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RESUMO

Realizou-se umaavaliacdo da capacidade de absorcéo e distribui¢ao de sangue total em diferentestiposde
papel filtro, como meio aternativo para acoleta, o transporte e aconservagdo de amostras de sanguetotal
em estudos epidemioldgicos de diferentes patologias detectadas para métodos imunoldgicos. Foram
analisados ospapéis-filtro Whatman n° 1, Nalgon 80g, Nalgon 3550, Nalgon 3551, Nalgon 3552, Macherey-
Nagel 640d, Macherey-Nagel 640m, Macherey-Nagel 640w, Macherey-Nagel 640we, Médlitta, Jovita, Extra
e JProlab 42 os quais foram impregnados com sangue humano de um anico doador. Apds secagem dos
papéisforam confeccionados confetes de 6 mm e eluidos em tamp&o PBS pH 7,2 +/- 0,1. A capacidade de
absorcédo foi mensurada por espectrofotometria a 406,5 nm. Os papéi s estudados apresentaram absorgdo
ndo homogénea em toda a sua extensdo, emboraos papéis-filtroMN 640m, Nalgon 3551 e Nalgon 3552 e
os papéis-filtro Mn 640 w e Nalgon 80g sdo equivalentes entre si em capacidade e absor¢do média de
sangue total. Apesar de alguns papéis apresentarem similaridade de absorcéo, maiores estudos seréo
necessarios para avaliar a qualidade dos resultados dos exames realizados por diferentes técnicas
imunol égi cas, com o emprego das diferentes especificacfes de papel filtro, paraque se observe aexisténcia
ou ndo de fatores de interferéncia.

Palavras-Chave. coleta, sangue, papel-filtro.

ABSTRACT

Evaluation of thetotal blood total blood sample absorption and the blood diffusion on different types of
filter paper, was carried out. This surrogate procedure has been used as an alternative way for collection,
transporting and storing up the blood samples for epidemiological studies of different diseases detected
by means of immunol ogical methods. Filter papers Whatman n°.1,Nalgon 80 g, Nalgon 3550, Nalgon 3551,
Nalgon 3552, Macherey-Nagel 640d, Macherey-Nagel 640m, Macherey-Nagel 640w, Macherey-Nagel 640we,
Mélitta, Jovita, Extra and Jprolab 42 were analyzed. These filter papers were impregnated with human
blood sample collected from asingle donor. After the papers being dried, 6mm punches were made, and
the respective eluates were obtained adding PBS pH 7.2 +/- 0.1. The blood absorption capacity was
measured by spectrophotometry at 406.5 nm. The analyzed filter papers presented no homogeneous
blood absorption in the whole extension, although the filter papers MN 640m, Nalgon 3551 and Nalgon
3552, and filter papers MN 640w and Nalgon 80g were equivalent among themselves respectively, asto
their efficacy and average absorption of total blood. Although some filter papers showed similarity in
blood absorption, further studiesare necessary in order to assess the quality of the assaysresults carried
out by means of different immunologic techniques, using diversefilter paper specifications, asto evaluate
whether there isan occurrence of interfering factors.
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INTRODUCAO

A maioria dos estudos epidemiolégicos, envolvendo
testes imunol 6gicos, necessita de coleta prévia de sangue e
posterior centrifugacdo para obtencéo do soro. Para executar
os procedimentos de coleta do sangue, armazenamento e
transporte sdo necessarias condi¢cbes adequadas que, em
determinadas regides, ndo existem ou sdo precérias. A
inexisténciade energiael étrica, climainadequado com variagdes
bruscas de temperatura e umidade, tém sido os principais
obstaculos na conservag@o desses materiais quando
encaminhados até o laboratdrio de destino.

Estudos realizados em campo, como osinguéritos soro-
epidemiol 6gicos relacionados com doencgas de Chagas,
toxoplasmose e leishmaniose visceral canina, tem sido motivo
da busca de métodos alternativos na solugéo dos problemas
aqui mencionados'®.

O método de coleta de sangue total por puncéo venosa
oferece risco de perda, pois as condi¢des de armazenagem e
transporte podem ocasionar, a quebra do frasco® ou
desnaturacdo da amostra, resultando em alteracdes que
prejudicam o estudo proposto. Estas dificuldades foram
apontadas por pesquisadores em todo o mundo®*® o que
incentivou pesquisas de metodologia alternativa como o uso
do papel-filtro para coleta. E umatécnicarapida, smples, barata,
permitindo “maior facilidade de conservacdo e transporte do
espécime”®. Estas caracteristicas podem ser aliadas a
praticidade das amostras poderem ser enviadas pelo correio, 0
paciente ndo precisa ser deslocado da sua cidade, podendo a
amostra também ser coletada por pessoa néo especializado,
mas treinado paratal®82:,

Embora muitos pesqguisadores tenham demonstrado
resultados similares com os obtidos utilizando soro, nadetec¢do
de anticorpos contra o virus da Dengue'® e hepatite A, HIV-I?,
contra parasitos da malaria?’, doenca de Chagas'®4,
toxoplasmose® e leishmaniose', determinagtes de PGL-I em
pacientes com hanseniane®, niveis de glicose®, dosagem de
ciclosporina®®, hemoglobinas®, entre outros, foi mencionadaa
tendéncia de titulos serem mais baixos quando €luatos eram
utilizados, principalmente nagueles proximos do limite de
positividade®™.

Os papéis-filtro, apds serem impregnados com sangue,
podem ser armazenados por um periodo de 15 a 30 dias sob
temperaturaambiente®. A pds esse periodo, € necessario manter
a temperatura entre 2 e 4°C por um periodo de 3 a 5 meses.
Segundo Walton®®, passado esse periodo, o resultado dos
exames soroldgicos ndo serdo mais confidveis.

Os papéis-filtro impregnados com sangue, para
realizacdo de exames soroldgicos quantitativos, devem ser
picotados em tamanhos e areas definidas e eluidos em volume
de solucéo salina tamponada de fosfatos (PBS) ideal para a
concentragdo desejada. Obtém-se assim o eluato!.

Apesar destatécnicaser enpregadacom maisfreqiiéncia
devido a sua praticidade, observam-se alguns erros,

relacionados a concentragdo do eluato®, ou sgja, variagéo da
guantidade de sangue absorvido por unidade de area de papel -
filtro com diferentes especificagdes e do volume de diluente
utilizado.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar as
caracteristicas de diferentes especificagdes de papéis-filtro
levando em consideracéo a quantidade de sangue absorvido
por unidade de area.

MATERIAL E METODO

Papel-filtro

Algumas especificagdes dos papéis-filtro utilizados
neste estudo foram as mesmas utilizadas por outros trabal hos
citados na literatura como o Melitta®, Whatman® n°1 e o
Schleicher & Schuell® (distribuido no Brasil pelaNagon®). Os
papéis-filtro estudados estéo discriminadosnaTabelal. Foram
confeccionadasfitas de 20x5cm para cadatipo de papel -filtro.

Paramedir a espessura dos papéis sem informagéo, foi
utilizado o micrémetro, Mitutoyo Sul América. Sua faixa de
medi¢cao éde 0 a25mm.

Sangue

O sangue foi coletado por pung&o venosa sem
anticoagulante segundo as Normas de Etica em Pesquisa,
resolucdo 196/96, com consentimento livre e esclarecido do
doador. A coleta de sangue e todos 0s procedimentos praticos

Tabela 1. Especificagdes dos papéis-filtro estudados.

Especificacoes

Papel-filtro Peso Espessura  Porosidade
(g/m?) (mm)

Extra™* % 014 Semreferéncia
Jovita®* 2 012 13micra
JP4® 5% 013 Semreferéncia
Melitta®* 55) 015 15micra
MN 640d®** & 017 1.5micra
MN 640m®** & 020 55micra
MN 640w®** & 020 9.5micra
MN 640we®** & 022 18.5micra

N 3550%** 5 0] 0.18 6.5micra

N 3551®** <] 0.19 75micra

N 35520%* 5] 0.16 2.0micra

N 80g®** & 0.20 3.0micra
Whatman 1&* 87 0.16 11micra

*Papéis-filtro qualitativos (sio usados em analises qualitativas
paradeterminar eidentificar elementos).

**Papéis-filtro quantitativos (sdo usados para analises
gravimétricas e preparacdo de amostras para andlise em
equipamentos especificos).
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foramrealizados no Instituto Adolfo L utz L aboratério Regional
| Sorocaba.

O sanguetotal, com o auxilio de pipeta, foi rapidamente
impregnado nos papéis até que absorvessem dos dois lados'®.
A rapidez foi necesséria, uma vez que 0 sangue ndo continha
anticoagul ante simulando, assim, uma situag&o que ocorreria
na zona rural. Posteriormente, foram secos a temperatura
ambiente'#161921 Apds a secagem foram colocados entre
peliculas de pléstico formando “caderninhos’ e colocados em
um saco pléastico®® para armazenamento em temperatura
ambiente e posteriormente em refrigerador”81019,

Paraaconfeccéo dosconfetes, foi utilizado um picotador
de uso laboratorial com um furo de 6mm de didmetro. Os
confetesforam identificados e armazenados em tubos pl asticos
em refrigerador atemperaturaentre 2 e 4°C516158,

Comprimento de onda

Foram escolhidos trés papéis-filtro mais citados na
literatura: Melitta®, Schleicher & Schuell® eWhatman® n°1. Dois
confetes de cadatipo de papel foram eluidosem 10mL detampéo
PBS, utilizando o agitador do tipo KLINE, por cerca de 40
minutos, para eluir o sangue. A varredura dos espectros dos
eluatos foi realizada entre 350 e 500 nm de forma a obter uma
varredura de 10nm/min, usando-se o espectrofotdmetro da
marcaHITACHI®, modelo Model U-2010.

O melhor comprimento de ondafoi escolhido em funcdo
do menor erro de concentragdo e do valor maximo de
absorbancia encontrado.

Curvapadrao

Cada picote de 6 mm de cada tipo de papel-filtro foi
impregnado com volumes conhecidos de sanguetotal, variando
del a6 uL, eluidosem 10 mL de PBS e homogeneizados em
agitador do tipo KLINE por 40 minutos. Tragadas as curvas
padrdes para cada tipo papel os resultados das leituras foram
langados no Programa Prisma GraphPad obtendo-se o grafico
de distribui¢&o das absorbancias minima e maximados papéis.

A curvapadréo foi construidacom arespectivaequagéo
da reta, na qual foi interpolado a média da absorbéancia,
procedimento este, realizado paracadatipo de papel estudado.

Volume de sangue absorvido nos confetes

Uma vez que a absorbancia ou transmitancia é
correl acionada com a concentracdo do analito responsavel pela
absorg&o e com o caminho 6ptico do recipiente!, o volume dos
papéis-filtro foram calculados por duas maneiras diferentes:
geometricamente utilizando-se aareado picote pelaespessura
de cada tipo de papel-filtro e por meio de curva padréo de
absorg&o, onde determinou-se 0 volume absorvido, pelamédia
das absorbancias obtidas para 10 picotes de cada tipo de
papel-filtro eluido em 10 mL de PBS, lidos nas respectivas
curvas padroes. Através das similaridades das médias de
absorbancia os diferentes papéis-filtro foram separadosem 8
grupos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A varredurado espectro de absorcéo do eluato utilizando
papéis-filtro (Whatman® n°1, Melitta® e Nalgon® 80g) apresentou
0 comprimento de ondade 406,5 nm como o de maximaabsorcao
(Figura 1), sendo este o comprimento de onda escolhido para
realizar as curvas padrdes para os diferentes papéis-filtro. A
figura2 éumexemplo de curvapadréo (pape -filtro MN 640we)
cujaequacdo daretafoi de y=0,1142x +0,0217. Ascurvaspara
os demais papes foram:

Abs Whatman n°1, Melitta, Nalgon 80g
1.1 /\\

1.0 =
0.9
0.8
0.7 1
0.6 1
0.5
0.4 1
0.3 1
0.2 1
0.1 1

! nm
350 400 450 500

O melhor comprimento de onda para os eluatos realizados a
partir da curva de absorgdo dos papéis-filtro Whatman n°.1,
Melitta, Nalgon 80g, foi de 406.5nm.

Figura 1. Curva de absorcéo dos eluatos realizados a partir dos papéis-
filtro Whatman n°.1, Melitta, Nalgon 80g.
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Figura 2. Curva padrao ( A = 406,5 nm) para Papel-filtro MN 640we.
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Tabela 2. Médias das absorbancias e respectivos desvios-padrdo, obtidos de 10 amostras de cada um dos diferentes tipos de
papel-filtro.

Papel-filtro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Meédia Desvio
Padréo
Extra 0231 024 0263 026 022 0242 024 0206 0312 025 024 003
Jovita 0477 0473 0479 0524 052 0463 0483 0501 0469 0393 048 004
JP 42 031 038 032 025 0529 041 0314 042 0401 0355 038 0,07
Melitta 0313 0429 0333 0469 0441 0378 0424 0443 0501 0549 043 007

MN 640d 0503 0368 0345 0463 044 0384 0366 033 038 0443 040 0,06
MN 640m 0499 0565 0515 0435 0521 0627 0489 054 0468 0564 052 005
MN 640w 0741 0521 059 0575 05% 0619 065 0542 0649 0702 062 007
MN 640we 0691 059 0769 085 05/8 0693 0801 0684 058 0649 0,69 009

N3550 0386 0571 0504 0428 0414 058 04%5 036 0381 0475 046 008
N3551 0559 0573 0498 0598 0433 0502 03% 0612 0394 0604 052 009
N3552 059 052 0411 0515 0473 0497 04%4 0648 0551 0592 053 007
N80g 064 0712 0671 0585 0668 056 0637 055 0592 0565 062 0,06

Whatmanl 0349 0369 0468 0467 0412 0492 0514 0482 055 048 046 0,06

Tabela 3. Agrupamento por similaridade de absorcdo e Tabela 4. Volume geometricamente calculado e volume real

distribuicdo dos diferentes papéis-filtro em funcéo da calculado por meio da média das absorbancias dos 10 picotes

comparacao das médias das absorbancias. dos papéis-filtro de diferentes especificacdes e das respectivas
equacles dareta para os diferentes papéis-filtro.

Especificactes Meédia das absorbancias Grupo

Whatman 1 0461 1 Papdl-filtro Volume Médiadas Volumeobtido
Nalgon 3550 0460 geométrico(uL) Absorbéncias pelacurva
do (uL
Méllita 0428 2 padréo (uL)
MN 640d 0404 Extra 395 0,242 159
Nalgon 3551 0517 Jovita 3,39 0481 4,26
Nalgon 3552 0529 3 JP42 3,67 0376 2,97
MN 640m 0522 MN 640we 6,22 0,687 5,82
Nalgon 80g 0618 4 Meélitta 4,24 0428 3,24
MN 0618 MN 640d 4,80 0404 3,33
Jovita 0487 5 MN 640m 5,65 052 4,46
Extra 0,242 6 Nalgon 3551 5,37 0517 4,98
JP42 0,376 7 Nalgon 3552 4,52 0529 5,10
MN 640we 0687 8 Nalgon 3550 5,10 0460 4,31
OspapéisfiltroNagon 3550eWhatmanrl, ospapéisfiltroMelitta  \wharmannel 4,52 0461 4,41
eMN 640d, ospapé s-filtro MN 640w eNa gon 80g, ospapéis-iltro
Nalgon 3551, Nalgon 3552 e MN 640m, foram os papéis que MN 640w 565 0618 4,92
apresentaram areas mais homogéneas quanto a absorcao. Nalgon 80g 5,65 0,618 5,77
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Especificagbes Papel-filtro Curva Padréo

Extre® y=0,0888x + 0,1009
Jovita® y=0,1114x +0,0059
P4 y=0,1221x +0,0129
Melitta® y=0,098x+0,11

MN y=0,1062x + 0,0505
MN 640m® y=0,1168x +0,0005
MN y=0,1308x +0,0261
MN 640we® y=0,1142x +0,0217
N 3550° Y =0,009x +0,0327
N 3551° y=0,0967x +0,0355
N 3552° y=0,0957x +0,0403
N y=0,1049x +0,0125
Whatman 1° Y =0,102x +0,0106

As diferentes absor¢des observadas a partir de eluatos
de um mesmo papel -filtro utilizado neste estudo demonstraram
quepode haver interferéncia, justificando atendénciadetitulos
de anticorpos em ensaios imunoldgicos mais baixos,
principal mente quando préximos do limite de positividade em
relagdo a utilizagdo de soro®.

Através do célculo das médias de absorcdo pode-se
agrupéa-los segundo a equivaléncia de absorbancia (Tabela 3)
dosdiferentes papéis-filtro. Observando aTabela4, verificamos
umavariagdo da capaci dade de absorgédo entre o volumetedrico,
calculado geometricamente e o volume real absorvido e na
Tabela5 observa-se aproporcionalidade entre os vérios papéis-
filtro.

Para utilizacdo do papel-filtro (eluato) como meio
alternativo de conservagdo e transporte de amostras de sangue
pararealizacéo de ensai osimunol 4gicos sdo necessarios alguns
critérios: ensaios quantitativos requerem papel-filtro com
especificagdes adequadas para garantir a confiabilidade das
dilui¢Bes, o volume de sangue absorvido no papel e o volume
dediluente a ser utilizado.

Este estudo demonstrou que os papéis-filtro Nalgon
3550 eWhatmann®1, MN 640w eNalgon 80g; MN 640m, Nalgon
3551 e Nalgon 3552 apresentaram certa equivalénciaentre si,
considerando a capacidade de absor¢cdo de sangue total. Foi
observado que alguns papéis ndo apresentaram nenhuma
similaridade de absorcdo entre si. Entretanto, o volume de
sangue observado nos confetes de um mesmo papel-filtro
demonstrou que ndo ha homogeneidade na distribuicdo do
sangue sobre a superficie do papel-filtro.

Fatores como tipo e disposicdo das fibras de celulose,
tratamento quimico utilizado nafabricagdo do papel eexisténcia
de residuos podem interferir nas andlises imunolgicas,
sugerindo a necessidade de maiores estudos para avaliar a
qualidade dosresultados obtidos em taisandlises, considerando
0s niveis de anticorpos ou de antigenos.

A técnica da coleta de sangue total em papel-filtro,
utilizada paradiagnéstico de varias doencas, apresentaa gumas
vantagens em relagdo ao uso de tubos de vidro convencional,
pois séo faceisde armazenar, transportar e sdo inquebraveis.

Tomimori-Yamashitaet al.*®, em 1999, mostraram que as
andlises dos eluatos do sangue total coletado em papel-filtro
poderiam substituir a tradicional sorologia, sendo Util na
investigacdo de campo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde ha muitas regifes de dificil acesso e
condicdes precérias de armazenamento das amostras,
inviabilizando, assim, aadogdo de método tradicional de coleta
de sangue por puncdo venosa.

Apesar de alguns papéis apresentarem similaridade
de absorgédo, maiores estudos serdo necessarios paraavaliar
a qualidade dos resultados obtidos por diferentes técnicas
imunoldgicas, sejam quantitativas ou qualitativas,
considerando as especificacdes do papel, para poder realizar
diluicbes corretas, verificar a existéncia ou ndo de
interferéncia de medicamentos que o individuo esteja
tomando na ocasido, e de alguns compostos quimicos
utilizados na composicao do papel, além dadisponibilidade
no mercado, facilitando sua aquisic¢éo e diminuindo custos
provenientes de importacoes.

Pel os dados preliminares obtidos os papéis dos grupos
1, 2, 3e4 daTabela4 poderdo ser substituidos entre si, desde
gue observando a proporcionaidade da Tabela 5.
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