamos que o aumento de AuNPs conjugadas no disco
de papel cromatografico ndo aumentaram o sinal de intensidade, assim como a
distribuicdo das AuNPs ndo foi homogéneo como demonstrado na imagem de
microscopia eletronica de transmissdo. Todavia, a aplicacdo de amostra real ao
dispositivo podera distorcer os resultados aqui apresentados, visto que 0 sangue

apresenta uma miriade de biomarcadores bioguimicos, imunologicos e moleculares.
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Desenvolvimento de um dispositivo microfiuidico baseado em papel (UPAD) para diagnostico
rapido em amostras de sangue no local de atendimento (POC)

4. Duracéo da Pesquisa

[ 4 anos

5. Nome do Pesquisador Responsavel

Cleyton Nascimento Makara

Cargo/ Fungdo: Doutorando | N® de registro do Conselho Regional:

6. Instituicao/lnstituigbes

| Universidade de S3o Paulo
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Universidade de Sao Paulo
Instituto de Quimica de S3ao Carlos

Servigo de Pés-Graduagao
1QSC Caixa Postal 780 13560-070 Sdo Carlos—SP  Te- (16) 3373-0000

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa & sobre "Desenvolvimento de um dispositive microfluidico baseado em
papel (UPAD) para diagnostico rapido em amostras de samgue no local de atendimento (POC) e
esta sendo desenvolvida pelo pesguisador doutorando Cleyton Mascimento Makara do Instituto de
Cuimica de S8o0 Carlos da Universidade de S&o Paule (USP), sob a orientagio do Prof Dr.
Emanuel Carriho. Os objetivos do estudo s3o desenvolver um dispositive portatil e de baixo custo
em papel para auxiiar no diagnostico e controle de anemia, glicemia, hemoglobina glicada,
colesterol, bilirubina, ferritina e intolerdncia a lactose. A finalidade deste frabalho & contribuir para
o desenvolvimentio de um dispositive de baixo custo e de facil manuseio, que podera fuluraments
ser implementado pelo governo e oferecer o resultado em tempo real ao paciente. Gostariamos de
solicitar sua colaboragio e autorizagio para que seja realizada uma coleta de 05 ml de sangue
através de pungdo de uma veia periférica (antebrago ou brago) e apresentar os resultados deste
estudo em eventos da area de salde e publicar em revista cientifica nacional efou intemacional.
Por ocasido da publicagio dos resultados, seu nome sera mantide em sigilo absoluto. Informamos
que essa pesquisa podera ocasionar desconforto passageiro mo local da picada para coleta de
sangue. O resultado dos exames sera devolvido e, caso os resultados se apresentem fora dos
valores de referéncia, o voluntario sera crentado para procurar o adequado acompanhamento
médico via SUS ou medicina privada. Qualguer divida, favor entrar em contato com o pesquisador
responsavel atraves Cleyton Mascimento Makara atraves do e-mail cleytonmakara@gmail.com, ou
pelo nimero (18) 3373-8270 [ (18) B2142-4864. Esclarecemos que sua participagio no estudo &
woluntaria e, portanto, of{a) senhor(a) ndo & obrigado(a) a fomecer as informagdes efou colaborar
com as atividades solicitadas pelo Pesguisador{a). Caso decida nSoc participar do estudo. ou
resolver a qualjuer momento desistr do mesmo, n3c sofrera nenhum dano, sendo-lhe
resguardado o direito de sigilo e privacidade durante toda pesquisa. Os pesquisadores estardo a

sua disposicio para qualguer esclarecimenty que considere necessaro em qualquer etapa da

pesquisa.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.
Sdo Carlos, de de

Aszsinatura do Participante ou Responsavel Assinatura do Pesquisador Responsavel

Para qualquer quest3o, divida, esclarecimento ou reclamagio sobre aspectos éticos relativos a este
profocolo de pesquisa, favor entrar em contate com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Fammaceuticas da Universidade de 530 Paulo: Av. Prof Lineu Prestes, 680, Bloco 13
A, Butant3, S3o Paulo, CEP D5508-000, Telefones 3001-3822 o 3001-3877, e-mail: cepfefiusp br.

Pagina 2 de 2




ANEXO |l — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

IRMANDADE DA SANTA CASA
CEP DE MISERICORDIA DE SAO %M"W“"F

BANTA CABA o Caron CARLOS

PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desanvolvimenio de um dispositive microfluidico baseado em papel (jPAD) para
diagndstico rapido em amosiras de sangue no local de alendimenta [(POC)

Pesquisador: CLEYTOMN NASCIMENTO MAKARA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 15478519.1.3001 8148

Instituicao Proponente: IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE 540 CARLOS
Patracinador Principal: FUND COORD DE APERFEICCAMENTO DE PESS0AL DE MIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 4.314.463

Apresantacdo do Projeto:

O projedo apresenta-se bem estrulurado a justificado, de facil compreensao.
Objetive da Pesquisa:

O objetive da pesquisa esta claro & bem especificado

Avaliagao dos Riscos & Beneficios:

Os riscos ao pacienle que conslam no projeto estdo claros e bem esclarecidos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pasquisa e saus objetivos astdo clares @ bem aprasentados.

A questio abaixo foi levantada pelo CEP a respeito da metodologia, mas ndo compromelem o estudo do
ponto de vista atico.

- A analise dos exameas sard faila através de imagem (reagdes colorimatricas). Como o pesquisadar vai

avaliar as amosiras cuja resposia sera dado em tons de vermealho @ marrom (glicose), uma vez que pode se

confundir com a coloragio do sangue?

Endereca: R Paulino Bolelho de Abrew Sampaio, 573

Bairro: Vila Pureza CEP: 13573284
UF: 5P Municipio: SAD CARLOS
Telefone: |(18)35058.1305 E-mail: cepf@saniscasscancados.com br
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EP IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIADE SA0 GR8rasl
ey CARLOS

Continuacdn oo Pansoer 4.314 463

Consideracdes sobre o5 Termos de apresentacdo obrigatdria:

Apresanta-sa bam radigido e claro. O pesquisador apresanta o projelo com clareza e explica a molivagao do
asiudo. Também esclarece que os dados pessoais serd0 mantidos em sigilo @ gue o paciente tem liberdade
para deixar o estudo 58 assim desajar, sem prajuizos a sua parle. O pesqguisador esclareca os riscos de
farma objativa (Iinformamos que es5a pesquisa podera ocasionar desconforto passageiro no local da picada

para coleta de sangue®)
Sugiro algumas modificacdes para tornar o TCLE mais convidativo ao participante:

- Evitar convoecachas a trocar os lermos por conviles. Exemple: Trocar o trecho "Solicitamos a sua
colaboragan”™ por "Gostariamos de solicitar a sua colaboragio”

Acroccontar um lelefone do contalo pessoal do posquisador {celular) ao TCLE
Recomendacdes:
Recomendamos peguanas modificacias para tornar o TCLE ainda mais convidativo ao pariicipanta, como
trocar o termo “Solicitamos a sua colaboragdo” por "Gostariamos de solicitar a sua colaboragan”.

Também recomendamos que o pasquisador adiciona um namere de contato pessoal (Celular) noe TCLE

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Projeto aprovado com sugestdo de pequenas modificagies

Consideracdes Finais a criterio do CEP:

Este paracer foi elaborado basaado nos documentos abaixo relacionados:

Tipa Dacumento Arguivo Pastagam Altar Siluagao
Informacdes Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 17/0%2020 Acaito
do Projeto ROJETO 1517302 pdf J2:41:34
Declaracso da CartadeAnuenciadalnstiluicaoSantaCas | 17/08/2020 |CLEYTOM Acailo
concordancia a.pdf 22:40:54 |NASCIMENTO

RUARARLA

Projeto Detalhado /| ProjetoComiteEticaslerado WS03.docx | 10V0B/2020 |CLEYTOMN Acailo
Brochura 14:12:25 |NASCIMENTO

jgador MAKARA
TCLE /[ Tarmos de | TCLE_ 05 pdf 04102019 |CLEYTON Acailo
Assanlimanto / 10:30:47 |NASCIMENTO
LJustificaliva de PARARA
Endere¢a: R Paulino Botelha de Abreu Sampaio, 573
Bairra: Vila Pureza CEP: 13.573-284
UF: 5P Municipia: SA0 CARLOS
Telefone: |16)3509.1305 E-mail: cepf@saniacasasancarios. com br
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Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacio da CONEP:
MN&o
SAD CARLOS, 01 de Outubro de 2020
Assinado por:
rodrigo bezerra de menazes raiff
(Coordenador{a))
Enders¢o: R Paulino Bolelho de Abreu Sampaio, 573
Bairmo: Wila Pureza CEP: 135732484
UF: 5P Municipio: SA0 CARLOS
Telefone: (18)3500-1305 E-mail: cepfdsaniacasasaccatios.com.br
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