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Resumo

A determinagdo do tipo sanguineo é um dos testes clinicos mais importantes que
precede uma transfusdo de sangue. Em situacdes de emergéncia, as transfusdes sanguineas
sdo criticas, especialmente quando ndo ha tempo para determinar o tipo de sangue do paciente,
devido ao seu estado clinico, sendo a transfuséo realizada com base no dador universal (tipo
sanguineo O negativo). Esta situacdo pode acarretar um conjunto de complicacfes clinicas para
0 paciente. Os sistemas e métodos existentes, atualmente, para a determinacdo do tipo
sanguineo apresentam algumas limitages, nomeadamente: subjetividade no caso dos métodos
manuais; e elevado custo e tempo de resposta, no caso dos sistemas automaticos.

Assim, no ambito desta dissertacdo foi desenhado e construido um dispositivo
automatico para a determinacdo do tipo sanguineo ABO-Rh, com as seguintes caracteristicas:
pequenas dimensfes, 150 mm x 120 mm x 70 mm; portatil, permitindo a realizacdo de
anélises proxima do paciente; baixo custo, em relagdo aos sistemas automaticos existentes no
mercado; e tempo de resposta curto, permitindo a realizacdo de uma analise em menos de 5
minutos. Estas caracteristicas tornam o dispositivo vantajoso para operar especialmente em
situacBes de emergéncia e fora dos laboratdrios de analises clinicas, minimizando algumas das
limitagbes dos sistemas/métodos atuais. O dispositivo implementado recorre  a
espetrofotometria, por absorcdo Otica, para detetar a reacdo de aglutinagdo em amostras
sanguineas, previamente preparadas e introduzidas no sistema. O protocolo experimental
utilizado baseia-se na preparacdo de quatro amostras de teste, recorrendo ao protocolo
convencional em lamina, em que sdo utilizadas amostras de sangue total misturadas com
solugbes comerciais de anticorpos tipo A, B, AB e D. Uma vez introduzidas, simultaneamente, as
amostras de teste no dispositivo, este determina trés valores de densidade Gtica (DO) por
amostra, em comprimentos de onda especificos. Com base nestes valores, o sistema classifica
cada uma das amostras em aglutinada ou ndo aglutinada e determina o tipo sanguineo em
anélise, por aplicagdo de um algoritmo de decisdo implementado no dispositivo. Os elementos
base do dispositivo séo: um sistema de LEDs e a sua eletronica de controlo; fotodiodos e a sua
eletronica de leitura e um microcontrolador com display tactil (interface do utilizador com o
dispositivo).

O sistema foi testado e validado em ambiente laboratorial utilizando amostras
padronizadas cedidas pelo Instituto Portugués de Sangue, correspondentes a diferentes tipos de
sangue ABO-Rh.
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Abstract

Blood type determination is one of the most important clinical tests that precede a blood
transfusion. In emergency situations, blood transfusions are critical, once usually, due to the
patient condition there is no time to blood typing and it is administered the universal donor blood
type (O negative). This situation can bring some clinical risks to the patient. The systems and
methods available nowadays to blood typing have some limitations, such as, the subjectivity of
the manual tests and the high cost and time response of the automatic systems.

Therefore, in this thesis, it is presented an automatic electronic device to ABO-Rh human
blood typing with the following features: miniaturized, 150 mm x 120 mm x 70 mm; portable,
allowing blood type determination near the patient; low-cost, comparing to the automatic systems
available today; and fast response time, allowing performing analysis in less than 5 minutes. With
these features the system is especially advantageous to operate in emergency situations and
outside a conventional clinical laboratory, decreasing some limitations of the existents
systems/methods. The developed device is based on a spectrophotometric approach and in the
detection of agglutination reaction in the test samples, previously prepared and introduced into
the device. The experimental procedure is based on the conventional plate protocol, i.e.,
preparation of four test samples by mixing blood samples with commercial antibodies solutions
type A, B, AB and D. The samples are, simultaneously, introduced into the system and three
discrete values of optical density (for each sample) are obtained at specific wavelengths. Based
on these values, the device classifies each sample in agglutinated or non-agglutinated and
determines the blood type by the application of a decision algorithm, based on the samples
classification. The basic elements of the implemented device are: a group of LEDs and its
electronic control system, photodiodes and their electronic reading system and a microcontroller
with a touchscreen (user interface with the device).

The system has been tested and validated in the laboratory using standardized samples,

corresponding to different blood types ABO-Rh, provided by the Portuguese Blood Institute.
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Introducéo

Capitulo 1 — Introducéo

O presente capitulo apresenta uma pequena descri¢do dos conceitos tedricos associados
a0 sangue humano, ou seja, a sua constituicdo e 0s seus varios tipos. Para além disso, sdo
abordados os sistemas e métodos ja existentes para determinacdo do tipo sanguineo, bem como
as suas vantagens e desvantagens. Sdo ainda relatados a motivacdo e 0s objetivos da
dissertacdo bem como a estrutura deste documento. Apresentam-se, no final do capitulo, os

resultados da atividade cientifica desenvolvida no ambito do trabalho.

1.1 Sangue Humano: constituicao

O sangue é um componente essencial a vida [1]. Este apresenta inumeras funcdes no
corpo humano, sendo as principais o controlo da temperatura corporal e a viabilidade celular,
através do transporte de calor, oxigénio, nutrientes, dioxido de carbono e produtos resultantes do
metabolismo celular [2, 3]. O corpo humano possui cerca de cinco litros de sangue que circulam
continuamente numa rede de vasos [1, 2]. O sangue constitui cerca de 8% do peso corporal total
[1]. No entanto, a sua quantidade depende de varios fatores, entre os quais a idade, o sexo, 0
peso, entre outros [2].

O sangue € constituido por um fluido principal, o plasma sanguineo, e por um conjunto
de componentes celulares, os eritrocitos, os leucécitos e as plaquetas [1]. Todos estes
elementos apresentam uma funcdo bem definida [2, 3]. Para além disso, estes compostos
podem ser isolados e testados em laboratério dando informacdes vitais do estado de salde de
cada pessoa [1, 2]. De facto, a analise do sangue é a principal forma de diagndstico de doencas
e contribui para o sucesso de procedimentos que visam o salvamento de vidas, como as
transfuses sanguineas e os transplantes de medula [2].

Cerca de 40% do volume sanguineo € constituido por eritrécitos, também designados de
glébulos vermelhos [3]. Estas células ndo tém a capacidade de se movimentar ativamente, pelo
que apenas se movem através das forcas responsaveis pela circulacdo sanguinea. S&o
continuamente produzidos na medula 6ssea e a sua forma, se no estado normal, assemelha-se
a uma esfera biconcava com um didmetro médio de 7,5 um, com as extremidades mais
espessas que o centro da célula [1, 3]. Os glébulos vermelhos tém caracteristicas especificas,
uma vez que necessitam de resistir a elevada pressdo nos grandes vasos sanguineos e, ao
mesmo tempo, ter uma elevada elasticidade para circular nos pequenos capilares [3]. O

componente principal dos glébulos vermelhos é uma proteina molecular designada hemoglobina.
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Esta ocupa cerca de um terco do volume total da célula e é responsével pela sua cor vermelha
[1]. A principal funcdo dos eritrocitos é o transporte de gas no sangue, ou seja, a transferéncia
de oxigénio, dos pulmdes para os tecidos, e de didxido de carbono, dos tecidos para os pulmdes.
Tal capacidade deve-se a presenca de hemoglobina nos eritrcitos [1-3]. Por fim, é ainda de
referir que cerca de 2,5 milhdes de eritrécitos sdo destruidos por segundo, sendo uma perda
pouco significativa, uma vez que existem cerca de 25 trilibes contidos na circulagdo de um
adulto normal. Para além disso, os eritrécitos destruidos séo substituidos por outros, em cada
segundo, por um processo designado por eritropoiese: [1].

Os leucdcitos ou também chamados de glébulos brancos representam cerca de 1% do
volume sanguineo [3]. Sdo células claras ou esbranquicadas, com um ndcleo, responsaveis pela
protecdo do corpo contra 0s microrganismos invasores, como bactérias, virus e fungos [1, 3].
Para além disso, tém a capacidade de remover células mortas e corpos estranhos do organismo.
Ao contrério dos eritrocitos, anteriormente abordados, a maioria dos leucdcitos tem a
capacidade de se movimentar através de projecBes irregulares do citoplasma. Tendem a
acumular-se nos locais de infecdo, fagocitando bactérias e corpos estranhos. Existem cinco tipos
de leucacitos: neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfécitos [1]. Cada um destes tipos
é responsavel por uma funcéo especifica e apresentam um didmetro médio na gama de 7,5 —
22 um. A semelhanga dos eritrdcitos, os leuctcitos sdo produzidos na medula Gssea e o seu
tempo de vida pode ser muito variavel, podendo ir de apenas a algumas horas até mais do que
um ano [3].

As plaquetas, usualmente designadas por trombdcitos, sdo 0s elementos sanguineos
mais pequenos, com um diametro médio de 3 um e em forma de disco. A sua principal funcéo €
a capacidade de paragem de uma hemorragia [1, 3]. Esta habilidade é realizada pela formacéo
de um agregado plaquetério que tem como funcéo ocluir ruturas nos vasos e impedir o fluxo de
sangue através das mesmas [1]. O processo de paragem de uma hemorragia € bastante
complexo e envolve a participacdo de varios tipos de fatores de coagulacdo, existentes no
plasma, que interagem com as plaquetas. Outra das fungdes das plaquetas é a estimulacéo do
sistema imunitario [3]. E ainda de referir que as plaquetas s&o produzidas na medula e tém

cerca de 5 a 9 dias de vida.

* Processo pelo qual novos eritrocitos sdo produzidos na medula 6ssea, em Varios estégios e a partir de uma célula méae, o
hemacitoblasto [1] S. Rod, P. Tate, and S. Trent, Anatomia & Fisiologia, 1° ed., Lishoa: Lusodidacta, 2001, [2] K. Rogers,  Blood:
Phisiology and Circulation, 1° ed., New York: Britannica Educational Publishing, 2011.
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Por fim, o plasma representa cerca de 55% do volume sanguineo. E uma solugéo
complexa composta por mais de 90% de agua, onde os eritrocitos, os leucdcitos e as plaquetas
se encontram dispersos [1, 2]. E também constituido por lipidos, agucares, vitaminas, minerais,
enzimas, hormonas, fatores de coagulacéo, proteinas e anticorpos [1, 3]. Uma vez que o sangue
esta em constante circulagdo por todo o corpo, 0 plasma é capaz de transportar alimento para
as celulas sanguineas e remover os produtos resultantes do metabolismo celular [2, 3].
Desempenha também um papel importante no transporte dos eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas
e no controlo da pressdo sanguinea e da homeostasia [2]. Dos restantes 10% das substancias
que constituem o plasma, as proteinas sdo as mais abundantes, sendo a proteina albumina a
mais usual. Esta é importante na regulacdo do movimento da agua entre os tecidos e 0 sangue
[1, 2]. E ainda de referir que o volume plasmético mantém-se aproximadamente constante, uma
vez que a quantidade de agua absorvida pelo sistema digestivo corresponde a agua excretada
pelos rins, pulm@es, tubo digestivo e pele [1]. Um conceito também importante € o significado
de soro sanguineo, que se refere a plasma sanguineo no qual os fatores de coagulacdo do

sangue foram removidos [3].

1.2 Grupos Sanguineos

Se uma grande quantidade de sangue for perdida do organismo, o volume de sangue
deve ser aumentado. Caso contrario, 0 doente podera entrar em colapso cardiovascular, choque
irreversivel ou até mesmo morrer [4]. O processo de transferéncia de sangue é designado por
“transfusdo”. Contudo, os primeiros procedimentos realizados neste sentido traziam muitos
problemas para o recetor, pois originavam reacfes pos-transfusionais graves, podendo mesmo
originar a morte do doente. Sabe-se atualmente que tais reaces sao devidas as interacdes entre
antigénios, presentes na superficie dos eritrécitos, e anticorpos, que se encontram no plasma
sanguineo. Os anticorpos sdo moléculas muito especificas que apenas combinam com um tipo
de antigénio muito bem definido [1]. Portanto, quando um anticorpo do plasma se liga ao seu
correspondente antigénio na superficie dos eritrocitos, ocorre um processo designado de
aglutinacdo, ou seja ha a formacéo de uma ponte molecular entre eritrocitos provocando a sua
agregacdo [1, 3]. Para além disso, a interacdo anticorpo-antigénio (aglutinacdo) pode originar
outras reagdes graves como a rutura dos eritrcitos [1].

Os antigénios presentes na superficie dos eritrocitos podem ser muito variados. Tais

antigénios definem os grupos sanguineos [1, 5]. A existéncia de tipos sanguineos foi descoberta
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no inicio do século XX, quando Landsteiner notou que o plasma de certos individuos aglutinava
eritrcitos de outros [6].

Atualmente s&o reconhecidos varias dezenas de grupos de sangue, em que muitos sdo
raros de encontrar. Os sistemas ABO e Rh sdo, atualmente, os mais importantes, no que diz
respeito as transfusdes sanguineas [1, 5, 7]. No entanto, existem também outras classificagdes
mais raras, como: Lewis, Duffy, MN, Kidd, Kell e Luterano [1]. Uma vez que o0 objetivo do
presente trabalho € a criacdo de um dispositivo para identificacdo dos tipos sanguineos ABO e

Rh, apenas estes serdo abordados seguidamente.

1.2.1 Sistema ABO

O sistema sanguineo ABO — tabela 1.1 — é definido pela existéncia de antigénios na
superficie dos eritrécitos do tipo A (sangue do tipo A), do tipo B (sangue do tipo B) ou ambos 0s
tipos (sangue do tipo AB). Podem existir ainda eritrocitos que ndao tém antigénios A nem B
(sangue do tipo O) [1, 5, 7, 8].

No que diz respeito ao plasma sanguineo, um individuo com sangue do tipo A contém
anticorpos do tipo B que atacam os antigénios tipo B. Seguindo a mesma ldgica, o plasma
sanguineo de um individuo com sangue tipo B contém anticorpos tipo A [1, 7, 8]. Portanto, 0
plasma de um dado tipo sanguineo contém o isoanticorpo natural (Anti-A e/ou Anti-B) que
corresponde ao antigénio que nao esta presente na superficie dos seus eritrdcitos [5]. Por essa
razao o tipo sanguineo AB ndo contém nenhum anticorpo no seu plasma e o sangue do tipo O

contém os anticorpos Ae B [1, 5, 8.

Tabela 1.1 Sistema sanguineo ABO [5].

Grupos sanguineos Antigénios eritrocitarios Anticorpos plasmaticos
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB Nao tem
0 Nao tem Anti-A e Anti-B

A definicdo de dador é aquele que doa sangue para um recetor, que € quem o recebe
apos perda de grandes quantidades de sangue [1]. Contudo, as transfusdes de sangue podem

tornar-se perigosas se, por exemplo, € transportado um antigénio para um recetor que contém
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anticorpos dirigidos a ele (incompatibilidade ABO), levando a ocorréncia de aglutinacdo ou até
mesmo a rutura dos eritrdcitos [4, 5]. Outras reacbes pos-transfusionais graves podem ocorrer
como consequéncia da aglutinacdo dos eritrécitos, sendo o risco do paciente proporcional a
quantidade de sangue incompativel transfundido [4]. Assim, normalmente s se praticam
transfusbes entre dadores e recetores do mesmo grupo sanguineo, ou seja, um individuo com
sangue do tipo A doa a um recetor do tipo A, garantindo que ndo ocorre reacdo ABO a
transfusdo. Pelo contrério, se um dador do tipo A doa sangue a um individuo tipo B, por
exemplo, havera reacdo a transfusdo, ou seja, aglutinacdo, uma vez que 0 recetor contém
anticorpos tipo A que atacam os antigénios tipo A dos eritrécitos fornecidos pelo dador — figura
1.11[1, 3].

@ -

anticorpo-antigénio
Anticorpo tipo B em sangue )

Sangue tipo A do dador )
tipo A do recetor

Sem aglutinacao

4 K \ /f
) ) Interacéo N |
Sangue tipo A do dador Antlcorpo tipo A em sangue Anticorpo-antigénio &
tipo B do recetor

Aglutinacao

Figura 1.1 Reacdo de aglutinagdo. Sangue do tipo A num recetor do mesmo tipo ndo causa aglutinagdo porque 0s
anticorpos tipo B do recetor ndo combinam com os antigénios tipo A do dador. Pelo contrario, sangue do tipo A num
recetor tipo B causa aglutinacdo porque 0s anticorpos tipo A do recetor combinam com os antigénios tipo A do
dador (adaptado de [1]).

Contudo, o tipo sanguineo O é considerado dador universal, uma vez que ndo tem
antigénios na superficie dos eritrocitos, e por essa razdo, & muitas vezes administrado a doentes
em que a transfusdo se realiza em casos de emergéncia, ou seja, quando ndo ha tempo
suficiente para a determinagéo do seu tipo sanguineo. E de realcar no entanto que, o termo
dador universal pode ser falacioso, uma vez que podem ocorrer reagdes transfusionais entre 0s
anticorpos do dador e os antigénios do recetor. Tal facto pode ser possivel uma vez que o

sangue do tipo O contém anticorpos do tipo A e B, ou seja, quando administrado a uma pessoa
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do tipo B, por exemplo, os anticorpos B podem atacar os antigénios B do recetor [1, 5]. Estas
reacbes apo6s transfusdo sdo pouco incidentes, porque os anticorpos do dador sdo,
normalmente, diluidos no sangue do recetor. Ainda assim, sdo reais e passiveis de ocorrer, e por
esta razdo ndo se praticam, salvo em situacdes de extrema urgéncia, transfusdes entre grupos
diferentes [1]. Para terminar, € de referir ainda que as reacBes inesperadas apos transfusao,
referidas anteriormente, podem ocorrer quando se leva em conta que o tipo de sangue AB é

considerado recetor universal, devido ao facto de este n&o conter anticorpos no seu plasma [5].

1.2.2 Sistema Rhesus (Rh)

O sistema sanguineo Rh foi descoberto em 1940, onde cerca de 85% da populagéo era
caracterizada como Rh positiva e os restantes 15% como Rh negativa [9]. O sistema sanguineo
Rh é bastante complexo, com varios antigénios. Contudo o termo Rh positivo € normalmente
utilizado quando uma pessoa tem um antigénio Rh especifico na superficie dos seus eritrdcitos,
0 antigénio D. Pelo contrario, se o antigénio D estd ausente entdo diz-se que o individuo é Rh
negativo [1, 5, 8, 9]. Os sistemas ABO e Rh sdo normalmente utilizados em conjunto, ou seja,
alguém com um tipo de sangue A positivo, tem sangue tipo A no sistema ABO e Rh positivo no
sistema Rh [1].

O sistema Rh ndo contém anticorpos naturais, ou seja, 0s anticorpos dirigidos para os
antigénios D ndo se desenvolvem a ndo ser que um individuo Rh negativo receba sangue Rh
positivo, portanto, entre em contacto com o antigénio D. O contacto com este antigénio pode
ocorrer de duas formas: através de uma transfusdo sanguinea de sangue Rh positivo ou em caso
de gravidez, em que pode ocorrer transferéncia de sangue entre um feto Rh positivo e uma mée
Rh negativa. O desenvolvimento de anticorpos D, numa pessoa Rh negativa, pode trazer alguns
problemas. Tais complicacbes ocorrem quando a pessoa Rh negativa recebe uma segunda
transfusdo sanguinea Rh positiva, desenvolvendo uma reagdo apds transfusao devido ao ataque
dos anticorpos D aos antigénios do mesmo tipo. Para além disso, uma nova gravidez pode
provocar doenca hemolitica do recém-nascido, ou seja, 0s anticorpos D, que o sangue da mae
Rh negativa desenvolveu anteriormente, podem atravessar a placenta e provocar aglutinacéo e
hemdlise dos eritrécitos do feto Rh positivo (com antigénio D). Por estas razbes e pelas ja
explicadas anteriormente, noutras secces deste capitulo, € normalmente administrado sangue
do tipo O negativo, em caso de risco de vida e quando ndo ha tempo para a determinagdo do

tipo sanguineo do doente em risco [1, 5, 7].
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1.3 Estado da Arte: métodos para determinacao do tipo de sangue

Uma vez explicados 0s conceitos tedricos associados as principais caracteristicas do
sangue, aos grupos sanguineos e as transfusdes €, de seguida, apresentada uma pequena
descricdo dos métodos existentes para a determinacdo do tipo de sangue ABO-Rh. Para tal,
serdo descritos 0s métodos manuais e, posteriormente, os varios sistemas que ao longo dos
anos surgiram para automatizar esses procedimentos. Para terminar, seréo ainda apresentadas
um conjunto de abordagens, relativamente recentes, utilizadas para a determinagdo dos tipos
sanguineos.

A determinacdo do tipo sanguineo é um processo no qual o principal objetivo é
determinar quais antigénios estdo presentes na superficie dos eritrocitos e quais estdo ausentes.
Este pode ser confirmado através do teste reverso, que consiste em determinar que anticorpos

estdo presentes no correspondente plasma sanguineo [10].

1.3.1 Métodos Manuais

Os métodos manuais para a determinagdo do tipo sanguineo sdo métodos que exigem
um técnico especializado que realiza os procedimentos do teste e faz a leitura e interpretacéo
dos resultados, ou seja, verifica a presenca da interacdo antigénio-anticorpo ou, por outras
palavras, da aglutinacéo [9, 10].

As técnicas manuais para determinacéo do tipo de sangue nao mudaram radicalmente
ao longo dos anos. A grande maioria continua a basear-se na interacdo antigénio-anticorpo e na

consequente observagdo ou medicao da aglutinacéo.

1.3.1.1 Teste em Lamina

O procedimento do teste em lamina consiste na utilizacdo de uma lamina na qual se
mistura sangue, do individuo que se pretende determinar o tipo sanguineo, com reagente
especifico, uma solucdo comercial de anticorpos. Para o caso da classificagdo do grupo
sanguineo ABO-Rh, sdo normalmente utilizadas quatro laminas, uma para cada reagente:
solugdo de anticorpos tipo A (Anti-A), tipo B (Anti-B), tipo AB (Anti-AB) e tipo D (Anti-D),
representados na figura 1.2a. Apos reacdo de cada mistura procede-se a observagdo, a olho nu,
da presenca ou auséncia de aglutinacdo — figura 1.2b Uma reagdo positiva, ou seja, a existéncia
de aglutinacdo identifica o0 antigénio presente na superficie dos eritrocitos que é do mesmo tipo
do anticorpo contido no reagente onde se verificou a aglutinacdo. Portanto, pode dizer-se que é

com base na observagdo da reagdo do sangue com cada um dos reagentes, ou seja, com base
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na presenca ou auséncia de aglutinacéo, que se consegue concluir o tipo sanguineo ABO-Rh [10,
11]. As tabelas 1.2 e 1.3 resumem as reag0es de aglutinacdo na determinacéo do sistema ABO

e Rh, respetivamente [11].
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Figura 1.2a Reagentes para determinacdo do tipo sanguineo: a — Anti-A, b — Anti-B, ¢ — Anti-AB, d — Anti-D
(adaptado de [12]).
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Figura 1.2b Teste em lamina aplicado a uma amostra sanguinea tipo A negativa, a reagir com Anti-A (A/A), Anti-B
(A/B), Anti-AB (A/AB) e Anti-D (A/D).

Tabela 1.2 Reagdes de aglutinacio ABO (X: ndo ocorréncia de aglutinagdo; v": ocorréncia de

aglutinacdo) [11].

Reagentes

Grupo sanguineo
Anti-A Anti-B Anti-AB
X X X 0
v X v A
X v v B
v v v AB
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Tabela 1.3 Reacdes de aglutinagéo Rh (X: ndo ocorréncia de aglutinagdo; v': ocorréncia de aglutinagéo) [9].

‘ Reagente Anti-D Grupo Sanguineo
v Rh positivo
X Rh negativo

As principais vantagens deste método s&o o facto de ser um teste rapido, econdmico,
passivel de ser automatizado e poder ser executado sem a necessidade de equipamentos
especificos. Contudo, € uma técnica com pouca sensibilidade e muito subjetiva, j& que o

resultado de teste depende do técnico que o realiza a cada momento [10].

1.3.1.2 Teste em Tubo

O teste em tubo é um método muito comum, que tem sido utilizado ao longo dos anos,
sendo um procedimento que nos dias de hoje continua em utilizacdo. Este método passa pela
mistura de reagentes com o sangue do paciente, num tubo de vidro ou plastico, onde a reagdo
ocorre [10]. Os eritrécitos do paciente devem ser ajustados a uma concentracdo de 3% a 5% no
plasma sanguineo ou numa solu¢do salina isoténica [10, 11]. Esta suspensdo pode ser
preparada utilizando sangue total ou apenas eritrocitos [11]. Posteriormente, parte dessa
suspensdo é misturada com os reagentes anticorpos Anti-A, Anti-B, Anti-AB ou Anti-D, num tubo
de teste (um tubo de teste para cada reagente). Em seguida, cada tubo de teste € centrifugado a
fim de permitir a aproximacdo dos globulos vermelhos e facilitar a aglutinacdo. Apds a
centrifugacdo, € realizada a leitura macroscopica da aglutinacdo por parte do técnico analista [9-
11]. Em paralelo com o teste direto (determinacdo dos antigénios eritrocitarios), explicado até
agora, pode também ser realizado o teste reverso ABO, que consiste em fazer misturar o soro do
paciente com uma suspensao de glébulos vermelhos reagentes e proceder, posteriormente, a
centrifugacdo e observacdo da aglutinacdo [10]. Portanto, este teste permite também a
identificacdo de anticorpos no soro sanguineo do doente.

A principal vantagem do teste em tubo é que é um método bastante sensivel. Contudo €
um teste dificil de automatizar uma vez que envolve a necessidade de realizagdo de um conjunto

de etapas manuais [10].

1.3.1.3 Teste em Microplaca
O teste da microplaca comegou a ser utilizado em 1960. Uma microplaca, figura 1.3,

pode ser definida como uma matriz de 96 pequenos tubos de teste. Apds mistura dos regentes
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com o material do paciente (eritrécitos ou soro sanguineo no saco do teste reverso) a placa é
incubada e centrifugada, formando-se aglomerados, que s&o ressuspensos por agitacdo e para
examinacao da aglutinagdo [10]. As reacdes de aglutinacdo sdo normalmente lidas por inspe¢ao
visual [10]. Ao longo dos anos, foram introduzidas alteragBes no método da microplaca, entre as
quais a criacdo de microplacas que tém incorporado os reagentes Anti-A, Anti-B e Anti-AB,
permitindo que apenas os eritrocitos do paciente sejam introduzidos nas mesmas para posterior
reacdo. Outra das variacfes é a introdugdo de enzimas proteoliticas, nos diferentes testes, de
forma a aumentar a reatividade e forca da reacgao [10].

As principais vantagens deste procedimento sdo a grande sensibilidade para as reagdes
e o facto de minimizar o desperdicio de reagentes. Para além disso, pode ser utilizado para a
determinacdo tanto dos antigénios na superficie dos eritrdcitos, como dos anticorpos presentes
no plasma do paciente, pelo teste reverso. Relativamente as desvantagens, em relagdo aos
métodos anteriormente descritos, tem-se o facto de ser mais dispendioso, pelos equipamentos

que utiliza, e de normalmente ser um teste mais moroso [10].

Figura 1.3 Microplaca de teste.

1.3.1.4 Tecnologia de Aglutinagdo em Coluna

Uma mudanca significativa na forma como a aglutinacéo era visivel foi introduzida em
1990 com a tecnologia de aglutinagdo em coluna, também designada de testes em
ID-Gel Cards. Neste método, os aglutinados sdo capturados num microtubo que contém
particulas de gel que irdo reter os glébulos vermelhos aglutinados e permitir que as células nédo
aglutinadas passem através de uma coluna para a parte inferior. O método pode ser modificado
para diferentes tipos de teste [10]. Um ID-Gel Card é constituido por seis microtubos fixos numa

placa de plastico, figura 1.4.
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Figura 1.4 ID-Gel Card (adaptado de [13]).

Para o teste de determinacdo do tipo de sangue, envolvendo a determinagdo dos
antigénios, as microcolunas contém os reagentes Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D. Para o teste
reverso, determinagdo dos anticorpos presentes no plasma, é utilizado um gel neutro e €é
colocada uma suspensdo de eritrocitos reagentes e soro na parte superior da microcoluna, onde
anticorpos e antigénios podem reagir. Apds centrifugacdo e caso haja a ocorréncia de
aglutinagdo, os eritrdcitos aglutinados séo retidos em cima ou na coluna de gel, dependendo da
forca de reacdo. Se ndo ocorrer aglutinagdo, os glébulos vermelhos passam através do gel e
formam, na parte final do tubo, um sedimento, como pode ser observado no segundo microtubo
(B) da figura 1.4 [10].

As principais vantagens deste método sdo referidas em relagdo ao teste classico em
tubo. Como principais beneficios destacam-se a facilidade de utilizacdo, mesmo que a
experiéncia laboratorial seja muito pouca; a estabilidade das reacdes por longos periodos de
tempo; a necessidade de volumes de amostras mais reduzidos; e o facto de ser uma tecnologia
que facilmente é automatizada. A principal desvantagem desta técnica tem a ver com o facto de

ser um método moroso e dispendioso, pelos equipamentos que utiliza [10].

De uma forma geral pode, entdo, aferir-se que os métodos manuais para determinacéo
do tipo de sangue baseiam-se, essencialmente, na mistura de uma suspensdo de células com
solugdes de anticorpos e na examinacgdo visual de aglomerados (aglutinagéo), por parte do
técnico analista. Dos métodos manuais, o teste em tubo é o mais utilizado, embora 0 método
em microplaca e os testes em ID-Gel Cards tenham uma crescente utilizagdo. O método que

permite de forma mais rapida a obtencdo de resultados é o teste em lamina [10].

1.3.2 Sistemas Automaticos para determinacgéo do tipo sanguineo
Os laboratérios de analise de sangue tém vindo a adotar a automacdo nos seus
procedimentos. No entanto, o elevado custo associado a aquisicdo de sistemas automaticos, 0

seu elevado tempo para a producdo de resultados (30 minutos no minimo) e a grande oferta de
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técnicos especializados e reagentes a baixo custo, faz com que os sistemas automaticos estejam
a ser aplicados gradualmente [10]. Independentemente do procedimento utilizado para a
determinacdo dos tipos sanguineos, o fundamental é gerar-se sempre o resultado correto, uma
Vez que 0s riscos associados a uma transfuséo errada podem ser demasiado elevados. Sabe-se
que a melhor forma de reduzir a possibilidade de erro num laboratério é reduzir o nimero de
etapas de um processo e reduzir o nimero de interagdes entre o analista e o sistema [9, 10].
Assim, a introdugdo de novos métodos automaticos € um dos passos fulcrais para aumentar a
seguranca do paciente e minimizar a subjetividade dos métodos manuais para determinacao do
tipo de sangue [10].

Atualmente existe j& no mercado um conjunto de sistemas, que variam desde
semiautomaticos até completamente automaticos, sendo que a tendéncia é a criacdo de
méaquinas com a capacidade de realizar cada vez mais etapas automaticamente, a fim de

maximizar a eficiéncia dos procedimentos [10].

1.3.2.1 Sistema TIC Auto-Analyzer

A primeira méquina que surgiu na tentativa de automatizar os testes de determinacdo do
tipo sanguineo foi o sistema TIC Auto-Analyzer. Este surgiu em 1967 e utiliza uma tecnologia de
fluxo continuo. E capaz de realizar os testes sanguineos ABO e Rh. Contudo, envolve a
intervencdo de um técnico para identificar as amostras, ler as reagdes, interpretar os resultados
e regista-los [3, 14, 15]. O sistema TIC AutoAnalyzer foi amplamente divulgado, embora
atualmente ja ndo seja comercializado. O seu custo rondava os cerca de trinca mil délares [14].

Uma montagem do sistema TIC Auto-Analyzer é apresentada na figura 1.5. Os reagentes
sdo introduzidos individualmente no sistema através de tubos de plastico. Estes avancam para
uma bomba peristéltica, com velocidade constante, que permite que o conteido avance de
maneira estavel e uniforme. Soros ou células sanguineas e reagentes sdo misturados e
segmentados por bolhas de ar a fim de evitar a mistura de amostras sucessivas, ou Seja, o fluxo
continuo de material € fragmentado. Os reagentes movem-se através de tubos de vidro com
formato de bobine que permitem a criagdo de uma mistura homogénea e facultam o tempo
necessario para que a reacdo antigénio-anticorpo ocorra. Posteriormente, a mistura passa por
tubos de sedimentacdo para que qualquer tipo de aglutinacdo sedimente. As células aglutinadas
sdo depois filtradas e as restantes sdo hemolisadas por uma solugdo especifica. Por fim, a

densidade oOtica do hemolisado é medida num colorimetro de fluxo continuo e os resultados sao
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registados. E de referir ainda que a densidade 6tica do hemolisado é tanto menor quanto maior

0 nimero de células aglutinadas que foram, anteriormente, removidas [16].

Figura 1.5 Montagem do sistema Auto-Analyzer (adaptado de [15]).

1.3.2.2 Sistema Groupamatic

O sistema Groupamatic surgiu seis anos depois do sistema TIC Auto-Analyzer. Foi
desenvolvido em Franga pelo Centro Nacional de Transfusdo Sanguinea e representa uma versdo
robotizada dos métodos de teste manuais. E um sistema com grande precisdo devido ao facto
de ter incorporado 0 processamento de dados [15].

E constituido por duas unidades base: uma eletroquimica para realizacdo das reccées de
aglutinagio e uma eletronica para processamento e aquisicio de dados. E um equipamento
semiautomatico, uma vez que a amostra de sangue é centrifugada e posteriormente introduzida
manualmente na unidade eletroquimica. Relativamente ao procedimento automético de teste
uma suspensdo de células é inicialmente incubada com bromelina durante 15 minutos. Apds
incubacdo, as células sdo transferidas para um conjunto de discos e misturadas com reagentes
de forma a promover a reacéo de aglutinacdo. As misturas sdo depois incubadas, centrifugadas
e agitadas. Todos estes procedimentos permitem que as células aglutinadas se posicionem na
area central do disco e as células livres figuem em suspensao na periferia. Para terminar, faz-se
a leitura das amostras por fotometria, em que cada um dos discos, referidos anteriormente,
passa através de um espaco entre uma fonte de luz e um sistema de leitura. Por cada unidade
sédo efetuadas duas leituras, uma na area central e outra na periférica (area anelar), de forma a
comparar a opacidade das duas areas e concluir acerca da presenca ou auséncia de
aglutinacdo. O processamento dos dados e a impressao de resultados € realizado pela unidade
eletronica permitindo a determinagdo dos grupos sanguineos ABO, Rh, Kell, entre outros.
Relativamente ao processamento de dados, este passa pela comparacao da medicdo da area

central com a da area periférica para cada unidade. Uma reagdo negativa (ndo ocorréncia de
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aglutinacdo) caracteriza-se por uma auséncia da variacao da intensidade da luz. Pelo contrario,
uma reacdo positiva é definida pela variacdo da intensidade da luz entre as duas areas. O
equipamento produz um resultado positivo ou negativo através da comparagdo de um valor
(variacdo da intensidade) com um dado threshold: que deve ser ajustado experimentalmente.
Para terminar, este equipamento tem a capacidade de processar cerca de 340 amostras por

hora e atualmente ja ndo se encontra em comercializagéo [18].

1.3.2.3 Sistema AutoGrouper

De forma a competir com o sistema Groupamatic, a TIC introduziu o sistema
AutoGrouper que é uma nova versdo do sistema TIC Auto-Analyzer. Em relagdo a versdo anterior,
0 sistema AutoGrouper incorpora um laser para leitura dos nimeros da amostra e integracdo
desses com a maquina de interpretacdo de resultados. De facto, estas duas tecnologias
(sistemas Groupamatic e AutoGrouper) foram amplamente difundidas pelo mundo a partir do

ano de 1970, apesar de hoje em dia ja ndo serem comercializadas [15].

1.3.2.4 Sistema Olympus

No final do ano de 1980 surgiu o sistema Olympus que se baseia numa tecnologia Unica
de microplaca, sem a necessidade de centrifugagdo. E um sistema automatico utilizado para a
detecdo de reacdes de aglutinagdo [15].

Relativamente ao procedimento de teste, a determinacdo da aglutinacdo passa pela
mistura das células eritrocitarias do paciente com 0s anticorpos na microplaca e uma incubacéo
da mistura durante 60 minutos a 30°C. Uma reacéo positiva ou negativa, ou Seja, com ou sem
aglutinacdo, é caracterizada consoante a distribui¢do das células na microplaca. No caso da
existéncia de uma camada homogénea de células o teste € positivo. Pelo contrario, um resultado
negativo aparece na forma de agregado compacto e denso de células. Uma camara CCD
(Charge Coupled Device) capta a imagem em cada tubo de teste que € posteriormente analisada
com vista ao reconhecimento do padrdo de distribuicdo das células, diferenciando assim
padrdes de aglutinacdo de padrfes ndo aglutinados [19, 20].

Este sistema tem capacidade para processar cerca de 240 amostras por hora. Para
além disso, pode realizar testes aos sistemas ABO, Rh e Kell. Como principal vantagem destaca-

se a elevada precisdo analitica. Como desvantagens salientam-se o tempo de teste e a dimenséo

2 Valor limite, a partir do qual é produzido um dado efeito ou resultado, ou ainda é ativada uma resposta [17]
T. F. Dictionary. "Threshold," 10 de Margo, 2012; http://www.thefreedictionary.com/threshold.
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da méquina [19]. Este sistema encontra-se, ainda, no mercado e a figura 1.6 € uma

representacdo da terceira geracdo da maquina, apresentada em 2005 [21].

o=

Figura 1.6 Sistema Olympus PK7300 [21].

1.3.2.5 Sistema Immucor Galileo

O sistema Galileo, figura 1.7, utiliza a tecnologia de microplaca para determinacdo dos
grupos sanguineos [10]. Este instrumento € um sistema robotizado e programado para mover
todas as microplacas necessarias, reagentes e amostras de sangue para as areas de
processamento de um ensaio imunohematoldgico, na sequéncia correta. O programa calcula o
valor de cada reacdo a partir de uma imagem que é capturada nos microtubos de teste, cujo
valor é importante para interpretacdo dos resultados [22]. O sistema Galileo apresenta como
principais caracteristicas: a grande flexibilidade de tarefas, com a capacidade de aceder a
amostras e reagentes sem interrupcao, realizar multiplos testes para cada amostra e visualizar
resultados mesmo quando em execucdo de procedimentos; rapida operabilidade; e interface
muito intuitiva quer a nivel de software como hardware [22, 23]. Portanto, é de referir que a
utilizacdo deste sistema permite a realizacéo de testes de identificagdo do tipo de sangue com
elevada sensibilidade e especificidade quando comparados com os métodos manuais de
determinagdo do tipo de sangue. Para além disso, pode ser utilizado como um sistema
independente ou integrado com o sistema de informacéo do laboratério [22]. Como principais
desvantagens salientam-se a dimensdo da maquina, e o0 tempo de teste que representa mais de

60 minutos [22]. E um sistema ainda em comercializacdo [23].
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Figura 1.7 Sistema Immucor Galileo (adaptado [23]).

1.3.2.6 Sistema ORTHO AutoVue Innova

O sistema ORTHO AutoVue Innova, figura 1.8, foi desenvolvido para automatizar um
conjunto de testes de imunohematologia como a determinacdo dos grupos sanguineos,
utilizando a tecnologia de cassetes do sistema Ortho BioVue e a edi¢do de imagem digital [10,
24]. A tecnologia Ortho BioVue assemelha-se ao método de aglutinacdo em coluna que usa uma
matriz de esferas de vidro em vez de esferas de gel, o que permite reduzir o tempo de
centrifugagdo [10]. Este sistema tem a capacidade de automatizar diversas fungdes como a
pipetagem liquida, a incubaco, a centrifugacio e a interpretacio de resultados. A semelhanca
do sistema abordado anteriormente, pode ser utilizado como um sistema independente ou
integrado com o sistema de informacéo do laboratorio. O principio de medicéo e classificacdo €
baseado numa camara CCD que |€ as partes da frente e de traz das cassetes BioVue cerca de
25 vezes. A interpretacdo da reacdo é feita utilizando um programa de processamento de
imagem e um algoritmo de classificagdo. A imagem original de cada cassete pode ser
armazenada num disco ou DVD no formato JPG [24].

O procedimento de teste é baseado na tecnologia de aglutinacdo em coluna, em que as
colunas contém reagentes e esferas de vidro. Através da centrifugacdo das cassetes 0s
eritrocitos aglutinados formam uma camada no topo da mistura enquanto que os globulos
vermelhos ndo aglutinados depositam-se na parte inferior da coluna. O sistema de cassetes da
Ortho BioVue consiste em 6 colunas que contém reagentes em solucdo. O tempo de teste é
variavel. Por exemplo, a identificacdo do tipo sanguineo com a determinacdo dos anticorpos
plasmaticos necessita de cerca de 25 minutos. No entanto, se 0s antigénios presentes na
amostra sanguinea forem ja conhecidos o tempo de andlise pode ser reduzido para 22 minutos
[24]. Como principais vantagens deste sistema tem-se a facilidade de utilizagdo e o facto de
reduzir a ocorréncia de erro, uma vez que apresenta um conjunto de tarefas automatizadas [24,
25].
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Figura 1.8 Sistema ORTHO AutoVue Innova (adaptado de [25]).

1.3.2.7 Sistema TANGO Optimo

O sistema TANGO Optimo é baseado na tecnologia de microplacas revestidas com
anticorpos para determinag&o dos grupos sanguineos [10]. E um sistema automatico que requer
um ndmero de passos manuais bastante reduzido. Para além disso, combina a facilidade de
utilizacdo com a elevada precisdo nos testes de imunohematologia. Este sistema é baseado nas
técnicas de processamento de imagem para examinagdo da reacdo, sendo que o software da
maquina é bastante intuitivo, pelo que permite uma réapida aprendizagem e controlo do sistema
por parte do utilizador. Para terminar, é ainda de referir que pode ser associado ao sistema de
informagdo do laboratério [26]. A figura 1.9 representa o sistema TANGO Optimo, ainda em

comercializagao.

Figura 1.9 Sistema TANGO Optimo (adaptado de [26]).

1.3.2.8 Sistema Techno TwinStation
O sistema Techno TwinStation, figura 1.10, baseia-se numa combinac&o das tecnologias
ID-Gel Cards e microplacas [10]. Trata-se de um analisador automatico e compacto, com

elevada flexibilidade e facilidade de utilizagdo. Tem uma elevada capacidade de carga e realiza
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todo um conjunto de funcBes de forma automatica, como a incubacdo, a pipetagem, a
centrifugacdo, a leitura e a interpretacéo de resultados através de técnicas de processamento de
imagem. Todas as operacdes s&o monitorizadas por um software especifico. E capaz de realizar
cerca de 360 testes por hora e pode ser utilizado em conjunto com o sistema de informagao do
laboratério, a semelhanca de outros sistemas j& abordados. Como principais desvantagens
salientam-se a dimensdo da maquina e o tempo de teste que representa mais de 60 minutos.

Este sistema ainda se encontra em comercializagéo [27].

Figura 1.10 Sistema Techno TwinStation [27].

1.3.2.9 Sistema Plus ID-GelStation

O sistema Plus ID-GelStation é baseado na tecnologia de aglutinacdo em coluna,
permitindo a determinagao dos grupos sanguineos e a dete¢do de anticorpos plasmaticos [10]. A
semelhanca do sistema anterior € um analisador automatico, mas mais compacto, capaz de ser
utilizado com o sistema de informacdo do laboratério e realizar todo um conjunto de tarefas
automaticamente. Tem a capacidade de pode realizar cerca de 210 testes por hora. E um
sistema que ainda se encontra em comercializacdo e a figura 1.11 é uma representacdo do

mesmo [28].

== )

Figura 1.11 Sistema classico Plus ID-GelStation [28].
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1.3.2.10 Sistema Qwalys

O sistema Qwalys, figura 1.12, € um sistema que utiliza a tecnologia de magnetizacdo
de eritrocitos. E utilizado para os testes de determinagdo dos antigénios eritrocitarios e para 0s
testes reversos de determinacdo dos anticorpos. A tecnologia associada ao sistema Qwalys
elimina a necessidade de realizagdo de centrifugacdo [10]. De entre as varias vantagens
associadas a este sistema, destacam-se a elevada robustez, a simplicidade de utilizagdo e a
grande autonomia funcional. E um sistema que se encontra em comercializagdo, sendo utilizado

por muitos laboratdrios de analise de sangue em todo o mundo [29].

Figura 1.12 Sistema Qwalys (adaptado de [29]).

Relativamente a tecnologia de magnetizacdo das hemacias, esta baseia-se na utilizagao
de microplacas revestidas com reagentes e na utilizacdo de hemacias magnetizadas (uso de
particulas magnetizadas que se ligam a superficie das hemécias). Apos a aplicacdo das
microplacas numa placa magnetizada, 0 campo magnético atrai as hemacias magnetizadas para
a parte inferior da microplaca, evitando assim a etapa de centrifugacdo. Apés agitacdo e
consoante a ocorréncia de uma reacdo positiva (interacdo anticorpo-antigénio) ou negativa
(auséncia de interacdo) as hemacias tém comportamentos diferentes. Portanto, no caso de uma
reacdo positiva mantém-se estaveis no fundo da microplaca. Caso ndo ocorra reagao, 0

aglomerado de glébulos vermelhos desfaz-se sob o efeito da agitacéo — figura 1.13 [30].

Reagdo Negativa Reagdo Positiva

Figura 1.13 Observacdo da reagdo para identificacdo da presenca ou auséncia de aglutinacdo (adaptado de [30]).
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Como conclusfes dos métodos automatizados, as principais razdes para os laboratérios
de andlise de sangue introduzirem a automacgdo séo a necessidade de aumentar a seguranca
dos seus procedimentos e melhorar a eficiéncia dos mesmos. Os métodos manuais sdo,
normalmente, subjetivos e necessitam de ser realizados por técnicos especializados. Assim, 0s
métodos automatizados podem minimizar algumas destas desvantagens. Contudo a automagao
envolve instrumentacdo complexa, de grandes dimensbes e bastante cara, ndo s6 na sua
implementacdo como manutencéo, e ndo se conseguem obter resultados tdo rapidamente como
nos testes manuais em lamina ou em tubo, 0 que pode ser critico, especialmente em situagdes

de emergéncia.

1.3.3 Métodos recentes para determinacao do tipo de sangue

Os métodos descritos seguidamente dizem respeito a técnicas que tém surgido na
tentativa de tornar a determinacdo dos grupos sanguineos mais simples e minimizar algumas
limitacbes dos métodos anteriormente apresentados. Para além disso, séo descritas tecnologias
que estdo ainda em investigacdo, algumas com grande potencial para aplicacdo futura nos

laboratérios de analise de sangue [10].

1.3.3.1 Tecnologia MDmulticard

A tecnologia MDmulticard é baseada na tecnologia de fluxo lateral e permite num s6é
ensaio determinar varios parametros de teste, nomeadamente determinar 0s sistemas
sanguineos ABO, Rh e Kell. Relativamente ao procedimento, no método de fluxo lateral sdo
pipetados 100 uL de sangue diluido ou apenas eritrocitos para a zona de aplicagdo do
MDmulticard, seguido de 300 pL de solugdo tampéo. Os resultados podem ser obtidos apds 5
minutos, pelo técnico de laboratdrio através de inspecdo visual. Os resultados positivos sdo
representados por bandas vermelhas distintas. Pelo contrério, resultados negativos s&o
caracterizados pela auséncia da respetiva banda. Tal teste esta representado na figura 1.14 [10,
31].

Como vantagens deste método podem destacar-se a sua elevada sensibilidade e
especificidade para a identificacdo dos grupos sanguineos, a sua simplicidade e rapidez na
obtencdo de resultados e a ndo necessidade de realizar a etapa de centrifugacdo. Para além
disso, é bastante Util para situagdes de emergéncia. Como principal desvantagem aponta-se 0

facto de ndo eliminar a subjetividade dos testes manuais para determinagdo do tipo de sangue,
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uma vez que necessita de um técnico para interpretacdo e deciséo final do resultado de teste
[10, 31].

Iusion Dingnasiics ABO-D-Rh subgroups-K
“omulticard for patients

wval cfl et wal

M | R CeED.Ee K-
Figura 1.14 MDMulticard com tecnologia de fluxo lateral (adaptado de [31]).

1.3.3.2 Abordagem Molecular

A abordagem molecular tem por base um principio bastante diferente para a
determinagdo dos grupos sanguineos. Esta investiga a informacédo genética no ADN do individuo,
determinando assim que antigénios se encontram na superficie dos seus eritrdcitos. Os métodos
moleculares para determinagdo do tipo sanguineo tornaram-se validos ha cerca de 10 anos,
sendo que desde entdo as suas aplicacdes tém sido expandidas. Varios autores afirmam que
esta nova abordagem pode combater algumas limitagdes dos métodos convencionais. A andlise
do ADN pode ainda determinar os antigénios expressos de forma fraca e alterada no organismo
do paciente. De referir ainda que, os métodos moleculares reduzem a necessidade de utilizacéo
de reagentes para determinacdo dos grupos sanguineos. Contudo, como todos o0s
procedimentos, tem as suas limitagdes. As principais sdo as complicacfes genéticas que levam
a que muitas vezes o fendtipo, ou seja, 0 que é expresso na superficie dos eritrocitos, seja

diferente do gendtipo, a informagéao contida nos genes [10].

1.3.3.3 Abordagem espectrofotométrica

Uma nova abordagem para a determinacdo dos tipos de sangue, baseada em
espectrofotometria, foi j& descrita por Narayanan et al. [32, 33]. Através deste método o0s autores
demonstraram que, a determinacdo dos grupos sanguineos é possivel, através das diferencas
significativas no espectro de DO (densidade Otica), das amostras de sangue tratadas com
anticorpos, consoante a presenca ou auséncia de aglutinagdo. Para tal, utilizaram amostras de
células (eritrocitos) ou amostras de sangue total, com as quais misturaram solucbes de
anticorpos e, posteriormente, fizeram uma andlise da mistura com um espectrofotometro
comercial. Verificou-se que 0s grupos sanguineos podem ser distinguidos comparando o declive

do espectro de DO das amostras, especialmente entre 0os comprimentos de onda de 665 nm e
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1000 nm. Portanto, os autores concluiram que com uma abordagem espectrofotométrica €
possivel realizar a distin¢do dos grupos sanguineos ABO e Rh [32, 33].

Desde a publicacdo deste estudo surgiu um conjunto de trabalhos posteriores, com o
objetivo de criar sistemas automatizados para determinacdo do grupo sanguineo com base
numa simples abordagem espectrofotométrica.

Steven Anthony [34] desenvolveu um sistema simples, a escala macro, baseado em
apenas alguns comprimentos de onda discretos em gamas de interesse, em vez do espectro
total de DO. Para tal utilizou uma combinac&o de LEDs (Light Emission Diodes) e fotodiodo.

Jeremy Lambert [9] desenvolveu um sistema miniaturizado baseado no sistema descrito
por Steven Anthony [34] mas explorando a utilizacdo de fibra Gtica.

Por fim, Stewart Alexander [3] desenvolveu um sistema integrado microdtico e
microfluidico a base de material polimérico para detecdo da aglutinacdo e, como consequéncia,
determinagdo dos grupos sanguineos. O sistema contém canais para o fluxo dos fluidos e cabos

de fibra Gtica precisamente colocados entre os canais de forma a detetar células aglutinadas.

1.3.3.4 Tecnologia em investigacao

Uma tecnologia experimental que se pensa ser muito interessante para a determinagao
do tipo sanguineo € o desenvolvimento de plataformas fluidicas sensiveis a massa/peso das
amostras de sangue. Esta plataforma é constituida por uma microbalanca de cristal de quartzo
biologicamente funcional. O procedimento de teste passa pela imobilizacdo de anticorpos
especificos na superficie de um elétrodo de ouro. A adigdo de amostras de sangue pode originar
a ligacdo anticorpo-antigénio, ou seja, os globulos vermelhos ligam-se a superficie do sensor,
provocando uma diminuicdo detetavel da frequéncia de ressonancia. Esta abordagem permite
obter os grupos sanguineos de forma rapida e precisa. Para além disso, requer amostras de

sangue de pequeno volume [10].

A tabela 1.4 apresenta um resumo de todos os métodos e sistemas existentes para
determinagdo do tipo sanguineo, bem como o tipo de tecnologia, o principio de teste e as

vantagens e desvantagens de cada um deles.
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Tabela 1.4 Métodos para determinagdo do tipo sanguineo.

, . Tipo de . Principais Principais
Método/Sistema P . Principio P P
Tecnologia Vantagens Desvantagens
. Detecdo visual da Répido e -
Lamina Manual ¢ - p, . Subjetivo
aglutinacéo Economico
Detecdo visualda _, . ] Subjetivo e dificil
Tubo Manual ¢ L Répido e Sensivel J .
aglutinacéo de automatizar
. Detecdo visual da . , + Moroso e +
Microplaca Manual ¢ - Muito Sensivel . .
aglutinacéo Dispendioso
Aglutinacdo em Detecdo visual da L . + Moroso e +
g ¢ Manual ¢ o Facil de realizar . .
coluna aglutinacéo Dispendioso

Automagdo de

Necessidade de

algumas etapas Intervencao
TIC AutoAnalyzer Semiautomatico Fluxo continuo gde fina erE humana na
P ’g interpretacdo dos
sanguinea
resultados
Necessidade de
intervencdo
Groupamatic Semiautomatico Fotometria Muito preciso humana e tempo
de teste (> 15
minutos)
Preciso e ndo  Elevado tempo de
. Processamento .
Olympus Automatico . necessita de teste e grandes
de imagem . N . .
centrifugacéo dimensoes
Elevado tempo de
Elevada P
. . Processamento L teste, grandes
Immucor Galileo Automatico . Sensibilidade e . .
de imagem e dimensbes e
Especificidade
elevado custo.
Tempo de teste
ORTHO AutoVue . Processamento L. - relativamente
Automatico . Facil de utilizar
Innova de imagem elevado (=
25 minutos)
. . Processamento  Preciso e Facil de  Grande dimenséo
TANGO Optimo Automatico . . .
de imagem utilizar do sistema
Elevado tempo de
Techno L Processamento Muito flexivel e teste e grande
. . Automatico . - . . ~
TwinStation de imagem facil de utilizar dimensdo do
sistema
. [ Processamento Relativamente  Elevado tempo de
Plus ID-GelStation Automatico . P
de imagem compacto teste
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L Grande . .
o Magnetizag&o de . Elevada dimenséo
Qwalys Automatico L, autonomia .
eritrocitos . do sistema
funcional
Rapido, sensivel
MDMulticard Manual Fluxo lateral € nao necessita Subjetivo
de centrifugacéo
- . L Complicagdes
Investigacdo da  N&o é necessaria P 9, .
. N G quando fendtipo
Molecular Manual informag&o a utilizacéo de )
. diferente de
contida no ADN reagentes [
gendtipo
Manual com - MedicgBes dticas
. L Medicéo do , ,
Espectrofotometria  possibilidade de Sensivel exigem elevada
L espectro de DO .
automatizacéo preciséo

1.4 Motivagéo e Objetivos

A determinacdo do tipo sanguineo é um teste critico, principalmente em situagdes de
emergéncia, onde se tenta salvar o doente sem 0s riscos inerentes a uma transfusao errada ou
com base no dador universal. Dos varios sistemas existentes, até agora descritos, nenhum deles
é capaz de reunir, em simultineo, as seguintes caracteristicas: rapido tempo de resposta,
automatico, portétil, leve, baixo custo, pequenas dimensdes e correta determinagdo do grupo
sanguineo.

Assim, o objetivo principal desta dissertagdo € o desenvolvimento de um sistema a
escala reduzida para determinar o tipo sanguineo ABO-Rh em situacBes de emergéncia.
Pretende-se que o sistema tenha um tempo de resposta curto, a semelhanga do método manual
em lamina ou tubo; elimine a subjetividade e a probabilidade de erro associada aos testes
manuais, portanto seja automatico; seja facil de transportar para qualquer lugar, sem a
necessidade de se recorrer a um laboratério convencional para efetuar a analise; tenha um
preco acessivel, ao contrario da grande parte dos equipamentos que realizam os procedimentos
automaticamente; seja compacto; e claro, 0 mais importante de tudo, que realize uma correta
classificagdo do grupo sanguineo.

O sistema que se pretende desenvolver serd baseado numa abordagem
espectrofotométrica, descrita inicialmente por Narayanan et al. [32, 33]. Neste sentido e tendo
em conta o trabalho j& desenvolvido nesta area, é desejavel a criacdo de um sistema que
minimize algumas limitacBes associadas as montagens descritas em [3, 9, 34], tendo sempre

em mente o desenvolvimento de um sistema que cumpra 0s objetivos descritos.
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1.5 Resultados da atividade cientifica desenvolvida

No &mbito desta dissertacdo foram aprovados trés artigos para conferéncias, dois deles

com apresentacdo oral e um com apresentacdo em poster, a indicar:

e Apresentacéo oral:

S. Pimenta, G. Minas and F. O. Soares, “Spectrophotometric approach for automatic
human blood typing”, published in Proceedings of IEEE-EMBS, 2nd Portuguese BioEngeneering
Meeting, Coimbra, Portugal, 23-25 February 2012, pp.101-104.

S. Pimenta, F. Soares, G. Minas, “Development of an Automatic Electronic System to
Human Blood Typing™, published in Proceedings of 34th Annual International Conference of the
IEEE Engineering in Medicine & Biology Society, San Diego, August 28 — September 1, 2012,
pp. 2712-2715.

e Apresentacdo em poster:
S. Pimenta, J. M. Nobrega, F. M. Duarte, G. Minas, F. O. Soares, “Automatic Electronic
System to Human Blood Typing”, published in Proceedings of Eurosensors 2012, Krakow,
September 9-12, 2012.

Um outro artigo foi submetido para uma revista, aguardando-se o resultado:
S. Pimenta, G. Minas, F. O. Soares, “ABO and Rh Human Blood Typing Device”,

submetido em IEEE Transactions on Biomedical Engineering.

Foram também proferidas outras comunicaces orais, entre as quais:

Seminario  “Apresentacdo dos trabalhos de dissertagdo do grupo de
Micro/Nanotecnologias e Aplicagdes Biomedicas” — Centro Algoritmi, Universidade do Minho,
Campus de Azurém, 18 de Abril de 2012.

S. Pimenta, F. Soares, G. Minas, “Automatic Electronic System to Human Blood Typing”
Poster session in 4° Workshop on Biomedical Engineering, Faculty of Sciences of the University
of Lishon, 21 April 2012.
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Para além disso, como resultado da investigacdo cientifica foi efetuado um pedido
provisdrio de patente:

PPP106367: — Dispositivo eletrénico automatico para determinacgdo do tipo sanguineo
de humanos e respetivo método de utilizacdo — por G. Minas, F. O. Soares, S. Pimenta

(Departamento de Electrénica Industrial da Universidade do Minho) em 06-06-2012.

Por fim, foi efetuada a candidatura a um projeto e a dois prémios nacionais,
aguardando-se o resultado:

Candidatura submetida a Projeto - Titulo: “Dispositivo Automatico para Determinacéo do
Tipo Sanguineo em Humanos”. Duracdo do projeto: Outubro de 2012 a Setembro de 2014.
Entidade financiadora: Fundagdo Calouste Gulbenkian — Programa de Apoio a Projetos de
Investigacdo em Salde 2012. Membro da equipa.

Candidatura ao Prémio BES Inovagéo 2012.

Candidatura ao Fraunhofer Portugal Challenge 2012, tendo sido selecionada para a fase

final (32 fase) do concurso.

1.6 Estrutura da dissertacao

O presente documento encontra-se dividido em sete capitulos. O primeiro capitulo faz
uma breve descrigdo tetrica acerca do sangue e dos métodos existentes para a determinagao do
tipo sanguineo (estado da arte); para além disso, sdo apresentados 0s objetivos, 0
enquadramento desta dissertacdo e os resultados cientificos da mesma. No segundo capitulo é
apresentada uma pequena descricdo tedrica acerca dos conceitos relacionados com a
espectrofotometria e propriedades Oticas do sangue. O capitulo trés descreve os testes
experimentais iniciais, realizados com a implementacéo de uma metodologia (em cuvete), bem
como os resultados e respetiva discussdo dos mesmos. A aplicagdo de uma segunda
metodologia experimental (em Iamina), os resultados obtidos e a sua discusséo séo descritas no
capitulo quatro. O capitulo cinco apresenta os detalhes relacionados com a especificagdo e
implementacéo do protétipo do dipositivo. O capitulo seis apresenta os resultados experimentais
obtidos com o protdtipo, bem como a discussdo dos mesmos. Finalmente, o capitulo sete
apresenta as principais conclusdes do trabalho realizado, bem como as perspetivas de trabalho

futuro.

26



Fundamentos Tedricos

Capitulo 2 — Fundamentos tedricos

Neste capitulo sdo abordados os conceitos tedricos relacionados com a utilizacdo da
espectrofotometria para distingdo dos grupos sanguineos ABO-Rh, desde as propriedades mais
simples do espectro eletromagnético, até as teorias que explicam as propriedades Oticas das

células sanguineas.

2.1 O espectro eletromagnético

A radiacdo eletromagnética € um tipo de energia que € transmitida no espaco a uma
dada velocidade. Esta energia pode ser de diversas formas, desde luz visivel, a mais conhecida,
até raio-x, ultravioleta, microondas, infravermelho, entre outras. Estes varios tipos de radiacéo
podem ser definidos pelo seu comprimento de onda (1) e frequéncia (v). O A é definido como a
distancia entre dois pontos maximos (ou minimos) consecutivos de uma onda eletromagnética. A
v € definida como o nimero de oscilagcbes por segundo. A figura 2.1 representa os tipos de
radiacdo que constituem o espectro eletromagnético, bem como as caracteristicas de cada um
deles. A unidade do Sistema Internacional (S.I) da v é o hertz (Hz) e do 4 é o metro (m), sendo
que normalmente se utiliza 0 nanémetro (nm). Multiplicando A por v obtém-se a velocidade da

radiac&o (c), de acordo com a equacao (eq.) 2.1 [35, 36].
C=VXA eq. 2.1

RaiosGama  Raio-x v Microondas Radio
w'? 1w 107 L 1w ot 1 108 ot
Comprimento de onda {m}

Ultravioleta \ Visivel
|
l."'F . 200 300 400 S00 B0 00 RO
Comprimento de onda {nm)
210" 10" exa0™ ax1d*

Frequéncia [Hz}

Figura 2.1 Constituicdo do espectro eletromagnético (adaptado de [35]).

A energia da radiacdo (E) pode também ser determinada e € diretamente proporcional a

frequéncia da radiacdo correspondente, como pode ser representado pela equagdo 2.2 [35-37].
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E=hxvy eq. 2.2

Onde h é uma constante, designada de constante de Planck, cujo valor é 6,626176x10*
Joule vezes segundo. Portanto, a medida que A diminui, ou seja, v aumenta, a energia da

radiacé&o vai aumentando [35, 36].

A espectrofotometria € uma técnica que se baseia na interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria. Quando um feixe de radiacdo passa através de um meio podem
ocorrer 4 processos fundamentais que o podem alterar: reflexdo, refragdo, absorcdo e
transmissdo. A reflexdo é um fendmeno que ocorre quando um feixe de luz incide numa
superficie refletora fazendo com que a energia incidente retorne a regido de origem. A refragdo é
caracterizada pela mudanca de direcdo do feixe de luz quando este atravessa a fronteira entre
meios com caracteristicas diferentes. A transmissdo é a quantidade de energia que ndo sofre
absorcdo nem reflexdo quando um feixe de luz atravessa um meio. Por fim, a absorcéo é a
energia que permanece no meio apds a passagem de um feixe de luz [38].

O fenémeno de absorcdo é dos mais importantes, sendo que os espectrofotometros séo,
na sua maioria, projetados para medir a absorvéncia de um solvente, compensando os efeitos
restantes. O termo “densidade 6tica” (DO) é utilizado quando se pretende medir a absorvéncia
de uma solugdo, uma vez que o espectro de uma solucdo é sempre influenciado por uma
componente de absor¢do mas também disperséo devido a presenca de particulas (mesmo que
sejam de pequenas dimensdes) que provocam a dispersdo do feixe incidente. Embora a
componente de absor¢do, seja, quase sempre, predominante é importante considerar a
componente de disperséo para uma correta interpretacdo dos espectros de DO obtidos. A DO é
medida em unidades de absorvéncia (u. a.). A espectrofotometria por absorcéo dtica permite
medir a absor¢do de uma amostra em fungdo da frequéncia ou comprimento de onda,
permitindo identificar a presenca de uma dada substancia ou até mesmo quantificar a sua

concentragdo numa solugéo [38, 39].

2.2 Lei de Beer-Lambert

Quando um feixe de luz atravessa uma solugéo, a intensidade de radiagdo do feixe
incidente (l,) € reduzida para uma dada intensidade do feixe transmitido (1) [35, 36], tal como é

representado na figura 2.2.
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Radiacio o Radiagio
Incidente Fil Transmitida

| O |
{io) ,: ‘ i

Figura 2.2 Fenémeno de absorcdo quando um feixe de radiagdo atravessa uma solugao (adaptado de [35]).

A razéo entre | e |, ou seja, entre a radiacdo transmitida e a incidente respetivamente

define-se como transmitancia (T), de acordo com a equagdo 2.3.
T=1/1, eq. 2.3

Uma medida mais usual para a medicdo da quantidade de radiacdo que é absorvida por

uma amostra € a absorvéncia (A) [35-37]. Esta pode ser obtida através da equacéo 2.4.
A =log, (I, /1) = log,, (1/T) eq. 2.4

2.3 MedicOes da absorvéncia

Na grande maioria das vezes, a equacdo 2.4 ndo é aplicada de forma direta, uma vez
que a solugdo em estudo esta contida num recipiente (por exemplo, uma cuvete) fazendo com
que haja uma interagdo entre a radiacdo e as paredes da cuvete e uma consequente perda de
intensidade. Assim |, e | ndo podem ser diretamente obtidos. Para corrigir este efeito a

intensidade do feixe de radiacdo transmitido através da solucao (l.,...) em estudo é comparada

solugéo)
com a intensidade do feixe que passa através de uma cuvete contendo apenas o solvente da
solucéo (I,,..)- Com estas duas intensidades, € possivel calcular a absorvéncia experimental (A,)

— equacdo 2.5 — que, por sua vez, € muito préxima da verdadeira absorvéncia da solucéo [35].

Aex = |oglo (Isolvente/lsolugéo) eq 25
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2.4 Principios das abordagens espectrofotométricas para a

determinacéo dos tipos sanguineos ABO-Rh

Como ja referido anteriormente, a determinacdo dos grupos sanguineos com base numa
abordagem espectrofotométrica foi descrita por Narayanan et al. [32]. Neste método os tipos
sanguineos sdo determinados comparando os espectros de DO, obtidos entre 665 nm e
1000 nm, de diferentes misturas de sangue com as solu¢bes comerciais de anticorpos. O
espectro de DO de uma mistura aglutinada difere de uma mistura ndo aglutinada. A fim de se
obter tais diferencas de espectro, no procedimento descrito por Narayanan et al. [32], foram
utilizadas amostras de eritrocitos. Estas foram diluidas no fator de 1:16 numa solugéo de PBS
(Phosphate-Buffered Saline). Solugbes comerciais Anti-A e Anti-B foram também diluidas nos
fatores de 1:16 e 1.8, respetivamente, numa solucdo de PBS. Solu¢bes comerciais Anti-D ndo
foram diluidas, sendo diretamente utilizadas. As diluicBes foram realizadas de forma a diminuir a
forca de reacdo, permitindo a obtencdo de resultados vidveis nas medicBes
espectrofotométricas. Apenas o reagente Anti-D ndo foi diluido devido ao facto da sua reacdo ser
naturalmente fraca.

Nesse procedimento foram preparadas dois tipos de amostras, a amostra de controlo e
as trés amostras de teste (uma para cada reagente), para cada tipo sanguineo que se pretendia
determinar. Relativamente a amostra de controlo esta foi preparada misturando 100 pL de
eritrocitos diluidos com 100 pL de PBS. Esta mistura foi incubada durante 1 minuto e uma
pequena por¢do desta solugdo, cerca de 25 L, foi adicionada numa cuvete com 2,5 mL de
PBS. O espectro da amostra foi medido. No que diz respeito as amostras de teste, misturam-se
100 L de solugdo de anticorpos diluidos com 100 pL de eritrdcitos diluidos. Esta mistura foi
incubada durante 1 minuto e posteriormente introduziu-se 25 L da mesma numa cuvete com
2,5 mL de PBS. Por fim, obteve-se 0 espectro da amostra [32].

De forma a obter os espectros correspondentes apenas aos componentes sanguineos,
foram preparadas solucbes de PBS e de anticorpos. O primeiro passou pela medicdo do
espectro de 2,5 mL de PBS que foi depois subtraido ao espectro da amostra de controlo. A
solucdo de anticorpos foi preparada misturando volumes iguais de PBS e anticorpos diluidos.
Posteriormente 25 puL dessa mistura foi introduzida numa cuvete com 2,5 mL de PBS. Para
terminar o espectro obtido foi subtraido aos espectros das amostras de teste [32].

Todos os espectros de DO obtidos por Narayanan et al. foram medidos num

espectrofotometro comercial (Diode Array 8453, Hewlett Packard) na gama dos 200 nm a
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1100 nm. Os espectros obtidos foram relativamente lineares entre os comprimentos de onda
665 nm e 1000 nm. Assim, Narayanan et al. calcularam os declives dos espectros nessa gama
para todas as amostras (amostra de controlo e trés amostras de teste) com base nos valores da
DO nos dois comprimentos de onda referidos (665 nm e 1000 nm). Com estes declives,
calcularam para cada amostra um indice de aglutinagdo (IA), por aplicagdo da equagdo 2.6,

onde o controlo diz respeito a amostra de sangue com PBS.
IA =100 - (declive da amostra de teste) / (declive da amostra controlo) x 100 eq. 2.6

Relativamente aos resultados obtidos pelos autores, a figura 2.3 apresenta o espectro de
DO, ou seja, os valores de DO em funcdo do comprimento de onda para uma amostra de

eritrdcitos tipo A na presenca de PBS (Controlo), Anti-A e Anti-B.

Tipo Saguineo A

200 400 600 L] 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 2.3 Espectros de DO para o tipo sanguineo A (adaptado de [32]).

Como pode ser observado na figura 2.3, uma amostra aglutinada (sangue tipo A aglutina
com o reagente Anti-A) apresenta um espectro mais achatado, ou seja, com um menor declive
na regido linear, e possui menores valores de DO. Além disso, 0 seu espectro é bastante distinto
do espectro da amostra de controlo. Pelo contrério uma amostra ndo aglutinada apresenta um
espectro muito semelhante & amostra de controlo, nomeadamente com declives muito préximos.
Tais diferencas sdo devidas, segundo os autores, ao fendmeno de dispersdo da luz (em
amostras aglutinadas) que pode ser explicado pela teoria da disperséo de Mie [32]. O modelo de
dispersdo de Mie seré abordado na préxima seccao do presente capitulo.

E de reter que, de facto, com uma abordagem espectrofotométrica os autores
conseguiram realizar uma determinagdo dos grupos sanguineos ABO-Rh através da obtencéo de

baixos valores de IA para amostras ndo aglutinadas e de elevados valores de IA para amostras
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aglutinadas. E ainda de referir que Narayanan et.al. realizaram diversas experiéncias de forma a
estudar as condicdes ideias para a realizagdo do procedimento, nomeadamente a quantidade de
anticorpos que permitiria a visualizacdo da aglutinacdo. Assim, conseguiram chegar aos fatores
de diluicéo referidos.

Num segundo estudo publicado por Narayanan et al. [33], os autores avaliaram a
capacidade da abordagem espectrofotométrica para determinar subgrupos sanguineos A (A, e
A.B) e Rh. Para além disso, tentaram alterar o protocolo experimental, anteriormente utilizado,
de forma a conseguir uma determinacdo dos grupos sanguineos, utilizando amostras de sangue
total (eliminando assim a necessidade de uma etapa de centrifugacdo, para separar eritrécitos
de plasma sanguineo). Estas foram diluidas no fator de 1:8 numa solugdo de PBS. SolugBes
comerciais Anti-A e Anti-B foram também diluidas nos fatores de 1:16 e 1:8, respetivamente,
numa solugdo de PBS. Solugdes comerciais Anti-D ndo foram diluidas. A semelhanca da
abordagem anterior, foram preparadas dois tipos de amostras: a amostra de controlo e trés
amostras de teste. Relativamente a preparacdao da amostra de controlo, misturaram-se 100 L
de sangue diluido com 100 pL de PBS. Esta mistura foi incubada durante 1 minuto e
posteriormente adicionou-se 25 pL da solu¢do a uma cuvete com 2,5 mL de PBS, obtendo-se
depois o espectro da amostra. Quanto as amostras de teste, misturaram-se 100 pL de solucdo
de anticorpos diluidos com 100 L de sangue diluido. Esta mistura foi incubada durante 5
minutos e posteriormente inseriu-se 25 UL da mesma numa cuvete com 2,5 mL de PBS. Por
fim, obteve-se 0 espectro da amostra. Mais uma vez, foram considerados os espectros de DO de
solugdes de PBS e anticorpos de forma a obter os espectros referentes apenas aos componentes
sanguineos.

Com esta nova abordagem os autores concluiram que é possivel realizar uma
determinagdo dos tipos sanguineos ABO-Rh utilizando amostras de sangue total, uma vez que a
gama de valores de indices de aglutinacdo obtidos foi bastante proxima da anteriormente obtida
e a classificacdo dos grupos sanguineos foi também coerente. Para além disso, aplicando um
protocolo descrito em [33] foi possivel determinar subgrupos sanguineos, como os tipos A, e A,B
através da andlise dos indices de aglutinaco obtidos para cada amostra sanguinea, na presenca
dos reagentes Anti-A e Anti-B. A determinacdo dos tipos sanguineos Rh foi também efetuada
através da utilizacdo de um composto (PEG - Polyethylene Glycol) que facilita a reagdo de

aglutinacdo sem alterar o espectro caracteristico da amostra. Isto € especialmente importante
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em amostras de sangue onde a presenca do antigénio D é preferencialmente fraca, apesar de
existir e de ser necessario determina-la.

O procedimento referido pelos autores ndo seré explorado detalhadamente uma vez que
é objetivo principal desta dissertacdo apenas a criacdo de um sistema que determine 0s tipos
sanguineos ABO-Rh, ficando a questdo dos subgrupos para trabalho futuro. Numa fase posterior
a publicacdo destes estudos surgiram um conjunto de trabalhos baseados nesta abordagem, dos

quais sera apresentado um breve resumo.

O primeiro trabalho surgiu no ano de 2005, desenvolvido por Steven Anthony [34]. Esta
investigacdo baseou-se na implementacdo de uma abordagem simplificada do método descrito
anteriormente por Narayanan et al., substituindo a utilizacdo do espectrofotometro comercial por
uma série de LEDs e fotodiodo, numa determinada gama de comprimentos de onda de
interesse. Para tal, o autor estudou, detalhadamente, todos o0s componentes do
espectrofotometro Agilent 8453 Diode Array de forma a criar um sistema experimental que
reproduzisse resultados muito semelhantes. Relativamente ao procedimento experimental, a
abordagem seguida foi muito semelhante a documentada por Narayanan et al. no caso de
utilizacdo de amostras de sangue total, apenas com duas alteracfes: a primeira foi a aplicacao
de fatores de diluic&o diferentes para o caso dos reagentes Anti-A (1:8) e Anti-B (1:2), uma vez
que foi verificada a necessidade de aumentar a sua concentracdo devido as fracas reacdes
verificadas; a segunda, foi a utilizacdo de uma simples cuvete com 2,5 mL de PBS como
referéncia para todas as amostras, uma vez que o0 autor conclui que a utilizagéo de solugdes de
anticorpos como referéncia, na gama 500 nm a 1000 nm (gama de interesse), era equivalente a
utilizacdo de solugdes de referéncia de PBS. No que diz respeito aos resultados obtidos,
conseguiu-se obter espectros semelhantes aos obtidos com o espectrofotometro (na gama 600
nm a 1000 nm). Contudo, verificou-se a existéncia de valores de DO ligeiramente menores e de
menores diferencas nos indices de aglutinacdo entre amostras reativas e ndo reativas.
Relativamente a implementacdo do sistema, 0s autores relataram a necessidade de um
alinhamento Gtico mais preciso entre 0s componentes, necessario para produzir um sistema
com maior sensibilidade. Apesar disso, foi possivel a determinacdo dos grupos sanguineos
ABO-Rh.
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Um segundo trabalho surgiu em 2006, realizado por Jeremy Lambert [9], que propds
uma extensdo do trabalho anteriormente realizado por Steven Anthony [34], na tentativa de
desenvolver um sistema miniaturizado com base na utilizagdo de fibra ¢tica. O sistema pretendia
reproduzir os mesmos resultados que o espectrofotometro Agilent 8453 Diode Array mas
consistente com o método simplista anteriormente desenvolvido. Para tal, o autor analisou 0s
componentes do espectrofotometro e a configuracdo OGtica explorada por Steven Anthony, de
forma a encontrar os fatores que contribuem para o tamanho do sistema e, se possivel, arranjar
formas de minimizar os mesmos. Assim, 0 autor explorou a utilizacdo de fibra ética e de lentes
convexas de forma a conseguir uma maior aproximagdo dos componentes do sistema e assim
miniaturizar a configuracdo. A abordagem utilizada passou pelo acoplamento de fontes de luz
com um cabo de fibra ¢tica de forma a ndo ser necessario considerar um alinhamento da
amostra, cada vez que a fonte de luz mudasse. No que diz respeito ao procedimento
experimental, este baseou-se na mesma abordagem seguida anteriormente por Steven Anthony
[34] e Narayanan et al. [32]. Relativamente aos resultados obtidos, o sistema experimental
conseguiu reproduzir efeitos bastante préximos do espectrofotometro com uma boa distingdo
entre amostras aglutinadas e ndo aglutinadas, especialmente ao nivel da determinacdo do
sistema ABO. A determinacéo do fator Rh n&o foi contudo téo esclarecedora, ou seja, ndo existiu
uma distincdo tdo significativa dos indices de aglutinacdo entre amostras aglutinadas e ndo

aglutinadas.

Por fim, um trabalho realizado em 2007 por Stewart Alexander [3] documenta o
desenvolvimento de um sistema microfluidico capaz de identificar e distinguir células sanguineas
livres de células sanguineas aglutinadas. O sistema desenvolvido, a base de um material
polimérico, contém um canal, perpendicular a dois cabos de fibra ¢tica, que permite o fluxo de
um fluido (amostra). A mistura circula entre os dois cabos de fibra dtica. Quando um feixe de luz
(fibra dtica emissora) atravessa uma célula eritrocitaria, parte deste é absorvido e/ou dispersado
pela célula e o restante é recebido pela fibra 6tica recetora. Quando um glébulo vermelho
aglutinado passa através do espacgo entre as fibras maior quantidade de luz é absorvida e/ou
dispersada que no caso anterior, ou seja a fibra 6tica recetora adquire menor quantidade de luz.
Portanto, é com base nesta reducdo significativa da quantidade de luz que é transmitida entre as
fibras que se consegue detetar as amostras aglutinadas e, como consequéncia, fazer a distin¢éo

dos grupos sanguineos. E assim, uma abordagem relativamente diferente das anteriores, no
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sentido em que ndo se baseia na forma do espectro de DO mas sim na grandeza dos valores
obtidos nos espectros de transmissdo, aquando da interacéo da luz com as células. O protocolo
experimental seguido pelo autor foi muito semelhante aos j& referenciados em outras
abordagens, com preparacdo de amostras de teste e de um controlo (amostra de sangue em
solugdo salina). No que diz respeito aos resultados obtidos, conseguiu-se distinguir amostras
aglutinadas de ndo aglutinadas. As principais limitagdes descritas sdo a detecdo de aglutinacbes
fracas, uma vez que exige uma maior aproximacdo dos dois cabos de fibra Gtica (emissora e

recetora).

Pode concluir-se que desde a publicacdo do estudo de Narayanan et al. em que foi
verificado a distingdo dos grupos sanguineos ABO-Rh com base numa abordagem
espectrofotométrica e na ocorréncia da reacdo de aglutinagdo, surgiram um conjunto de
trabalhos baseados em duas caracteristicas chave: a primeira baseada na diferenca de declive
do espectro de DO de amostras aglutinadas; a segunda assente na grandeza dos valores obtidos
pelos espectros de transmissdo, ou seja, na quantidade de luz recebida pelo detetor. As duas
apresentaram potencial para a determinacdo dos grupos sanguineos.

Relativamente a abordagem utilizada nesta dissertacao, esta foi relativamente distinta
das apresentadas até ao momento na literatura, sendo que serd abordada no capitulo 4 do

presente documento.

2.5 Teoria da dispersao e propriedades 6ticas do sangue

O espectro de DO ou absorvéncia de uma solugdo com particulas em suspensdo
depende ndo s6 de uma componente de absorcdo mas também de uma componente de
dispersdo. O espectro de um pequeno croméforo: em solugdo é maioritariamente composto por
uma componente de absorcdo, enquanto que as particulas de grandes dimensdes exibem uma
maior componente de dispersdo. Tais caracteristicas fazem com que as solugfes com particulas
em suspensao sejam dificeis de modelizar. Para além disso, o espectro produzido torna-se dificil

de interpretar [40].

® Grupo quimico capaz de absorver grandes quantidades de luz em determinados comprimentos de onda (T. F.
Dictionary. "chromophore,” 31 de Outubro, 2011; http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/chromophore).
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A dispersdo € um fendmeno provocado por particulas suspensas num sistema, que
desviam um determinado feixe de luz do seu caminho regular. Existem duas grandes classes de
luz dispersa, a dispersao de Rayleigh e a dispersdo de Mie [37, 41].

Quando uma particula tem uma dimensdo inferior a um décimo do comprimento de
onda da luz incidente, esta exibe dispersao de Rayleigh ou também designada de dispersao
molecular [37, 41]. Este tipo de dispersdo € caracterizada por ser simétrica, como pode ser
observado na figura 2.4, e pela intensidade da luz dispersa ser inversamente proporcional ao

comprimento de onda da luz incidente [41].

e me—— -
Feixe de luz \-:‘:‘_/* \?‘_;,fl

Figura 2.4 Particula de pequenas dimens@es: dispersao de Rayleigh (adaptado de [41]).

Quando uma particula tem uma dimensdo superior a um décimo do comprimento de
onda da luz incidente entdo exibe dispersdo de Mie. A luz dispersa num ponto da particula esta
desfasada em relagdo a outro ponto na mesma, fazendo com que a distribuicdo angular da luz
dispersa deixe de ser simétrica, figura 2.5. Com o aumento do tamanho da particula a
quantidade de luz dispersa na direcdo frontal aumenta. A diferenca entre a disperséo frontal e
anterior € designada de dissimetria. Portanto, pode aferir-se que as propriedades de dispersdo

de uma particula estéo intimamente dependentes da morfologia da mesma [41, 42].

Feixe de luz

Figura 2.5 Particula de grandes dimensdes: dispersédo de Mie (adaptado de [41]).

O sangue é uma solugdo complexa com particulas em suspensao, sendo os eritrécitos
as particulas presentes em maior quantidade [39, 40]. Estes, como ja referido, contém
principalmente a proteina hemoglobina, um forte croméforo. Apesar do espectro carateristico do
sangue ser influenciado pelas contribuices espectrais de todos 0s componentes que 0
constituem (plaquetas, glébulos brancos, eritrécitos e plasma) [39] a DO natural dos eritrocitos e

a sua abundancia fazem com que estes sejam 0s compostos principais na caracterizagdo 6tica
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do sangue [40]. Portanto, a contribuicdo dos glébulos vermelhos no espectro de DO do sangue é

predominante, como pode ser observado pela figura 2.6.

Sangue Total

Pl
Plaquetas akiae

DO

Coeficiente
de extingdo

Coeficiente e
deextingio |

Comprimento de onda (nm)

g4 %

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Eritrocitos Globulos Brancos

DO DO

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 2.6 ContribuicOes espectrais (DO/Coeficiente de extingdo: em funcdo do comprimento de onda) de todos 0s
componentes do sangue. O espectro de cada um dos compostos esta dependente das suas propriedades como

0 tamanho e a composic&o (adaptado de [39]).

Nonoyama et al. [39, 40] desenvolveram um estudo das propriedades oOticas dos
eritrcitos, no qual tentaram modelar o espectro de DO dos glébulos vermelhos utilizando a
teoria da radiacdo eletromagnética que contabiliza as componentes de absor¢do e dispersao no
espectro de DO obtido, possibilitando assim prever as alteractes no espectro para diferentes
valores de concentracdo de hemoglobina, de tamanho das particulas e de sistema 6ticos
utilizados na obtencdo desses espectros. Para tal, foram considerados dois parédmetros
principais: caracterizacdo dos eritrocitos e setup experimental. Relativamente ao setup
experimental utilizado para a obtencdo dos dados, a caracterizacdo dos eritrocitos esta muito
dependente da forma como os dados sdo recolhidos, ou seja, distintas configuracdes
experimentais levam a captura de diferentes quantidades de luz dispersa gerando caracteristicas

espectrais varidveis [39, 40].

* Coeficiente que representa a capacidade de uma substancia para absorver Iuz a um determinado comprimento de
onda (SIB Swiss Institute of Bioinformatics, 28 de Setembro, 2012; http://web.expasy.org/protparam/protparam-
doc.html)
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2.5.1 Teoria de disperséo angular

Como ja referido, a interacdo da luz com as particulas leva a existéncia de dois
fendmenos principais: a absorcdo e a dispersdo. As particulas dispersam luz em todas as
direcBes, e dependendo da direcdo dessa dispersdo em relagdo a direcdo da luz incidente e da
prépria montagem experimental, podem chegar ao detetor diferentes quantidades de luz. A
resolugdo angular da luz dispersa estd muito dependente do angulo de aceitacdo do detetor da
montagem experimental. Assim, a resposta do detetor € proporcional a uma média ponderada
da intensidade de luz dispersa ao longo da sua abertura, determinada pelo angulo de aceitacéo.
Este estd definido na figura 2.7, e relaciona-se com o raio do detetor e a distancia deste a
amostra [39, 40].

Feixe incidente 6 4 o

Detetor

Amostra

Figura 2.7 Representac&o do angulo de aceitaco. O raio do detetor e a sua distancia a amostra determina a

quantidade de luz dispersa capturada pelo espectrofotémetro (adaptado de [40]).

Portanto, pode suspeitar-se que o angulo de aceitacdo do detetor tem uma forte
influéncia na caraterizagdo otica dos glébulos vermelhos e como consequéncia do sangue. Serdo
apresentados, na seccdo 2.5.3, os efeitos do setup experimental no espectro de DO dos
eritrocitos.

Uma vez que o resultado da luz que atinge o detetor ndo depende apenas de uma
componente de absorcdo, mas também de dispersdo, a avaliagcdo do espectro de DO deve ser
feita tendo em conta um modelo completo, que considere ndo s6 a absor¢do mas também a

disperséo. Tal modelo diz respeito a teoria de Mie [39, 40].

2.5.2 Teoria de Mie

A teoria de Mie foi publicada em 1907 e representa uma solugdo exata das propriedades
de absorcéo e disperséo de particulas esféricas. Pode, no entanto, ser aplicada a outros tipos de
morfologias de particulas, como por exemplo, esfera bicdncavas, entre outras [39, 42]. Contém

informagBes ndo s6 do tamanho das particulas mas também dos indices de refracdo e
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coeficientes de absor¢cdo dos materiais que constituem as mesmas, bem como das
componentes de absorcio e dispersdo da luz transmitida. E uma teoria bastante completa e
geral que inclui a disperséo de Rayleigh como um caso especial [37, 39-41]. As propriedades do

material sdo definidas através do indice de refracdo complexo (m (A)) - equacdo 2.7 [39, 40].
m (4) = (n () + ix(2)) / n, (1) eq. 2.7

n (A): indice de refragdo da particula;
n, (4): indice de refracdo do meio;

k(A): coeficiente de absorcéo da particula.

A equacdo 2.8 relaciona o tamanho da particula e o indice de refracdo complexo com as

componentes de absorcao e dispersdo da luz para um determinado comprimento de onda (t (A))
[39, 40].

T=N, f0°°§DZQdis(a,m(/1))f(D)dD + N, ff%DZQabs(a,m(/l))f(D)dD eq. 2.8

Np: nimero de particulas por unidade de volume (m?);

D: didmetro da particula (m);

f(D): funcéo distribuicdo do tamanho da particula (m);

Q..(a,m(A)) : componente de disperséo de Mie.

Q...(a,m())): componente de absorcéo de Mie.

a: parametro relacionado com o tamanho da particula, mais especificamente com o seu

didmetro — equagdo 2.9.
a=nD / A eq. 2.9

O modelo de Mie representado pela equagéo 2.8 foi implementado computacionalmente
por Nonoyama et al. [39, 40] de forma a obter o espectro (190 nm a 1100 nm) de eritrdcitos
normais e modificados. Os célculos teoricamente realizados permitiram estudar a sensibilidade

do espectro a varia¢des do tamanho dos eritrocitos e da concentragdo de hemoglobina.
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2.5.3 Efeito do setup experimental no espectro dos eritrécitos

Nonoyama et al. [39, 40] efetuaram medicBes de espectros de DO de eritrdcitos, usando
trés sistema diferentes: 1) espectrofotometro Agilent 8453 Diode Array que capta radiacéo
dispersa a um angulo de aceitagdo de cerca de 2° 2) espectrofotdmetro
Perkin-Elmer Lambda 900 que capta a angulos maiores que 2° (espectro de transmissdo difuso);
3) espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 18 que capta a luz dispersa proveniente de todos 0s
angulos. As figuras 2.8, 2.9 e 2.10 apresentam 0s espectros obtidos com os diferentes

sistemas, respetivamente.
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Figura 2.8 Espectro de DO em funcéo do comprimento de onda de eritrécitos em suspensao e de hemoglobina em

solugéo, obtidos pelo espectrofotémetro Agilent 8453 Diode Array (adaptado de [40]).
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Figura 2.9 Espectro de DO em funcéo do comprimento de onda de eritrécitos em suspensao e de hemoglobina em

solugéo, obtidos pelo espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 900 (adaptado de [40]).
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Figura 2.10 Espectro de DO em funcdo do comprimento de onda de eritrécitos em suspensao e de hemoglobina

em solugdo obtidos pelo espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 18 (adaptado de [40]).

Por observacdo das figuras 2.8 a 2.10 pode notar-se duas caracteristicas essenciais a
medida que se aumenta 0 angulo de aceitacdo do detetor nos espectrofotometros. A primeira € a
presenca dos picos caracteristicos da hemoglobina no espectro dos eritrocitos em suspensao. A
segunda € a diminuicdo do valor de DO ao longo de todo o espectro. Tais caracteristicas estéo
de acordo com o esperado, uma vez que a medida que o angulo de aceitacdo aumenta maior
quantidade de luz dispersa chega ao detetor (uma vez que, neste caso, este deteta luz dispersa
proveniente de varios angulos), levando a uma diminuicdo da DO. Contudo, perde-se alguma
informacéo da componente de dispersdo, uma vez que a intensidade de luz dispersa representa
uma média ao longo de todos os angulos aceites pelo detetor, ou seja, este deixa de ser seletivo
a luz dispersa apenas na direcdo frontal - figura 2.10. Na mesma figura, pode notar-se ainda que
a intensidade da grande parte dos picos no espectro dos eritrocitos é ligeiramente menor que a
do espectro da hemoglobina. Varios autores explicam estas diferencas através do conceito de
hipocromicidade molecular. Contrariamente, um setup com um angulo de aceitacdo pequeno
permite obter um espectro com maior informagdo das componentes de absorcéo e disperséo,
que é o caso do espectrofotometro Agilent 8453 Diode Array [39, 40]. Este foi também utilizado
nos experimentos de Narayanan et al. [32, 33] para determinagdo dos grupos sanguineos.

E ainda de notar que as diferencas de espectros devidas as distintas configurages
experimentais apenas se verificam em grandes dispersores de luz (como 0s eritrdcitos), ou seja,

0 espectro caracteristico de pequenas particulas como a hemoglobina ndo é alterado uma vez
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que a componente de dispersdo é praticamente nula. Tal facto esta de acordo com a teoria de
disperséo de Mie [40].

2.5.4 Efeito das caracteristicas dos eritrocitos no espectro obtido

Para além do estudo dos efeitos do setup experimental, Nonoyama et al. realizaram
experiéncias préaticas de forma a examinar as consequéncias da variagdo do tamanho das
células e da concentragdo de hemoglobina no espectro. O sistema experimental foi composto
pelos espectros dos eritrocitos normais e modificados. Os dados foram obtidos a partir de um
espectrofotometro com um angulo de aceitacdo de 2°. Os espectros experimentais foram depois
comparados com 0s obtidos através das simulagdes realizadas, por aplicagdo computacional do
modelo de Mie.

De acordo com os resultados obtidos pelos autores, pode aferir-se que um aumento na
concentracao de hemoglobina provoca um aumento da DO global. Tal evidéncia esta de acordo
com o teoricamente esperado, uma vez que a hemoglobina é um forte cromédforo. Ja as
variacbes de tamanho das células tm uma contribuicdo mais subtil nos espectros, havendo
uma ligeira diminuicdo da DO com o aumento do tamanho das celulas em suspenséo, 0 que
esta de acordo com a teoria, ja que as particulas de grandes dimensdes dispersam uma maior
quantidade de luz na dire¢éo frontal.

Portanto, a teoria de dispersdo eletromagnética pode ser utilizada para modelar ou
simular as caracteristicas espectrais dos eritrocitos, considerando dois coeficientes aditivos
(absorcdo e dispersdo). Para além disso, este modelo permite estudar as consequéncias
espectrais quando se varia o tamanho das células e a concentragdo de hemoglobina uma vez
que as componentes Q. e Q,.. sdo dependentes do tamanho e indice de refracdo complexo.

Assim, a caraterizacdo Otica dos eritrocitos (e como consequéncia do sangue) leva a
necessidade de expandir a definicdo de absorvéncia ou DO, ou seja, leva a certeza da existéncia

de fendmenos de absorcéo e dispersdo que afetam os espectros de DO obtidos.
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Capitulo 3 — Testes experimentais: metodologia em cuvete

Neste capitulo é apresentada a metodologia implementada nas analises experimentais
iniciais. Para além disso, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Numa fase final
sdo ainda apontadas as principais vantagens e limitacdes da utilizacdo deste protocolo de teste

no sistema a desenvolver.

3.1 Protocolos experimentais em cuvete

A primeira etapa pratica do presente trabalho passou pela realizacdo de um conjunto de
testes experimentais de forma a averiguar se é de facto possivel distinguir os varios tipos
sanguineos através dos espectros de DO de amostras de sangue total, na presenca de reagentes
especificos. Para além disso, pretendeu-se ajustar os protocolos experimentais as caracteristicas
do sistema a implementar.

Nos testes experimentais utilizaram-se amostras de sangue total, fornecidas pelo IPS
(Instituto Portugués do Sangue). A utilizacdo de amostras totais de sangue, e ndo de amostras
de eritrocitos, teve como objetivo a simplificacdo do processo. A obtencdo de eritrocitos implica
centrifugar a amostra de sangue durante cerca de 20 minutos, operacéo a evitar num dispositivo
que se pretende que seja portatil e de resposta rapida. Tal como descrito e justificado por
Narayanan et al. [32] , as amostras de sangue foram diluidas num fator de 1:8 numa solucéo de
PBS, adquirida a empresa Sigma Aldrich (pH=7.2 a 25°C). Os reagentes utilizados, solugdes
comerciais de anticorpos (Anti-A, Anti-B e Anti-AB e Anti-D) foram adquiridos a empresa HosLab
Diagnostica. Esses reagentes, Anti-A, Anti-B e Anti-AB foram diluidos nos fatores de 1:8, 1:2 e
1:8 respetivamente. O reagente Anti-D ndo foi diluido, tal como sugerido por Narayanan et al.
[32] . A utilizagdo do reagente Anti-AB para determinacdo dos grupos sanguineos ABO nao foi até
agora documentada. No entanto, é objetivo deste trabalho avaliar, em que medida, este pode ser
importante para a distingdo dos grupos sanguineos, nomeadamente o tipo sanguineo AB. A
escolha dos fatores de diluicdo teve em conta a documentacdo ja referida e a observagao de
reagOes de aglutinacdo fracas ou demasiado fortes.

Outra questdo importante a considerar, é avaliar de que forma a incubacdo das
amostras é essencial para a ocorréncia da reacéo, e se é possivel a criacdo de uma abordagem
que permita distinguir os diferentes tipos de sangue sem a utilizagdo de uma incubadora. Este

objetivo é bastante importante, no sentido em que o dispositivo pode ser aplicado num ambiente
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diferente de um laboratério convencional. Assim, foram considerados dois protocolos muito
semelhantes, sendo a diferenca entre eles apenas o facto de, no primeiro as reacdes entre
amostra de sangue e o0 reagente se efetuarem a temperatura ambiente e no segundo as reacdes
ocorrerem a 37°C no interior de uma incubadora, a fim de simular as condigdes no interior do
organismo e facilitar a reacdo de aglutinacdo. De salientar que a utilizacdo de uma incubadora
foi considerada em todos os protocolos experimentais até agora referidos na literatura [3, 9, 32-
34].

Os protocolos considerados foram 0s seguintes:

e Protocolo | — com amostras de sangue total, sem incubagdo:

0 Preparacdo do controlo: juntar 100 uL de sangue diluido com 100 pL de PBS e
deixar a reagdo ocorrer durante um minuto. Juntar 25 pL da mistura com 2,5
mL de PBS. Proceder a medicao espectral.

0 Preparacdo das amostras de teste: juntar 100 uL de sangue diluido com 100 pL
de reagente e deixar a reacdo ocorrer durante 5 minutos. Juntar 25 L da
mistura com 2,5 mL de PBS. Proceder a medicdo dos espectros.

e Protocolo Il - com amostras de sangue total, com incubacéo.

0 Preparacdo do controlo: juntar 100 uL de sangue diluido com 100 L de PBS.
Incubar durante 1 minuto a 37°C (banho seco numa incubadora). Juntar 25 pL
da mistura a 2,5 mL de PBS. Proceder a medicdo espectral.

0 Preparacdo das amostras de teste: juntar 100 uL de sangue diluido com 100 pL
de reagente previamente diluido. Incubar durante 5 minutos a 37°C (banho seco
numa incubadora). Juntar 25 pL da mistura a 2,5 mL de PBS. Proceder as

medigOes espectrais.

Fazendo reagir amostras de sangue total com cada um dos reagentes anticorpos podem
ser obtidas dois tipos de amostras: aglutinadas, se ha interacdo anticorpo-antigénio; ou nao
aglutinadas, se a mesma interacdo ndo ocorrer. A tabela 3.1 apresenta o tipo de amostras
obtidas para cada um dos grupos sanguineos ABO-Rh a reagir com os anticorpos. O tipo de

amostra (aglutinada ou ndo aglutinada) produzira diferencas ao nivel do espectro de DO obtido.
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Tabela 3.1 Tipo de amostras obtidas através da reacdo de amostras de sangue ABO-Rh com reagentes anticorpos

(v: amostra aglutinada; X:amostra ndo aglutinada).

Reagentes
Grupos Sanguineos
Anti-B Anti-AB

A positivo v X v v
A negativo v X v X
B positivo X v v v
B negativo X v v X
AB positivo 4 4 v v
AB negativo v v v

O positivo X X v
0O negativo X X

As medicBes experimentais iniciais foram efetuadas num setup experimental construido
no laboratorio, tendo em conta a utilizacdo de uma fonte de luz comercial de tungsténio, um
monocromador, um fotodiodo (S1336-5BQ da Hamamatsu [43]) e um picoamperimetro — figura
3.1. N&o foram consideradas, nesta fase, apreciagdes relacionadas com o posicionamento dos
componentes. Tentou-se, apenas, a olho nu, alinhar o feixe de luz com o fotodiodo e a amostra,
e aproximar o mais possivel os trés componentes de forma a minimizar a quantidade de luz
perdida. Para além disso, minimizou-se, tanto quanto possivel, as interferéncias de luz externa,
através da colocacdo de uma caixa preta a volta da montagem, como pode ser observado na
figura 3.1. Assim, garantiu-se que grande parte da luz incidente no fotodiodo provém da fonte de
luz. A figura 3.2 apresenta, em detalhe, o sistema oOtico utilizado (fibra Otica, amostra e
fotodiodo).

Para além das medicBes no sistema laboratorial, foram realizados testes experimentais
por aplicacdo do protocolo | mas utilizando um sistema automatico comercial para a obtencdo

dos espectros de DO, de forma a validar os resultados do setup experimental utilizado.
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Figura 3.2 Setup experimental do sistema Gtico, evidenciando-se 0s varios componentes.

3.2 Resultados experimentais e discussao

Esta sec¢do apresenta os resultados obtidos nas andlises experimentais 6ticas utilizando
0s protocolos descritos anteriormente, aplicados em média a dez amostras sanguineas (n=10),

em cada situacéo de teste (tipo de protocolo e/ou sistema de medicao).

3.2.1 Com aplicacéo do protocolo | no setup experimental

Inicialmente foi aplicado o protocolo | que néo recorre ao uso de incubadora nem de
centrifuga, de forma a verificar se, com uma abordagem mais réapida e simples, era possivel a
distingdo dos varios tipos sanguineos. Para cada amostra de controlo e teste relativa a cada
amostra sanguinea ABO-Rh foram obtidos os valores de corrente do fotodiodo (em A) em funcéo
do comprimento de onda (400 nm a 1000 nm), e o respetivo espectro de DO, por aplicagdo da
equacdo 2.5. O solvente considerado foi a solugdo comercial de PBS, ou seja, os valores de
corrente do fotodiodo obtidos por uma cuvete com 2,5 mL de PBS. Tais valores foram utilizados

para a obtencdo dos espectros de DO de todas as amostras (controlo e teste). Alguns exemplos

46



Testes experimentais: metodologia em cuvete

de espectros de DO obtidos sdo, de seguida, apresentados. O anexo | apresenta os gréaficos

intermédios, relativos aos valores de corrente no fotodiodo para algumas das amostras efetuadas

e para a amostra de referéncia (solugéo de PBS).

3.2.1.1 Sistema ABO

As figuras 3.3 a 3.6 apresentam os resultados obtidos por aplicacdo do protocolo | a

quatro amostras do tipo sanguineo ABO.

Tipo sanguineo A

0,5 Controlo
0,4 Com Anti-A
30,3 i Com Anti-B
=Y L
0,2 - AT %
3 Al e ——
011 ""'\-——n—fvw

0,0
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Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

Tipo sanguineo B

0,5 e 901111010

0,4 Com Anti-A
- Com Anti-B
< 0,3
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Figura 3.4 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo B a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

47



Capitulo 3
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Figura 3.5 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo O a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).
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Figura 3.6 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo AB a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

Testes com introdugéo do reagente Anti-AB
Os resultados obtidos para a classifica¢cdo de um grupo AB, de um grupo com apenas
um dos antigénios (A ou B) e de um grupo O, com a introdugdo do reagente Anti-AB, sdo

apresentados nas figuras 3.7 a 3.9, respetivamente.
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Figura 3.7 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo AB a reagir com

PBS (curva azul) e com reagente Anti-AB (curva azul clara).
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Figura 3.8 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo B a reagir com

PBS (curva azul) e com reagente Anti-AB (curva azul claro).
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Figura 3.9 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo O a reagir com

PBS (curva azul) e com reagente Anti-AB (curva azul claro).

Relativamente aos resultados apresentados nas figuras 3.3 a 3.6, pode constatar-se que
é possivel distinguir os tipos sanguineos ABO uma vez que os valores de DO sdo menores para

as amostras aglutinadas, comparativamente com a amostra de controlo e as restantes amostras
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de teste. No caso do grupo sanguineo O, como seria de esperar, 0s valores de DO sdo muito
préximos para todas as amostras pois o fenémeno de aglutinacdo ndo ocorre em nenhuma
reacdo — figura 3.5. Os menores valores de DO s&o devidos ao facto de que, as amostras
aglutinadas ndo apresentam uma turbidez tdo significativa como a amostra de controlo e
amostras ndo aglutinadas, apresentando uma aspeto mais translicido com as células
aglutinadas em suspensdo, responsaveis por uma maior dispersao da luz, especialmente na
direcdo frontal. Estes dois fatores, dispersao da luz e menor turbidez, ttm como consequéncia a
diminuicdo da DO, uma vez que maior quantidade de luz chega ao fotodetetor (fotodiodo).
Contudo, os espectros obtidos séo ligeiramente diferentes dos documentados, uma vez que
possuem valores de DO mais baixos e também uma forma mais irregular. Tais caracteristicas
podem estar relacionadas com as particularidades do sistema de aquisicdo de dados,
nomeadamente do fotodetetor, e fazem com que ndo seja possivel a distingdo dos diferentes
tipos de sangue com base nos declives de uma regido linear do espectro, como determinado por
Narayanan et al. [32, 33]. No entanto, a distingdo entre os dois tipos de amostras (aglutinadas
ou ndo aglutinadas) é possivel através das diferencas de valores de DO. Para além disso, e tendo
em conta que as caracteristicas espectrais dos eritrocitos sdo bastante afetadas pela
configuracdo experimental utilizada para a recolha de dados (como explicado no capitulo 2), é
bastante provavel que o setup experimental ndo esteja preparado para a consideracdo da
componente de absor¢do e dispersdo da mesma forma que a considerada no espectrofotometro
comercial utilizado por Narayanan et al. [32, 33]. Como foi abordado, na seccédo anterior, uma
configuracdo com um angulo de aceitacdo pequeno, contém informacéo mais relevante acerca
das componentes de absorcéo e dispersdo. Pelo contrario, se 0 angulo de aceitacéo for elevado
perde-se alguma informacéo acerca da componente de dispersdo [39]. Esta pode ser a razdo
principal para a forma dos espectros obtidos, afastando-se assim dos espectros documentados,
uma vez que estes Ultimos foram adquiridos com configuracbes de pequeno angulo de
aceitacgao.

Outra caracteristica importante a realcar é a distingdo do grupo sanguineo AB na figura
3.6, onde se observa um afastamento das amostras de testes da amostra de controlo, mas com
algumas particularidades. Uma amostra de sangue tipo AB a reagir com Anti-B gera uma DO
menor, como seria de esperar, uma vez que ocorre aglutinacdo devido a presenca do antigénio
B; a mesma amostra de sangue a reagir com Anti-A gera um maior valor de DO, quando seria de

esperar 0 mesmo comportamento do reagente Anti-B. Tal comportamento pode estar
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relacionado com os fatores de diluicdo aplicados fazendo com que o reagente Anti-A (mais
diluido que Anti-B) ndo provoque uma aglutinacdo tdo efetiva, gerando células aglutinadas que
nao atingem uma dimensdo muito considerada. Estas ndo tém a capacidade de provocar
grandes quantidades de luz dispersa mas contribuem para 0 aumento da turbidez da amostra.
Como consequéncia a DO obtida € maior do que na amostra de controlo, pois menor quantidade
de luz chega ao detetor.

No que diz respeito a introducdo do reagente Anti-AB (figuras 3.7 a 3.9) para a
determinagdo dos grupos ABO, pode de facto aferir-se que este € Util para o esclarecimento do
tipo sanguineo em questdo, uma vez que apresenta um comportamento distinto para cada tipo
de amostra, permitindo a distin¢do entre uma amostra AB, uma apenas com um antigénio (A ou
B) e sem nenhum dos antigénios (tipo O). Mais uma vez pode notar-se que uma aglutinacdo
fraca (figura 3.8) da origem a um aumento da turbidez da solugdo e, como consequéncia, a uma
distincdo da amostra de controlo com base num maior valor de DO por parte da amostra
aglutinada. Portanto pode aferir-se que a utilizagdo do reagente Anti-AB funciona como uma

confirmagdo do tipo sanguineo, validando ainda mais a tipagem sanguinea ABO.

3.2.1.2 Sistema Rh
As figuras 3.10 e 3.11 apresentam os resultados obtidos por aplicacdo do protocolo | a

duas amostras do tipo sanguineo Rh.

Tipo sanguineo Rh positivo
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Figura 3.10 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue Rh positivo a reagir

com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja).
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Figura 3.11 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue Rh negativo a reagir

com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja).

Considerando os resultados obtidos para o sistema Rh (figuras 3.10 e 3.11), pode
aferir-se que é possivel distinguir uma amostra de sangue Rh positiva de uma amostra Rh
negativa. Pode constatar-se que no caso da ocorréncia de aglutinagcdo, a amostra aglutinada
distingue-se da amostra de controlo, produzindo-se um valor de DO superior (figura 3.10). Mais
uma vez, acredita-se que esteja relacionado com o facto da reacdo com o reagente Anti-D ser
naturalmente fraca. De facto, Narayanan et al. [33] utilizaram um composto especifico para
promover a aglutinagdo (PEG) no caso da utilizagdo de amostra de sangue total com reagente
Anti-D. Os valores de DO menores distinguiam-se do controlo, uma vez que a aglutinacéo era
mais efetiva. Portanto, pode aferir-se que os resultados obtidos para o sistema Rh, apesar de
nao se encontrarem consistentes com os ja documentados, permitem distinguir claramente uma
amostra de sangue Rh positivo de Rh negativo, sem a necessidade de utilizacdo de compostos

que facilitam a aglutinagdo.

3.2.2 Com aplicacado do protocolo | num espectrofotbmetro comercial

Apesar dos resultados, até agora apresentados, validarem a utilizacdo da
espectrofotometria como método para a determinagdo dos grupos sanguineos ABO-Rh, pode de
facto notar-se que os espectros de DO obtidos s&o ligeiramente diferentes dos documentados.
Tais diferencas residem na obtencdo de menores valores de DO e também na forma dos
espectros e podem ser explicadas pelos conceitos tedricos analisados anteriormente no capitulo
2. Ainda assim, foram realizados testes experimentais por aplicagdo do protocolo I, mas
utilizando outro sistema de medicdo para a obtencdo do espectro de DO, neste caso, um

sistema automatico comercial, tal como realizado por Narayanan et al. [32, 33]. O sistema
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utilizado foi o espectrofotometro Ultravioleta/Visivel JASCO V-560, que possui um feixe de luz
duplo e permite fazer um varrimento da amostra entre os comprimentos de onda 190 nm e
900 nm [44], estando disponivel no departamento de Engenharia Bioldgica da Universidade do
Minho. O objetivo destes testes experimentais foi verificar se era possivel obter espectros mais
proximos dos documentados na literatura, mas também perceber se, a utilizacdo do setup
experimental anteriormente descrito (figura 3.1) permite a obtencdo de resultados validos e
consistentes, ou seja, se permite a distingdo entre tipos sanguineos tendo por base

caracteristicas semelhantes. Os resultados obtidos séo de seguida apresentados.

3.2.2.1 Sistema ABO
As figuras 3.12 a 3.15 apresentam os resultados obtidos por aplicacdo do protocolo | a

quatro amostras do tipo sanguineo ABO e utilizando um espectrofotdmetro comercial.

Tipo sanguineo A

1,0 Controlo

0,8 Com Anti-A
/(-ES.\ 0.6 Com Anti-B
3
o 0,4
a

0,2 -~

»~
0,0 ~ T T T T T T T T T T T T 1

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.12 Valores de DO em funcdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

Tipo sanguineo B

1,0
0,8
:-5'\ 0,6 }\ A\\-//’/-,
9Q 04 - — e CONTOIO
0,2 - e COM Anti-A
Com Anti-B
0,0 —‘_‘ T T T T T T T T T T T T T 1

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.13 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo B a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).
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Tipo sanguineo O

Controlo
Com Anti-A
Com Anti-B

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.14 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo O a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

Tipo sanguineo AB

2,0 Controlo
| e Com Anti-A

1,6 Com Anti-B
® 12
=
8 0,8

0.4 "r ™ N

0,0 T T I L T T T T T T T T T T T 1

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.15 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo AB a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

Testes com introdugéo do reagente Anti-AB
Os resultados obtidos para a classificacdo de um grupo AB e de um grupo com apenas
um dos antigénios (A ou B), com a introducdo do reagente Anti-AB, sdo apresentados nas figuras

3.16 e 3.17, respetivamente.
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Tipo sanguineo AB
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Figura 3.16 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo AB a

reagir com PBS (curva azul) e com reagente Anti-AB (curva azul claro).

Tipo sanguineo A

1,0
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< 06
< o4 A
oo |17 o
0,0 e . . . . . . . . . . . .

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
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Figura 3.17 Valores de DO em fun¢do do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A a reagir com

PBS (curva azul) e com reagente Anti-AB (curva azul claro).

Analisando os resultados obtidos nas figuras 3.12 a 3.15 importa desde ja referir que os
espectros de DO obtidos sdo mais regulares que os anteriormente obtidos com o sistema
experimental construido no laboratério, como seria de esperar. Assim, nesse sentido aproximam-
se mais dos resultados documentados. Relativamente a forma dos espectros, e tendo por base
0s conceitos tedricos apresentados anteriormente, pode afirmar-se que estes assemelham-se aos
espectros de eritrocitos obtidos utilizando um sistema com um angulo de aceitacéo ligeiramente
maior que 2° (conceitos abordados no capitulo 2 — sec¢do 2.5.3). Tal configuragdo permite obter
informacdo relevante das duas componentes que afetam a DO (absorcéo e dispersao), embora
nao seja a configuracdo seguida por Narayanan et al. [32, 33]. Pode constatar-se que a distincao
do grupo sanguineo pode ser feita com base nos menores valores de DO das amostras
aglutinadas em relagdo a amostra de controlo e as amostras ndo aglutinadas. Portanto, pode de

facto aferir-se que os resultados obtidos estdo de acordo com os resultados do setup
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experimental, validando assim o sistema utilizado para a obtengdo dos dados
espectrofotométricos. E de referir, no entanto, que ha uma ligeira melhoria na disting&o entre os
dois tipos de amostras, utilizando um espectrofotémetro comercial (maiores diferencas de DO
entre elas), podendo esta deverse as caracteristicas do sistema de medi¢do utilizado,
nomeadamente a regularidade dos espectros obtidos.

No que diz respeito aos restantes resultados, ou seja, a introdugdo do reagente Anti-AB
para determinacdo do sistema ABO (figuras 3.16 e 3.17) pode constatar-se que estes sdo

bastante consistentes com os obtidos anteriormente, com o setup experimental.

3.2.2.2 Sistema Rh
As figuras 3.18 e 3.19 apresentam os resultados obtidos por aplicacdo do protocolo | a

duas amostras do tipo sanguineo Rh, utilizando um espectrofotdmetro comercial.

Tipo sanguineo Rh positivo

—~

SN

~

= Controlo

Com Anti-D

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.18 Valores de DO em fun¢éo do comprimento de onda para uma amostra de sangue Rh positivo a reagir

com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja).

Tipo Sanguineo Rh negativo

= Controlo
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200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
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Figura 3.19 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue Rh negativo a reagir

com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja).
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Por observagdo das figuras 3.18 e 3.19 pode aferir-se que os resultados obtidos com o
sistema comercial na distincdo dos grupos sanguineos Rh sdo bastante consistentes com 0s
obtidos anteriormente, com o setup experimental (figura 3.1). Assim, no caso da ocorréncia de
aglutinacbes que se consideram fracas verifica-se uma distingdo da amostra aglutinada, com
valores de DO elevados (figura 3.18), facto ja explicado anteriormente. Pelo contréario, no caso da
existéncia de uma amostra ndo aglutinada verifica-se a obtengdo de um espectro de DO muito

semelhante ao espectro da amostra de controlo (figura 3.19).

3.2.3 Comparacéo entre protocolos | e Il

De forma a verificar a relevancia de incubar a amostra para a ocorréncia das reacdes de
aglutinacdo, como aplicado por outros autores [3, 9, 32-34], foram realizados alguns testes
experimentais (utilizando o sistema experimental laboratorial — figura 3.1) tendo por base a
utilizacdo da mesma amostra de sangue e aplicando os protocolos | e Il. Assim, foi possivel
comparar os resultados obtidos pelas duas situacfes. Seguidamente é apresentado um exemplo,

aplicado a uma amostra de sangue tipo A positivo.

Reacdo ABO, sem incubacéo

0.5 e 901111010
0,4 e COM ANI-A
© 03 74 5 Com Anti-B
3 0 2 N‘\ve'\"v ’.v_‘«' 2 AAV w— \ﬁ
g AR V=
0’1 _%v#ﬁ—mw\a—v\’—v
0,0 T T T T T T T T T T T 1

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.20. Valores de DO em funcéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A a reagir com
PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde), por aplicagdo do

protocolo .
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Reacgdo ABO, com incubacao
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Figura 3.21 Valores de DO em fun¢&o do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A a reagir com

PBS (curva azul), com reagente Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde), por aplicacdo do

protocolo II.

Reacgdo Rh, sem incubacao

1,0 e 9001111010

08 = Com Anti-D
08 M

0,4 "\ —
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Comprimento de onda (nm)

Figura 3.22 Valores de DO em fun¢&o do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo Rh positivo a

DO (u. a.)

reagir com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja), por aplicagdo do protocolo I.

Reacgdo Rh, com incubacéo

10 == C0Ntrolo
0,8 Com Anti-D
S 0,6 AN
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8 0,4 \ s A
0,2 —
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Figura 3.23 Valores de DO em funcdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo Rh positivo a

reagir com PBS (curva azul) e com reagente Anti-D (curva laranja), por aplicagdo do protocolo Il.

Por observacdo das figuras 3.20 a 3.23 pode constatar-se que ndo existem diferencas

significativas entre os espectros de DO no caso de utilizacdo de incubadora e no caso de a
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reccdo ocorrer a temperatura ambiente, permitindo a mesma distingdo entre as amostras
aglutinadas e ndo aglutinadas. Tal facto estd de acordo com o esperado, uma vez que alguns
testes de determinagdo dos tipos sanguineos realizados em laboratdrios (teste em lamina, tubo,
entre outros) sdo, normalmente, realizados a temperatura ambiente. Esta caracteristica permite
obviar a utilizacdo de incubadora para a determinacéo dos tipos sanguineos ABO no dispositivo

que é pretendido implementar, garantindo assim a sua portabilidade.

3.3 Andlise final da metodologia implementada

De uma forma geral, os resultados apresentados na seccdo 3.2 do presente capitulo,
permitem aferir que é possivel a determinacdo dos grupos sanguineos ABO-Rh recorrendo a
medicdo dos espectros de DO de varias amostras de teste. Contudo, alguns resultados obtidos
sdo ligeiramente diferentes dos documentados, o que pode estar relacionado com uma série de
fatores, como as montagens/sistemas utilizados para a obtengdo dos espectros, a forma de
preparacdo das amostras e até as condicdes de reagdo entre a amostra de sangue e 0S
reagentes. Tais fatores foram abordados, bem como a forma como estes podem afetar os
resultados obtidos.

Como conclusdo das analises experimentais realizadas, comprova-se que a utilizacao da
espectrofotometria para a determinagdo dos grupos sanguineos seguindo o protocolo | (protocolo
experimental mais simples) € viavel, embora esteja sujeita a um conjunto de fatores que
influenciam os resultados.

Assim, através da realizagdo destes testes experimentais iniciais foi possivel constatar
que a abordagem espectrofotométrica € valida para a determinagdo dos grupos sanguineos,
embora esteja sujeita a um conjunto de particularidades que tém de ser corretamente
controladas e que se podem revelar dificeis de automatizar. As principais sdo: a montagem
experimental, ou seja, 0 angulo de aceitagdo do detetor vai influenciar o espectro de DO dos
eritrécitos; a forma de preparacdo da amostra, uma vez que se notou ao longo da
realizacdo dos testes que, pequenas variagdes na recolha das amostras produziam diferencas
significativas nos resultados obtidos; a forca da reacéo de aglutinacdo, que afeta a forma
de distincdo da amostra aglutinada em relagdo ao controlo; o tempo de preparacdo da
amostra, uma vez que é necessario realizar um conjunto de diluicbes e misturas; e a rapidez
de medicéo do espectro, uma vez que nas amostras aglutinadas as células tém tendéncia a

depositar-se no fundo da cuvete, pelo que é importante medir o espectro de DO o mais rapido
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possivel. Esta caracteristica obriga a obtencéo de apenas um valor de intensidade de corrente no

fotodiodo para cada comprimento de onda, resultando em espectros de DO menos regulares.
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Capitulo 4 — Testes experimentais: metodologia em lamina

Neste capitulo é apresentado um protocolo experimental alternativo, baseado no teste
em lamina, para a distincdo dos grupos sanguineos ABO-Rh através de uma abordagem
espectrofotométrica. Sdo ainda expostos e discutidos os resultados obtidos. Para terminar, é
explicada a importancia do desenvolvimento de um protocolo mais simples e répido para a
concretizacdo deste projeto, comparando estes resultados com os anteriormente obtidos no

capitulo 3, com a metodologia em cuvete.

4.1 Protocolo experimental em lamina

Devido as limitagBes descritas no capitulo anterior, relativas a determinacédo dos grupos
sanguineos ABO-Rh, por aplicagdo do protocolo experimental em cuvete, optou-se por aplicar um
protocolo em lamina, de forma a verificar a sua validade para a distingdo dos grupos sanguineos
ABO-Rh. O teste em lamina € utilizado para tipagem sanguinea manual, em que o resultado de
teste € obtido por inspecdo visual do técnico que o realiza. Por ser um protocolo bastante
simples decidiu-se testar se a decisdo de teste poderia ser feita automatizada, através de uma
analise Gtica de um conjunto de amostras. Assim, o procedimento de preparacdo das amostras
foi baseado no teste convencional em lamina. E de referir que a literatura no regista a utilizagio
deste protocolo convencional em medigbes Oticas para determinacdo dos tipos sanguineos.
Contudo, a automatizagdo de um procedimento deste tipo, pode trazer um conjunto de
vantagens, entre as quais: a rapidez do teste; a eliminacdo da subjetividade associada a
interpretacdo dos resultados por parte dos humanos; a simplicidade do método, ja que os
reagentes e as amostras de sangue ndo necessitam de ser sujeitas a diluicdes; e a eliminacéo
de algumas dificuldades verificadas no capitulo anterior, que tornam a tarefa de criacdo de um
sistema automatico mais complexa. Apesar de todas as vantagens associadas, o fundamental foi
verificar se é possivel automatizar este tipo de teste e se os resultados obtidos permitem
generalizar a determinacdo dos grupos sanguineos ABO-Rh, de forma a construir um sistema

eletrénico para o efeito.

Procedimento de teste — realizado a temperatura ambiente:
e Pipetar 50 pL de reagente apropriado (Anti-A, Anti-B, Anti-AB, Anti-D) para uma

[amina de vidro.
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e Adicionar sangue total (cerca de um quarto da quantidade de reagente, ~ 12,5 pL).
e Utilizar uma vareta de mistura, misturando o sangue e 0 anticorpo uniformemente,
durante alguns segundos, numa area de aproximadamente 2,5 cmz.

e Proceder as medicBes espectrais.

Mais uma vez, fazendo reagir amostras sanguineas com cada um dos reagentes
anticorpos, podem ser obtidas dois tipos de amostras de teste, aglutinadas ou ndo aglutinadas
(ver tabela 3.1), o que produziré diferencas ao nivel dos espectros de DO recolhidos.

Relativamente ao sistema de medicdo utilizado, este foi muito semelhante ao setup
experimental apresentado no capitulo 3 (figura 3.1), sendo o sistema 6tico apenas ajustado para
a utilizacdo de uma amostra em lamina, em vez de cuvete. Mais uma vez, para 0s testes
experimentais iniciais ndo se teve em conta as distancias entre 0s componentes oOticos,
aproximou-se apenas 0s componentes o0 mais possivel e alinhou-se o feixe de luz com o
fotodiodo. Contudo, a questdo das distancias sera considerada seguidamente. A figura 4.1

apresenta, em detalhe, o sistema 6tico utilizado.

74 \

! Feixe de Luz |

Fotodiodo

Figura 4.1 Setup experimental do sistema Gtico, evidenciando-se 0s varios componentes.

4.2 Resultados experimentais e discusséo

A aplicagéo do protocolo em [amina foi realizada em dez amostras sanguineas (n=10) de
todos os tipos ABO-Rh. Seguidamente sdo apresentados alguns resultados obtidos. Os espectros
apresentados foram obtidos através dos valores de corrente do fotodiodo (em A) em fun¢do do
comprimento de onda (nm), e por aplicacdo da equacéo 2.5. Os valores de corrente referentes
ao solvente (l,,..), para cada uma das amostras, foram obtidos utilizando uma lamina de vidro

com um reagente anticorpo especifico, ou seja, para obter o espectro relativo apenas a uma
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amostra de sangue a reagir com Anti-A, por exemplo, utilizou-se como solvente o reagente Anti-A.
O anexo Il apresenta os valores de corrente no fotodiodo para cada um dos reagentes (Anti-A,
Anti-B, Anti-AB e Anti-D) e para uma das amostras de sangue a seguir apresentadas.

As figuras 4.2 a 4.5 apresentam os espectros de DO obtidos por aplicacdo do protocolo

em lamina descrito a quatro amostras do tipo sanguineo ABO-Rh.

Tipo sanguineo A positivo

3,0 e COM Anti-A

2,5 e COM Anti-B
S 20 \\ /"V\ Com Anti-AB
‘;’ 1.5 - \ e Com Anti-D
010 S

0,5 SN

0,0 +

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.2 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A positivo a
reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e

reagente Anti-D (curva roxa).

Tipo sanguineo O positivo

3,0 Com Anti-A

2,5 Com Anti-B
< 20 Com Anti-AB
315 - Com Anti-D
o
A 1,0 - ——

0,5 = 7§

0,0 T T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.3 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo O positivo a
reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e

reagente Anti-D (curva roxa).

63



Capitulo 4

Tipo sanguineo B negativo

3,0 === Com Anti-A

2,5 == Com Anti-B
< 20 Com Anti-AB
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Figura 4.4 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo B negativo a
reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e

reagente Anti-D (curva roxa).

Tipo sanguineo AB negativo
3,0 Com Anti-A
2,5 Com Anti-B
T; 2,0 /\\ /‘\/\ Com Anti-AB
215 N Com Anti-D
3 \
210
0,5
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Comprimento de onda (nm)

Figura 4.5 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda (nm) para uma amostra de sangue tipo AB negativo
a reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e

reagente Anti-D (curva roxa).

Por analise dos resultados apresentados nas figuras 4.2 a 4.5 pode verificar-se que a
aplicacdo de um protocolo de teste muito simples, sem a necessidade de dilui¢es, € vidvel para
a distingdo dos grupos sanguineos ABO-Rh. De facto, pode observar-se que uma amostra
aglutinada apresenta um espectro de DO bastante distinto de uma amostra ndo aglutinada, quer
na sua forma como na grandeza dos valores obtidos. O fendmeno de aglutinacdo leva a criagdo
de aglomerados de células, provocando um aumento da quantidade de luz que é dispersa, e
como consequéncia, maior quantidade de luz atinge o detetor, resultando numa diminui¢éo da
DO. Para além disso, uma amostra ndo aglutinada é uma amostra mais homogénea, com maior
turbidez, e com particulas mais pequenas que dispersam pequenas quantidades de luz,

resultando assim em valores de DO maiores. Relativamente & forma do espectro das amostras
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nao aglutinadas, esta é bastante semelhante ao espectro de uma suspensdo de eritrocitos, em
que se evidenciam os picos de absorc¢do da hemoglobina (nos comprimentos de onda 417, 547,
e 575 nm [40]). Ja os espectros de amostras aglutinadas apresentam uma variacdo de DO
muito pequena, devido aos fenémenos 6ticos provocados pela aglutinacdo (dispersdo e variacdo
da turbidez) que minimizam o efeito da presenca da hemoglobina.

Outra observacdo importante a fazer é que os espectros obtidos sdo mais regulares que
0s anteriormente obtidos com a utilizacdo do protocolo em cuvete (capitulo 3). Tal facto esta
relacionado com o aumento do nimero de amostras de corrente no fotodiodo (4 valores de
corrente) para cada comprimento de onda, aquando da aquisi¢éo dos dados experimentais. Esta
capacidade do setup experimental pode ser utilizada, neste caso, uma vez que ndo existe o
problema da rapida deposicdo das células aglutinadas na parte inferior da cuvete. Assim, o
tempo de medicdo do espectro deixa de ser um fator critico, embora deva ser o0 mais rapido
possivel a fim de minimizar o tempo de determinagdo do tipo de sangue. Ainda relacionado com
a questdo do tempo de determinacdo do tipo sanguineo, o protocolo e 0s resultados
apresentados neste capitulo permitem aferir que esta abordagem seria mais facil de aplicar no
sistema automatico e produziria resultados mais rapidos, devido a sua simplicidade de
implementacdo. Para além disso, a preparacdo das amostras de teste foi realizada por diferentes
pessoas (Uma vez que a mistura € manual e assim garante-se que nao depende do técnico que a
realiza), obtendo-se resultados muito semelhantes, 0 que nos permite aferir que este protocolo
nao estd dependente da preparacdo da amostra como 0 anterior, em que pequenas variacdes
produziam diferentes resultados. Outra das caracteristicas a realcar é que este protocolo permite
a determinacéo do sistema Rh pelo mesmo principio do sistema ABO, apesar do reagente Anti-D
ter uma forga de reacdo naturalmente mais fraca.

A principal limitagdo desta abordagem é a &rea de mistura e o posicionamento dessa
area em relacdo aos componentes oéticos (feixe de luz e fotodiodo), uma vez que também foi
verificado, por teste experimentais, que aumentando a area de mistura, a amostra ficava mais ou
menos diluida gerando diferencas de DO. Esta limitacdo pode ser facilmente ultrapassada
criando no sistema automatico uma area de mistura constante para todas as amostras de teste.

Assim, a principal vantagem da utilizacdo desta abordagem, para além das ja
enunciadas, € que permite a distin¢do clara e objetiva entre uma amostra aglutinada e nao
aglutinada através da forma do espectro de DO e também dos valores de DO produzidos pelas

amostras, ou seja, as diferencas entre os dois tipos de amostras (aglutinada e ndo aglutinada)
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sdo no minimo 0,5 u. a., em contraste com os 0,1 a 0,2 u. a. (em média) do protocolo em
cuvete. Esta margem de distingdo mais elevada, entre as amostras, facilita a automatizagdo do
processo de decisdo na determinacdo dos grupos sanguineos ABO-Rh. Por esta razdo e por
outras vantagens ja enunciadas anteriormente, a determinacdo dos tipos sanguineos com base
num protocolo experimental em lamia revela-se uma abordagem mais precisa e conveniente
para ser aplicada no sistema eletronico automatico e portatil para determinacdo dos tipos

sanguineos ABO-Rh.

4.3 Posicionamento de componentes e a sua influéncia no espectro
de DO

Uma vez que o angulo de aceitacdo do detetor esta relacionado com a sua distancia a
amostra [39, 40], foram realizados testes experimentais (em 5 amostras sanguineas, n=5)
aumentando a distancia entre o detetor e a amostra, de forma a reduzir o angulo de aceitacéo e
verificar a sua influéncia no espectro de DO. Na primeira montagem, figura 4.1, aproximaram-se
0 mais possivel os componentes 6ticos, sendo a distancia entre a amostra e o detetor cerca de 3
cm, uma vez que o fotodiodo ndo esta a superficie da caixa que o envolve. De forma a diminuir o
angulo de aceitacdo e mantendo o mesmo fotodiodo, aumentou-se a distancia entre o fotodiodo

e a amostra para o dobro (6 cm). O sistema 6tico alterado € apresentado na figura 4.6.

Feixe de Luz '

Figura 4.6 Setup experimental do sistema 6tico, evidenciando-se 0 aumento da distancia entre a lamina e a caixa

que contém o fotodiodo.

Nas Figuras 4.7 e 4.8 sdo apresentados dois exemplos de espectros obtidos em duas

amostras sanguineas, com a utilizagdo do sistema 6tico apresentado na figura 4.6.
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Tipo sanguineo A negativo
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Figura 4.7 Valores de DO em fungdo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo A negativo a
reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e com

reagente Anti-D (curva roxa).

Tipo sanguineo O positivo

3,0 = Com Anti-A
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Figura 4.8 Valores de DO em fungéo do comprimento de onda para uma amostra de sangue tipo O positivo a
reagir com reagente Anti-A (curva azul), reagente Anti-B (curva vermelha), reagente Anti-AB (curva verde) e com

reagente Anti-D (curva roxa).

Por observacdo das figuras 4.7 e 4.8, pode constatar-se que 0s espectros s&o muito
semelhantes aos obtidos anteriormente (seccdo 4.2), sendo que as amostras ndo aglutinadas
apresentam os picos de DO relativos a hemoglobina, e as amostras aglutinadas apresentam um
espectro mais constante e com baixos valores de DO devido a forte dispers&o provocada pelas
células aglutinadas e a menor turbidez caracteristica das solucdes.

No entanto pode notar-se que, entre 0s comprimentos de onda de 600 nm e 1000 nm,
é visivel outra diferenca entre amostras aglutinadas e ndo aglutinadas, ainda que ligeira. Ou seja,
as amostras ndo aglutinadas apresentam uma zona linear com um determinado declive, muito
préximo entre todas elas. Ja as amostras aglutinadas apresentam, na mesma zona, um declive

muito proximo de 0. Tal resultado esta de acordo com as diferengas espectrais entre amostras
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aglutinadas e ndo aglutinadas, relatadas por Narayanan et al. [32, 33]. Para além disso, de
acordo com o estudo das propriedades Oticas do sangue, com o aumento da distancia entre
amostra e detetor € possivel a diminuicdo do angulo de aceitacdo, permitindo assim obter um
espectro com uma informagéo mais relevante da componente de absorcéo e disperséo (apenas
a luz dispersa na direcdo frontal é contabilizada no espectro de DO). Tal caracteristica pode estar
relacionada com o aparecimento destas diferengas no espectro de DO.

Assim, pela realizacdo deste teste experimental pode de facto aferir-se que seria
desejavel que a amostra ficasse a alguns centimetros de distancia do fotodiodo se fosse
pretendido criar um sistema com um angulo de aceitacdo pequeno, maximizando a informacéao
da componente de absorcdo e dispersdo no espectro de DO, e permitindo a distingdo das
amostras com base no declive de uma regido do espectro. Contudo essa distancia ndo deve ser
muito elevada, para ndo condicionar as reduzidas dimensoes do sistema a implementar.

Portanto, uma vez analisados os resultados obtidos, pensa-se que uma abordagem
baseada nas diferencas da forma dos espectros entre amostras aglutinadas e nao aglutinadas €
mas precisa e segura para a distingdo das amostras. Sabe-se que seria também vidvel a
utilizacdo dos declives da regido aproximadamente linear entre os 600 nm e 1000 nm
(abordagem até agora seguida por varios autores). Contudo esta abordagem esta sujeita a um
controlo rigoroso da distancia entre a amostra e o fotodiodo, e pode também por em causa a
reduzida dimensdo do sistema a construir.

Assim, uma vez que a distingdo entre amostras aglutinadas e ndo aglutinadas sera
baseada nas diferencas da forma dos espectros de DO obtidos ndo sera tida em conta o
aumento da distancia entre amostra e fotodiodo, sendo apenas desejavel a sua aproximacao de

forma a minimizar a quantidade de luz perdida e ainda o tamanho do sistema a implementar.
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Capitulo 5 — Especificacéo e Implementagao do Prototipo

Neste capitulo sdo apresentados e especificados todos os componentes eletrénicos
necessarios para a implementacdo do sistema de determinacéo dos grupos sanguineos ABO-Rh,
tendo em vista as caracteristicas pretendidas (automatico, dimensdes reduzidas, baixo custo e
portatil). Para além disso, sdo apresentadas todas as etapas desde o design do sistema até a

sua implementacéo, bem como uma explicacdo completa do funcionamento do dispositivo.

5.1 Sistema de LEDs

Apos a validacdo da utilizagdo de um protocolo experimental geral com base no teste em
lamina, descrito no capitulo 4, procedeu-se a implementacdo de um sistema o6tico baseado em
LEDs evitando assim a utilizacdo da fonte de luz e do monocromador, componentes de grandes
dimensdes e de elevado custo. Uma vez que se optou por distinguir as amostras aglutinadas de
nao aglutinadas através das diferencas na forma dos espectros, nomeadamente a variacéo da
DO ao longo do espectro, decidiu-se escolher trés gamas de comprimentos de onda para
analisar cada uma das amostras (maximizar essas diferencas). Assim, observando os espectros
de DO obtidos anteriormente (na sec¢do 4.1.1), as gamas escolhidas foram: 400 nm a 430 nm,
530 nm a 575 nm e maior que 750 nm. Com esta escolha, espera-se que uma amostra
aglutinada tenha uma variagdo da DO pequena, comparando o0s trés valores discretos de DO das
gamas escolhidas. Pelo contrario, pensa-se que uma amostra ndo aglutinada possua uma
variacdo de DO bastante acentuada ao longo das gamas de interesse, devido a existéncia dos
picos da hemoglobina, e que possua valores de DO mais elevados que uma amostra aglutinada.
Em suma, com a aplicacdo do sistema de LEDs espera-se a obtencdo de valores de DO
concordantes com 0s espectros obtidos com a fonte de luz, e como consequéncia a distin¢éo
clara entre amostras ndo aglutinadas e aglutinadas dos tipos sanguineos ABO-Rh.

Desta forma, a primeira preocupacdo foi a escolha de trés LEDs que respeitassem as
gamas de interesse e que possuissem caracteristicas especificas e fundamentais para o
desenvolvimento futuro do sistema que se pretende construir, tais como: reduzida dimensao;
largura de banda relativamente estreita; angulo de emissdo ndo muito elevado; preco acessivel;
e baixo consumo. Assim, foram escolhidos trés LEDs (circulares e 3 mm de didametro) com um
pico de emiss@o nos 406 nm, 566 nm e 956 nm [45, 46][47]. As caracteriza¢Oes experimentais

realizadas sobre os mesmos (determinagdo do pico de emisséo e largura de banda espectral,
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utilizando o espectrofotémetro laboratorial descrito no capitulo 3 — figura 3.1) sdo apresentadas
no anexo |l.
A figura 5.1 apresenta um exemplo de configuracdo experimental para os testes de

determinagdo dos tipos sanguineos, utilizando o LED com pico de emissdo em 566 nm.

& 1
l Fonte de alimentacao
_———

Figura 5.1 Setup experimental com a utiliza¢&o de LEDs.

Os testes de tipagem sanguinea, utilizando um sistema de LEDs, foram realizados num
total de dez amostras (n=10) de todos o0s tipos sanguineos. Seguidamente sdo apresentados 0s
valores discretos de DO obtidos para cada comprimento de onda de interesse, para 4 amostras
de sangue ABO-Rh.

Os valores de DO sdo obtidos por aplicacdo da equagdo 2.5 (capitulo 2), tendo em conta
os valores discretos de corrente no fotodiodo de amostras de teste e respetivos reagentes

(solucbes de anticorpos: Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D).
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<20
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Figura 5.2 Valores discretos de DO obtidos para uma amostra de sangue tipo A negativo, com a utilizacdo de uma

série de trés LEDs.

Tipo sanguineo B positivo
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Figura 5.3 Valores discretos de DO obtidos para uma amostra de sangue tipo B positivo, com a utilizagdo de uma

série de trés LEDs.

Tipo sanguineo O positivo
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Figura 5.4 Valores discretos de DO obtidos para uma amostra de sangue tipo O positivo, com a utilizacdo de uma

série de trés LEDs.
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Tipo sanguineo AB negativo
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Figura 5.5 Valores discretos de DO obtidos para uma amostra de sangue tipo AB negativo, com a utilizacdo de

uma série de 3 LEDs.

A tabela 5.1 apresenta a variagdo média entre os valores discretos de DO relativos aos
picos de emissdo dos LEDs, para as amostras aglutinadas e nédo aglutinadas, obtidas com os

testes sanguineos referentes aos 10 ensaios.

Tabela 5.1 Variacdo média de DO entre os comprimentos de onda discretos, para amostras aglutinadas e ndo

aglutinadas, obtidas em dez ensaios de teste (dez amostras sanguineas).

Variacdo Média DO (n=10)

406 nm —566 nm 566 nm — 956 nm
Amostras ndo aglutinadas 2,0136 0,5546
Amostras aglutinadas 0,4433 0,1167

Por observacdo das figuras 5.2 a 5.5, referentes a determinagdo dos tipos sanguineos
ABO-Rh recorrendo a um sistema 6tico baseado em trés LEDs, pode aferir-se que a distin¢do dos
grupos sanguineos € clara e objetiva. Assim, as amostras ndo aglutinadas apresentam uma
variagdo acentuada dos valores de DO ao longo das medigOes discretas nos comprimentos de
onda utilizados. Para além disso, apresentam valores de DO elevados, especialmente nos
comprimentos de onda de 406 nm e 566 nm, devido a presenca da hemoglobina, que absorve
grandes quantidades de luz nessa regido. Pelo contréario, uma amostra aglutinada apresenta um
espectro de DO mais constante ao longo da série discreta de comprimentos de onda, sendo os
valores de DO mais baixos e 0s picos de absorgdo da hemoglobina menos evidentes. Tal facto,

esté relacionado com menor turbidez das solugdes e com a disperséo de luz provocada pelas
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particulas de grandes dimensdes (células aglutinadas), fazendo com que o efeito da presenca da

hemoglobina (picos de absor¢éo) ndo seja evidente neste caso, uma vez que a quantidade de luz

que atinge o detetor é mais elevada.

Para além disso, os valores apresentados na tabela 5.1 confirmam as diferencas

espectrais de DO entre amostras aglutinadas e ndo aglutinadas, sendo que as diferencas séo

significativamente maiores entre amostras n&do aglutinadas,

comprimentos de onda 406 nm e 566 nm.

especialmente entre 0s

Portanto, fica validada a utilizacdo de um sistema Gtico baseado em trés LEDs (pico de

emissdo nos 406 nm, 566 nm e 956 nm) para a distin¢do dos grupos sanguineos ABO-Rh.

5.2 Componentes eletronicos do sistema

Uma vez validada a utilizacdo de LEDs para a distingdo dos tipos sanguineos ABO-Rh,

procedeu-se a selecdo e especificacdo dos restantes componentes eletrénicos necessarios para

a implementacdo do sistema. Na figura 5.6 é apresentado um diagrama de blocos dos

componentes eletrénicos que constituem o protétipo.

Algoritmo de Controlo

Multiplexer

1:16

JLEDs JLEDs 3LEDs JLEDs
- n - B -
Amostra Amostra Amostra Amostra
com com com com
Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
N J A y A\ A
Fotodiodo Fotodiodo Fotodiodo Fotodiodo
' ) ) “ [ -
Conversio Conversio Conversio Conversdo
Corrente Corrente Corrente Corrente
Tensdo Tensdo Tensdo Tensio
v \
v v v v

Microcontrolador

Figura 5.6 Diagrama de blocos dos componentes eletrénicos do sistema.

Algoritmos de

l Classificacio e Decisdo

Resultado de Teste
apresentado no Display
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O sistema inclui quatro regibes de teste, uma para cada reagente anticorpo. S&o
utilizados quatro conjuntos de trés LEDs (picos de emissdo: 406 nm, 566 nm e 956 nm),
perfazendo a quantidade total de doze LEDs. E necessario ainda a utilizagdo de um multiplexer
de forma a selecionar o LED ativo num dado momento. Este controlo é realizado por um
microcontrolador, por aplicacdo de um algoritmo de controlo (explicado na secc¢éo 5.4). Assim,
foi selecionado um multiplexer de dezasseis canais (1:16) da Analog Devices (ADG706) [48],
sendo as suas caracteristicas (baixo consumo, gama de operacdo entre os 1,8 e 0s 5,5 V)
adequadas para a implementacéo de dispositivos portateis.

Um multiplexer é um circuito que permite colocar na saida um sinal proveniente de uma
das suas entradas, através de um sinal de controlo digital (entradas de selecdo do multiplexer).
Uma vez que os multiplexers analdgicos sao bidirecionais, estes podem também funcionar como
desmultiplexers (caso implementado nesta dissertagdo), ou seja, colocar numa das entradas o
sinal de saida do multiplexer [49]. Neste caso, o sinal de saida, que tem um valor de 5V, é
colocado alternadamente em doze entradas do multiplexer, de forma a alimentar cada um dos
LEDs de forma alternada.

Para além disso, é necessario a utilizacdo de resisténcias (entre as entradas do
multiplexer e o sistema de LEDs), figura 5.7, de forma a controlar a corrente que atravessa 0s
LEDs, respeitando as respetivas especificagdes de tensdo e corrente. Considerando como
exemplo o LED com pico de emisséo nos 406 nm, sabe-se que a sua tenséo e corrente

recomendaveis (V, € l,) sdo 3,4 V e 15 mA, respetivamente.

ILED

Figura 5.7 Circuito controlador de tensé&o e corrente no LED.

Assim, sabe-se que:
SV—V.— Vg =0
SV = lpygp XR = Vigp =0
R =106,67 2
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Portanto, de forma a respeitar as especificacdes técnicas do LED com pico de emissao
nos 406 nm a resisténcia (R da figura 5.7) ndo devera ser menor que 106, 67 Q. As mesmas
consideragOes foram tidas em conta para os LEDs com picos de emissdo nos 566 nm e 956
nm. As resisténcias escolhidas foram: 120 Q, 330 Q e 220 Q para os LEDs com pico de

emissdo nos 406 nm, 566 nm e 956 nm, respetivamente.

Relativamente a escolha dos 4 fotodetetores (fotodiodos) para o sistema (um para cada
regido de teste), responsaveis por produzirem uma corrente diretamente proporcional a
quantidade de luz recebida, esta baseou-se no estudo de certas caracteristicas do fotodetetor
como: a largura de banda, que tem de ser compativel com os picos de emissdo dos LEDs (406
nm, 566 nm e 956 nm); a sensibilidade, que deve ser elevada; a corrente de fuga que
idealmente deve ser muito pequena; a area ativa do fotodiodo; e o preco, sendo que é uma
preocupacdo deste trabalho produzir um sistema de baixo custo. Assim foi selecionado um
modelo da Hamamatsu (S2386-8K) [43] que tem uma resposta espectral na gama dos 320 nm
a 1100 nm, envolvendo assim toda a gama de comprimentos de onda dos LEDs. Relativamente
a escolha da sua area ativa, esta baseou-se no facto de que cada conjunto de trés LEDs deve ser
colocado lado a lado, aquando da aquisi¢do dos valores de DO, pelo que é necessaria uma area
suficiente para considerar a contribuigdo do feixe de luz de cada um deles. Para além disso, a
forma e tamanho dos LEDs e a area de sensibilidade dos fotodiodos utilizados deve englobar a
area de mistura do sangue com o reagente (aproximadamente 2,5 cm: como definido pelo
protocolo em lamina implementado — secgéo 4.1). Sendo assim, ndo foi necessario recorrer a

componentes eletronicos mais pequenos.

Um conversor de corrente-tensdo é também necessario, de forma a converter os valores
de corrente dos fotodiodos (I da figura 5.8) em valores de tensdo que possam ser adquiridos
pelo microcontrolador (U da figura 5.8). A figura 5.8 apresenta um conversor convencional, que
produz uma tensdo de saida (em V) diretamente proporcional a corrente gerada pelo fotodiodo.
Assim, um amplificador operacional da Texas Instruments (TLC2652CN) [50] foi selecionado,
devido as suas caracteristicas adequadas para este tipo de aplicacdo, tais como: muito baixo
offset, baixo ruido, elevada precisdo e tensdo de alimentacdo entre os 1,9 V e os 8 V.
Relativamente a resisténcia de realimentacéo (R da figura 5.8), esta deve ser ajustada de acordo

com o ganho desejavel para a conversao, tendo por base a banda de aquisicdo de tensdes do
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ADC (Analog-Digital Converter) do microcontrolador (0 a 3,6 V). O microcontrolador utilizado faz
parte da familia STM32F10, especificamente 0 STM32F103VET6, um dispositivo com tecnologia
ARM® [51, 52]. Contém um ADC com 12 bits de resolucdo, suficiente para a distingdo dos

valores de tens&o dos dois tipos de amostras de teste (aglutinadas e ndo aglutinadas) [51, 52].

Figura 5.8 Conversor corrente-tenséo.

Para além disso, foi implementado um circuito eletrénico especifico com o amplificador
TLC2652CN selecionado (figura 5.9), de forma a reduzir o ruido devido a alimentacdo do
amplificador operacional e dos componentes eletronicos [50]. A minimizacdo do ruido nesta
aplicacdo é essencial para garantir uma correta conversdo dos valores de corrente do fotodiodo
(especialmente os valores mais baixos) em valores de tensdo que serdo adquiridos pelo
microcontrolador. A escolha de um amplificador operacional com muito baixo offset e elevada

precisdo permite também fortalecer esse objetivo.

5V e

100 nF

. |p e

JT_ ' \ .
I ' Aszcn
w | LT T

L M

Figura 5.9 Circuito utilizado para a conversao dos valores de corrente no fotodiodo em tensoes, posteriormente

adquiridas pelo microcontrolador.
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Finalmente, o microcontrolador deve obter os valores de tensdo e calcular a DO discreta
para cada comprimento de onda, baseado nos valores de tensdo que formam a linha de base
(tensdo obtida com os reagentes Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D). Posteriormente, os resultados
obtidos s&o interpretados, por aplicacdo de uma algoritmo de classificacdo e deciséo (explicados
na seccao 5.4) e é produzida uma saida, ou seja, 0 tipo sanguineo ABO-Rh € indicado no display

do microcontrolador. O display tactil constitui a interface do dispositivo com o utilizador.

5.3 Teste global dos componentes eletronicos

Uma vez realizada a especificacdo e o teste individual de todos os componentes para a
implementacdo do sistema, e antes de se proceder a construgdo do dispositivo, procedeu-se a
realizacdo de varios testes experimentais, com todos os elementos acoplados (multiplexer 1:16
(controlado pelo microcontrolador), sistema de LEDs, fotodiodo e conversor corrente-tensdo). A
figura 5.10 apresenta, a titulo exemplificativo, um resultado de teste para uma amostra de
sangue tipo B negativo. Por observagdo do resultado, pode aferir-se que a distingdo entre os dois
tipos de amostras (aglutinada e ndo aglutinada) é clara, sendo assim possivel a determinacéo do

tipo sanguineo em andlise acoplando todos os componentes eletronicos.

Tipo sanguineo B negativo

3,0 .
= &= Com Anti-A

2,5 & == Com Anti-B
=20 X < Com Anti-AB
S 15 N == Com Anti-D
N y \
Q AN

1,0 Ny

W,
0 ! 5 *-—_-—-—_—%
0,0 JIF‘_l_ ] HI"’T—;—_‘I—’TM 1

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.10 Valores de DO discretos obtidos para uma amostra de sangue tipo B negativo, com o acoplamento de

todos 0s componentes eletrénicos.

5.4 Programacao do Microcontrolador — Interface
Como ja referido anteriormente, o microcontrolador efetua o controlo dos LEDs (para
que emitam alternadamente um feixe de luz) e recebe, através do ADC, os valores de tenséo

para cada um dos fotodiodos (3 valores de tensdo para cada fotodiodo correspondentes aos
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valores dos 3 LEDs em cada regido de teste). Foi desenvolvido e implementado um algoritmo de
controlo do estado das entradas de sele¢do do multiplexer (EN, A, A, A, e A,). Em cada teste, 0
microcontrolador obtém 12 valores de tensdo, 3 para cada amostra de teste (um para o
comprimento de onda dos 406 nm, outro nos 566 nm e finalmente para os 956 nm).

Apos a aquisicdo dos valores de tensdo sao calculadas as densidades Oticas para um
determinado comprimento de onda e para uma determinada amostra, através do conhecimento
dos respetivos valores de tensdo de calibragdo (valores adquiridos na calibragéo do dispositivo,
que sera abordada ainda nesta secgdo). Posteriormente, o microcontrolador executa um
algoritmo de classificagéo, de forma a classificar cada uma das amostras de teste em aglutinada
ou ndo aglutinada.

O algoritmo de classificacdo é baseado na variacdo entre os trés valores de DO para
cada cavidade das regides de teste, ou seja, para cada amostra de teste. Considerando o vetor
Den_Ot que contém os trés valores de DO, para 0s comprimentos de onda de 406 nm, 566 nm

e 956 nm, nas posicdes 0, 1 e 2, respetivamente, para uma amostra:

// Modulo das diferencas de DO
diferenca_1 = sqrt ((Den_Ot [1] - Den_Ot [0]) * (Den_Ot [1] — Den_Ot [0]))
diferenga_2 = sqrt ((Den_Ot [2] — Den_Ot [1]) * (Den_Ot [2] — Den_Ot [1]))

// Classificacdo das amostras
se (diferenca_1 < limite_maior e diferenca_2 < limite_menor):
amostra aglutinada
sendo:

amostra néo aglutinada

Alternativamente a este algoritmo pode ainda ser utilizado um equivalente que apenas
considere uma variavel (limite_total), que resulte da média das diferencas totais de densidade

Otica, para cada amostra (aglutinada ou ndo aglutinada). Por exemplo:

// Modulo das diferencas de DO
diferenga_1 = sqrt ((Den_Ot [1] - Den_Ot [0]) * (Den_Ot [1] — Den_Ot [0]))
diferenga_2 = sqrt ((Den_Ot [2] — Den_Ot [1]) * (Den_Ot [2] — Den_Ot [1]))

diferenca_média_total = (diferenca_1 + diferenca_2)/2;
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// Classificacdo das amostras
se (diferenga_média_total < limite_total):
amostra aglutinada
sendo:

amostra ndo aglutinada

Os valores das variaveis limite_maior, limite_menor e limite_total sdo ajustados de
acordo com os valores obtidos pelos testes experimentais ao protdtipo, realizados com amostras
de sangue previamente conhecido o tipo sanguineo — seccéo 6.1.

Por fim, é aplicado o algoritmo de decisdo, com base na tabela 3.1 e no resultado do
algoritmo de classificagdo, de forma a concluir-se o tipo sanguineo em analise. Por exemplo,
considerando as quatro amostras de teste, amostra com Anti-A (a_A), amostra com Anti-B (a_B),

amostra com Anti-AB (a_AB) e amostra com Anti-D (a_D):

// Exemplo de deciséo
se (a_A = aglutinada e a_B=ndo aglutinada e a_AB=aglutinada e a_D=aglutinada):

Tipo sanguineo A positivo

O resultado de teste é apresentado no display do microcontrolador, fornecendo assim a
informagdo do resultado ao utilizador.

No display tatil estdo disponiveis varias opgdes, desde a calibragdo do dispositivo, até a
realizacdo dos testes de tipagem sanguinea. A interface desenvolvida é universal e intuitiva de
forma a facilitar a sua utilizacdo a qualquer utilizador inexperiente.

De realcar que deve ser realizada uma calibracdo do dispositivo sempre que este seja
reiniciado, ou seja, sempre que tenha sido desligado da alimentacdo de energia. Para tal, o
utilizador escolhe a opgdo de calibracdo no display tatil e procede a insercao de uma lamina de
teste apenas com os reagentes (50 pL de cada solugdo comercial de anticorpos, uma em cada
regido de teste). Posteriormente, o dispositivo autocalibra-se de forma automatica e rapida (cerca
de 1 minuto), através do armazenamento dos valores de tensdo referentes apenas aos reagentes
Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D (tensdes de referéncia). Seguidamente, o utilizador € informado

que o dispositivo esta pronto para a realizacao dos testes de tipagem sanguinea ABO-Rh.
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Todo o cddigo desenvolvido na implementacéo dos algoritmos de controlo, classificacéo
e deciséo e ainda da interface com o utilizador foi desenvolvido na linguagem de programagdo C
[51-53].

5.5 Procedimento experimental

Em termos processuais, a analise ao tipo sanguineo ABO-Rh, no protétipo
implementado, realiza-se da seguinte forma — figura 5.11:

- Ligar o dispositivo;

- Selecionar a opg¢do ‘Calibrate Device’ no display;

- Inserir uma lamina com os reagentes (50 pL de reagente Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-
D) de forma a calibrar o dispositivo e selecionar a opcdo ‘Start Calibration’ (tempo de
calibragdo — aproximadamente 2 minutos, considerando o tempo de prepara¢do das amostras
de referéncia);

- Apds a calibragdo, selecionar a opcdo ‘Perform Test’ e proceder a preparacdo das
amostras:

= Pipetar 50 pL de reagente apropriado (Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D) para as 4
cavidades de regides de teste (numa nova lamina de teste).

= Adicionar sangue total com cerca de um quarto da quantidade de reagente, em
cada uma das cavidades das regides de teste (12,5 pL).

= Utilizar uma vareta de mistura (por exemplo, um palito), misturando o sangue e
0 anticorpo uniformemente, durante cerca de 5 segundos.

- Inserir a lamina de teste com as 4 amostras de teste (sangue total com cada um dos
respetivos reagentes) e selecionar a opgdo ‘Star Test’;

- O sistema de LEDs e respetivos circuitos eletronicos entram em funcionamento, sendo
que cada um dos LEDs acende alternadamente e é adquirido um valor de tensdo (pelo ADC do
microcontrolador) para cada um deles. Esse valor é diretamente proporcional a quantidade de
luz adquirida pelo fotodiodo em cada medicdo, gerando uma corrente elétrica que é depois
convertida numa tensdo pelo bloco de conversao;

- Adquiridos os valores de tenséo por parte do microcontrolador, sdo calculadas os 3
valores de DO para cada amostra (um para cada comprimento de onda de interesse) com base

nos respetivos valores de tenséo de referéncia;
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- Com base nos valores de DO calculados, o microcontrolador aplica os algoritmos de
classificagdo das amostras e o algoritmo de decisdo, de forma a determinar o tipo sanguineo em
causa;

- O resultado de teste é indicado no display, informando o utilizador do tipo sanguineo
em andlise (tempo de analise — aproximadamente 3 minutos, considerando o tempo de
preparacdo das amostras de teste);

- No final do teste, e caso nédo se tenha desligado o sistema da alimentacéo de energia,
uma nova analise pode ser efetuada sem a necessidade de realizacdo da etapa de calibracao,

selecionando a opgdo ‘Perform a New Test’.

WELCOHE? Please insert the reagents.
Then, press the button doun,
BLMID TESTS Al Rl

Calibration dome!

You can perforn tests?
Mait please

Perform Test Calibration Running. ..
)

Please insert the test samples.
Then, press the bution down.

ABY TEST RESULT:
Tupe all

Rh TEST RESULT:
Type Bh Poxitive

. Performa mwtm ]

Figura 5.11 Interface do dispositivo com o utilizador — exemplo de teste.
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E de referir ainda, que a |amina de teste, deve ser inserida no sistema sempre no
mesmo sentido, ou seja, a regido de teste (conjunto LEDs, fotodiodo e conversor) utilizada para a
obtencdo dos valores de referéncia do reagente Anti-A, por exemplo, deve ser a mesma que a
utilizada para adquirir os valores de tensdo referentes a amostra de teste com o respetivo
reagente (sangue com Anti-A, neste caso). Assim, é garantido que os valores de tensdo para 0s
célculos das DOs de uma amostra sdo adquiridos sob as mesmas condi¢des. Esta necessidade é
facil da garantir através da criacdo de uma lamina de teste que tenha apenas um sentido de
insercdo no dispositivo. Para além disso, elimina a necessidade do ajuste da intensidade dos
LEDs do mesmo comprimento de onda (nas diferentes regides de teste) em cada medigdo, de

forma a emitirem a mesma intensidade do feixe de luz.

5.6 Estudo do ADC

Para além dos algoritmos implementados e da interface desenvolvida, foi ainda efetuado
um estudo do ADC do microcontrolador, de forma a comparar a sua curva de conversao tedrica
com a curva real e ainda confirmar a sua linearidade. Tal facto é de extrema importancia a fim
de verificar a necessidade de introduzir um fator de ajuste no célculo das DOs (que s&o obtidas a
partir dos valores de tensdo adquiridos pelo microcontrolador), caso se verifique uma grande
discrepéncia entre os valores reais e 0s teoricamente esperados. Assim, utilizando uma fonte de
alimentacdo foram colocados varios valores de tensdo nas entradas anal6gicas do
microcontrolador e obtidos os valores decimais adquiridos pelo mesmo (apds a conversdo
analdgico-digital). Posteriormente compararam-se esses valores com 0s teoricamente previstos.
A figura 5.12 apresenta as curvas de conversdo do ADC, tedrica e real. Como ja referido o ADC
do microcontrolador tem uma resolugdo de 12 bits e uma escala maxima de 3,6 V, sendo assim

0 menor valor que consegue distinguir cerca de 0,879 mV.
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Curvas ADC
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0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Tenséo de entrada analdgica (V)

Figura 5.12 Curvas tedrica e real de converséo do ADC.

Como pode ser observado na figura 5.12, foi ainda adicionada uma linha de tendéncia
linear a curva real do ADC (curva preta da figura 5.12) e obtido o valor do coeficiente de
determinagdo (R?), que € um parametro que permite aferir sobre a linearidade da curva real. O R?
é um parametro que nos da a aproximagao entre os valores obtidos (curva real de conversao do
ADC) e os valores da estimativa (linha de tendéncia linear) [54]. Assim, pode concluir-se que o
comportamento do ADC é bastante linear, 0 que é confirmado pelo valor de R: préximo da
unidade.

Relativamente ao desvio da curva real em relacdo a curva teérica pode aferir-se que é
pouco significativo para o caso em estudo, uma vez que nesta dissertagéo apenas se trabalha
com diferencas entre os valores de DOs, sendo estas bastante significativas entre os dois tipos
de amostras que se pretendem distinguir, aglutinadas e ndo aglutinadas. No entanto, caso 0s
valores de DO obtidos fossem utilizados para medicbes mais precisas, como o célculo de
concentragbes moleculares, seria necessario a introdugdo de um fator de ajuste na conversao do
ADC, que se obteria tendo em conta o desvio entre os valores decimais obtidos e os

teoricamente esperados.

5.7 Projeto do sistema
No projeto do protétipo foi utilizado o software AutoCAD de modo a facilitar a sua
posterior construgdo. Os desenhos evidenciando a configuracdo do sistema, assim como a

disposicdo dos componentes sdo apresentados seguidamente.
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A figura 5.13 representa a configuracéo do sistema (1), sendo as dimensdes do sistema
total (160 mm x 120 mm x 70 mm), ajustadas ao tamanho da lamina de teste (126 mm x 80
mm x 2 mm) e ao espacgo necessario para o acoplamento de toda a eletronica. A 1amina de
teste (2) deve ser descartavel, evitando assim contaminacbes entre analises. O sistema €
constituido por um suporte (3) que fica na regido central de forma a fixar a lamina com as quatro
regides de teste. Na parte superior da caixa ficam acoplados o microcontrolador e as baterias. O
sistema tem ainda uma tampa (4) de forma a isolar a luz externa para que esta nédo afete as
medicOes oOticas.

As placas PCB (Printed Circuit Board), com os sistemas eletronicos de iluminagdo (1) e
de leitura (3) ficam na parte superior e inferior da lamina de teste (2) respetivamente, tal como
pode ser observada a sua configura¢do na figura 5.14. Esta configuracdo permite ainda garantir
0 alinhamento entre os feixes de luz, as amostras e os fotodiodos. As dimensdes das duas
placas PCB (156 mm x 90 mm) assim como a disposicdo dos componentes eletrénicos nas
mesmas estdo de acordo com a disposicdo das regides de reacdo na lamina de teste. Os
componentes eletrénicos, assim como a propria caixa sao reutilizaveis. Na figura 5.14 sdo ainda

evidenciados os componentes do sistema de leitura, fotodiodos (4) e blocos de conversdo (5).

Figura 5.13 Configuracdo do sistema prot6tipo em AutoCAD.
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Figura 5.14 Configuragdo das placas PCB em relagéo a lamina de teste.

Uma das limitagdes enunciadas anteriormente, relativamente a area de reagdo do
protocolo em lamina, é que esta deve ser sempre constante de forma a permitir uma
comparagdo mais rigorosa dos resultados. Assim, cada uma das regides de teste deve
apresentar uma area de reacdo limitada e constante. As dimensdes das areas de reacdo
(aproximadamente 24 mm de didmetro), e como consequéncia da lamina de teste, ttm em
conta as especificagdes do protocolo em lamina aplicado nos testes experimentais (explicadas a
seccdo 4.1).

O material da [&mina de teste deve ser transparente para possibilitar a passagem de luz,
podendo ser vidro, poliestireno, entre outros. Assim, optou-se pela utilizagdo de uma estrutura
comercial existente (tampas das placas de pogos normalmente utilizadas para cultura de células)
com caracteristicas favoraveis as pretendidas: placas transparentes de poliestireno com regides

de teste limitadas e diametro apropriado a aplicacdo pretendida — figura 5.15.

V

-

Figura 5.15 Tampa das placas de poliestireno normalmente utilizadas para cultura de células.

85



Capitulo 5

No entanto, foram ainda introduzidas algumas modificagdes na estrutura,
nomeadamente, o corte das suas paredes laterais, de forma a assemelhar-se a uma lamina de
teste e ainda facilitar a sua inser¢éo no dispositivo implementado — figura 5.16. As regides de

teste s&o as quatro areas centrais da lamina (evidenciadas na figura 5.16).

Figura 5.16 Lamina de teste utilizada no protétipo implementado.

Para além disso, foi realizado um teste experimental, no espectrofotdmetro laboratorial
(figura 3.1), de forma a comparar a transmitancia desta lamina de teste com uma lamina de
vidro convencional (estrutura utilizada nos testes experimentais até agora apresentados) entre 0s
comprimentos de onda de interesse (400 nm a 1000 nm). A figura 5.17 apresenta o resultado
obtido.

Transmitancia

100%
ﬂ E——_
80%
.g = |amina vidro
3 = placa poliestireno
‘€ 60%
2
©
|_
40%
20%
400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.17 Valores de Transmitancia para uma l&mina convencional em vidro (curva azul) e para uma lamina de

poliestireno (curva vermelha).
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Por observacgdo da figura 5.17 é possivel verificar que ambas as estruturas apresentam
elevados valores de transmitancia, sendo o valor médio para a lamina de vidro 91,32%, muito
préximo do valor teoricamente esperado — 91,8% [55]; e para a placa de poliestireno 91,66%,
estando assim validada a utilizacdo da placa de poliestireno para a utilizagéo pretendida.

E ainda de referir que foi produzida, especificamente para o sistema, uma placa em
poliestireno com quatro regibes de teste, através de um processo de baixo custo,
termoformacéo, nas oficinas do Instituto de Polimeros e Compdsitos da Universidade do Minho.

A termoformacdo € um processo através do qual se da forma, por aplicacdo de calor e
pressdo. Inicialmente, uma folha do material a moldar é aquecido de forma a ficar com menor
rigidez e mais deformavel. Posteriormente € aplicada uma forte pressdo (através da criagdo de
vécuo entre a folha do material e o proprio molde) de forma a obrigar 0 material a contactar com
as paredes do molde, que devido a grande diferenca de temperatura, arrefecem o material,

dando-lhe a forma do molde desejado [56]. A placa produzida é apresentada na figura 5.18.

Figura 5. 18 Lamina com quatro regifes de teste produzida através do processo de termoformacéo.

Como € visivel pela figura 5.18, a placa apresenta alguns problemas de deformacéo
devido a dificuldade de controlo dos pardmetros de temperatura e pressdo ao longo do processo.
Para além disso, devido as caracteristicas do processo de fabrico, as areas de teste ndo
apresentavam uma superficie totalmente lisa 0 que é critico para as medi¢des Oticas. Sabe-se
ainda que outros processos de fabrico mais precisos poderiam ser utilizados, como a moldacéo
por injecdo, de forma a obter uma l&mina de teste com boas caracteristicas. No entanto, estes
processos envolvem elevados custos e apenas se tornam viaveis para producdo em massa. O
desenvolvimento de uma lamina de teste especifica para este protétipo nao é objeto de estudo

deste trabalho.
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Para além do design do sistema e da lamina de teste, procedeu-se ao desenho das
placas PCB do sistema no software de design Eagle (Easily Applicable Graphical Layout Editor).
Os resultados séo apresentados nas figuras 5.19 e 5.20, onde se pode observar a disposi¢do
dos varios componentes eletrdnicos. O PCB superior (figura 5.19) é constituido por 4 sistemas
de LEDs, sistema de resisténcias e por um multiplexer SMD (Surface Mounting Device) 1:16; o

PCB inferior (figura 5.20) pelos fotodiodos e conversores corrente-tensao.

=l
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| [l | | L | 1o
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(b)

Figura 5.19 PCB com sistema de iluminagéo: esquematico (a) e respetiva board (b).
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J;LI EEE

(b)

Figura 5.20 PCB com sistema de leitura: esquematico (a) e respetiva board (b).
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5.8 Implementacéo do sistema
Uma vez especificada a arquitetura do sistema e respetivos componentes procedeu-se a
implementacéo do dispositivo. As figuras 5.21 e 5.22 apresentam as placas PCB que constituem

0 dispositivo.

Figura 5.22 PCB com sistema de leitura (fotodiodos e conversor corrente-tensao).

Para terminar, a Figura 5.23 (a) apresenta o dispositivo protétipo com todos os
componentes eletronicos que o constituem. O invélucro do sistema (caixa preta) foi
artesanalmente construido com base na utilizacdo de caixas de PVC (Polyvinyl Chloride),
utilizadas na pratica comum para instalacBes elétricas. Tal escolha prendeu-se com as boas
caracteristicas da caixa para este tipo de aplicacdo, como o baixo peso, elevada resisténcia e
forma adequada para o dispositivo a desenvolver. Para tal, foram introduzidas algumas

modificacBes na caixa, como por exemplo as aberturas laterais, de forma a proceder-se a
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insercdo da lamina de teste; e a cor da caixa, que deve ser preta de forma a ndo afetar as
medicOes Oticas. O suporte central, para a fixacdo da lamina de teste, e a placa superior, para
fixacdo do microcontrolador e do PCB com o sistema de LEDs, foram também construidos
artesanalmente em contraplacado, propositadamente para o sistema.

A figura 5.23 (b) apresenta a configuragéo exterior do sistema; e por fim, a figura 5.23

(c) o mecanismo lateral de insercéo da lamina de teste.

(©)
Figura 5.23 (a) Componentes do sistema protdtipo; (b) Configuracdo do sistema (dimensdes exteriores do

dispositivo: 160 mm x 120 mm x 70 mm); (c) mecanismo de insercao da placa de teste.

5.9 Requisitos de Energia

De forma a tornar o protdtipo desenvolvido num sistema totalmente independente e
portatil, utilizou-se uma bateria recarregavel de NiMH (Nickel-Metal Hydride) com uma tenséo de
8,4 V e uma capacidade de 250 mAh [57], para a alimentacdo do multiplexer e conversores
corrente-tensdo. Tal escolha teve em conta a relacdo prego/qualidade da mesma e ainda a sua
facilidade de recarga para o utilizador, sendo uma bateria convencional facilmente recarregavel.
Para além da bateria referida, e uma vez que o multiplexer e conversores sdo alimentados a 5V,
foi necessaria a utilizacdo de um circuito regulador de tensdo - figura 5.24. Para tal um regulador

da STMicroelectronics foi selecionado (L7805 [58]), em que V, é a tensdo de entrada (8,4 V da
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bateria) e V, a tensdo de saida (5V pretendidos para a alimentacdo dos componentes eletronicos

o—f L78XX rz—l—o
Ci 3 ( A

Vi ' o
0.33uF o.1pFr

referidos).

Figura 5.24 Circuito regulador de tenséo (5V) implementado (adaptado de [58]).

Assim, foi necessario o desenho de mais uma placa PCB no software Eagle, tendo em
conta o circuito elétrico apresentado na figura 5.24. O resultado é apresentado na figura 5.25
(50 mm x 25 mm). A figura 5.26 apresenta o sistema de energia utilizado para a alimentacéo

dos multiplexers e conversores (PCB com sistema regulador + bateria de 8,4 V).

Y
171

(b)

Figura 5.25 PCB com circuito regulador: esquematico (a) e respetiva board (b).
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Figura 5.26 Sistema de energia utilizado para alimentacéo dos multiplexers e conversores corrente-tensao.

Para além disso, foi testado o tempo de duracdo da bateria quando esta se encontra a
alimentar o multiplexer e os quatro conversores corrente-tensdo. Verificou-se que esta tem uma
duragdo de cerca de 25 minutos, antes de necessitar de ser novamente carregada. Tendo em
conta que cada andlise ao tipo sanguineo demora cerca de 5 minutos a efetuar (considerando o
tempo de preparacdo das amostras e a etapa de calibragdo), é possivel realizar-se cerca de 5

analises antes de proceder-se a substituicdo da bateria ou a sua recarga.

Relativamente & alimentacdo do microcontrolador, de forma a evitar a utilizacdo de um
computador portétil juntamente com o dispositivo para o alimentar via USB (Universal Serial
Bus), foram estudadas varias alternativas. A primeira passou pela tentativa de utilizagdo das
baterias utilizadas na alimentacdo dos conversores e multiplexer. No entanto, verificou-se que
estas ndo possuiam poténcia suficiente para ligar a interface grafica do microcontrolador. Apds o
teste de varias baterias com capacidades mais elevadas, verificou-se que todas elas
apresentavam uma poténcia demasiado baixa para o consumo efetuado pela interface gréafica do
microcontrolador.

Os melhores resultados foram obtidos com o teste de uma bateria de uma camara de
filmar (Sony NP-FH70 [59]) com 8,3 V de tensdo e com uma poténcia de 12,2 Wh. Esta foi
capaz de alimentar o microcontrolador, nomeadamente a interface grafica desenvolvida, durante
cerca de 11,5 minutos, pelo que pode ser uma alternativa viavel para o dispositivo. Para efetuar
0s testes realizados foi necessario a utilizagdo de um circuito regulador de tensdo (figura 5.26)

de forma a alimentar um dos pinos do microcontrolador com 3,3 V (equivalente a alimentacdo
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via USB), em que V,, € a tensdo de entrada (8,3 V da bateria) e V, a tensdo de saida (3,3V
pretendidos para a alimentagdo do microcontrolador). Assim, foi selecionado um regulador de
tensdo de 3,3 V da STMicroelectronics (LD1086V33 [60]).

LD1086
Vin IN ouT Vo
+ GND +
Coy=10 14 F — Co=10uF

Figura 5.27 Circuito regulador de tens&o (3,3 V) implementado [60].

A principal desvantagem da utilizagdo deste tipo de uma bateria é o seu elevado custo.
Para além disso, o reduzido tempo de operacdo antes de ser necessario recarregar novamente a
bateria leva a necessidade de estudo de outras baterias com maior poténcia ou a substituicdo
dos reguladores de tensdo por conversores DC-DC, visto estes Ultimos terem uma eficiéncia
superior (cerca de 50% para os reguladores e 85% para os conversores DC-DC [61]). Tal

consideragdo deve ser tida em conta futuramente.

5.10 Custo do prototipo implementado

Uma vez que um dos objetivos desta dissertacdo € o desenvolvimento de um dispositivo
de baixo custo, procedeu-se a contabilizacdo dos custos associados a implementagdo do
protétipo. A tabela 5.5 apresenta uma estimativa dos custos de componentes associados a
construcdo do sistema prototipo completo. E que salientar que os custos apresentados Sao
variaveis, consoante a entidade onde se adquirem 0s componentes, sendo apenas apresentada
uma aproximacdo dos mesmos (quando comprados a unidade). De referir que foram apenas
contabilizados custos de componentes eletronicos, ndo se tendo entrado em linha de conta com

0s custos de design nem desenvolvimento de software.
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Tabela 5.2 Estimativa dos custos de implementac&o do protétipo.

Descricdo do componente Unidades Preco (em Euros)
LED com pico nos 406 nm 4 7,46
LED com pico nos 566 nm 4 3,49
LED com pico nos 956 nm 4 0,45
Resisténcia de protecdo dos LED 12 023
Multiplexer 1:16 1 2,55
Fotodiodo 4 98,80
Amplificador operacional 4 7,12
Condensador 100nF 13 1,61
Invélucro do sistema 1 3,00

Construcéo do dispositivo

(alteragdes no invélucro, suporte 1 25,00
da lamina, parafusos, entre outros)

Bateria 8,4V 1 20,00
Regulador 5V 1 0,55
Condensador 330nF 1 0,35
Conector 23 8,23
Construg&o PCB 3 15,00
Microcontrolador 1 34,38
Interruptor 1 3,35

Total 231,57

95



Capitulo 5

96



Testes Experimentais ao Protétipo Implementado

Capitulo 6 — Testes Experimentais ao Prototipo Implementado

Neste capitulo sdo apresentados todos os resultados experimentais dos testes efetuados
ao protétipo desenvolvido, bem como a discussao dos mesmos tendo por base as caracteristicas

inicialmente pretendidas para o sistema.

6.1 Testes experimentais para determinacdo das variaveis

Apos especificacdo e implementacdo do sistema protétipo, procedeu-se a realizacao de
testes globais de forma a verificar a funcionalidade do sistema e determinar os valores
experimentais que permitem completar o algoritmo de classificacdo (variaveis limite_maior,
limite_menor e limite_total). Assim, foram realizados testes com amostras de sangue fornecidas
pelo IPS (doze amostras de sangue, n = 12), e previamente classificadas através da realizacdo
dos testes convencionais de tipagem sanguinea. E ainda de referir que, nesta fase, foi utilizado o
microcontrolador para o controlo dos LEDs através da implementacdo do algoritmo de controlo e
a interface grafica implementada, sendo que apenas o algoritmo de classificacdo e
consequentemente o de decisdo ndo foram aplicados, uma vez que foi objetivo destes testes
iniciais determinar as varidveis experimentais (limite_maior, limite_menor e limite_total)
necessarias para completar os algoritmos referidos.

Assim, foram inicialmente medidos com um multimetro os valores de tensdo (a saida
dos conversores corrente-tensdo do sistema) dos reagentes que constituem a linha de base (Anti-
A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D), para cada comprimento de onda (406 nm, 566 nm e 956 nm).
Posteriormente, para cada amostra de sangue, foram obtidos os valores de tenséo para as
quatro amostras de teste, cada uma com trés valores de tensdo correspondentes aos trés
comprimentos de onda discretos. Ap6s a aquisicdo destes dados, foram calculados os valores
discretos de DO para cada amostra de teste. As figuras 6.1 e 6.2 apresentam o0s resultados
obtidos para duas amostras de sangue, A negativo e O positivo.

Para cada amostra de teste produzida nos 12 ensaios de teste sanguineo (quarenta e
oito amostras de teste no total, quatro amostras de teste por cada amostra de sangue) foram
calculadas as diferencas entre os trés valores discretos de DO (variaveis diferenca_1 e
diferenca_2). Posteriormente, os valores médios dessas diferencas e 0s respetivos desvios
padrdes, para os dois tipos de amostra (aglutinadas e ndo aglutinadas) foram calculados —
tabelas 6.1 e 6.2.

97



Capitulo 6

Tipo sanguineo A negativo
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Figura 6.1 Valores discretos de DO para uma amostra de sangue tipo A negativa na presenca: Anti-A (curva azul),

Anti-B (curva vermelha), Anti-AB (curva verde) e Anti-D (curva violeta).

Tipo sanguineo O positivo
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Figura 6.2 Valores discretos de DO para uma amostra de sangue tipo O positiva na presenca: Anti-A (curva azul),

Anti-B (curva vermelha), Anti-AB (curva verde) e Anti-D (curva violeta).

Tabela 6.1 Variacdo média das diferencas entre os valores discretos de DO para as amostras aglutinadas e néo

aglutinadas.

Variagdo Média da DO (n=12)

Amostras aglutinadas Amostras ndo aglutinadas
diferenca_1 0,1808 1,6415
diferenca_2 0,0542 0,3220
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Tabela 6.2 Desvio padrdo das diferencas entre os valores discretos de DO para as amostras aglutinadas e ndo

aglutinadas.

Desvio Padréo (n=12)

Amostras aglutinadas Amostras ndo aglutinadas
diferenca_1 0,1108 0,3597
diferenca_2 0,0361 0,1923

Com os resultados obtidos pode aferir-se que € possivel a distingdo dos dois tipos de
amostras de teste, aglutinada e ndo aglutinada, e como consequéncia dos tipos sanguineos
ABO-Rh, através da aplicagdo de dois valores limite — limite_maior e limite_menor — no
algoritmo de classificacdo. Estas variaveis devem ser definidas de acordo com os resultados
experimentais apresentados nas tabelas 6.1 e 6.2 Assim, considerando a definicdo de desvio
padrdo (desvio mais provavel de uma amostra em relacdo a média de valores [54]) e os

resultados obtidos para a média de variacdo das DOs pode ser considerado que:

limite_maior = 1,0000 e limite_menor = 0,1000

Alternativamente, como ja referido, pode ser estabelecido apenas um limite de distincéo
(limite_total), baseado também nos resultados experimentais obtidos e no pior caso de distin¢do
(diferencas maximas para amostras aglutinadas e diferencas minimas para ndo aglutinadas), por

exemplo:

limite_total = 0,7000

Os valores destes limites ndo se alteram com o tempo de utilizagdo do dispositivo,
incluindo com a degradacdo da eletronica (diminui¢do da intensidade dos feixes de luz dos LEDs
ou ainda efeitos da temperatura no desempenho dos componentes do sistema), uma vez que o
algoritmo de classificagdo tem em conta, no célculo das DOs, os valores de tenséo obtidos
apenas com os reagentes (valores de referéncia). Portanto, a etapa de calibracdo do sistema,

cada vez que este € reiniciado, garante a viabilidade dos valores limite.
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6.2 Testes Finais ao Prototipo

Procedeu-se a realizacdo de testes no sistema completo, com todos o0s elementos

acoplados. A figura 6.3 apresenta o aspeto final do dispositivo.

Figura 6.3 Sistema final: (a) vista exterior; (b) vista superior do dispositivo sem a tampa de prote¢éo, evidenciando-

Se 0S componentes.

O teste e validacdo do sistema final foram realizados com um conjunto de 8 amostras de
sangue (n=8) de todos os tipos ABO-Rh fornecidas pelo IPS. Cada uma dessas amostras foi
testada de forma a obter a classificacdo do protdtipo e comparé-la com a classificacao realizada
pelos profissionais dessa institui¢éo.

Ao longo da execucdo dos testes finais foram também realizados alguns ajustes aos
algoritmos implementados devido ao facto de muitas vezes os valores de tensdes produzidos
pelas amostras ndo aglutinadas serem t&o baixos que o ADC do microcontrolador os considerar
nulos (no caso da utilizacdo do LED com pico de emissdo nos 566 nm). Esta situacdo é critica
pois leva a uma situagdo matematicamente impossivel de resolver no célculo das DOs, através
da equacdo 2.5. Assim, considerou-se que, aquando da aquisicdo dos valores de tensdo de
amostras de teste, se os valores obtidos forem nulos entdo a amostra € automaticamente
classificada como ndo aglutinada através da introducdo de valores de DOs tipicos para esse tipo
de amostra e comprimento de onda.

As tabelas 6.3 a 6.6 apresentam quatro exemplos de teste, nomeadamente os valores

das diferencas de DOs (diferenca_média_total) calculados pelo microcontrolador, para cada
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amostra de teste de amostras sanguineas do tipo AB negativo, A positivo, B negativo e O
positivo, respetivamente. A classificacdo de cada amostra de teste foi realizada com base na
utilizacdo da variavel limite_total, previamente determinada com o0s testes experimentais

apresentados na seccao 6.1.

Tabela 6.3 Valores das diferencas de DOs para todas as amostras de teste de uma amostra de sangue tipo

AB negativo e respetiva classificagdo das amostras (Ag — amostra aglutinada; NAg — amostra ndo aglutinada).

Reacao com:

Tipo AB negativo Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
diferenca_média_total 0,1799 0,1715 0,1634 1,3750
Classificagdo da amostra Ag. Ag. Ag. NAg.

Com base na classificacdo das amostra de teste, apresentada na tabela 6.3, 0

microcontrolador produziu como saida o representado na figura 6.4.

ABO TEST RESULT:
Type AB

Rh TEST RESULT:

Type Rh Negative

Perform a new te

Figura 6.4 Saida do microcontrolador, como resultado de um teste de tipagem sanguinea a uma amostra de

sangue tipo AB negativo.
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Tabela 6.4 Valores das diferencas de DOs para todas as amostras de teste de uma amostra de sangue tipo A

positivo e respetiva classificagdo das amostras (Ag — amostra aglutinada; NAg — amostra néo aglutinada).

Reacao com:
Tipo A positivo Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
diferenca_média_total 0,1763 1,4031 0,1652 0,2154
Classificagdo da amostra Ag. NAg. Ag. Ag.

Saida do Microcontrolador: Tipo sanguineo A positivo

Tabela 6.5 Valores das diferencas de DOs para todas as amostras de teste de uma amostra de sangue tipo B

negativo e respetiva classificacdo das amostras (Ag — amostra aglutinada; NAg — amostra néo aglutinada).

Reacao com:
Tipo B negativo Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
diferenca_média_total 1,3750 0,1695 0,1623 1,1857
Classificagdo da amostra NAg. Ag. Ag. NAg.

Saida do Microcontrolador: Tipo sanguineo B negativo

Tabela 6.6 Valores das diferencas de DOs para todas as amostras de teste de uma amostra de sangue tipo O

positivo e respetiva classificagdo das amostras (Ag — amostra aglutinada; NAg — amostra néo aglutinada).

Reacao com:
Tipo O positivo Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
diferenca_média_total 1,3750 1,3993 1,3589 0,1901
Classificagdo da amostra NAg. NAg. NAg. Ag.
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Saida do Microcontrolador: Tipo sanguineo O positivo

Os testes realizados com todas as amostras de sangue (n=8) foram consistentes com a
classificacdo previamente realizada pelo IPS. Contudo é de referir algumas particularidades no
que diz respeito a classificacdo ABO e Rh.

Na tipagem ABO verificou-se que os valores da varidvel diferenga_média_total tinham
uma variacdo média (dentro do mesmo tipo de amostra) pequena e uma distin¢do bastante
acentuada entre os dois tipos de amostras (aglutinada e ndo aglutinada), o que tornou a
utilizacdo da varidvel limite_total bastante adequada para a distingdo das mesmas e, como
consequéncia, para a determinacéo do tipo sanguineo ABO.

Relativamente a determinacéo do tipo sanguineo Rh, verificou-se uma maior variagao da
variavel diferenca_média_total dentro do mesmo tipo de amostra. Para além disso, as diferencas
entre amostras aglutinadas e ndo aglutinadas foram menores que no caso da tipagem ABO.
Ainda assim, suficientes para a distin¢do clara e objetiva do tipo sanguineo Rh, o que também
tornou adequado a utilizacdo da varidvel limite_total para a classificacdo das amostras em
aglutinadas ou ndo aglutinadas e, como consequéncia, para a determinacdo do tipo sanguineo
Rh.
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Capitulo 7 — Conclusdes e Trabalho Futuro

A determinacdo do tipo sanguineo € um teste clinico bastante relevante, uma vez que
consiste na unica forma de garantir a realizagdo de transfusdes sanguineos mais seguras para o
paciente.

Atualmente existe disponivel um vasto conjunto de métodos/sistemas para a
determinagdo dos tipos de sangue, entre eles, 0s testes manuais e 0s sistemas automaticos.
Estes apresentam algumas limitacGes que devem ser obviadas, entre as quais, a subjetividade
associada aos testes manuais e a impossibilidade de producéo de resultados num curto periodo
de tempo caracteristica dos sistemas automaticos.

A utilizacdo da espectrofotometria para determinacdo dos tipos de sangue foi
inicialmente descrita por Narayanan et al., sendo que ap6s a publicacdo dos seus estudos foram
efetuados varios trabalhos relacionados com a tematica, todos eles baseados na mistura de
sangue/células eritrocitarias com anticorpos e na detecdo da reacdo de aglutinacéo através da
comparacdo dos declives dos espectros de DO, numa regido especifica do espectro (regido
linear).

O objetivo principal desta dissertacdo foi o desenvolvimento de um dispositivo
automatico, portatil, rapido e de baixo custo para a determinagdo do tipo sanguineo ABO-Rh em
humanos. Pretendia-se a implementagdo de um sistema baseado numa abordagem
espectrofotométrica, a semelhanca de Narayanan et al., mas com a minimizagdo de algumas
limitagdes associadas aos trabalhos anteriormente desenvolvidos nesta area, tendo sempre em
vista as caracteristicas pretendidas para o sistema.

As medicBes experimentais realizadas inicialmente tiveram como objetivo a prova do
conceito, ou seja, provar a capacidade da espectrofotometria para a determinagdo dos tipos de
sangue ABO-Rh (tendo como base o protocolo em cuvete anteriormente aplicado por Narayanan
et al. e outros autores). Para além disso, pretendeu-se verificar se, com a simplificagdo dos
protocolos anteriormente implementados, era possivel a distingdo das amostras com base nos
espectros de DO. Com a realizagdo destas analises, provou-se a viabilidade da utilizacdo de
métodos espectrofotométricos na determinacéo do grupo sanguineo. No entanto, verificaram-se
algumas limitagbes associadas a utilizagdo do protocolo em cuvete, relacionadas com a
dificuldade de automatizar o processo de decisdo. Foram também realizados testes

experimentais num espectrofotometro comercial, de forma a validar os resultados obtidos pelo
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sistema laboratorial utilizado. Adicionalmente introduziu-se a utilizacdo do reagente Anti-AB nas
medicbes espectrofotométricas, sendo que a sua utilizacdo revelou-se importante, resultando
numa distin¢éo dos grupos sanguineos ABO mais fiavel, funcionando como uma confirmagéo do
tipo de sangue.

Posteriormente foram realizados novos testes experimentais, recorrendo ao protocolo
convencional do teste em |amina, tendo-se verificado vantagens deste em relacdo ao protocolo
anterior. Para além disso, os tipos de sangue foram determinados de forma correta e precisa.
Por esta razéo escolheu-se 0 protocolo em lamina para a preparagdo das amostras de teste a
inserir no sistema implementado. E de referir o caracter inovador da utilizagdo do teste em
lamina para detecdo Otica da reacdo de aglutinacdo, uma vez que a sua aplicacdo nao foi até ao
momento referida na literatura. Outras vantagens da utilizacdo deste protocolo foram ja
anteriormente referidas, das quais se destacam a simplicidade e rapidez de preparacdo das
amostras e a ndo dependéncia dos resultados experimentais em relacdo ao técnico que prepara
as amostras de teste.

Relativamente a implementacéo do dispositivo, esta envolveu a especificacdo e teste da
eletronica, o design do sistema e a construgdo do mesmo, cumprindo-se 0s objetivos
inicialmente propostos: sistema de reduzidas dimensdes, de baixo custo, portatil, processo de
decisdo do tipo de sangue automatico e tempo de resposta rapido (< 5 minutos). Para além
disso, conseguiu-se projetar um sistema que permite a determinacéo dos tipos de sangue ABO-
Rh sem a necessidade de equipamentos que dificultam a portabilidade, como incubadoras e
centrifugas, e com uma distin¢do entre amostras, aglutinadas e ndo aglutinadas, baseada nas
diferencas entre trés valores de DO.

No que diz respeito aos resultados obtidos pelo protétipo na classificacdo dos tipos
sanguineos, estes foram consistentes com os resultados obtidos pelo IPS na classificagdo das
respetivas amostras de sangue testadas, com uma maior facilidade de determinagdo no sistema
ABO. Tal facto pode estar relacionado com a forca de reacdo naturalmente fraca, associada ao
antigénio D. Apesar deste facto, conseguiu-se claramente distinguir amostras reativas (com
antigénio D) de ndo reativas (sem antigénio D), e assim, determinar o tipo sanguineo Rh.

Relativamente as principais dificuldades e limitagBes ao longo da realizacdo do presente
trabalho, estas estiveram relacionadas com o correto funcionamento dos PCBs do sistema
devido a fendmenos de oxidagdo e destruicdo das placas com o seu tempo de vida. Para além

disso, este tipo de placas € muitas vezes afetado por fenémenos de eletricidade estatica que pde

106



Conclusdes e Trabalho Futuro

em causa 0 seu correto funcionamento. Esta dificuldade pode ser obviada através do fabrico de
placas PCB com melhores caracteristicas e menos suscetiveis aos problemas referidos.

Outras dificuldades estiveram relacionadas com a programacéo do microcontrolador,
nomeadamente a aquisicdo de valores nulos por parte do ADC (no caso das amostras nao
aglutinadas analisadas com o LED com o pico de emisséo nos 566 nm). Tal facto pode ser, no
futuro, resolvido com a utilizacdo de um LED de alta intensidade, de forma a garantir que
mesmo os valores minimos de tensdo gerados pelos feixes de luz incidentes nos fotodiodos
sejam corretamente adquiridos pelo microcontrolador.

Do ponto de vista da aplicacdo pratica deste sistema, as caracteristicas do dispositivo
protétipo e a sua facil utilizacdo torna-o bastante adequado para aplicacdo nas unidades de
emergéncia moveis (ambulancias) ou ainda nas unidades de salde provisdrias de paises em

desenvolvimento.

Relativamente as perspetivas de trabalho futuro, devem ser efetuados testes do protdtipo
com uma amostra mais significativa e em ambiente clinico para uma completa validacdo do
dispositivo.

Para além disso, melhorias ao nivel do prot6tipo devem ser consideradas, como por
exemplo, verificar a quantidade minima de amostra de teste (reagente + sangue) para a
determinacdo dos tipos sanguineos, de forma a reduzir o didmetro de cada regido de teste, a
dimensdo do sistema de LEDs e fotodiodo e, como consequéncia, do proprio dispositivo.
Adicionalmente, melhorias ao nivel do design do sistema e da interface grafica desenvolvida
podem ser tidas em conta, de forma a facilitar a interagdo dispositivo-utilizador.

Ainda na perspetiva de trabalho futuro, a tipagem sanguinea Rh considerada nesta
dissertacdo deteta apenas a presenca ou auséncia do antigénio tipo D na superficie eritrocitos.
De facto, & comum designar-se Rh positivo um individuo que contém o antigénio D na superficie
dos eritrocitos e Rh negativo se esse antigénio esta ausente. Contudo, se for pretendida uma
analise mais completa do sistema Rh, deve ser considerado um complexo de genes que origina
vérias combinacfes de 3 antigénios alternativos: C ou ¢, D ou d e E ou e. Com base nos
antigénios referidos, existem varias combinacfes que definem o fenétipo Rh completo: CDe,
cDE, CDE, entre outros. Com a determinacdo do fendtipo Rh, a transfusdo de sangue torna-se
ainda mais segura, uma vez que garante que o recetor ndo acolhe antigénios desconhecidos no

seu sistema, evitando o desenvolvimento de anticorpos contra esses antigénios. Assim, seria
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bastante (til avaliar de que forma a espectrofotometria contribuiria para a determinagdo do
fendtipo Rh e se esta poderia trazer vantagens em relagdo aos métodos existentes (reducéo do
tempo de teste, por exemplo).

Outra questdo relevante é a realizacdo do teste reverso. Este, como ja referenciado,
consiste na detecdo dos anticorpos no plasma sanguineo, funcionando como confirmacédo do
teste direto na pratica clinica. Normalmente, para a realizagdo deste teste séo utilizados
eritrocitos reagentes do tipo A e B a reagir com plasma sanguineo do paciente, de forma a
identificar os anticorpos plasmaticos. Seria interessante avaliar se com a utilizacdo da
espectrofotometria era possivel a realizagdo do teste reverso e ainda se o teste poderia utilizar
sangue total, ou seja, ndo haver a necessidade de separacdo dos componentes do sangue
(eritrocitos + plasma sanguineo), poupando-se em recursos (centrifugas para separacdo dos

componentes sanguineos) e tempo de anélise.
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Anexos

Esta seccdo encontra-se dividida em trés setores. O anexo | e Il apresentam os graficos
intermédios obtidos nos testes experimentais com aplicacdo do protocolo em cuvete e em
lamina, respetivamente. O anexo Ill apresenta as caracterizacdes experimentais realizadas sobre

0S LEDs selecionados para o dispositivo.

Anexo | — Graficos metodologia em cuvete

O anexo | apresenta os graficos relativos aos valores de corrente no fotodiodo para
algumas das amostras efetuadas para o sistema ABO-Rh, bem como a explicagdo da forma
como se obtém os espectros de DO apresentados no capitulo 3.

Considerando uma amostra de sangue tipo A, procedeu-se a medicdo da corrente no
fotodiodo (A) em funcdo do comprimento de onda (nm) para as amostras de teste (sangue com

anticorpos), controlo (sangue com PBS) e amostra de referéncia (solugdo de PBS) — figura A1.1.

Tipo sanguineo A

4,00E-08 === (Controlo
= = Com Anti-A
S 3,00E-08 /L Com Anti-B
o ——PBS
°
g 2,00E-08 ~A
2 ,
=
£ 1,00E-08
o
o
0,00E+00

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura A1.1 Valores de Corrente no fotodiodo em funcdo do comprimento de onda para uma cuvete com 2,5 mL
de PBS (solvente, curva roxa); e para uma amostra de sangue tipo A a reagir com PBS (curva azul), com reagente

Anti-A (curva vermelha) e com reagente Anti-B (curva verde).

De forma a obter o espectro de DO para cada uma das amostras (controlo e amostras

de teste (sangue a reagir com Anti-A e sangue a reagir com Anti-B)) apenas é necessario aplicar
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a equacdo 2.5 considerando como solvente os valores de corrente obtidos com uma cuvete com
2,5 mL de PBS (curva roxa da figura A1.1).

A figura A1.2 apresenta a corrente no fotodiodo (A) em fun¢do do comprimento de onda
(em nm) para uma amostra de sangue tipo Rh positivo, considerando as amostras de teste,
controlo e referéncia. Os espectros de DO sd@o obtidos fazendo as mesmas consideragdes

anteriormente referidas para o caso da amostra de sangue tipo A.

Tipo Sanguineo Rh positivo

4,00E-08 — gggtmm
< === Com Anti-D
o 3,00E-08
©
; /k
°
£
8 2,00E-08 ~—/
pust _/\
S 1,00E-08 / /\¥ N

0,00E+00
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura A1.2 Valores de Corrente no fotodiodo em funcdo do comprimento de onda para uma cuvete com 2,5 mL

de PBS (background, curva roxa); e para uma amostra de sangue Rh positivo a reagir com PBS (curva azul) e com

reagente Anti-D (curva laranja).
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