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Resumo

Nos ultimos anos, o0 nimero de mortes causadas por Diabetes Mellitus tem
vindo a aumentar em Portugal, assim como o envelhecimento da populacéo.
Apesar da consciéncia da populacdo, os habitos de alimentagdo errados,
juntamente com a pouca atividade fisica estdo progressivamente a tornar a nossa

populacdo mais suscetivel a esta doenca.

A Unica maneira de atenuar os problemas e complicacbes que surgem do
comportamento patofisiolégico complexo de Diabetes é pela monitorizacdo da
concentracdo de glicose no sangue e, portanto, ajustar os niveis de insulina para

manter os niveis de glicose baixos, nos vasos sanguineos.

Na presente dissertacdo séo expostos o problema da Diabetes por todo o
mundo e 0s passos seguidos para desenvolver uma solugcdo para monitorizar
glicose gque inclui hardware, firmware para o protétipo final e o software para

comunicar com o dispositivo, usando o protocolo Bluetooth Low Energy.

Numa fase inicial foram estudados os fundamentos do sinal amperimétrico
de glicose e os possiveis algoritmos a implementar. Foram apresentados varios
métodos para monitorizacdo de glicose, houve um estudo de mercado simples
para encontrar as principais caracteristicas necessarias para fazer um produto
competitivo. As caracteristicas necessarias do protétipo final foram previamente

definidas, para orientar o desenvolvimento.

As fases mais avancgadas foram focadas no cumprimento dos requisitos e
nos testes realizados. Foi desenvolvida uma aplicagcdo Android para permitir a
visualizacdo de dados apds o0 ensaio, assim como um software Matlab que
representa os dados armazenados num computador, obtidos por porta série, para

armazenamento.

As principais caracteristicas do dispositivo sdo a portabilidade,

comunicacao sem fios e autonomia.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Dispositivos Médicos, Hardware, Bluetooth

Low Energy, Altium Designer, Firmware, linguagem de programagcao C.
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Abstract

In recent years, the number of deaths caused due to Diabetes Mellitus has
been increasing in Portugal, as well as the aging of the population. Despite
population awareness, bad eating habits along with poor physical activity are

gradually making our population more susceptible to this disease.

The only way to mitigate the problems and complications arising from
Diabetes complex pathophysiological behaviour is monitoring the Glucose
concentration in the blood and thus adjust the levels of insulin to maintain low

Glucose levels in the blood vessels.

This master thesis exposes the Diabetes problem worldwide and the steps
taken to develop a solution for Glucose monitoring, which includes hardware,
firmware for the final prototype and software to communicate with the device using

the Bluetooth Low Energy Protocol.

In the first stages, the amperometric Glucose signal fundamentals were
studied and the possible algorithms to implement. Various methods for Glucose
monitoring have been presented, there was a simple market study to find the main
characteristics required to make a competitive product. The required
characteristics of the final prototype were previously defined to guide the
development.

The final stages were focused on the fulfilment of the requirements and the
tests taken. An Android app was developed to allow the visualization of data after
the test, as well as a Matlab software that plots the data stored in a desktop

obtained by serial port, to storage.

The key features of the device are portability, wireless communication and

autonomy.

Keywords: Diabetes Mellitus, Medical Devices, Hardware, Bluetooth Low

Energy, Altium Designer, Firmware, C programming language.
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|. Introducao

Este capitulo tem como objetivo expor a envolvéncia, a necessidade deste projeto

na Exatronic, a delineacdo dos principais objetivos e calendarizacédo das metas.

1. Ambito

Neste documento pretende-se descrever o trabalho desenvolvido na disciplina de
Projeto durante o ano letivo 2015/2016.

Este trabalho tem como base uma longa preocupacéo da Exatronic em

desenvolver solucdes préprias na area do AAL.

Com este projeto pretende-se o desenvolvimento de um protétipo de um glicémetro
na forma de um PCB, com capacidade de poder ser integrada num DM com algumas

caracteristicas que o tornam competitivo no mercado.

2. Enquadramento

A Exatronic esta enquadrada na categoria das PME estando o seu principal meio
de negocio ligado a producdo e desenvolvimento de placas eletronicas, que inclui
concecao, desenvolvimento, logistica de compras e armazém de componentes,

montagem de PCB’s com os respetivos componentes, testes e controlo de qualidade.

Em 2010 surgiu uma nova area de negocio no sector dos DM, a Exa4Life que tem
vindo a desenvolver, certificar e produzir DM; exemplo disso séo os produtos disponiveis
na area da MFR, nomeadamente um dispensador de farmacos transcutdneo por
iontoforese e o ExaAllinOne, um dispositivo que permite a monitorizacdo de pressao

arterial, oximetria, ritmo cardiaco, temperatura, ritmo respiratorio e IMC [1].

No caso particular da monitorizacdo de Diabetes ainda ndo havia nenhum
produto/estudo nesse sentido, portanto é de todo o interesse a reunido de informacéo

sobre o tema de forma organizada, de forma a mais tarde a Exatronic ter mais condi¢oes



para ponderar uma evolugcdo para um produto industrializado com caracteristicas

melhoradas e uma investida no mercado, apos certificacao.

A Diabetes Mellitus é uma doenca enddcrina intimamente ligada a regulacéo da
concentracdo de glicose, na corrente sanguinea e surge como consequéncia de

problemas relacionados com a insulina, uma hormona produzida no Péncreas.

Apés ser detetada, o tratamento € essencial para prevenir o aparecimento das
consequéncias mais graves, que incluem cegueira, retinopatia diabética, doencas
cardiovasculares, faléncia renal, perda de sensibilidade nervosa nas extremidades
corporais e amputagdo. So6 a terapia intensiva, aliada a medig&o regular da glicose, pode
impedir o aparecimento destes problemas. Para isso € necessario uma alimentacao
cuidada, exercicio fisico frequente e reducdo de peso para os doentes com peso
excessivo. A medi¢cdo frequente, se registada, tem o beneficio de fornecer informacéo
necessaria ao endocrinologista para definir as melhores estratégias do tratamento.

Em 2012 morreram cerca de 1,5 milhdes de pessoas no mundo devido a Diabetes
Mellitus, de acordo com a OMS, sendo uma das 10 maiores causas de morte no mundo,

ocupando 2,7% do conjunto de todas as causas de morte [2].

Em Portugal, segundo a Pordata, é a terceira maior causa de morte identificada,
sendo a maior provocadora de mortes a categoria das doencas do sistema circulatério,
gue como pode ser constatado no capitulo Il, podem ser consequéncia da Diabetes. No

entanto constata-se também que o aumento das mortes devidas a Diabetes tem crescido
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Fonte: INE, Censos 2011
Figura 1 - Estrutura da populacdo, segundo grupos etérios, Portugal Continental (1960 — 2011). Imagem

adaptada de: [5]



a um ritmo muito inferior ao dos tumores malignos [3]. Estes dados podem ser analisados

no grafico da figura 2.

Segundo um relatério do Observatério Nacional da Diabetes estima-se que em
2013, a prevaléncia da Diabetes na populacdo portuguesa, com idades compreendidas
entre os 20 e os 79 anos (grupo que engloba 7,8 milhdes de individuos) foi de 13,0%, isto
significando que mais de 1 milhdo de portugueses neste grupo etario tem Diabetes [4].
Este relatorio sugere também que o0 aumento na taxa de prevaléncia na faixa etaria dos
20 aos 79 anos esta relacionada com o0 aumento da populacéo envelhecida em Portugal
e, portanto, reflete-se num incremento de 1,3 pontos percentuais da prevaléncia apenas
entre 2009 e 2013, o que é bastante preocupante dada a tendéncia de envelhecimento
da populagéo Portuguesa, com base nos censos de 1960 a 2011 representada na figura
11[5].
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Figura 2 - Percentagem de 6bitos associados a doencas. Imagem adaptada de [3].

Pelo estudo desenvolvido ao longo deste projeto foi possivel perceber que
atualmente, os Glicobmetros presentes no mercado sao portateis, e de facil utilizacdo. E
define-se um glicometro ideal como aquele que tem grande durabilidade, possibilita varias
medicdes diarias, realizadas pelo proprio doente e mantém, durante a utilizacéo regular,
resultados com a exatidao e precisdo requeridas para obter um resultado com valor
clinico, a partir do qual se deve tirar ilacdes sobre o procedimento a tomar para ajustar o

nivel sanguineo de glicose.



Os biossensores de uso doméstico, particularmente, os biossensores de glicose
no sangue, dominam atualmente 80% do mercado mundial em biossensores. Destes, 0s
biossensores de glicose amperimétricos portateis sdo os mais eficientes e com mais

sucesso no mercado [6].

Existem investigacdes que comprovam a evolugéo. Por exemplo, os medidores de
glicose da geracdo 1990-2000 sdo mais pequenos, mas apelativos esteticamente e
ligeiramente mais precisos em comparagdo com os aparelhos da geracao anterior [7].
Mas apesar de toda evolucdo conseguida e de ser uma doenca com parametros de
tratamento estabelecidos pelos intervenientes na medicina, atualmente ainda reside o
subtratamento. O controlo da glicemia ainda ndo € o ideal, especialmente para o0s
diabéticos de tipo 1 [8].

3. Objetivos

Os principais objetivos a cumprir delineados para este projeto, proposto pela

Exatronic foram os seguintes:

e Estudo do estado da arte, identificando equipamentos médicos de medicdo de

glicemia e quais as suas caracteristicas técnicas;
e Levantamento dos requisitos para o protétipo do dispositivo médico a desenvolver;
e Familiarizacao com o software de desenvolvimento de PCB’s Altium Designer;
e Desenvolvimento do Hardware necessario a leitura de sinais glicométricos;
e Familiarizacdo com linguagem de programacéao C;

e Desenvolvimento do Firmware necessario para o funcionamento esperado do

prototipo;
e Testes ao Sistema desenvolvido;

e Desenvolvimento de uma HMI.



4.Gestao do Projeto

O presente documento surge como resultado do trabalho desenvolvido ao longo
da disciplina de projeto para colmatar a necessidade e interesse da Exatronic no tema da

Diabetes, concretamente no mercado dos Glicobmetros.

Para este projeto foi desenvolvido HW no sentido de possibilitar a leitura de
diferentes tiras eletroquimicas para medicédo de glicemia, comunicacdo por Bluetooth e
operacao por bateria. O Firmware foi concebido para permitir a estimulacdo das tiras
eletroquimicas, com capacidade para detetar a insercdo da gota de sangue e
correspondente leitura da concentracdo de glicose. Foi também elaborado um modo de
“sleep”, ativado quando o utilizador liga o aparelho e ndo o utiliza por mais de 30

segundos e a possibilidade de ligacao do aparelho com insercéo da tira descartavel.

O resultado final € um protétipo capaz de gerar curvas amperimeétricas e enviar 0s

resultados da medicao de glicose e temperatura para smartphone por Bluetooth.

Esta solucdo proposta podera facilmente evoluir para um produto final preparado
para o mercado, com caracteristicas diferenciadoras, tendo sido desenvolvida com esse

proposito.

O trabalho realizado teve inicio a 7 de outubro de 2015 e terminou a 8 de agosto
de 2016, estando dividido em duas macro fases, a primeira, até 6 de fevereiro de 2016,
foi desenvolvida nas instalacdes do GEI, na UC e a segunda metade, a partir de 7 de

fevereiro, até ao final, nas instalacdes da Exatronic.

Na figura 3 esta representado um diagrama de Gantt das macro tarefas propostas

pela Exatronic com a respetiva previsao da sua duracao e calendarizacao.



2015 2016
Out | Novl Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set

N° Nome da Tarefa Duracdo

Familiarizagéo com
1 Ambiente GEl e 7 dias
Enquadramento projeto

> Estudo do estado da 15 dias
arte

Estudo Teodrico dos
3 | conceitos inerentes ao | 15 dias
projeto

Especificacdo de

Requisitos 30 dias

5| 1° Relatério Intermédio | 15 dias

6 | Apresentacdo Intercalar | 3 dias

Familiarizagéo com

desenvolvimento de HW (il

8 Desenvolvimento do 37 dias
Hardware

9 | 2° Relatério Intermédio | 7 dias

Familiarizagc&o com

10 desenvolvimento de FW 7 dias

11 Desenyolwmento de 20 dias
Firmware

12 Testes do Sistema 7 dias

13 Desenvolvimento de 15 dias
uma HMI

14 Elaboragao Tese 15 dias

Mestrado

Figura 3 - Calendarizacao inicial das principais tarefas do projeto.

Dos objetivos propostos, todos foram cumpridos, no entanto surgiram algumas
tarefas adicionais, essenciais para a viabilidade do protétipo e do projeto e acabaram por

impor um pequeno atraso ao projeto.



2015 2016
Out | Nov| Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set

N° Nome da Tarefa Duracéo

Familiarizagéo com
1 Ambiente GEl e 7 dias
Enguadramento projeto

5 Estudo do estado da 30 dias
arte

Estudo Tedrico dos
3| conceitos inerentes ao | 30 dias
projeto

Especificagao de

L 10 di
Requisitos 0 dias

5| 1° Relatério Intermédio | 15 dias

a x

6 12 Apresentagao 3 dias
Intercalar

7 Familiarizagdo com 7 dias

desenvolvimento de HW

Desenvolvimento de
8 | uma placa paraligara | 30 dias
um arduino
Familiarizagéo com
9 programagcéo de 3 dias
Arduinos (IDE)

Programacéo do Arduino

10 20 dias
e testes
11 Desenvolvimento do 30 dias
Hardware
2 x
12 22 Apresentagéo 3 dias
Intercalar
Familiarizagdo com .
13 desenvolvimento de FW SIS
14 Desenyolwmento de 30 dias
Firmware
15| Testes do Sistema 7 dias
16 Desenvolvimento de 20 dias
uma HMI
17 Elaboracéo Tese 7 dias

Mestrado

Figura 4 - Calendarizagéo final das tarefas realizadas.

As tarefas adicionais estéo representadas no diagrama de Gantt final, na figura 4,

assim como calendarizacéo final realizada, que acabou por ser ajustada.



Todos os objetivos inerentes ao projeto foram cumpridos.

Para tornar a execuc¢ao deste projeto possivel, algumas tarefas assinaladas acima

impuseram a necessidade de adquirir diversas competéncias novas, assinaladas na

tabela 1.

Tabela 1 - Competéncias desenvolvidas ao logo do Projeto

Competéncias

Descrigao

Arduino IDE

Ferramenta de programacao de Arduinos usada em testes preliminares, para
analisar as respostas da tira eletroquimica em causa e estabelecer o método
de detecdo, da entrada da gota mensuravel.

Altium Designer

Ferramenta CAD usada na elaboracdo da PCB, onde se incluem
componentes com algumas dificuldades a nivel de hardware, tais como o
microcontrolador e no desenho de footprints para componentes a partir da

interpretacéo de desenhos técnicos.

Programacgéo em
C

Elaboracgé&o de todo o firmware desenvolvido para este projeto.

Desenvolvimento
de Hardware

Estudo de conceitos de hardware, componentes a usar e adequacao de
tamanhos. Conceitos béasicos de desenho de PCB's e de esquemas elétricos,
melhorados com a experiéncia.

Desenvolvimento
de Firmware

Andlise de Requisitos de sistema, organizacao de cédigo, uso de diversos
protocolos de comunicagéo tais como RS-232 e SPI.

Bluetooth

Aquisicdo de conhecimento relativamente ao protocolo de comunicacao, quer
da versao 2.0, quer da versao Low Energy.

Android Studio

Desenvolvimento de uma interface para Android que permite recolher os
dados enviados via BLE e gerir a conexdo ao madulo bluetooth de forma
automatizada.




[I. Diabetes Mellitus

Este capitulo incide sobre os conceitos e mecanismos da regulacédo da glicemia,
da classificacéo da Diabetes, na descricdo dos mecanismos afetados pela doenca e as

suas complicacdes.

1. Classificacao e Epidemiologia

A Diabetes é uma doenga com um longo passado na vida humana. A doenca foi
descoberta quando se observou que a urina dos doentes atraia formigas. Mais tarde eram
0s médicos, ou 0s seus encarregados, que provavam a urina, para aferir se tinha um
sabor adocicado (prova de que a glicose se manteve elevada na Corrente sanguinea
apos vérias horas) e desta forma diagnosticar a doenca.

Foi precisamente pelo sabor adocicado se designou a doenca de Mellitus (latim
para “adocicado”) por oposicao a Diabetes Insipidus (latim para “sem sabor”) esta
segunda pouco se relaciona com a primeira; trata-se de uma doenca hormonal que se
caracteriza pela incapacidade de produzir vasopressina, que leva a producdo de urina

muito diluida mesmo quando néo € ingerida muita agua.

Figura 5 - Estimativa do namero total de adultos (entre 20 e 79 anos) com Diabetes em 2015. Imagem adaptade de:
101



Atualmente a Diabetes Mellitus é reconhecida como uma sindrome, é considerada
a reunidao de um conjunto de doencas metabdlicas que se caracterizam por um fenaotipo
comum, a hiperglicemia. Esta resultante da intolerdncia a glicose proveniente da
producéo insuficiente de insulina, ou resisténcia celular a atuacao da insulina ou a juncéo
das duas; verificam-se alterag6es metabolicas dos hidratos de carbono, dos lipidos e das
proteinas e a presenca de alguns marcadores genéticos que indiciam a predisposicao

para a doenca por alguns individuos. [9, 10].

Na maioria dos doentes, particularmente na Diabetes tipo Il e como os sintomas
ndo séo graves, a hiperglicemia pode manter-se durante alguns anos sem o diagnostico
da doenca e por esse motivo prevalecem apresentacdes de estimativas do nimero total
de doentes, que difere bastante do numero total de diagnosticados. De facto sao
considerados a volta de 40% de individuos ndo diagnosticados do total de diabéticos

portugueses [4].

Existem varios tipos de Diabetes e a sua classificacdo € etiolégica e por oposicao

a classificacéo pelo tratamento farmacolégico como na maioria das doencgas.

A categorizacao etioldgica da Diabetes divide-se em quatro ramos essenciais: Tipo
I, Tipo Il, Gestacional e outros tipos especificos. Dentro dos restantes tipos separam-se
7 subcategorias: defeitos genéticos de funcdo das células beta; defeitos genéticos na
atuacao da insulina; doencas na parte exdcrina do Pancreas; endocrinopatias; Diabetes
induzida por farmacos/quimicos; Diabetes induzida por infec¢fes; formas incomuns de

Diabetes imuno-mediada e outras sindromes genéticas [9].

Serdo focados no subcapitulo 2 as formas mais comuns, mais estudadas e

predominantes em Portugal, isto é, tipo | e tipo Il

2. Principios Fisiopatologicos

Para entender a doenca devemos ter em conta que 0s processos que envolvem a

Diabetes estdo intimamente relacionados com a acao pancreatica.

O Pancreas € um 6rgéo do sistema enddcrino que € constituido por dois tipos de
tecidos: acinos gque segregam o suco digestivo no duodeno, que inclui protéases, lipases,

amilases e nucleases e os ilhéus de Langerhans, que segregam insulina e glucagina
10



directamente no sangue. O ilhéu contém 3 tipos de células principais: beta (segregam
insulina), alfa (segregam glucagina) e delta (segregam somatostatina). Todas comunicam
entre si para regulagdo da glicemia. Os ilhéus comp8&em cerca de 2% da massa total do
Pancreas e dentro destas as células beta sdo as mais abundantes (entre 60% a 80%)
[11, 12].

No seu funcionamento normal, as células beta sdo estimuladas para produzir
insulina a partir de concentragdes de glicose superiores a 70mg por decilitro de sangue

pelo aumento da traducéo e transducao do gene da insulina e libertacdo de insulina [13].

A secrec¢do de insulina € iniciada pelo transporte da glicose para as células beta
por parte da proteina GLUT2. A fosforilagdo da glicose pela glucokinase regula a taxa de
secrecao de insulina. Inicia-se entdo uma cascata de reacdes eletroquimicas que levam
a despolarizacdo da membrana para permitir a entrada de Ca?*e culminam na libertacéo
de insulina. As figuras 6 e 7 representam esquematicamente o processo suprarreferido.
Em paralelo é estimulada a transcricdo do gene da insulina no nucleo da célula beta,
geracdo de RNAm, traduzido para a formacao de

Proinsulina que amadurece para insulina e fica m
armazenada em lisossomas [12]. no sangue

Entrada de glicose
nas células B

Voltage-dependent
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J v /
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Figura 7 - Processamento da glicose nas células beta do insulina

Pancreas. Imagem adaptada de: [13] . Figura 6 - Mecanismo de estimulagdo da

producdo de insulina. Adaptado de: [11] .

11



As incretinas sdo libertadas pelas células neuroenddcrinas do trato gastrointestinal
guando ha ingestdo de alimentos, amplificam a libertacdo de insulina e impedem a
libertagdo de Glucagina. Quando a concentracdo de insulina é suficiente ha retrocontrolo

negativo pela cessacao de producéo de insulina.

A insulina é drenada na veia porta e aproximadamente 50% da que foi produzida
€ degradada no figado; a restante, que entra na circulacéo sistémica liga-se a recetores
membranares especificos das células que iniciam uma cascata de sinalizacdo que
culmina na abertura da membrana plasmatica a entrada de glicose (captacao),
transportada, por exemplo, pela GLUT4 para o musculo-esquelético e tecido adiposo
(tecidos sensiveis a atuacdo da insulina). Posteriormente, nas células receptoras de

glicose, esta é processada para o ciclo de Krebs ou para armazenamento.

Para balancar a concentracdo de glicose nos valores ideais tem de haver um
equilibrio entre a glicose que é produzida no figado a partir das reservas do tecido adiposo
(Gluconeogenese), estimulada pelo Glicogénio e o consumo e armazenamento da

glicose nos tecidos periféricos estimulados pela insulina [14].

Este sistema de regulacdo ndo é muito intuitivo a partida, mas a regulacdo com
hormonas antagonicas € bastante comum no organismo humano e permite a homeostase
da maior fonte energética do corpo humano, a glicose. Da-se mais relevancia a insulina,
por ser a sua funcdo genérica diminuir a quantidade de glicose no sangue e essa é a

incapacidade pela qual a Diabetes se caracteriza.

No entanto o Glicogénio desempenha um papel importante na regulacdo da
glicose. Segregado pelas células alfa dos ilhéus, tem um processo de producéo
estimulado pelos baixos niveis de glicose no sangue, ou baixos niveis de insulina,
promove a Gliconeogenese e a Glicogendlise. Nesta regulacéo o tecido nervoso € um
caso especial, responsavel por 25% do consumo basal usa a glicose independentemente
dainsulina [13, 11, 10].

Existem duas grandes categorias da doenca: tipo | e tipo I, ambas precedidas de
uma fase pré-patogénica caracterizada por valores incomuns na hemostase da regulacéo
de glicose, tanto pela excessiva producdo de insulina [revelando uma tendéncia de

resisténcia a sua atuacao] como pela concentracao de glicose superior a 100 mg/dL [12].
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A Diabetes tipo | € idiopética, caracteriza-se pela incapacidade total ou parcial de
produzir insulina, derivada da cronica destruicdo autoimune das células beta do Pancreas
e esta presente em cerca de 10% dos individuos da populacdo diabética. Pode ser
identificada num periodo pré-clinico pela dete¢cédo da presenca no sangue de anticorpos
para antigénios das células beta. Sendo o caso mais distinto de Diabetes, a destruicao
das células beta, por acdo das células T do sistema imunitario leva a incapacitacéo e

destruicdo de quase todas as células beta [13, 12].

Tipo Il € genericamente um grau de resisténcia a insulina provocada por uma
variedade de desordens relacionadas com a secrecao de insulina enfraquecida e excesso

de producédo de glicose. Concretamente os disturbios patogénicos conhecidos sé&o:

e Resisténcia a atuagéo da insulina no musculo-esquelético, que leva a diminuigédo
da captacao de glicose;

e Resisténcia a insulina no figado, levando ao aumento da producéo de glicose;

e Resisténcia a insulina do tecido adiposo (gordura), que aumenta a quantidade de
acidos gordos livres no plasma sanguineo;

e Incapacitacdo progressiva das células beta até a sua faléncia total;

e Concentracdo da glucagina aumentada, aumentando a sensibilidade do figado a
glucagina;

e Enfraquecimento da atuagao da incretina;

e Aumento da reabsorcéo de glicose nos rins;

¢ Disfuncdo de neurotransmissores gque levam a incapacitacdo da supressdo de

apetite, potenciando o aumento de peso [12, 9].

O Pancreas adulto é composto por estruturas altamente ramificadas, que se
desenvolvem continuamente a partir de epitélios tubulares mais primitivos. A organizacao
morfoldgica das estruturas celulares dos ilhéus e a comunicacao/sinalizacao intercelular
sdo os fatores criticos para o normal funcionamento do Pancreas e alteragfes a estes

niveis levam aos diversos tipos de Diabetes [13].

Particularmente na Diabetes tipo Il, a identificacdo do mecanismo de formacgao da
doenca ndo é ainda consensual, havendo teorias relacionadas com excesso de

nutrientes, deposicdo amiléide e inflamacdes nas células beta, havendo no entanto
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consenso em relacionar e associar claramente o desenvolvimento da Diabetes com a

disfuncéo das células beta [12].

O maior fator de risco para a Diabetes tipo Il € 0 excesso de tecido adiposo, um
dos principais impulsionadores da intrinseca resisténcia a insulina. Mas existem outros
fatores de risco para o desenvolvimento da doenca tais como a idade, sedentarismo, ma

nutricdo e a predisposi¢do genética [10, 15].

3. Diagnostico

A Hemoglobina Glicosilada (A1C ou HbA1C) é reconhecida como o Gold Standard
para o controlo dos niveis glicose no sangue a longo prazo, serve para medir a
percentagem de hemoglobina Glicosilada face a hemoglobina total e é usada no
diagnéstico da Diabetes e reflete o estado da glicemia nos 3 a 4 meses anteriores ao

teste [9, 11, 15].

~

O teste a HbA1C tem as vantagens de ser menos sensivel a variacdes do
metabolismo quotidiano, & estavel durante uma semana a temperatura ambiente
enquanto a glicose apos ser retirada é bastante susceptivel a glicolise apresar da acao

estabilizadora de oxalato de fluoreto [12].

O diagnostico de Diabetes Tipo Il € realizado pela quantificacdo da glicemia em
jejum, a qual deve ser superior 126 mg/dL [no plasma venoso] para se considerar

Diabetes.

A outra forma de diagnosticar Diabetes é pela prova de tolerancia a glicose. O
teste é realizado duas horas apdés ingestdo de agua com concertacao de glicose igual ou
superior a 200mg/dL. Se a glicemia medida ocasionalmente for igual ou superior a
200mg/dL [no plasma venoso] e apresentar polilria, polidipsia e polifagia, considera-se
Diabetes [9, 11].

Um individuo normal dever apresentar valores de concentracdo de glicose
inferiores a 100mg/dL [no plasma venoso] em jejum e inferiores a 149mg/dL [no plasma

venoso] duas horas apés ingestéo da solucao glicosilada [11].
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Um individuo diabético deve idealmente ter sempre glicose no plasma venoso
regulada entre 70 a 180 mg/dL como pode ser visto na figura 8, mantendo, no entanto,

um esfor¢o para ajustar os seus valores para 0s mais baixos possiveis.

Glucose Glucose Related Clinical
Categories Diagnoses & Safety Measures
T Dangerously T A
High < :
400 ¥ Increasing Risk for DKA
* Metabolic acidosis
» Ketonemia
3 Very High 3 + Hyperglycemia
- [
E 3
o ()
8 250 13.9 g ma
& o
o High o
E 180 10.0 3
5 e
= L
70 3.9 Increasing Risk for:
60 3.3 Severe Hypoglycemia
50 2.8  Assistance required
Major Severe Hypoglycemia
0 * Medical personnel assistance
0 required (ambulance, ER, hospital)
©2013 International Diabetes Center at Park Nicollet, Minneapolis, MN 34 Se|zure, coma, death

Figura 8 - Classificacdo dos patamares e intervalos da concentracdo da glicose.

Imagem adaptada de [8].

4.Consequéncias e Complicacoes

A Diabetes tem impactos metabdlicos severos na fisiologia humana, existindo
alguns padrbées comportamentais do organismo bem conhecidos como o
desenvolvimento de displidémia: elevados niveis de triglicerideos, baixa concentracéo de
colesterol HDL [também conhecido como o colesterol bom]. Estes fatores aliados a
obesidade e alta pressdo sanguinea alicercam a doenca conhecida como sindrome
metabdlica [10, 12].

A glicose em niveis elevados (hiperglicemia) de forma persistente leva a situacées

de stresse oxidativo a nivel celular, gerando ERO [8].

Este stresse oxidativo provoca multiplas lesdes a nivel celular de diversos 6rgaos,

particularmente nervos, olhos, rim, vasos sanguineos e coracao.
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Reconhece-se em particular que a Diabetes é um fator de risco para disfuncao
endotelial, pela producdo de ERO, disfuncdo essa que € associada a criacao
aterosclerose, que a prazo leva a criacdo de obstru¢cbes sanguineas que podem gerar
AVC’s ou enfartes [17, 18].

A disfuncao endotelial é causadora de inUmeras complicacdes devido a geracao
de respostas inflamatodrias nas paredes vasculares, e alteragdes de permeabilidade que

alteram significativamente a homeostase do endotélio [19].

No sistema renal é caracteristico o desenvolvimento de nefropatia diabética. Esta
doenca é o retrato da esclerose glomerular nos nodulos renais, que vai diminuir a area
de filtracdo. Como consequéncias surgem a Glicosuria e a Proteindria; sendo a primeira
provocada por lesdes no TCP renal, que levam a incapacidade de captacdo de glicose
no TCP por ndo haverem transportadores de glicose suficientes face a quantidade

presente no sangue, surgindo assim glicose na urina [13].

A proteinuria é um processo semelhante, sendo que séo proteinas que atravessam
a barreira de filtracdo renal, principalmente a albumina pela sua abundancia e tamanho
reduzido [11].

A nefropatia surge como consequéncia das patologias vasculares, assim como a
neuropatia, a retinopatia diabética que surgem e se agravam a medida que a duracao da
hiperglicemia aumenta. Os problemas vasculares podem levar a amputacdes por
incapacidade de cicatrizacdo de pequenas feridas, muitas vezes amplamente
infecionadas [18].

A retinopatia € um processo com muitas etapas e comeca a provocar dificuldades
de visdo com a neovascularizacao da retina para combater o estado de hipoxia provocado
pelas alteragcdes no fluxo da microvascularizagdo impostos pela hiperglicemia. A
neovasculariza¢ao surge inicialmente junto do nervo 6tico e macula que geram pequenas

hemorragias, desenvolvem-se fibroses e pode ocorrer deslocamento da retina.

Por outro lado a terapia da Diabetes com insulina € vista por muitos doentes com
alguma relutancia e resisténcia devido a receios de crises hipoglicémicas. A hipoglicemia
leva a situacdes penosas, desconfortaveis, de potencial risco e pode levar a uma situacao

socialmente bastante embaragosa. [8]
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lIl. Monitorizacdo da Concentracao de Glicose

no Sangue

Nesta seccao serdo abordados alguns métodos que existem para detetar glicose no
sangue, alguns deles presentes em mercado, autorizados pelas agéncias reguladoras

dos dispositivos médicos.

1.Importancia da Monitorizac&o da Glicose

A concentracdo de glicose no sangue tem entdo um papel crucial no
funcionamento do corpo humano. Atualmente ganha progressivamente importancia na
saude publica nacional pela dimensdo dos problemas e da crescente ma alimentacao
[21].

Prevenir o aparecimento dos sintomas relacionados com as complicacdes, que
advém do tratamento da Diabetes, é apenas um dos argumentos que impdem a
monitorizacdo da concentracdo da glicose sanguinea. Segundo um estudo realizado nos
Estados Unidos da América pela Diabetes Control and Complications Trial Research
Group em 1996, o tratamento intensivo da Diabetes tipo 1 com a monitorizagao intensiva
e insulinacdo adequada, estabelecidos pelos critérios desenvolvidos pela DCCT, leva ao

aumento do tempo e qualidade de vida dos doentes.

Isto € conseguido pelo atraso do aparecimento das complicagbes associadas a
niveis elevados de glicose no sangue, por doentes de Diabetes tipo 1 (insuficiéncia renal,
amputacdes de extremidades e cegueira a titulo de exemplo), em relacdo a doentes que

tinham o tratamento normal estabelecido pela clinica [22].

Noutro estudo foi testado o uso de insulinoterapia intensiva para manter a glicose
no sangue imperativamente entre 80-110 mg/dL de sangue. Nos resultados foi possivel
ver que estes doentes tiveram menos complicagbes e a mortalidade reduziu

substancialmente na unidade de cuidados intensivos, assim como foram reduzidas a
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mortalidade intra-hospitalar e a morbidade entre doentes internados em estado critico
[23].

Foi também provado por Diana Vilar-Compte et al. que a hiperglicemia € um fator

de risco no aparecimento de infec¢des cirdrgicas apos mastectomias [24].

A hiperglicemia é muito frequente em doentes adultos em regime de cuidados
intensivos, mesmo nos nao-diabéticos. Estes sintomas séo conhecidos como uma forma
extrema de stresse de hiperglicemia e devem-se a resisténcia a insulina causada pelas
catecolaminas (endo e exégenas) e aos glucocorticoides. Niveis elevados de acidos
gordos inibem a captacdo de glicose e a sua utilizagdo, mantendo-se na corrente
sanguinea que vai causar estenose hepatica, prejudicando a regulacéo glicosidica por

parte do figado nos doentes em estado critico [25].

Existem monitorizadores da concentracdo de glicose no sangue continuos ou
discretos, disponiveis no mercado internacional. Os medidores podem ser categorizados
segundo a sua invasividade como: invasivos, minimamente invasivos e néo invasivos.
Este trabalho é orientado para desenvolver um Glicometro discreto que tire partido do
uso de tiras de teste descartaveis, onde a amostra € recolhida com uma picada no dedo

para obtencdo de uma pequena amostra sanguinea (discreto e invasivo).

A molécula de glicose € muito dificil de detetar por ser, entre outros fatores, muito
pequena e incolor e, portanto, as técnicas de medicéo sdo geralmente indiretas, exigindo

reacfes quimicas entre a glicose e outras moléculas.

2. Métodos de Monitorizagcao de Glicose Discretos

2.1 Tiras Descartaveis
Apesar dos progressos ja obtidos nas técnicas nao invasivas, os testes realizados
com a maior frequéncia sdo os que usam o método da picada do dedo e colocacéo de
uma gota de sangue na tira, por fornecerem a melhor informacao de forma mais simples

para o tratamento e controlo da Diabetes [26].
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Este método tem muitas limitagcdes, mas € o usado em ambiente hospitalar na
pratica médica comum e até em doentes internados nas unidades de cuidados intensivos
[27].

A. Método colorimétrico

As tiras descartaveis de medicdo O6tica sdo geralmente construidas com varias
camadas que conferem as varias funcdes necessarias para este sistema: suporte a tira,
uma funcéo reflectora, uma funcéo de andlise, e uma funcéo de dispersédo da amostra,

tal como ilustrado na figura abaixo.

A primeira camada filtrante é constituida por membranas semipermeéaveis e serve
para evitar a coloracdo da tira de teste com os glébulos vermelhos (hemoglobinas) do
sangue. Inicialmente era usada uma camada de acetato de celulose sobre o papel
impregnado de enzimas e corante num suporte de plastico. Nesta altura a analise da cor
era feita pelo utilizador numas tiras de teste mergulhadas em urina. A cor posteriormente
formada era comparada com uma tabela de cores para estipular a gama de concentragcao

medida.

Reflected rays
A -
7
VAV
AV | Spreading element
______ — d_ L
i
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. .
[ Analytical element

Reflective element

Support element

Figura 9 - FuncGes de uma tira de teste de Refletancia. (Retirado de: Henning TP and Cunningham DD. Biosensors
for personal Diabetes management. In: Commercial Biosensors, 3-46, 1998. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH
& Co. KGaA))
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O elemento analitico contém a enzima no seu estado ativo. A componente
dispersiva tem de espalhar rapidamente a solugdo da amostra, apds a sua aplicacdo na
tira e formar, sobre a componente enzimatica, uma solucéo uniforme no que toca a sua
concentracdo. Filmes e membranas semipermeaveis expansiveis, particularmente |as de
fibras de vidro, sédo utilizadas para espalhar a amostra e separar o plasma do restante

sangue. Este processo de separacao €, alias, transversal a todo o tipo de tiras.

Na componente analitica da tira ocorre uma reagdo enzimatica com glicose e
depois reacdes de formacao de cor subsequentes. Apesar de apenas as enzimas mais
estaveis serem escolhidas para o desenvolvimento do produto, existe sempre alguma
perda de actividade enzimatica no processo fabrico. Isto acontece devido a fatores como
pH, temperatura, tensao fisica, solventes organicos, entre outras ac¢gdes ou agentes de

desnaturacao proteica.

Na formulagédo dos reagentes geralmente incluem-se agentes de viscosidade,
emulsionantes, pigmentos, plastificantes, formadores de poros, entre outros. Isto permite
a formacédo de uma camada de reacdo uniforme necessaria para uma boa precisdo e

exatidao.

Na imagem seguinte € possivel ver a instrumentacdo utilizada num aparelho
disponivel no mercado, o OneTouch meter da Lifescan, sendo essa instrumentacao 6tica
vista através do furo 4,5 mm da tira apds a remog¢do da membrana de reagente de tira de

teste.

Figura 10 - Fotografia dos LED’s e do fotodectetor do One Touch

meter da Lifescan.
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Uma consideracéo técnica que foi tida em conta no seu desenvolvimento prende-
se com a medicdo da componente da amostra que apresenta globulos vermelhos

(percentagem de hematdcrito).

A percentagem de hematdcrito no sangue ronda, usualmente, os 30-55% e a gama
de concentracdes de glicose é 40-500 mg/dL (2.2-28mM). O medidor da Lifescan, o
OneTouch meter contém dois LED’s (diodos emissores de luz) (635nm no canto superior
esquerdo e 700 nm no canto superior direito), que vao permitir a medi¢ao da reflexao
provocada pela presenca das hemoglobinas (células vermelhas do sangue) e da

intensidade da cor que advém das reaces com a glicose (corante).

O componente eletronico que permite a recolha de dados € um fotodetetor que
mede a refletancia a partir de ambos os LED’s tal como mostrado na figura 10. Todos os
medidores de glicose medem o sinal do detector em varios pontos temporais e, se a forma
da curva ndo estiver dentro de limites razoaveis, é gerada uma mensagem de erro no
ecrd do display. Alguns medidores medem a temperatura ambiente para corrigir o

resultado, uma vez que as rea¢des quimicas sao influenciadas por este parametro.

Os sistemas 6ticos, mesmo 0s atuais apresentam varias limitacdes, estao sujeitas
a interferéncia de condic¢des de luz ambiente e ndo podem trabalhar sob a luz solar direta.
Estes sistemas tém perdido gradualmente quota de mercado para sistemas
eletroquimicos. As tiras de teste dpticas geralmente requerem uma amostra de sangue

maior e levam mais tempo para produzir o resultado em relacéo as tiras eletroquimicas.

Atualmente, os medidores de reflexdo éptica sdo mais caros a nivel do fabrico,
necessitam de baterias maiores, e sdo mais dificeis de calibrar do que os aparelhos de

tecnologia electroquimica. [28]
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B. Método Eletroquimico (Amperimétrico)

E um método designado amperimétrico precisamente porque o principio de
funcionamento baseia-se na medicdo da corrente elétrica produzida, quando enzimas
catalisam a oxidacdo de moléculas de glicose (em solucdo aquosa) proveniente do
sangue. Esta oxidacéo da glicose liberta eletrbes para um mediador redox inorganico,
alocado num dos elétrodos e que ira produzir uma corrente proporcional a concentracao

de glicose [25].
Principio Fisico-Quimico

Todas as tiras eletroquimicas utilizam um mediador eletronico inorganico e
doravante sera mencionado apenas como mediador por motivos de simplificacdo de

escrita.

Ap6s a reducdo do mediador com eletrdes provenientes da glicose, o mediador é
oxidado num dos elétrodos sélidos [no elétrodo de trabalho], sob a acdo de um potencial

positivo.

Os eletrdes fluem entre o mediador e a superficie do elétrodo quando é obtido um
minimo de energia. Dito de outra forma, para os eletrdes sairem do mediador em direc¢éo
ao elétrodo de medicédo, € necessario aplicar um estimulo. Esse estimulo é a aplicacéao

de uma diferenca de potencial entre os elétrodos das tiras.

A energia dos electrées do mediador é sempre constante e € estabelecida tendo
em conta a estrutura quimica deles, mas a energia dos electrbes no eléctrodo sdlido pode
ser alterada por aplicacdo de uma tenséo elétrica entre o eléctrodo de trabalho e um
segundo eléctrodo.

A taxa da reacéo de transferéncia electronica entre o mediador e uma superficie
de eléctrodo de trabalho é dada pela equacao Butler-Volmer [29]. Quando o potencial €
suficientemente grande, todos os mediadores que atingem o eléctrodo reagem
rapidamente, entdo é possivel aproximar a taxa da reacéao a difusédo da solugéo de glicose

do topo até ao interior [onde estao os elétrodos] tira.

E razoavel considerar a dependéncia da reacdo com a difusdo, uma vez que as

tiras, apesar de pequenas, sao constituidas por muitas camadas separadas por
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membranas para permitir a separacdo dos componentes do sangue que interferem com

a medicao de glicose.

A corrente a partir de uma reacéo limitada por difusdo segue a seguinte equacao:

1 - Equacéo de Cottrell

i = (MFADY2C)(mt/?t1/2)

Onde i € a corrente, n 0 numero de electrbes, F constante de Faraday, A a area do

eléctrodo, C a concentracdo, D o coeficiente de difuséo e t € o tempo.

Pela analise da equacdo de Cotrell, se considerarmos que as amostras sao
sempre do mesmo tamanho e esta é uma presuncdo razoavel, uma vez que o design
estrutural das tiras estabelece um limite ao volume de amostra que entra, a corrente vai
diminuir com o inverso da raiz quadrada do tempo. As restantes componentes da

equacdo podem ser tratadas como constantes para cada conjunto tira/amostra.

Isto significa que o sinal maximo nos sensores electroquimicos ocorre em tempos
curtos, por oposicao as reacoes de formacdao de cor, onde a cor torna-se mais intensa ao

longo do tempo.

7

Quando um potencial elétrico € inicialmente aplicado ao eléctrodo [tensdo de
polarizacdo], os momentos dipolares das moléculas do solvente vao se alinhar com o
campo eléctrico na superficie do eléctrodo causando uma corrente elétrica. Assim, em

tempos muito curtos, esta corrente de carga interfere com a medi¢do analitica.
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Reac6es Quimicas e Constituintes

Atualmente existem dois tipos de sistemas de oxidacdo enzimatica usados
comercialmente. Um deles tira partido da Glicose Oxidase, a enzima usada mais
classicamente na detecdo de glicose e o outro esquema comum usa a glicose

Desidrogenase, que apresenta a grande vantagem de néo reagir com o Oxigénio.

As taxas de transferéncia de electrdes entre a forma reduzida da Glicose Oxidase
e 0s mediadores, geralmente derivados de ides de ferroceno, sdo muito rapidas em
comparagcao com a rea¢ao secundaria e indesejada com o oxigénio. Anteriormente, alias,
pela alta afinidade com os eletrdes, o oxigénio era usado como aceitador de eletrbes em
vez dos mediadores, mas isto trazia problemas a nivel de difusdo de oxigénio porque a
rarefacdo de oxigénio na tira face ao necesséario era grande e por isso as medi¢des

levavam mais tempo a estarem concluidas que atualmente [limitacdo estequiométrical.

O oxigénio teria de difundir do exterior impondo um atraso na reacéo e sendo esta
medicdo em algumas marcas realizada com a medicdo da dependéncia do tempo, a

largura de banda do sensor era menor, tinham um limite superior mais baixo [30].

Glycoprotein

Electron
Relay

Electrode

Figura 11 - Polimero redox proposto num trabalho cientifico para fazer a ligagéo
entre a enzima e a superficie do elétrodo, como solugdo de mediagdo

eletronica. Imagem adaptada de: [30]

A necessidade da utilizacdo de um mediador advém do facto de, por exemplo no

caso da Glicose Oxidase, a transferéncia de eletrdes entre o local ativo da enzima e a
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superficie do elétrodo ser condicionada pela espessa camada proteica que envolve o
centro redox da enzima (este local ativo da glicose oxidase € composto por FAD-

Dinucledtido de Flavina e Adenina) que impede a transferéncia directa de eletrdes [26].

Um mediador tipicamente usado é o 1,1-dimetil-3- (2-amino-1-hidroxietil)
ferroceno. Este tem as caracteristicas desejaveis de elevada solubilidade em &agua,
rapido shuttling de electrées (a taxa bimolecular constante de 4,3 x 10°.M1.s1), é estavel

guimicamente e independente do pH em relacdo ao potencial redox.

A oxidagao electroquimica do derivado de ferroceno é realizada a 0,6 V e a
oxidacao de interferéncias, tais como o acido ascorbico e o acetaminofeno presentes no
sangue, sao corrigidas medindo a corrente num segundo eléctrodo da tira que nao

contém glicose oxidase [no contra elétrodo].

As equacdes quimicas das reacbes que ocorrem nas tiras a base de Glicose
Oxidase e ferroceno como mediador estdo descritas abaixo na sua ordem temporal de

ocorréncia.

glicose + Glicose Oxidase (estado oxidado) — Gluconolactona + Glicose Oxidase

(estado reduzido)

Glicose Oxidase (estado reduzido) + ferricinio* — Glicose Oxidase (estado oxidado) +

ferroceno

Ferroceno — ferricinio* + electrdo (reacdo na superficie do elétrodo)

Outro mediador usado € o ferricianeto, mas neste, o potencial necessario para a
oxidacdo é superior a dos derivados de ferroceno. A enzima glicose Desigrogenase
(GDH) néao reage com o oxigénio e o mediador PQ (fenantrolina quinona) pode ser
oxidado a 0,2 V, o que esta abaixo do potencial de oxidacdo da maior parte das

substancias que podem formar interferéncias no sinal.

glicose + glicose Desidrogenase/NAD* — glicose Desidrogenase/NADH +

gluconolactona*
glicose Desidrogenase/NADH + PQ — glicose Desidrogenase/NAD" + PQH:>

PQH2 — PQ + 2 eletrdes (reacdo na superficie do elétrodo)
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A glicose Desidrogenase (GDH) é usualmente acoplada a um elemento redox para
captar os eletrdes. Existem varias possibilidades usadas pelas marcas, sendo o FAD
(dinucledtido de flavina-adenina), o NAD (dinucledtido de nicotinamida-adenina) e o PQQ

(pirroloquinolina quinona).

Este ultimo complexo GDH/PQQ foi desaconselhado e retirado do mercado pela
FDA, porque produz leituras falsamente elevadas entre 3 a 15 vezes superiores aos
niveis reais em doentes que tomam farmacos de analogos de glicose. O GDH/PQQ
reage/processa também a maltose, a lactose, galactose, manose e xilose [31].
Normalmente estes agucares estdo em baixas concentragdes na corrente sanguinea e a
taxa de reacdo entre o GDH/PQQ e estes acgUcares € bastante mais baixa que a taxa de
reacdo com a glicose. Mas na presenca em concentracOes elevadas induzidas por

farmacos esta interferéncia leva a valores muito elevados nas leituras.

Esta interferéncia esta associada a alguns tratamentos de hemodialise que usam
estes farmacos, o0 mais citado é a icodextrina, uma solucdo de diélise peritonial [32].
Foram até associadas 16 mortes por overdose de insulina, num total de 82 casos
reportados que foram associados a leituras elevadas deste tipo de tiras [33]. Em Portugal
foram lancadas notas de seguranca para o0 uso destas tiras ndo especificas de glicose
em pessoas que tomavam o Extraneal (icodextrina) por parte da Baxter Médico-
Farmacéutica Lda, a detentora da produgdo do farmaco em questdo que foi

descontinuado em Portugal.

Muitos esquemas reativos e sistemas enzimaticos estdo bem descritos num
trabalho publicado em 2008 por Joachim Hoénes et al. e pode ser consultado na

bibliografia deste trabalho, indicado com o indice [34].

Constituintes estruturais das tiras

Na figura abaixo é possivel verificar a estrutura esquematica de uma tira, contendo

os elétrodos de referéncia, de trabalho, um contra elétrodo. Algumas tiras apresentam
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para além destes um elétrodo de baseline. As tiras eletroquimicas sdo também

constituidas por enzimas, estabilizantes, surfactantes, membranas e agentes de ligacéo.

Figura 12 - Sec¢des de uma tira eletroquimica do Abbott Precision. Assinalado com a letre
A esta o sistema de elétrodos; em B indicam-se as membranas hidrofobicas para separagéo
do sangue. Imagem adaptada de [30].

O eléctrodo de trabalho na maioria das tiras electroquimicas disponiveis
comercialmente é feito por serigrafia [screen printing] de uma tinta de carbono condutora
sobre um substrato de um polimero. No entanto, também existem tiras, em que 0s

eléctrodos sdo metais nobres como o ouro ou o paladio.
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Até h4 alguns anos atras, as tiras de teste eram fabricadas, testadas e era-lhes
atribuido um codigo de calibracdo. O cédigo de calibracao fornecido em cada embalagem
das tiras era em alguns casos inserido manualmente no medidor por parte do utilizador,

noutros a leitura deste cddigo era realizada automaticamente pelo aparelho quando era

@ &

inserida.
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+2e
2Fe™? 2Fe"3
Diffusion Heteregeneous
! reaction
S | T ——> RO v
A Oxidation of ferrocyanide at working electrode
Glucose Meter| Palladium electrodes Charge balance is maintained via ion transport
N Fe(CN)s* + ¢« —> Fe(CN)6™

e

| S——————— Reduction of ferricyanide at counter electrode

Figura 13 - Esquema reativo eletrocatalitico com representacdo dos elétrodos de paladio. Imagem
adaptada de: [97]

Atualmente nédo existe essa necessidade, na generalidade dos aparelhos
disponiveis, tendo sido o Ascensia Contour o primeiro aparelho de larga distribuicdo a

sair sem necessidade de codigos de calibragéo [35].

Foram realizados varios trabalhos experimentais no sentido de avaliar as
caracteristicas de preciséo das tiras e desenvolver técnicas de producédo para melhorar
a reprodutividade das tiras. Num estudo realizado em 2005, foi demonstrado o problema
da influéncia da variacao entre lotes de tiras, que leva a diferentes leituras, com desvios

com significado clinico, tanto em solu¢des controlo, como em amostras sanguineas [36].

Ja em 2009 a ISO, com apoio da FDA emitiu uma recomendacéo para estabelecer
um padrdo de precisdo minima para Glicbmetros comerciais mais apertado. Esta

recomendacgdo sugeriu algumas altera¢des a versdo publicada, que vigorava desde 2003,
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01S0 15197:2003 e desde entdo tem sido atualizado e estabelece o standard para avaliar

a precisdo dos Glicometros.

As recomendacdes mais atuais foram lancadas em 2013 e terdo de ser cumpridas
por todas as marcas em maio de 2016, trata-se da ISO: 15197:2013 e pode ser

consultada em:

http://www.iso.org/iso/catalogue detail?csnumber=54976

A precisao requerida, que vigora desde maio, diz que 95% das leituras tém de
estar dentro da gama de + 15mg/dL de desvio em relagdo a um método laboratorial de
referéncia para concentragcdes menores a 100mg/dL e dentro de um desvio maximo de *

20%, em concentragdes superiores ou iguais a 100 mg/dL [37].

FONTES DE ERROS

Apesar de um Glicometro ser um produto farmacéutico, de ter bastantes
parametros que devem cumprir e haverem muitas entidades de controlo e regulacéo, a
sua precisdo, a meu ver, € ainda baixa. Nos Glicobmetros a precisdo € uma medida do
desvio da média de uma série de valores ao valor de referéncia e muitos dispositivos
presentes no mercado atualmente terdo de ser descontinuados e substituidos para

cumprir com as novas regras de precisao.

Isto acontece porque existem muito fatores que contribuem para desvios nos

resultados e entre eles encontram-se 0s seguintes:

e Fatores relacionados com as tiras:

Esta € provavelmente a maior fonte de erros. Existem diferencas entre cada tira
produzida. Essas diferencas podem ser na cavidade que aloca o0 sangue para reagir,
normalmente um furo com 2 a 3 milimetros. Caso haja um desvio de 50 micrometros
nesse furo, a consequéncia serd um desvio aproximado de 3% no valor final. Basta
pensar que se um volume diferente reagir, mais ou menos glicose estara disponivel na

zona de reacao da tira, apesar de ter a mesma concentracao sanguinea.
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Outra questdo € a gquantidade de enzima e de mediador. Uma boa pratica é
imobilizar enzimas em excesso, caso haja alguma desnaturacédo enzimatica, o sinal ndo
se altera muito. O maior problema é quando ndo ha enzimas suficientes na superficie do
elétrodo, quando a distribuicdo ndo é uniforme existem zonas nos elétrodos com ‘buracos’
de enzimas. Dito por outras palavras, uma camada fina de enzimas ndo € um grande
problema, mas uma camada de enzimas com falhas, um género de picotado traz um erro

de absoluto, o resultado aparece subestimado.

Existe também o factor da instabilidade a relativa alta temperatura do mediador
(40°). Os mediadores devem estar no estado oxidado, quando a tira esta armazenada
[n&o utilizagao], mas existe a tendéncia de se reduzirem espontaneamente. Isto acontece
em interagbes com 0 seu meio envolvente e, portanto, ndo devido exclusivamente a
electrbes provenientes da oxidacao da glicose. Esta tendéncia aumenta com o aumento
da temperatura e da humidade (o mediador também capta eletrdes do vapor de agua),
portanto quando se fazem as medi¢cbes o valor devolvido pelo aparelho aparece

supraestimado [35].

e Fatores fisicos:

Os fatores fisicos que mais influenciam as leituras de glicose sdo a temperatura e a

altitude.

A relacdo entre a temperatura e a reacdo quimica envolvida na tira e é do
conhecimento dos fabricantes. Os aparelhos atuais monitorizam a temperatura, com um
sensor térmico incorporado para ajustar o valor devolvido, uma vez que, baseando-se
esta medicdo numa reacdo quimica, a temperatura pode beneficiar ou prejudicar as

condicBes termodinamicas da reacdo e desta forma influenciar o sinal.

Jé a altitude influencia a concentracdo de oxigénio no ar, que € um competidor
directo dos mediadores. O oxigénio capta parte dos eletrdes libertados na oxidacédo da
glicose. Se os eletrdes nao forem exclusivamente para os mediadores e posteriormente
para as tiras, hd um défice nominal no sinal. Se a concentracdo de oxigénio fosse
constante e igual a do momento de estabelecimento da calibracdo, isto ndo seria um
problema porque a influéncia do oxigénio era sempre a mesma e a calibracdo ja teria isso
em conta. Mas variacdes em relacdo a essa concentracao influenciam diretamente o sinal
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final, porque maior concentracdo de oxigénio traduzir-se-4 em maior competicdo por
eletrdes e menor sinal, para 0 mesmo estimulo em glicose e menor concentracao

[maiores altitudes] levard a uma sobrestimacao da leitura.

e InteracBes com o utilizador:

Neste campo o0 maior problema surge quando os utilizadores nao limpam as maos.
Se estiverem a comer algo com as maos rico em acgucar como fruta ou bolachas, ou até
tocar num rebucado, sendo a picada muito pequena, qualquer interferéncia de comida
altera muito os valores porgue a amostra € muito pequena [a volta de 1uL]. Geralmente,
guando educados pelos médicos, os doentes sdo avisados para lavar as maos antes de

realizar o teste também para prevenir infeccdes aquando da picada para obter a amostra.

e Fatores farmaco/bioldgicos:

O pior caso reportado nesta seccdo de erros foi supracitado, a icodextrina nos
sensores que usam GDH, mas para além deste também o acetaminofeno, o L-dopa, a
tolazamida, e o acido ascorbico sdo conhecidos como pequenos interferentes na
Glicometria [35].

A maior inconveniéncia deste processo mantém-se, o facto da necessidade de uma
picada para obter uma amostra de sangue causa incomodo, dor, desconforto e tende a
inviabilizar a monitorizacdo frequente por parte do doente. Noutra perspectiva, a ma
interpretacdo dos resultados nas medicbes em contexto pessoal podem ser um grande
problema no tratamento da Diabetes e pode levar ao acelerar das consequéncias ou a

eventos de hipo ou hiperglicemia.

Estes problemas podem ser evitados, na sua maioria, impedindo mas condi¢fes de
armazenamento das tiras ou impedir a utilizagcdo das tiras quando estéo fora do prazo de
validade. Para ter um bom armazenamento, as tiras devem permanecer no seu recipiente

original e por abrir [lacrado], a temperatura baixa [menor que 30°C] [38].
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e Percentagem de Hematdcrito:

O sangue recolhido das amostras € uma mistura bastante complexa de plasma e
glébulos vermelhos e ambos contém glicose. Uma maior percentagem de globulos
vermelhos no sangue em relacéo ao normal leva a um decréscimo do sinal medido, uma
vez que estas células em abundancia formam uma “barreira” a passagem por difusédo da

glicose da gota de sangue para a camara de reacao da tira.
O efeito inverso acontece com menores percentagens de glébulos vermelhos.

Existem duas formas de combater este efeito: compensar as alteragdes na medicéo,
ajustando o valor a apresentar tendo em conta a quantidade de glébulos vermelhos
presentes, sendo para isso necessario identificar essa quantidade pela analise do sinal
[0 que ainda permanece um desafio]; ou ajustes no desenho estrutural das tiras e/ou

melhoramentos nas técnicas de fabrico que permitam suprimir este efeito [39].

Os Glicometros revolucionaram o tratamento da Diabetes assim que surgiram.
Foram um sucesso tdo grande que criaram um novo mercado (movimenta cerca de 10
mil milhdes de euros) e impulsionaram um novo ramo cientifico, os biossensores. Dentro

do mercado dos Biossensores, 0s sensores de glicose dominam cerca de 85%.

Atualmente € um topico de muito interesse, porque estes sensores permitirem a
detecdo atempada da presenca de analitos de origem biolégica ou contaminantes em
solucdes industriais e isso traz grande beneficio a nivel econémico e ambiental pela
reducao de perdas e permite um melhor controlo operacional, oferecendo mais garantias
[40, 41].

Ao longo do estudo de mercado, foi possivel descobrir que sobre o Accu-Chek
Mobile da Roche recaiu a circular informativa 171/CD/8.1.7. de 2014 com instrucfes e
avisos acerca do seu manuseamento, uma vez que, quando incorreto existe a
possibilidade de apresentar valores de glicemia falsamente elevados. Este aparelho ndo

usa tiras descartaveis, apenas recolhe uma amostra para o seu interior.

Da analise do mercado e da bibliografia que foi analisada sabe-se que existem
varios algoritmos para determinar a concentracdo da glicose. Estes algoritmos baseiam-

se na cronoamperimetria, o estudo dos efeitos causados na corrente elétrica resultante
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da reacdo eletroquimica no sensor, provocados por uma mudanc¢a brusca no potencial

aplicado nos terminais do sensor [42].

Este efeito é o caracterizado na equacao de Cottell e serd esse o estudo realizado
neste trabalho. A definicdo do potencial mais adequado € uma caracteristica especifica
de cada sensor e pode ser descoberto a partir de um estudo de voltametria ciclica. Esse
estudo consiste na aplicacao de varios niveis de potencial elétrico no sensor de forma a
observar-se a resposta e a partir dessa curva saber para que valores de potencial
aplicado existe resposta mais elevada. A variacdo do potencial é realizada a mesma
concentracdo de glicose e a mesma taxa [42]. Esta representada na figura abaixo uma

curva voltamétrica.
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Figura 14 - Corrente elétrica em funcéo da tenséo aplicada. Imagem adaptada de: [42]]

Para caracterizar um sensor sao realizadas curvas para diferentes concentragoes,
calcula-se a média das abcissas dos picos das curvas voltamétricas e sabe-se assim a

tensdo que em média provoca uma resposta com mais amplitude de sinal.
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2.2 Testes Laboratoriais

A maquina mais citada para testes laboratoriais € a YSI-2300 Stat Plus (Yellow
Spring Instruments) e é reconhecido como o método de referéncia para medir a glicose
no sangue. Apesar da comunidade cientifica ainda néo lhe ter atribuido o titulo de Gold
Standard € usado como método de referéncia em trabalhos onde se avalia a precisédo de
outro aparelho por comparacdo de resultados, tomando o resultado da YSI como o
verdadeiro e o valor da imprecisdo € dado pelo desvio entre esse valor e o valor medido
no aparelho sobre testes [16, 43, 44].

O principio de medi¢g&do € o mesmo dos Glicometros amperimétricos convencionais
mudando apenas a andlise dos dados e os materiais envolvidos na dete¢do; necessita

de uma amostra de 25uL de sangue [volume aspirado].

O sensor deste sistema tem trés camadas. A primeira € composta por uma
membrana de policarbonato poroso que controla a difusdo da amostra para a zona da
enzima evitando que a reacao fique limitada pela resposta da enzima. O substrato &
oxidado a medida que entra na zona das enzimas, produzindo peroxido de hidrogénio.
Este produto passa através da membrana de acetato de celulose até um eléctrodo de
platina, onde o perdxido de hidrogénio é oxidado. A corrente resultante é proporcional a

concentracéo do substrato [45].

Existem outras versdes do YSI analyser sendo parte deles analisadores para varios
analitos incluindo Sacarose (€ conseguido com uma cascata de rea¢fes enzimaticas com
a invertase e mutarotase para detetar a glicose formada com Glicose Oxidase). No
entanto ndo sao muito usados em ensaios de tiras de glicose como o modelo 2300, sendo
mais comuns para testes de produtos culinarios. Existem, por exemplo, os modelos 2700,
2900 e 2950 que medem glicose podendo em alguns casos exigir diluicAo da amostra
numa solucao buffer de NaH2PO4. Todos tém em comum a utilizagdo da Glicose Oxidase

como enzima de detecéo da glicose [46, 47].
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Figura 15- YSI 2300 Stat Plus. Fonte: Figura 16 - Beckman Coulter Glucose Analyser. Fonte:

https://www.ysi.com/ysi-2300-stat-plus-glucose- http://www.go-
lactate-analyzer (18/02/2016) dove.com/en/auction/view?auctionld=10590992

O Beckman Coulter Glucose Analyser € um sistema de laboratorio ndo tao usado,

mas produz bons resultados com uma imprecisdao maxima de 3%.

O método deste aparelho consiste na fosforilacdo da glicose da amostra pela
Hexoquinase (HK), na presenca de Adenosina Trifosfato (ATP) e de ides de Magnésio
para produzir glicose-6-fosfato (G-6-P) e Adenosina Difosfato (ADP). A Desidrogenase
de glicose-6-fosfato (G6PDH) oxida especificamente o G-6-P para 6-fosfogluconato com
a reducdo simultdnea do Dinucledtido de Adenina Nicotinamida (NAD*) e para NAD
reduzido (NADH). A mudanca na absorvancia a 340/380 nm da amostra é proporcional a

guantidade de glicose nela presente.
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3. Métodos de Monitorizacao de Glicose Continuos

3.1 Invasivos

Estes sistemas séo sistemas de amostragem direta; todos eles captam glicose de
uma zona do organismo, geralmente o fluido intersticial na zona subcutédnea ou de

capilares sanguineos.

3.1.1 Microdidlise

Os sistemas de microdialise séo particularmente interessantes porque funcionam
como uma interface entre os fluidos corporais e o biossensor. O principio de
funcionamento € baseado na captacao da glicose da area subcutanea (fluido intersticial),
com recurso a um tubo de baixo calibre, colocado na area subcutanea. Este tubo é
perfusado com fluido isoténico proveniente de um reservatdrio ex vivo. Este fluido perfusa
até a area subcutanea e vai permitir que a glicose se espalhe, formando uma solugéo
com concentracdo uniforme. Posteriormente, a glicose, através de uma membrana semi-
permiavel, difunde, sem auxilio de forgas externas, para o tubo de microdialise (esta

solucdo toma o nome de dialisato) [48].

O sensor responséavel por detetar a glicose encontra-se ex vivo e geralmente a

detecao é realizada por um sensor amperimeétrico, que usa enzimas oxidorredutases [43].

Existe uma marca que comercializa um sistema deste tipo na Europa com as
devidas aprovacoes, trata-se do GlucoDay da Menarini. Existem varios trabalhos onde

solucdes destas foram estudadas para uma futura implementacéo [50, 51].

Tém como maior vantagem a medi¢cdo continua, no local de interesse sem
encrustamento de substancias biolégicas que é sem davida o maior problema dos
implantes in vivo que a prazo levam a rea¢des imunitarias severas e a incapacidade de

funcionamento dos sensores [52].

Estes sistemas, no entanto, tém algumas limitacdes relacionadas com o atraso
temporal em relacdo a concentracdo sanguinea, o atraso imposto pelo equilibrio da

concentracéo depois de inserida a solucao de perfusato no fluido intersticial. A captacéo
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de glicose no dialisato também é lenta e quando auxiliada por uma bomba o aparelho
torna-se ainda maior. Noutra perspectiva, estas agulhas criam um “furo” na pele com um
didmetro consideravel, consumem grande quantidade de liquido intersticial, e sao

desconfortaveis durante a insercdo e quando sofrem desgaste prolongado [53].

3.1.2 Sensores subcutaneos (Needle-type)

Estes sistemas estdo usualmente associados a Pancreas Artificiais fazendo a
medicdo da concentracdo da glicose para depois calcular a dose de insulina a ser

dispensada diretamente na corrente sanguinea.

Estes sensores seguem o principio potenciostatico (amperimétrico) de medicao
com um elétrodo de trabalho que contém Glicose Oxidase imobilizada, um contra elétrodo

e um de referéncia.

O elétrodo de trabalho é usualmente de Platina para detetar diretamente o H20:
produzido na oxidacao da glicose. Estes elétrodos estdo contidos numa espécie de sonda
gue é implantada no organismo, delimitada por uma membrana semi-permiavel. Esta
agulha que contém os elétrodos fica no interior do organismo, geralmente na zona

abdominal. Os restantes componentes eletrénicos sdo mantidos na zona exterior ao
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Figura 17 - Needle type sensor. Imagem adaptada de: [54]
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Apés a insercdo na pele do sensor, ha a necessidade de calibracdo com recurso
a testes em aparelhos de tiras descartaveis. O sensor tem de ser substituido apos um

curto tempo de vida para evitar reacfes imunitarias adversas [28].

Existem algumas marcas disponiveis ho mercado europeu, mas nao em Portugal.
Entre as marcas disponiveis estdo o Enlit™ Sensor da Medtronic (Medtronic MiniMed,
Inc., Northridge, CA) [erro absoluto médio de 20%], o Dexcom® G4 Platinum [erro
absoluto médio de 15% na gama (40-400mg/dl)], o Frestyle Libre da Abbott) [erro
absoluto médio de 12%] [56, 57].

O maior problema dos sensores continuos invasivos é transversal a todos os que
usam o método amperimétrico. O fouling € o maior defeito da utilizacdo destes aparelhos,
porque o0s sensores electroquimicos sdo geralmente operados num regime limitado de
difusdo e uma diminuicdo na transferéncia de massa ou na taxa dessa transferéncia leva
a diminuicdo do sinal de sensor. Enzimas livres em solu¢cdo podem catalisar reacdes
secundarias e os produtos destas reacdes pode levar a um incremento do ruido e falsos
positivos para o sensor. Proteinas livres atraidas pelo campo elétrico formado nos
sensores também podem interromper a funcéo das enzimas, levando a um decréscimo
do sinal [58].

3.2 Minimamente Invasivos

3.2.1 Microagulhas (com moléculas de reconhecimento acoplados)

As microagulhas captam bastante interesse da comunidade cientifica. S&o
chamadas “microagulhas” precisamente pelo seu tamanho na ordem dos micrémetros,
gue lhes permite serem muito pouco invasivas mas mesmo assim atingirem o espaco
intradermal da pele, atingindo fluido intersticial que apresenta glicose em concentracéo

correlacionada com a concentracdo sanguinea de glicose [59].

Atualmente, as microagulhas de centro oco (usualmente de vidro) ja sdo usadas
na injec¢ao de insulina, como sensores de varios analitos e usam-se também como meio

de extracdo de sangue de forma menos dolorosa para fazer testes as amostras em
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sensores externos, permitindo assim terandstica (diagondstico e tratamento em
simultaneo) da Diabetes [48, 60].

Uma abordagem possivel para a construcdo de um sensor integrado em
microagulhas é realizada através do revestimento das “pontas” das microagullhas de aco
revestido com platina, com um polimero condutor que contém Glicose Oxidase
imobilizada nesse polimero. A medicdo da concentragdo da glicose segue 0 mesmo

principio de detecao utilizado no método das tiras eletroquimicas descartaveis.

Mas os elétrodos de microagulhas trazem muitos problemas no que toca a
biocompatibilidade. Geralmente as microagulhas provocam inflamacéo, séo citotoxicas,

permitem encrustamento de substancias de origem biolégica (biofouling) [60].

3.2.2 Microporos

As técnicas dos microporos sao realizadas na pele com a ajuda de um laser
pulsado ou uma fonte de calor para levar a abertura de poros na pele. Sobre estes poros
€ aplicado vacuo de forma a captar fluido transdermal (mais rico em analitos que o fluido

intersticial), que posteriormente é analisado com um método amperimétrico.

Apesar de conseguir amostras suficientes para fazer a detecdo de glicose nos
aparelhos de tiras e de conseguir uma aproximacdo melhor do contetudo dialisado da
zona intersticial em relagcdo ao sangue, esta continua a ser uma medida indireta e vem
com um atraso temporal em relacdo a concentracdo sanguinea, pelo que s6 poderia ser

compensada com mais medicoes.

Apresenta como maior defeito, reportado por alguns autores, que apos a aplicacao

de vacuo formam-se bolhas na pele [61].

3.2.3 lontoforese Reversa

Existem dois mecanismos principais para estimular o transporte de ibes através da
pele por iontoforese. Sao eles a repulséo eletronica exercida num ido com um elétrodo

com a mesma carga elétrica ou a eletroosmose, que consiste na aplicacdo de um campo
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elétrico para promover o movimento das cargas idnicas atraveés dos poros ‘carregados’
eletricamente. Pela promocdo de movimento ionico, sdo também movimentados o
solvente e particulas eletricamente neutras dissolvidas nesse mesmo solvente. A
extracao de glicose por iontoforese reversa é realizada na superficie da pele e consegue
obter glicose da zona subcutanea com recurso a correntes na ordem dos miliamperes
[62].

Constant current
source

Net convective solvent flow

R~

Figura 18 - Representacdo da lontoforese Reversa.

Copyright 2000 Cygnus, Inc. Imagem adaptada de: [64]

Em condicdes fisiologicas (pH a volta de 7) a pele tem potencial elétrico negativo
levando-a a ser mais permedavel para catides, portanto o solvente flui preferencialmente
na direcdo do catodo. O termo ‘Reversa’ associado a esta técnica deve-se ao facto de
esta técnica ser tipicamente usada na direc¢cdo oposta, na administracdo de farmacos

eletricamente carregados, de forma néo invasiva [63].

Houve um produto muito vendido com muito sucesso no mercado americano, o
Glucowatch® Biographer (Cygnus, Inc., Redwood City, CA, USA), um aparelho com o
formato de um reldgio de pulso. Este aparelho tinha trés elétrodos e usava o método
amperimétrico, medindo diretamente a concentracdo de H202 produzida na oxidacdo da

glicose.

Este aparelho € dividido em dois médulos, um moédulo eletrénico e outro com um
sensor descartavel que contém dois discos de hidrogel com Glicose Oxidase impregnada

e dois conjuntos de elétrodos.
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Figura 20 - Disposi¢do dos elétrodos.
Imagem retirada de: [58]

Figura 19 - Glucowatch® Biographer - Retirada de:

http://www.qgizmag.com/qo/1399/pictures a 26/02/2016

Aplica-se uma diferenca de potencial entre dois elétrodos de Ag/AgCl (Contra
Elétrodo e Elétrodo de Referéncia), a glicose é atraida para o hidrogel, catalisada e o

H20:2 é detetado no Elétrodo de Trabalho, um composito de Platina e Carbono [64, 65].

Como lado negativo surge a calibracdo deste aparelho, seria feita 4 vezes por dia
com um aparelho de tiras descartaveis que por si s6 ja é bastante impreciso e iria
adicionar a imprecisdo caracteristica deste aparelho pelas limitacdes intrinsecas do
método de extracao utilizado, uma vez que o pH da pele varia ao longo do dia e potenciais
contaminantes que influenciam as medigdes.

Foi aprovada a primeira versdo em 2001 pela FDA como complemento de medicéo
para acompanhar a tendéncia dos niveis para adultos, sob a aprovacdo de prescricao
médica, mas deixou de estar disponivel quando os seus direitos intelectuais foram
comprados em 2008 pela Animas Corporation, uma empresa do grupo Johnson &
Johnson.

Foi provado que em aproximadamente 25% das medicbes estas surgiam com
desvios de cerca de 30%, precisava de um periodo de iniciacdo de 3 horas, precisava de
calibragcédo sensivelmente a cada cinco medi¢cdes e por vezes a calibracédo exigia dois ou
mais testes com tiras descartaveis e mesmo assim este aparelho apresentava muitas
dificuldades em detetar picos de hipoglicemia (precisdo era muito baixa em baixos niveis
de glicose no sangue) caracteristica cronica, ainda nao resolvida em todos os meios que

usam o fluido intersticial [66, 67, 68].
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3.3 Nao-Invasivos

Alguns métodos categorizados nesta sec¢cdo como nao-invasivos, nomeadamente
a tecnologia transdermica, apesar de ndo romperem a pele para aceder ao tecido
intersticial, alteram propriedades da pele e podem causar eritema, irritacéo local e bolhas.
Por oposi¢cdo os métodos baseados na leitura de alteragfes Oticas sdo puramente nao-

invasivos [48].

3.3.1 Método Fotoacustico

Este método é baseado na correlacdo existente entre a concentracédo de glicose
presente no fluido intersticial e o sangue capilar. Os maiores problemas do ponto de vista
clinico sdo o longo tempo requerido, para a medicdo e esta ser feita indiretamente,
estando sujeita ao atraso temporal entre a concentracdo da glicose nos capilares

sanguineos e no tecido intersticial.

A espectroscopia de laser fotoacustico € um método de alta sensibilidade. Este
método usa um feixe laser para irradiar a matéria em andlise; feixe esse que produz uma
expansdo térmica na matéria, gerando uma onda sonora (onda de pressdo) como

consequéncia direta da irradiacéo [26].

As caracteristicas da onda sonora sdo dependentes da matéria irradiada e sédo
determinadas pelo coeficiente de absor¢éo 6tico e parametros fisicos como a expanséo
térmica, calor especifico e velocidade de propagacédo do som. Para além destas a onda
sonora pode ser afetada pela disperséo 6tica (scattering) que influencia a distribuicdo da
luz. No caso da glicose, quanto maior for a sua concentragdo nos tecidos, menor sera a
capacidade de aumentar o calor especifico do tecido, aumentando a velocidade das

ondas do pulso gerado [48].

Ao contrario das ondas sonoras comuns, as produzidas pelo método fotoacustico
contém informacéo sobre as propriedades do material da substancia que as gerou. Mas
tal como os métodos 6ticos este meétodo sofre de varias limitagdes relacionadas com a

andlise e processamento do complexo sinal obtido.

O sinal recebido é, frequentemente, muito fraco, facilmente sofre interferéncias dos

varios analitos do sangue e entre outros, a variabilidade e heterogeneidade da pele e a
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constante variacdo dos parametros fisioloégicos também impedem a analise assertiva do

sinal resultante [69].

3.3.2 Bioimpedancia

As propriedades eléctricas dos tecidos biol6gicos podem ser classificadas com
base na fonte da energia eléctrica, isto €, a respostas passiva e ativa. A resposta ativa
(bioelectricidade) ocorre quando o tecido biologico induz electricidade a partir de
actividades ionicas no interior das células, € sobre esse principio que se fazem as
medi¢cOes de electrocardiogramas (ECG) e electroencefalogramas (EEG). A resposta
passiva ocorre quando os tecidos bioldgicos sdo estimulados com uma fonte, externa ao

organismo, de corrente elétrica [70].

A impedancia de um material (biolégico ou nédo) é, de forma simplificada, a
resisténcia oferecida pelo material a fluéncia de corrente eléctrica através dele. A
impedancia pode ser formulada como a razdo no dominio da frequéncia entre a tensao e
corrente elétricas com base na Lei de Ohm V = Rl onde V representa a tensao elétrica,

R a resisténcia elétrica e | a corrente elétrica.

A impedéancia esta dividida em duas componentes: a resisténcia e a reactancia.
Estes conceitos estdo intimamente relacionados com a capacidade que os materiais
apresentam para dissipar ou armazenar energia. Ora, a energia elétrica é em parte
armazenada e essa componente corresponde a reactancia e a restante é dissipada e

corresponde a resisténcia.

Quando a electricidade flui através do corpo humano ocorrem dois tipos de
interacdes impostas pelo corpo, a C capacitiva (reativa) e resistiva R (resisténcia). A
capacitancia surge devido a membrana celular e a resisténcia surge devido a agua do
corpo (intracelular ou agua extracelular). A membrana celular € constituida por uma
camada de material lipidico ndo condutor intercalada entre duas camadas de moléculas

de proteina condutoras.

Alto valor de reatancia indica boa saulde e integridade da membrana celular. A
estrutura da membrana celular faz com que elas se comportem como condensadores
guando |he é aplicada corrente alternada. Assim a impedancia do tecido varia com a
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frequéncia. A alta frequéncia, a corrente pode fluir através da agua intra ou extracelular,
0 que significa que pode penetrar a membrana celular, enquanto que a corrente de baixa

frequéncia ndo penetra na membrana celular fluindo apenas no fluido extracelular.

Como resultado, a baixa frequéncia, a impedancia € resistiva na natureza e a alta
frequéncia tem componentes reativa e resistiva [71].

Com instrumentacdo adequada, que envolve dois elétrodos de contacto com o
corpo, um sistema de conversdo de impedéancia de alta precisdo, amplificacdo e
conversdo em tensdo do sinal em corrente € possivel obter um gréafico que relaciona a
impedancia com as frequéncias aplicadas para varias concentracdes de glicose, medidas

estas primeiro com um meétodo invasivo para a calibracdo deste método.

Pode-se observar que o modulo da impedancia diminui quando a frequéncia
aumenta e o modulo da impedancia diminui quando o nivel de glicose no sangue
aumenta.

90000 £33
",
= 70000
2
E 50000
30000
50 a0 70 80 a0 100
Frequency (kHz)
+— 4.0 mmol/L #— 3.6 mmol/L
B 4.4 mmol/L #- 6.0 mmol/L
&— 4.8 mmol/L 6.4 mmol/L
w— 5.2 mmol/L 6.8 mmol/L

Figura 21 - Representacdo grafica da dependéncia da Impedancia com a
Frequéncia e a concentracao de glicose. Imagem adaptada de: [71]
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3.3.3 Ultrassons (Sonoforese)

A aplicacao de ultrassons na pele promove o0 aumento da permeabilidade da pele
a algumas moléculas, incluindo macromoléculas. Esta técnica toma o nome de
sonoforese e ja foi provado ser uma boa ferramenta para a dispensa de farmacos através

da pele.

Foram testados ultrassons desde 20 kHz até 16 MHz mas sdo os ultrassons abaixo
de 100 KHz que apresentam melhores resultados na melhoria da permeabilidade que
chega a atingir valores de 1000x mais permeavel em comparacdo com a permeabilidade

normal da pele.

Na extracdo de glicose, a técnica usada consiste na aplicacao de ultrassons num
curto intervalo de tempo seguida da aplicacdo de vacuo (pressdo negativa na pele). A
glicose atravessa a pele até um depdsito colocado a superficie a um fluxo na ordem dos
Hug.cm2.hl. Dentro das hipdteses existentes para explicar este mecanismo, a mais
consensual é a de que as ondas de pressdo geram cavidades gasosas que

posteriormente colapsam, um processo chamado de cavitagdo acustica.

Esta técnica foi usada em simultdneo com outras semelhantes e foi provada a
existéncia de sinergia no processo com 0s outros intensificadores, incluindo quimicos e

iontoforese reversa [72].
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3.34 Skin Suction Bilister

Este é um método muito simples, € um meio de obter fluido intersticial. Este fluido
€ captado pela aplicacdo de pressao negativa numa area muito pequena da pele (ordem

dos mm?), forma-se uma pequena bolha que liberta o fluido [42, 66].

EPIDERMAL
VESICLE FORMED
AND REMOVED
BY A SUCTION
TECHNIQUE

INTERSTITIAL

FLUID SAMPLED
FROM MINI-EROSION
BY SUCTION

Figura 22 - Instrumento de obter fluido

intersticial. Imagem adaptade de: [73]

Depois do fluido captado ele tem de ser analisado com um dos métodos
conhecidos para medir a quantidade de glicose nele contida. No trabalho analisado, o
autor usou um HemoCue um aparelho que faz testes fotométricos [descrito em 2.1] o que
parece uma boa decisao pelo facto do fluido amostrado ter poucas proteinas dado a sua

origem.
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3.35 Meios Oticos

i) FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer)

Ha varios trabalhos onde se constréi um sensor de fibra optica que usa a técnica
de medicao de fluorescéncia do efeito FRET, o efeito de transferéncia de energia de
forma nao radiativa entre dois croméforos, dito de outra forma, quando um elemento
dador se encontra no estado eletronico excitado transfere energia para um aceitador,
passando o dador para o estado fundamental e ficado o aceitador excitado. Essa

transferéncia € dependente da distancia entre esses cromoforos [74].

ConA

> Dextran

o0

FIT
§Forslef
Radius /N/.
Glucose

. Glucoss Dextran

Forster
Radius

Figura 23 - Esquema da emissdo do FITC fluorescéncia

(verde) e emissdo do TRITC (vermelho).

O sensor baseia-se na FRET entre 2 moléculas: o isotiocianato de fluoresceina
(FITC) ligado a lectina ou Concanavalina A (Con A) e isotiocianato de tetrametilrodamina

(TRITC) ligado a dextrano.

Quando o complexo FITC-Con A liga ao complexo TRITC-dextrano os fluoréforos
ficam a distancia critica de Foster (~50 A) que permite a inibico de fluorescéncia do FITC

por FRET com uma eficiéncia de 50%. O dador é a FITC e o aceitador é a TRITC [75].
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Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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Figura 24 Diagrama de Jablonski para o processo de FRET.

Imagem adaptada de: [68]

A lectina tem uma afinidade muito elevada com a glicose e na presenca de glicose
esta liga-se a lectina, removendo o complexo TRITC-Dextrano parando a emisséo de

fluorescéncia. A taxa de transferéncia de energia segue a seguinte equacao:

2 - Equacéo de Forster

1 (Ro\°
K, =—.|—
tD r
Onde K; é a constante de velocidade de transferéncia de energia entre dador e

aceitador, r é a distancia entre os cromoforos, t, € o tempo de vida de fluorescéncia do

dador e R, é a distancia critica de Forster.

Uma sonda com o sensor mede indirectamente as concentracfes de glicose a
partir do nivel de inibicdo de fluorescéncia causada pela competicdo homogénea entre
TRITC marcado com a concanavalina A (receptor) e FITC/dextrano (ligando). O sinal da
emissao FITC é usado como um indicador para as concentracfes de glicose e o sinal de

TRITC é usado para calibracdo interna.
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Figura 25 - Biossensor de glicose por competicdo usando ConA. Imagem
Adaptada de: [69]

Estes sensores com FITC-Dextrano tém um limite de detecédo de 0,05 pg/ml e
conseguem medir concentracdes de glicose de 1600 mg/dl com um tempo de resposta
de cerca de 10 min [76, 77].

Este exemplo de sensores é mais usado em contexto de investigacao na Biologia
e € bastante caro atualmente para poder representar solu¢gdes comerciais, uma vez que
o sinal 6tico recebido tem de ser amplificado e transduzido num fotomultiplicador, mas
com a sua elevadissima seletividade e sensibilidade podera vir a ser uma solucéo,
eventualmente, em meio hospitalar, para monitorizar a concentracao de glicose a partir

de outros fluidos para além do sangue, como a urina, o suor, lagrimas ou saliva.

Existem, no entanto, alguns trabalhos que usaram esta técnica ligando fibras 6ticas
diretamente a sondas de microdidlise [48].
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i) Tomografia de Coeréncia Otica

O OCT (Optical Coherence Tomography) foi inicialmente desenvolvido para obter

imagens de elevada resolucao do olho para diagnosticar doencas oftalmoldogicas.

O feixe da fonte é dividido num divisor de feixe. O componente reflectido é dirigido
para um espelho, enquanto a componente transmitida € dirigida para a amostra. As
diferentes camadas dos tecidos irdo provocar backscatter da luz para o divisor de feixe.

No separador de feixe, a luz de backscatter da amostra ira interferir com a luz
reflectida num espelho colocado na extremidade do braco ajustavel (braco de referéncia)

do interferémetro.

No entanto a interferéncia ocorre apenas (producao de franjas de interferéncia) se
os dois feixes de luz percorrem a mesma distancia (geralmente pequena, dependente do
comprimento de coeréncia, 0 que permite grande resolucdo axial) e se as ondas
mantiverem uma relagcdo de fase constante, isto €, se as duas ondas forem coerentes
[sincronizadas em espaco e tempo].Ajustando simplesmente o comprimento do brago de
referéncia, é possivel detectar o sinal de luz a partir de profundidades especificas dentro

da amostra e assim construir uma imagem 3D [78].

Existem fontes de erro dificeis de combater nesta técnica, desde ja relacionados
com movimento involuntario durante as medi¢cdes (geralmente no antebraco) e também

a propria heterogeneidade da pele.
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Figura 26 - - Esquematico do sistema de OCT. Imagem adaptada de: [71]

As imagens de OCT da pele obtidas sdo comparadas para mensurar alteracdes

na microcirculagdo/microvascular ou a alteracdo do coeficiente de refracdo do tecido
intersticial, devido a alteracdo do volume celular, que depende da concentracdo de

glicose no tecido intersticial [79, 80].
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Foram apresentados varios métodos para a monitorizacdo da glicose. Estes
métodos sdo baseados em tecnologias diferentes, mas grande parte destes métodos

amostra diretamente a glicose do sangue ou do fluido intersticial.

A evolucdo dos meétodos néo invasivos tem sido a mais crescente e esse € 0
caminho mais promissor para uma interacao mais positiva com o controlo da diabetes. A
medicdo serd sempre necessaria para combater e diagnosticar a doenca e tudo o que
permitir uma medicdo com menos embaraco e dor sera uma grande mais valia para 0s

envolvidos.

Atualmente, sdo os métodos discretos que tém mais aprovagado pelo seu preco,
tamanho reduzido e precisdo, que apesar de ser ainda insuficiente, € maior comparada
com os restantes métodos, ainda pouco ‘amadurecidos’, que carecem de evolucao nesse

sentido.

Pelas constricbes da producdo em massa e da imobilizacdo enzimatica, as tiras
descartaveis estdo a atingir o limite da melhoria da precisdo que conferem, pelo que cada
vez mais surge a necessidade de apostar na investigacdo e desenvolvimento de
metodologias alternativas e por isso surgem algumas propostas decritas neste

documento.

Ainda assim, hoje o melhor método, que produz resultados com mais precisao e
com mais facilidade de utilizacdo ainda € o das tiras descartaveis. Continuara a ser até
gue surja alguma forma alternativa que pelo menos seja menos invasiva, mais precisa e
com um preco relativamente préximo as tiras e, portanto, a pertinéncia deste trabalho

mantém-se.
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V. Requisitos do Sistema

Nesta seccao sao definidos os requisitos que o sistema final devera conter de
acordo com as espectativas da Exatronic. Estes requisitos estdo divididos em 7
categorias e a cada requisito € atribuido um nivel de importancia de 1 (obrigatério) a 3

(facultativo).

1. Descricéao

O pré-estabelecimento de requisitos permite uma melhor estruturacao do trabalho

e melhor gestdo de tempo no estabelecimento de prioridades.

O objetivo deste trabalho serd desenvolver um sistema capaz de medir com
eficiéncia a glicemia de doentes com Diabetes Tipo | e Tipo Il, através de tiras

eletroquimicas de decomposicéo da gota de sangue usada na amostra.

O sistema deve ser capaz de enviar os resultados obtidos para uma interface

moével ou outro aparelho recetor, através de comunicac¢éo Bluetooth.

Para além disso, o dispositivo deve possuir uma bateria que permita a utilizacéo
do aparelho em situagcbes nas quais ndo ha disponibilidade de rede elétrica. A
portabilidade é importante para os doentes com Diabetes, que vém o seu nivel sanguineo
de glicose a variar bastante e isso pode levar a desmaios (hipoglicémia) que terdo de ser
prevenidos, com medicdo e ingestdo de alimentos adequados para aumentar o nivel de

glicose rapidamente.

O objetivo principal deste projeto € a realizacao de hardware, firmware e software

de todo o sistema de modo a cumprir as caracteristicas propostas.
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2.Requisitos

Tabela 2 - Requisitos Funcionais

ID

F-01

F-02

F-03

F-04

Tipo

Funcional

Funcional

Funcional

Funcional

Requisito

O Glicémetro deve ser capaz de analisar o sinal
de tiras eletroquimicas.

A medicao deve seguir o método amperimétrico.

O valor final da medicao deve ser enviado via
Bluetooth para um aparelho recetor que fara a
apresentacao (display) do valor medido/lido.

O aparelho deve desligar-se ao fim de 30

segundos sem utilizacdo, de forma automética.

Tabela 3 - Requisitos Nao-Funcionais

ID

NF-01

NF-02

NF-03

NF-04

Tabela 4 -

ID

I-01

1-02

1-03

Tipo

Requisito

N&o-Funcional As leituras ndo devem demorar mais que

um minuto (to rapido quanto possivel).

N&o-Funcional O tamanho do aparelho no seu todo deve

ser suficientemente pequeno para ser

portavel.

N&o-Funcional O aparelho deve leve ser (menos de 1lkg

no total).

N&o-Funcional O preco de producdo do aparelho nédo

Interfaces

Tipo

Interface

Interface

Interface

deve exceder os 60€.

Requisito

Deve ter um botdo para ligar e desligar o
sistema.
Deve ter uma interface digital que consiga
receber e mostrar o valor da medicdo
efetuada.

O sistema devera possuir uma entrada micro
-usb para carregamento da bateria

Nivel

de Interfere

Importadncia com

1

Nivel

F-01

[-02 N-01

[-01

de Interfere

Importancia com

2

Nivel

F-02

M&D-02

de Interfere

Importancia com

1

F-02

A&E-02
F-03

A&C-04
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Tabela 5 - Autonomia e Consumo

ID

Tipo

Autonomia
e Consumo
Autonomia

e Consumo

Autonomia
e Consumo
Autonomia

e Consumo

Requisito

Operado por fonte autbnoma de alimentagéo
elétrica (bateria confere portabilidade).

Permitir ligacdo & rede elétrica para

carregamento da bateria.

Permitir, quando operado exclusivamente por
bateria, 60 medicdes.

Carregar a bateria em menos de 3 horas.

Tabela 6 — Requisitos de Mecéanica e Design

ID

Mé&D-
01
Mé&.D-
02
M&D-
03

Tipo

Mecénica
e Design
Mecénica
e Design
Mecénica

e Design

Requisito

O dispositivo final estard envolvido por uma
caixa.

A caixa que evolve o aparelho ndo devera ter
volume superior a 200 cm®.(ou 10x2,5x8 cm)
Conter indicagdes claras do local onde inserir

cada tira de medicgdo descartavel.

Tabela 7 - Alarmes e Erros

ID

A&E-
01
A&E-
02

A&E-
03

Tipo

Alarmes e
Erros
Alarmes e

Erros

Alarmes e
Erros

Requisito

Conter um LED vermelho que liga quando a
bateria necessita de ser mudada/carregada.
Caso a amostra sanguinea nao seja suficiente
para produzir uma medicdo/resposta, enviar
uma mensagem de erro via Bluetooth para o
mostrador final.

Conter um LED verde que indica que a bateria
esté a ser carregada.

Nivel de
Importancia

1

3

2

3
Nivel de
Importancia

1

2

1
Nivel de
Importancia

3

1

3

Interfere

com

[-03

[-03 A&C-
01
F-02

A&C-01

Interfere
com
A&E-01 NF-
02 NF-03
NF-02

Interfere
com

A&C-01

N-01

A&C-01
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Tabela 8 - Requisitos Regulamentares

ID

N
01

N
02

Tipo

Normativos

Normativos

Requisito

O sistema devera possuir um LED de cor
verde para indicar que o dispositivo se
encontra a carregar a bateria e um LED
vermelho para indicar que o dispositivo se
encontra com niveis de bateria baixos.

Seguir as recomendacdes para dispositivos

médicos para o controlo da Diabetes do

Infarmed I.P.

Nivel de
Importancia
3
1

Interfere

com
A&E-01
A&E-03
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V. Desenvolvimento

Neste capitulo estdo descritos os passos dados no desenvolvimento do Hardware e
0s componentes estudados e usados, assim como todas as considera¢cées tomadas no
desenho da PCB. Séo explicadas a organizacdo do firmware e as suas fungdes, bem
como a preparacao dos testes na escolha do método de calibracdo e o Software para o

display que foi desenvolvido.

1. Método de Calibracao

A precisao € uma questao critica no desenvolvimento de um GlicOmetro. Até agora,
apesar de lentamente, a precisdo dos aparelhos tem vindo a aumentar, mas héa fatores
gue podem melhorar a precisao e sao independentes do desenvolvimento do aparelho.
Por exemplo, caso os testes fossem realizados em ambiente hospitalar, como a
generalidade das medi¢des de parametros fisioldgicos, a presenca de técnicos treinados,
de um ambiente controlado em humidade e temperatura e manutencdo constante do
aparelho que executa o teste sdo pequenas condi¢des que levam a que os resultados

sejam mais confiaveis.

Ora, dadas as limitagdes conhecidas, supracitadas é expectavel que mesmo com
muitas medi¢cOes para a calibragdo do aparelho desenvolvido, este apresente uma
precisdo aquém daquela que € necessaria atualmente. Também pela falta de informacéo
técnica sobre a tira e falta de conhecimento do comportamento elétrico nos diversos

regimes de temperatura, hematdcrito, altitude, entre outros.

Antes de comecar qualquer desenho de Hardware, e apesar de ja termos uma
ideia pré-concebida do tipo de circuito de condicionamento que sera necessario, pela
andlise da equacdo de Cottrell, é necessario realizar testes as tiras para saber qual é o
comportamento delas, em relagdo a estimulacdo em varios potenciais elétricos e com
varias concentracdes de solucbes de glicose que se comportardo de forma semelhante

ao sangue [81].
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Essa calibracdo ird ser feita com recurso a tiras descartaveis e solucdes controlo.
Idealmente estas solucdes controlo deveriam ser com sangue, parte destas vindas de
diabéticos e outras de pessoas ndo-diabéticas. Estas amostras deveriam abranger uma
vasta gama de concentragcOes e essas concentracdes deveriam ser determinadas em

laboratorio por HPLC.

Ora, tal ndo é possivel, por ndo existirem meios na Exatronic para trabalhar com
sangue, nem modo de obter essas amostras no volume e condi¢cbes necessarias.

Portanto, a forma que pareceu mais adequada seria usar solu¢cées aquosas de glicose.

Foi pensado que se juntando agua destilada e glicose em p6, com pesagens e
pipetagens feitas com cuidado sera possivel fazer estas solucdes. Conclui-se que seria
até mais vantajoso nao usar sangue nesta fase, porque dessa forma impedia-se o

envolvimento de substancias interferentes.

Portanto foi solicitado a Professora Doutora Ana Maria Antunes Dias, colaboradora
do Departamento de Engenharia Quimica da FCTUC, que facultasse o material e o
espaco no Departamento de Engenharia Quimica para fazer estas solucdes.

Foram preparadas 10 solugcbes de 12 ml a diferentes concentracdes de glicose. A
glicose usada foi a D(+) — Glucose do laboratério Riedel-de Haén com o peso molecular

de 180.16 g/mol e numero CAS: 50-99-7. A formula linear da glicose € CeH120s.

Tabela 9 - Representacéo das diluicdes efetuadas no estabelecimento de solugdes controlo de glicose

C2 = C.final V2 =V.inal (ml) vl1=Vol aretirardasol. C1  Vol. de dgua (ml)

(mg/dL) (ml)
600 12 12 0
400 12 8 4
200 12 4 8
150 12 3 9
125 12 2,5 9,5
105 12 2,1 9,9
90 12 1,8 10,2
65 12 1,3 10,7
40 12 0,8 11,2

10 12 0,2 11,8
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Para fazer 10 solugbes em concentragcdes escolhidas representadas na tabela 9 é
necessario preparar, pelo menos 35,7ml de uma solucdo a 600mg/dL. Os célculos de
diluicdo foram realizados através da equacgdo C1 x V1 = Cz2 X V.

Foi realizada uma solug&o de 40ml onde se dissolveu 240,20 + 0,01mg de glicose.

A pesagem foi realizada numa balanc¢a de precisdo do modelo LE225D da Sartorius.

Foi usada agua mili-q nas diluicbes [aAgua desionizada, purificada num sistema da
Millipore Corporation]. A condutividade da agua foi medida, para garantir a maior
purificacdo, uma vez que a condutividade elétrica da agua baixa muito, com a auséncia
de iBes responsaveis pela conducdo. Todas as solucdes foram agitadas num vortex
mecanico e foi usada apenas uma pipeta (capacidade 1000-5000uL), alternando as
pontas entre a de 4gua e outra para solucao glicosada. O excedente da solucao inicial de

600mg/dL foi armazenado noutro frasco.

3

Figura 27 - Balanca de Preciséo utilizada (esquerda), recipiente recetor da quantidade medida e glicose

em po (a direita).
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2.Hardware

Tendo em conta as finalidades deste dispositivo, varios fatores foram cruciais no que
diz respeito ao desenvolvimento do hardware do sistema. Nomeadamente, a
portabilidade, autonomia e pre¢co, com o0 compromisso numa boa precisdo do sistema
final. Deste modo, todas as decisdes tomadas vao ao encontro destas caracteristicas.

2.1 Arquitetura do Sistema

De forma a transitar dos requisitos pretendidos, para a estruturacdo de um sistema
composto, foi desenhado um diagrama simples para organizar e estruturar as escolhas

gue seriam feitas, representado na figura 28.

A partir da macro arquitetura do sistema foram realizadas algumas escolhas e os

componentes fisicos essenciais serao:

e Fonte de alimentagado interna recarregavel — bateria de 3.7V
e Placa de controlo programavel para definir o funcionamento dos componentes
o PCB que implemente protocolos de comunicacdo, regulacdo de tensdes
elétricas, que reuna as interfaces fisicas (botbes, fichas e luzes informativas) e
possibilite a ligacdo a diferentes placas de sinal.
e Placa removivel que possa encaixar com facilidade na placa de controlo
o Reune as funcionalidades de condicionamento de sinal especificas para um
conjunto tira/conector
e Sensor que se ligara na placa removivel e recebera a amostra de sangue

e Caixa externa que fecha a placa de controlo
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Sensor Tira j

Amplificacdo v

Filtragem "oc@de

Condicionamento

Alimentacao

interna i~
X Amplificagao . Dispositivo de
| = | medi¢do de
& | Conversao v Glicose

p/ Digital
Calculo do

resultado
{

Display HMI

{2

Modulo BT

Microcontrolador

Figura 28 - Macro Arquitetura do sistema desenvolvido

Analisando o esquema de cima € possivel verificar que o sistema final terd uma
componente da entrada do sinal, neste caso serd a tira descartavel, que nesta fase néo
se conhecia qual era, apenas que seria responsavel por transformar a glicose num sinal

analdgico.

Na seccao seguinte é feito o condicionamento desse sinal analégico, uma vez que
sinal proveniente tem muito baixa amplitude (ordem dos microamperes) e, portanto, €
amplificado e convertido para tensao, filtrado e depois passa num buffer eletrénio (ganho
unitério) para depois ser digitalizado e assim ser possivel calcular o valor de glicose na
seccéo do controlo. Em paralelo nesta parte achou-se adequado fazer uma medicao da
temperatura, por sabermos que a temperatura influencia muito a fluidez do sangue e a
atividade enzimatica. S&o também executadas uma série de outros calculos, detalhados

na Seccao 2 (Firmware) deste capitulo.

Apoés o calculo do valor da concentracdo e da temperatura, estes valores sao
enviados por protocolo UART para o modulo Bluetooth que, se emparelhado a um

smartphone, os envia para serem vistos pelo utilizador.

61



2.2 Escolhada Tira

O passo seguinte foi a compra das tiras. Previamente, antes do desenvolvimento na
Exatronic foi realizado um pequeno inquérito porta a porta em algumas farmacias de
Coimbra e Braga. Questionou-se quais as marcas mais vendidas de tiras, mas
infelizmente em nenhuma farmécia foi divulgada informag&o concreta ou suportada por

nameros de vendas, apenas pela experiéncia dos funcionarios.

Ora, face a pouca significancia destas informacgdes, apesar de se ver uma tendéncia
de algumas marcas presentes nas respostas, procurou-se obter a informacéao pretendida

de outra forma.

Assim, a Associacdo Nacional de Farméacias e a Associacdo de Farmacias de
Portugal foram contactadas no sentido de disponibilizar informagcéo sobre as marcas de
tiras mais vendidas em Portugal. Esta informacédo serviu posteriormente de critério de
escolha para a Exatronic, juntamente com uma tabela de custos de tiras, custo de
Glicometros e respectivas percentagens de comparticipacdo estatal, assim como 0s
locais onde adquirir. Essa tabela com todas as marcas disponiveis em Portugal foi
ajustada de uma folha de Excel, disponivel para consulta publica no sitio oficial do
INFARMED (infarmed.pt).

Dos contactos com a ANF foi conseguida por contato em correio eletrénico uma

tabela parcial do ranking nacional de vendas, que se encontra representada abaixo.
Tabela 10 - Classifica¢édo de 5 tiras de acordo com as vendas em Portugal.

Ranking Nome
1 Accu-Check Aviva Tira Glicémia PL
2 Freestyle Precision Tira Glicémia PL
3 One Touch Verio Tira Glicémia PL
4 One Touch Ultra Tira Glicémia PL
5 Glucocard G Sensor Aviva Tira Glicémia PL

A Exatronic escolheu trazer as tiras One Touch Verio e foi recolhida informacéo
acerca da estrutura e configuracdo das tiras de forma a poder iniciar o desenho do

sistema de condicionamento do sinal.

Sobre estas tiras foi possivel descobrir que sdo compostas por um elétrodo

polimérico na parte superior, revestido na face interna por ouro, uma camada de
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separacao e um elétrodo com base polimérica, revestido a paladio. A distancia entre os
elétrodos € 95um, usa glicose Desidrogenase e ferricianido no elétrodo que contém

paladdio. O tamanho da amostra usada é 400nL (nanolitros) [39].

Sample application area

N

i

Meter connection points

Gold electrode
— ‘/S acer layer
Sensing chamber g \‘/ ; g

Reagent chemistry \Paﬂadlum electrode

Figura 29 — Estrutura da tira One Touch Verio. Imagem adaptada de [39]

Sendo esta tira de apenas dois elétrodos apds a analise de documentacéo sobre
o tema devemos usar o elétrodo de ouro como referéncia e o de paladio como o elétrodo

de medicdo, usualmente o maior [82, 83, 84, 85].

A escolha da tensdo a usar para polarizar as tiras é provavelmente um dos passos
mais cruciais no desenvolvimento do dispositivo, uma vez que se aplicarmos um potencial
relativamente alto temos um sinal mais alto, mas com mais ruido, porque quanto maior
for o potencial aplicado, maior sera o nimero de substancias bioldgicas interferentes que

podem ser oxidadas no eléctrodo de trabalho e produzir um sinal falso.

As tensbes escolhidas foram selecionadas com base num trabalho analisado
sobre estas tiras, caso contrario seria realizado um estudo de voltametria ciclica, para

escolher a tensdo a qual ha melhor resposta [42].

Por outro lado, a conexdo das tiras € um fator que traz problemas, por néo
existirem conectores no mercado disponiveis. Para esta tira usaram-se dois conectores
de trés contactos sobrepostos cofacialmente, estando o superior deslizado cerca de 2mm

para tras em relacdo ao inferior, representados na figura seguinte.
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Figura 30 - Esquema 3D da colocacao espacial dos conectores.

2.3 Placa de Encaixe no Arduino

Para fazer testes de caraterizacao das tiras foi desenvolvida uma PCB, no software
Altium, para integrar os conectores, um amplificador para a converséo do sinal em tensao,
um DAC e um shunt voltage regulator de forma a poder estabelecer uma diferenca de

potencial com precisdo nos elétrodos da tira.

Esta placa foi desenvolvida de forma a encaixar superiormente num Arduino
disponibilizado pela Exatronic, o mega 2560. Este Arduino é baseado no ATmega2560,
tem 54 pinos I/O, 16 inputs analégicos, 4 UART, e uma ficha usb-b que permite

comunicacao com desktop. Opera a 5V, mas tem uma saida a 3,3V.

Foi desenvolvido codigo em IDE (Arduino Software) para configurar o DAC
(TLC7528IN) e ler a saida de tenséo do sinal e dois pinos para medir as tensdes divididas,

para desta forma proceder ao célculo do nimero binario do DAC mais adequado.

Os esquemas elétricos da placa desenvolvida retratada na figura 31 estéo

representados na pagina seguinte na figura 32.

Para esta primeira placa escolheram-se componentes DIP, por serem maiores, por
haver espaco na placa, que teria de ter a largura da placa suporte do Arduino, e por serem

mais faceis de soldar, uma atividade em que foi sentida bastante dificuldade.

Também porgue estas placas foram manufaturadas numa LPKF Protomat93S na
Exatronic, com o Software de controlo Board Master 3.0, a partir dos ficheiros ‘.gerber’

extraidos no Altium. Identificam-se as zonas de eletronica, as zonas de corte ou desbaste
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de fresa, e os furos com brocas e nesta maquina a precisdo nao permite footprints para
componentes mais pequenos.

Figura 31 - Duas placas desenvolvidas para o Arduino mega 2560, a esquerda a primeira com alguns

curto-circuitos e a direita a segunda produzida com corregéo dos problemas que surgiram na primeira.
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Figura 32 - Esquema de liga¢cdes elétricas usadas na placa para o Arduino.

65



As ferramentas usadas pela LPKF sdo mudadas manualmente. E uma méaquina
relativamente simples, tem uma zona de encaixe das ferramentas posicionada a 90° da
placa de FR-4 revestida de cobre, que sera trabalhada, sendo que esse bloco onde se
inserem as diversas ferramentas movimenta-se sobre os eixos X e Y e estéa fixado num
parafuso sem fim, que roda centrado no eixo dos X e outro parafuso sem fim movimenta

o conjunto referido no eixo dos Y. Sdo ambos controlados por motores de passo.

As placas realizadas na LPKF foram feitas no Altium para ocupar apenas a Top
Layer (uma face), usando-se placas de FR-4 revestidas de cobre apenas numa face, por

serem mais abundantes na Exatronic e mais baratas.

Foi escolhido um DAC de 8 bits, o TLC7528IN, com um pino para definir o estado
de cada bit, ndo havendo necessidade de implementar um protocolo de comunicacgéao.

Este tem um erro linear méximo de meio LSB com 100ns de setting time.

Outro componente essencial escolhido para esta placa foi o Amplificador
Operacional. O LMC6484 tem boas caracteristicas para baixas tensfes de alimentacdo
por ser rail-to-rail, apenas 20fA de corrente elétrica nas entradas e por ja ter sido usado
noutros trabalhos com tiras de glicose com sucesso achamos que seria uma boa opcéo

para este projeto [86].

Ora, os primeiros sinais registados foram gravados em ficheiros ’.txt' no
computador, obtidos através da interface de dados do Arduino, adquiridos pela leitura de
uma das entradas de conversdo analdgica, uma entrada com ligacdo a um ADC de 10
bits referenciado a 5V. Foram posteriormente analisados em Matlab. Nesta fase, alguns
dados foram convertidos para tensdo em Matlab, para permitir analise em amplitude
elétrica e para dimensionar a eletronica mais adequada para as tiras que foram
escolhidas. Os que ndo foram convertidos estao representados em ordem aos bits do
ADC. Cada bit representa um intervalo de 4,88mV, ja que a referéncia usada era 5V e a

resolucdo do ADC era de 10 bits, havendo 1024 valores niveis discretos.

Nas figuras 33 e 34 podemos ver a evolucao na filtragem, assim como na figura
35, em que até o sinal baseline, um degrau, conseguido pela subida do output do DAC

para uma das entradas do amplificador, representado a azul, apresentava bastante ruido.
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Figura 33 - Tensdo elétrica medida em funcdo do tempo.
Figura 34 - Tensao elétrica medida em fungéo do tempo.

Foi usada a solugcdo de concentragdo mais alta, a solugdo de 600mg/dL, para
ajustar ganho da amplificacdo para as zonas mais préximas dos limites do amplificador,

uma vez que produz o sinal maior que se quer medir.

A filtragem foi realizada improvisando, na placa do Arduino, um filtro analdgico,
passa baixo, de primeira ordem. Este filtro consistiu numa resisténcia de 470 Omhs em
série com a pista do sinal e a entrada para a pista do ADC do Arduino; e um condensador
de 10 nanoFard ligado entre a entrada da pista do ADC do Arduino e o ground (0V). Este

filtro tem uma frequéncia de corte de 33,86KHz.

Na figura 35 também se verifica como era feita a aquisicdo do sinal, o degrau
imposto pelo DAC levava a uma resposta do sensor, mas como este degrau surgia em

tempos diferentes em relacédo a insercdo da amostra, as curvas eram inconsistentes.
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Figura 35 - Sobreposicdo da aquisicdo de sinal sem tira (baseline), sem filtro analdgico e sinal de uma tira com
filtro arquitetado.
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Podemos verificar na figura 36 que foram realizados trés registos para validar a
existéncia dessa inconsisténcia, mas também para verificar se a filtragem ja era
adequada.
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Figura 36 - Sobreposicao de trés amostragens da mesma solugdo de 600mg/dL mas em tempos diferentes.

Decidiu-se entdo fazer uma aquisicdo mais longa, em que se aguardava 15
segundos, numa tensédo de 20mV acima da tensao de referéncia e s6 apds esse tempo,
o potencial era subido no output do DAC. Isto para dar tempo a inserir a gota da amostra,
no tempo em que a diferenga de potencial estava baixa e analisar no sinal registado. O
objetivo foi tentar associar o momento de insercdo da amostra, com uma alteracao

concreta e mensuravel do sinal. A figura 37 retrata esse teste.

Bils ADC

Tempo (s)

Figura 37 - Alongamento do tempo de espera pelo inicio de variagdo da diferenca

de potencial entre os elétrodos da tira.

Foram feitas varias aquisicdes. Apenas se publica esta, por ser a curva de sinal (a

verde) que apresenta um salto maior, decorrente do aumento da condutividade imposto
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pela entrada da amostra. A azul esta representado o output do DAC adquirido

previamente, para a mesma rotina de testes.

As vérias curvas adquiridas no teste da detecdo da entrada da amostra foram
analisadas no Matlab. Foram analisadas as pequenas subidas e foi desenvolvido codigo
para sincronizar o inicio do degrau imposto pelo DAC, com um tempo constante definido
apos a detecdo da subida no sinal. Essa dete¢éo foi sendo ajustada e quando o sistema
ficou capaz de detetar a entrada da amostra, em todas as medi¢des realizadas, foram

registadas trés medi¢cdes com a solucdo mais alta.

Essas medi¢Oes estdo representadas na figura 38, desfasadas no tempo,
precisamente devido a insercdo da solucao ter sido realizada em tempos diferentes.
Obtiveram-se resultados bons, bastante consistentes, com diferencas nos picos de +/-
0.02v.
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Figura 38 - Sobreposicao de trés sinais da mesma solucéo.
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Por fim foram realizados trés testes com solucfes diferentes, representados na

figura 39, para verificar se existiam evidéncias de proporcionalidade dos sinais.

Foram recolhidos 5 pontos com distancias temporais iguais, medidas a partir do
maximo absoluto em cada sinal representadas nos graficos da figura 40. Desses pontos

foram feitas retas de ajuste linear, para uma calibragdo provisoria.

Verificou-se que a detegao de pontos homodlogos na primeira ‘metade’ do sinal era
mais dificil. Os melhores resultados de proporcionalidade foram obtidos na regido abaixo
da tenséo de referéncia de 2V. Todos os sinais da figura 40 foram comparados a mesma
referéncia, que foi previamente alterada, para haver mais margem de amplificacdo, uma
vez que o pico minimo do sinal apresenta uma distancia maior a referéncia que o pico

maximo.
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Figura 39 - Sobreposicéo de trés sinais de solucdes de glicose distintas: 600, 125 e 45 mg/dL.
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Figura 40 - Graficos dos sinais previamente adquiridos com marcacdo de alguns pontos de interesse.

Era esperado pelo estudo realizado no estado da arte que nesta medicao
cronoamperimétrica os pontos homologos da curva ascendente posterior ao minimo
apresentassem melhores resultados e isso foi comprovado nas regressdes lineares

efetuadas com os pontos recolhidos.
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2.4 Placas de Circuito Impresso para o Protétipo Final

Apés os testes realizado com a placa para Arduino foi desenvolvida uma nova
solucéo, onde se pretendia integrar algumas funcionalidades adicionais. Foi desenvolvido
um protétipo composto por duas PCB’s, uma PCB para o condicionamento de sinal, com
0 Seu circuito representado na figura 44, na sec¢ao 1.7 e uma placa de controlo, uma

placa mae, que reune os componentes essenciais para um produto capaz de ‘ler

diferentes placas de condicionamento, especificas para cada tira.

As PCB’s séo o suporte fisico das ligactes elétricas presentes a nossa volta nos
dispositivos eletronicos. As PCB’s desenvolvidas neste projeto foram concebidas no
software Altium Designer, uma ferramenta CAD com diversas funcionalidades, bastante
poderosa. Esta ferramenta permite com elevado grau de precisdo desenhar placas de
circuito impresso numa matriz de dimensodes escolhidas pelo utilizador e permite definir
muitas regras de acordo com as especificacfes pretendidas no desenho. Essas regras

sao por exemplo restricdes de tamanhos de vias, pistas, espacamento dos cortes, etc.

No desenho das placas posicionam-se os componentes no local mais adequado
para permitir fazer pistas (ligacdes entre as pads dos componentes) mais curtas e
simples. Define-se a fronteira da placa, que neste caso foi dimensionada para maximizar
0 uso do espaco oferecido pela caixa que envolve a placa, para ter mais estabilidade e

permitir soldas mais simples por haver mais espacgo entre os componentes.

Fez-se também a marcacdo no desenho dos furos e os limites do plano de massa,
um plano de cobre que rodeia as ligacfes para minimizar o ruido, a excepcédo da zona

inferior & antena do moédulo Bluetooth.

A placa de controlo desenhada pode ser vista na figura 42 e a de condicionamento
na figura 41 e os seus layouts foram organizados de forma a maximizar o espaco ente 0s
componentes, para permitir a solda manual, e facilitando o desenho das pistas. Estes
componentes podem vir a ser minimizados no futuro, uma vez que na sua maioria 0s
fabricantes disponibilizam outras caixas mais pequenas e as soldas podem ser realizadas

num processo automatizado numa maquina de solda seletiva.
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Figura 42 - Organizacéo da PCB de controlo

Ambas as PCB do sistema final, representadas nas figuras 41 e 42 foram
realizadas em FR-4, de 1.6mm de espessura, revestidos em cada face por cobre de
35um, por um fornecedor da Exatronic para o qual se enviou ficheiros extraidos do Altium

designer.

Uma consideragao importante que foi tida em conta, foi o facto de colocar todas
as interfaces encostadas a linha preta inferior, visivel na imagem 42, abaixo de Exatronic
(a branco). Os elementos escolhidos foram componentes pousados a 90° da placa e
voltados para fora. Isto porque é nessa zona que a caixa escolhida tem um frontal para
maquinar e furar. Permitindo assim ter todas as interagdes possiveis entre o dispositivo
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e utilizador na mesma face, facilitando o seu uso. Os componentes referidos séo a ficha
micro-usb para carregamento da bateria, um push-button, e a ficha de para o encaixe da

placa de condicionamento.

Os desenhos técnicos desenvolvidos no Altium, juntamente com o0s esguemas
elétricos associados destas duas placas e imagens do sistema montado encontram-se

nos anexos B, C e D.

2.5 Alimentacao
Um dos requisitos do dispositivo que ficou definido foi a operacéo por bateria para
possibilitar portabilidade. Escolheu-se uma bateria de i6es de litio recarregavel da EWT
Batteries. A LP603048 € uma bateria de 3.7V e 800mAh. Possui um corte de seguranca
via PCM a 2.8V integrado para estender a sua vida util

A gestdo da alimentacdo de sistema € garantida por um conversor tipo LDO, um
TC1014, que mantém a tenséo de alimentacdo de todo o sistema a 3.3V. Para a carga
da bateria foi escolhido um chip de gest&o de carga, o MCP73831, que permite recarregar
a bateria a uma tensao de 4.2V a taxa de cerca de 500mAh, conseguido através de um
conector microUSB. No circuito de carga incluiu-se um LED THT verde ligado ao pino
STAT, cumprindo o requisito de acender um LED Verde enquanto a bateria esta a

carregar.

A partida a inclusdo de um MOSFET, representado por Q1 na figura abaixo, n&o
parece necessaria, mas a medida que o sistema foi sendo arquitectado surgiu a ideia de
incorporar um interruptor digital para permitir poupanga energeética uma vez que o sistema

tem um consumo basal.

Todas as ligagbes que nao poderiam ser desligadas da alimentacdo estavam
conectadas diretamente a pista da bateria (Vbat) ou da tensdo de 3,3V a saida do
regulador, representado por 3V3. Os componentes que poderiam ser desligados no modo
sleep, como por exemplo o modulo Bluetooth, ficaram ligados a pista VCC que poderia
ser ‘cortada’ pelo MOSFET consoante o valor l6gico imposto pelo microcontrolador em
ALIM_PER.
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Os MOSFET’s sao um tipo de transistor usados essencialmente para amplificar ou
comutar sinais nas tecnologias CMOS. Tém a vantagem de possibilitar um longo periodo

de vida util e apresentam muito baixa resisténcia interna na aplicagao de ‘switch’.

Os esquemas do circuito elétrico descrito para a alimentacédo do sistema estao

representados na figura 43.
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Figura 43 - Esquema de liga¢des do circuito de alimentagéo.

2.6 Controlo

Na seccéo do controlo da placa incluiu-se todo o hardware para o processamento
dos eventos que sao monitorizados pelo dispositivo. Aqui a escolha do microcontrolador
foi um passo bastante importante. A pesquisa foi realizada no sitio web da Atmel, a marca

mais usada na Exatronic.

No site da Atmel foram inseridos o0s seguintes critérios de pesquisa: numero
minimo de pinos digitais necessarios, possibilidade de protocolos UART e SPI, minimo

de 6 ADC’s com pelo menos 10 bits de resolugao e permitir trabalho a 3,3V.

Surgiu o ATmega48 como uma opc¢ao valida e acabou por ser escolhido em
detrimento das outras possibilidades.

Os principais motivos prenderam-se com o facto da Exatronic apresentar grande
experiéncia na programagao de MCU’s da familia ATmega, a existéncia de ferramentas
com bastante maturidade disponiveis gratuitamente, a obtencéo de bons desempenhos
noutros produtos da Exatronic e 0 menor nimero de pinos em relacao aos outros permitia
solda manual mais simples e mais rapida. No decorrer do projeto foi necessario substituir
0 ATmega48 por um ATmega88, por ter mais memoria programavel. Tal como o 168, o

88 é da mesma familia do 48, tem 0 mesmo pinout, apenas diferindo na capacidade de
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memoria. O 88 que foi usado no dispositivo final tem 8k bytes de memoria flash
programavel, 512 Bytes de EEPROM e 1kByte de memoria RAM interna [87].

Nesta seccdo de controlo foram inseridos 6 pinos num header duplo para a

comunicacao ISP seguindo as recomendac¢des da Atmel [88] representada no anexo B.

Foram inseridas pull ups, divisores de tensao e um LED Vermelho para dete¢cdes

cujas funcdes serao explicadas na seccao de Firmware.

Por fim, no push button, o botdo de ligar o sistema foi inserido um circuito de
debounce em série para estabilizar a tensdo na entrada do pino de detecdo do

microcontrolador quando o botédo é premido.

2.7 Condicionamento Sinal amperimétrico

A pesquisa dos DAC’s mais adequados foi realizada nos sites da Texas
Instruments e da Analog Devices. Os critérios de pesquisa incidiram nos seguintes
parametros: resolucéo entre 8 e 10 bits, 1 canal de saida, exclusdo da comunicagdo em
paralelo para reduzir o nUmero de pinos de comunicacdo necessarios, maxima nao
lineraridade de +/- um bit menos significativo, output em buffer de tensdo e suportar

alimentacgéo a 3,3V.

Depois dessa pré-selecdo sobraram os componentes da tabela 11. Os
datasheets foram analisados e na escolha pesou a combinacao das caracteristicas mais
ajustadas para aplicacéo final dentro dos parametros demonstrados.

Teve muito o peso o facto do componente escolhido ter um pino de referéncia de
entrada/referéncia que aceita os 2.5V, que saem estdveis do TL431 e sdo de extrema
importancia na manutencéo da saida constante. Selecionou-se o0 DAC5311 pelo output
em tensao, pelo facto de incluir o protocolo SPI e porque tinha o package mais simples
de soldar, uma vez que nos DAC SMT é bastante dificil encontrar packages com pitch
(distancia entre pads) superior a 0.2mm. Tanto o DAC5311 como o TL431, estdo

incluidos na placa de controlo do prot6tipo final.
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Tabela 11 - Comparacéo de diversos DAC analisados.

DAC5311 AD5602/AD5612 DAC5571 DAC6311 DAC081C081 AD5301
Fabricante Texas Instruments | Analog Devices |Texas Instruments [ Texas Instruments | Texas Instruments [ Analog Devices
Alimentacdo 2.0-5.5V 2.7V-55V 2.7-5.5V 2.0-5.5V 2.7-5.5V 2.5V-55V
Consumo 0.55 mW 500 pW 0.7 mW 160 pW 380 pW 700 pW
Interface Serial SPI 12C Serial 12C Serial SPI Serial 12C 12C
Resolugdo (bits) 8 8/10 8 10 8 8
Preco (USD) 0.55 0.92/1.14 0.90 0.68 0.55 1.66
Numero de pinos 6 6 6 6 6 8
Package SC70 SC70 SOT-23 SC70 SOT/WSON MSOP/SOT-23
N&o-linearidade méxima 0,25 1 1 05 0,6 1
+/- LSB

Voltou-se a usar o LMC6484, mas desta vez num package SMT, na placa de
condicionamento, esta opgao revelou-se acertada porque este componente disponibiliza
qguatro amplificadores, permitindo ser usado para diferentes aplicacdes, isto €,

amplificacéo, buffering e eventualmente noutras tiras, para além destas aplicacdes incluir

um filtro de segunda ordem.

UIB
. y § 3| LMC6484
3v3 U 1s3A24150 . SRS 1'\ 7 Vout
T 1 Moo Noz |10 Working E 6 /
Working E 2 | NOI COM2 9 WE2
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t COMI m? ——— I > R2
/—IT-‘—\ 4 . .\ICI L t'_!
s3I ———— INI ) — IK
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R3 1l
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GND
UID vee
+ 14 IV Ref
- c1
Ml
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c3 = GND
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GND L1 LMC6484 4
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Figura 44 - Esquema elétrico das ligagBes na placa de condicionamento.
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Incluiu-se um dual switch, o TS3A24159, para fazer uso da caracteristica das
tiras selecionadas possuirem um elétrodo comum ligado a dois elétrodos na ficha de
contacto. Assim permite com um circuito de pull-up associado a um pino assincrono do

microcontrolador ‘acordar’ o MCU de sleep mode.

Os esquemas das ligacdes presentes na placa de condicionamento estdo
representados na figura 44, onde WE1 e WE2 representam as duas ligacdes ao elétrodo
de trabalho da tira no conector e 2V_Ref a ligagdo ao elétrodo de referéncia da tira.
Vout_filtrado € a entrada de um ADC do microcontrolador, LC1 e LC2 representam dois
pinos digitais do microcontrolador que alteram as liga¢gdes internas do dual switch e

StripStat a entrada de um pino assincrono.

2.8 Sensor de Temperatura

O sensor de temperatura escolhido apresenta o melhor compromisso entre
consumo, preco e performance. A precisdo da medicdo ndo necessita de ser muito
elevada, uma vez que, mesmo medindo a temperatura nas proximidades da tira, esta
temperatura pode ser diferente da temperatura na camera de reacao, da gota de sangue,
portanto uma precisdo de +/- 2°C parece ser suficiente, até porque nesta fase ndo é
possivel fazer a regulacdo/ajuste da medicdo a temperatura e sera apenas um valor
indicativo para depois ser possivel fazer estudos mais aprofundados a partir deste

dispositivo.

O sensor escolhido foi o MCP9700A, um termistor PTC da Microchip, qgue na gama
de -40 a 125 °C apresenta uma precisao de +/-1°C, custa 0,25€, vem num package SOT-
23 que permite solda manual com facilidade e devolve a saida em tensdo: 10mV/°C. Tem
um consumo tipico de 6uA.

Este sensor apresenta também uma caracteristica bastante interessante. Permite ser
alimentado por um pino digital do microcontrolador, desde que sejam filtradas as

flutuacdes desse pino, caso contrario refletir-se-iam no resultado final.

2.9 Mddulo Bluetooth

Um dos principais requisitos do dispositivo € a comunicacao sem fios. Para este

tipo de dispositivos a banda de frequéncias usada para transmisséao de dados é a banda
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ISM (industrial, scientific, and medical radio band), & qual ndo é necesséria atribuicdo de
licenca, definida como uso livre pela ITU, uma divisdo da Organizacdo das NacOes

Unidas.

Dentro desta banda existem diversos protocolos de comunicacdo sendo mais ou
menos convenientes para uma determinada aplicacéo. Nesse sentido foi realizada uma
analise a protocolos mais comuns para fazer a escolha mais adequada para este projeto;

sao eles o Bluetooth, Zigbee e Wi-fi.

A grande vantagem do Bluetooth e Wi-fi em relagdo ao Zighee € a existéncia em
guase todos os telemoveis e computadores e ser uma tecnologia com alguma maturidade
e em evolucdo, atualmente existem as versdes 4.0 ou Bluetooth Low Energy com
consumos muito baixos, ideais para dispositivos em que o consumo tem de ser bem
gerido. Ja foi anunciada uma versao 5.0 que vai permitir o dobro da cobertura e
velocidades de transmissao quatro vezes superiores [89].

Escolheu-se utilizar um modulo BLE principalmente por incluir um modo de sleep

com consumos muito baixo, mas ainda assim consegue ser detetado.

Dentro dos BLE escolheu-se o HM10 por ser o mais barato e possuir certificacao
da componente de radio, uma caracteristica importante na perspectiva de certificar este

dispositivo ou uma futura evolucéo.

Tabela 12 - Comparagéo entre os médulos Bluetooth estudados.

PAN1721 [PAN1760] HM10 | BLE113 | BL600 | BT800 | RN4020 (ENW-89846A1KF
Prego (USD) 17 14 4,95 20 13,3 10,6 8,84 15
Sleep Mode (uA) 0,5 1 60 0,4 3.5 200 5 1,4
Tensao de Operacéo (V) 2-3.6 1.8-3.6 3.3 2-36 [18-36(1.7-3.6|18-3.6 2.35-3.3

Tipo 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.1 4.1
Transmissao dados (kbps) 1000 40 16 2000 1000 3000 1000

RoHS sim sim sim sim sim sim sim sim

Modo Transmissao/Recec¢éo (mA) 14/14,7 5.4/5.4 | 8.5/8.5 [18.3/14.3|10.5/10.5 80/80 16/16 4.9/4.9
2,
I | g | e SR S s |

Antena sim nao sim sim sim sim sim

O HM10 apresenta outros fatores interessantes como a comunicacéo ser realizada
pelo protocolo UART que foi também implementado para comunicar com desktop, ja vem
com stacks da Bluetooth integradas, tornando-o facilmente configuravel, seguindo o
datasheet com listagem de comandos AT.
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3. Firmware:

Nesta parte do capitulo é descrito o processo de desenvolvimento de firmware usado,
a estrutura do ATmega88, as funcdes dos seus pinos e uma breve descricdo do que foi

implementado.

O firmware de um dispositivo consiste num tipo especifico de software ou num
conjunto de instrucdes programadas no hardware e permitem o funcionamento esperado
do sistema. O firmware de um dispositivo € tipicamente armazenado na unidade de flash

ROM do dispositivo, neste caso integrada no MCU.

E no firmware que é realizada a comunicagdo entre a parte digital do sistema 0s

componentes de hardware.

Para o desenvolvimento do firmware foram realizados alguns tutoriais, aprendizagem

da linguagem C e alguns projetos simples numa placa de desenvolvimento.

3.1 ATmega 88

O datasheet do Atmega 88 foi extensivamente analisado de modo a perceber que tipo
de pinos disponibilizados e as suas funcfes. Adquiriu-se essa informacdo aquando do
desenvolvimento do hardware, escolhendo-se os pinos mediante funcéo e disposicdo na

placa, de modo a facilitar o seu desenho.

O Atmega 88 pertence a série dos Atmegas (megaAVR 8 bits). E um microcontrolador
CMOS, baseado na arquitetura Harvard que reiine um grande numero de instrucdes e 32
registos, ligados a Unidade Légica Aritmética, permitindo consultar dois registos

independentes numa instrugdo em apenas um ciclo do oscilador interno [87].

As principais caracteristicas deste microcontrolador sao:

e Memoria flash de 8 KBytes
e EEPROM de 512 KBytes
¢ SRAM interna de 1KByte
e 2 timers de 8bits
e 1timerde 16 bits
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e 8 canais ADC de 10 bits multiplexados

e Oscilador interno calibrado com frequéncia maxima de 8MHz

e Uma interface USART

e Uma interface SPI

A disposicao dos pinos no package usado esta representada na figura abaixo.
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Figura 45 - Pinout do Atmega 48/88/168 visto de cima na caixa usada neste

projeto (TQFP). Imagem adaptada de: [87]

Foram usadas as seguintes portas:

PORTB: ligacbes SPI

PORTC: Pinos de 1 a 6 de identificacdo e ligagdes a ADC’s e o pino 7 de Reset ligado a

ficha ISP

PORTD: Ligacdes UART,; pinos 2 e 3 permitem interrup¢des externas e estdo ligadas ao

push button e ao dual switch para ligacdo com entrada da tira e restantes ligacoes digitais.
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3.2 Estrutura do codigo

Antes do inicio do desenvolvimento do codigo foi realizado um diagrama de blocos,
representado na figura abaixo para facilitar o desenvolvimento do firmware, garantido que
o cbdigo pudesse ser facilmente organizado e que cumpra, pelo menos, 0s requisitos

minimos estabelecidos.

Botio Interruptor Det. Insergao da tira

Inicio do sistema
Alimentago periféricos
Ler ADC_1 da Bateria

Nivel de
LES) bateria Sim
superior a
EA TS

Identificagio da tira Ligar LED Vermelha
Tira 00D Suspender
Mudar LC1 e LC2
DAC_1a 20mV

Ler ADC_7 do Sinal

Detetar

<305

Geral Sinal

Guardar pantos de
interesse da curva

Processar Sinal e
Calcular valor de [G]

Alimentar Sensor T
Ler ADC_4 Sensor T
UART BT
Enviar Resultados

Ligar LED Azul
Figura 46 — Flowchart inicial do firmware.

O codigo foi estruturado de forma a separar em diferentes ficheiros as suas
funcionalidades principais. Inicialmente foi usada a biblioteca publica de codigo ASF, mas
surgiram problemas de memoéria. Por ndo haver qualquer préatica no desenvolvimento de
firmware, sendo este o primeiro projeto de firmware, foi cometido o erro de achar que a
memoria flash do ATmega 48 era suficiente para o cédigo necessario, 0 que provocou
sérias dificuldades no desenvolvimento. Dai que se tenha separado o codigo e eliminado

a inclusdo de bibliotecas, por ocuparem demasiada memoria.

Cada seccéao foi feita de forma ‘isolada’ comentando o cédigo que nao cabia na

memoria para poder testar o firmware a medida que era desenvolvido.

Os problemas de memoria foram descobertos apds comportamentos irregulares,
diferentes do que era instruido, apds o carregamento dos ficheiros ‘.hex’. Apds alguma
pesquisa foi percebido que estes comportamentos aconteciam por sobreposicdes na
memodria. Isto porque as stacks dos ponteiros das fungcdes nos ATmegas sdo gravadas

na mesma memdria que o restante cddigo, sendo que as stacks sdo escritas da parte de
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baixo da memoéria para cima e as variaveis usadas nos calculos de cima para baixo. Ora,

como nao era sabido o espaco ocupado pelas stacks, a volta de 80% de ocupacao de

memoria comegavam a surgir sobreposicdes.

Assim que foi possivel substituiu-se 0 Atmega 48 pelo 88 e o problema foi resolvido
para este protétipo, mas ainda assim a memdaria disponivel é insuficiente para o que se

pretende que venha a ser o produto.

Search Solution Explorer (Ctrl+7) -

ﬁ Solution 'Firmware3.0' (1 project)

I [=d| Dependencies
P [=d Output Files
B 5 Libraries
[+ [ src

¢ ADC.c
| adch
main.c
| sleepc
sleep h
SPl.c
spi.h
timer.c
| timerh
uart.c
| uarth

EAl o Al o el o e o o

Figura 47 - Organizacdo do cddigo da ultima
versao de firmware

O cddigo foi organizado nas varias componentes como se pode verificar na figura
acima e foram criadas funcGes personalizadas para permitir simples adicdo sobre o
codigo construido para outras tiras, a partir das funcbes existentes, havendo apenas

necessidade de alteragfes relativas a caracteristicas diferentes das tiras.

Esta adicdo tornar-se-a simples mesmo para alguém que nao conheca o projeto

porgue se encontra todo comentado e explicado nos comentarios.

A gestdo do cédigo principal tira partido dos timers, das interrupcdes externas para
fazer a saida do aparelho do modo sleep e interrupc¢des de alternacéo do estado do pino

pin change, e est4 separado por flags que separam a execucao de cada instrucao de
forma dependente.

O codigo foi também blindado para prevenir overflows e underflows, isto €, por

exemplo em contadores nédo ultrapassar o limite maximo ou minimo que lhe foi atribuido.
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3.3 SPl e UART

O Protocolo SPI € uma metodologia de transferéncia de dados sincrona muito usada
na comunicacdo entre componentes eletrénicos. Esta comunicacgéo recorre a pelo menos
3 ligacdes, Slave Select (SS) Master Out Slave In (MOSI) e Serial Clock (SCLK) podendo

também exisitir uma ligacdo Master In Slave Out (MISO).

Tem uma estrutura de Master/Slave, permitindo ligagdo de multiplos servos e varias
velocidades de Clock [90].

Neste projeto foi usada para comunicar com os DAC5311 como Slaves, sendo o
microcontrolador o Master. O SS é Unico em cada Slave e 0s outros pinos podem ser
comuns aos varios Slaves, levando a que em caso de partilha desses pinos apenas se

possa comunicar com um Slave de cada vez.

O pino SS serve para selecionar o Slave com o qual se comunica. A selecéo é feita

baixando o nivel lI6gico desse pino para O.

Na imagem abaixo podemos ver o0 esquema de funcionamento.

Master to Slave Slave to Master
Clock from
Master H H H H H H H H H H H
01234567 01234567
mMosI | |
Master-Out Y 58 [ S8 R A A
Slaveln 141001010
0x53=ASCH'S" @ 0
MISO
Master-in
Slave-Out
S8
Slave-Select

Figura 48 - Esquema de Funcionamento do Protocolo SPI.

Apbs o nivel l6gico do pino SS ser passado a 0 é iniciada a comunicagdo. E
transmitido um bit a cada ciclo do reldgio. Tem de se ter em conta qual o bit mais

significativo e a sua ordem de transmissao.

Para os DAC5311 o formato da trama é de 16 bits, os 3 primeiros de configuracéo, os

8 seguintes configuram o output e os seguintes sdo ignorados, mas, no entanto, tém de

84



ser enviados, ou seja, tem de pelo menos haver mais 5 ciclos de clock antes de se passar

o nivel logico do SS para 1.

Um exemplo de um teste de SPI realizado com a placa de controlo e um osciloscopio

no modo trigger esta representado na fotografia presente na figura abaixo.

@ 500mV - Ch2 0V P40.0us A Ch2 % 2.00V] _mais—
1de?2
[TREX TR

Origem  Acoplam. Declive Nivel
Cch2 cc X 2.00V

& Inter.

O

Figura 49 - Sinal de teste enviado por SPI com o sinal de clock no canal 1 a amarelo, sinal do

pino de Slave Select no canal 3 usado como trigger e no canal 2 a trama de dados enviados

(8bits a 0 e 8 bits a 1 perfazendo os 16 bits necesséarios em cada comunicagéo)

O protocolo UART foi implementado para fazer a comunicacdo entre o
microcontrolador e um computador atravées da conversao para protocolo usb com um chip
da FTDI o FT232R, disponibilizado pelo Marco Camisdo numa pequena placa com uma

ficha para ligar aos pinos que foram deixados nas pistas USART de ligacdo ao BLE e

uma ficha usb para ligar ao computador.

Parity
Bit
(optional)

S |Do|yD1)D2|D3|D4|D5|DE|DT7|PB| S

Start Data Bits Stop
Bit Bit

Figura 50 - Esquema de funcionamento do protocolo USART

E um protocolo bastante simples, unidirecional enviando dados num sentido e

recebem-se os dados noutra pista independente no sentido oposto.
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E necessario configurar o bit de inicio, o bit de finalizacdo, o baud rate caso se
trabalhe na forma assincrona, que foi o caso. Sendo o baud rate a taxa de transmissao

de dados.

Apbés a configuracdo do moédulo bluetooth escolheu-se o registo do servico e da
caracteristica que se pretende usar de acordo com o protocolo escolhido, o protocolo de
transmissdo de caracteres. Os dados sédo convertidos para o formato de caracter pelo

microcontrolador e enviados byte a byte.

3.4 Temporizadores e ADC’s

Os temporizadores consistem num tipo de controlador que permite a contagem de
tempo a partir de contagens de ciclo do reldgio interno, no caso do ATmega 88 um
oscilador, que no dispositivo desenvolvido estava configurado para uma frequéncia de
8MHz.

A sua resolucdo maxima € dada pelo inverso da frequéncia usada, mas como se
trabalhou com um sinal, que apesar da sua medicdo ser dependente do tempo, sao
tempos entre relativamente altos quando comparados com 8MHz. Foram, portanto,
usados prescalers e contadores de ‘tics’ gerados pelos timers na geragao de

interrupcoes.

Estes timers permitiram, entre outros, sincronizar a aplicacdo do sinal de degrau do
DAC para as tiras usadas neste trabalho, garantir verificar se ha respostas no protocolo
USART 50ms ap06s o envio da mensagem, na configuracdo do push button e na definicao
da frequéncia de amostragem dos sinais.

Os ADC'’s deste sistema séao de 10 bits e permitem medir a tensédo da bateria, para
poder avisar o utilizador quando a tensdo da bateria atinge 3.5V. Esta medi¢do nédo é
realizada diretamente uma vez que para a referéncia do ADC se usa uma tenséo inferior
3,3V, derivada da prépria bateria. Construiu-se entdo um divisor de tensdo para este

efeito.

A amostragem do sinal da glicose é realizada a cada 5ms e sédo descartados os

primeiros 50 valores apos a selecdo do ADC.
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Sao amostrados 50 pontos do ADC associado a bateria, a 200Hz, e desses pontos
sao descartados os primeiros e os ultimos 15, calculando-se a média resultante com os
restantes pontos. A medicdo da temperatura é feita de forma idéntica e apenas é seguida
do célculo do valor de temperatura segundo a funcdo de transferéncia presente no

datasheet.

3.5 Funcionalidades
Todas as configuracdes do firmware, juntamente com a sua organizagao permitem,

no seu funcionamento normal a geracédo de dois valores, a concentracéo de glicose e o

valor da temperatura ambiente.

Apoés essa geracdo é verificado por firmware se o dispositivo esta emparelhado;
caso esteja emparelhado envia os dados, caso contrario volta a verificar o
emparelhamento ao fim de 5 segundos e repete este processo 4 vezes. Se néo se
emparelhar, o aparelho inicia o procedimento de sleep desligando os periféricos e
entrando no sleep mode. Se ndo receber uma amostra de sangue ao fim de 30 segundos

do inicio do registo também entra no modo sleep.

O push button oferece trés funcionalidades principais. Ligar o sistema se este estiver
no modo sleep, desligar o sistema se for premido por mais de 5 segundos e reiniciar o
sistema (ndo no sentido de fazer um reset no microcontrolador) mas na mudanca de flags

para voltar ao momento inicial de espera de amostra.

Os pontos do sinal de glicose adquiridos sao enviados na saida da USART e foi assim
gue foram guardados nos testes do prot6tipo, com recurso a solucdo de converséo de
comunicacao seérie para protocolo usb usando o software gratuito Termite para apresentar
os pontos. Esses pontos foram armazenados em ficheiros “.txt’ para posteriormente
serem processados em Matlab e as aquisicbes consideradas aceitaveis estdo
apresentadas no capitulo VII.

O envio de pontos por USART manteve-se assim implementado, estes dados sao
enviados pelo médulo BLE, mas como ndo tém os caracteres marcadores, S&o

descartados pela aplicacdo Android descrita na sec¢cao seguinte.
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4. Software:

O cabdigo desenvolvido em Android Studio para smartphones Android tinha duas
funcdes principais, ser simples para qualquer utilizador e fazer o emparelhamento de

forma automatica. Ambos os objetivos formam conseguidos.

A aplicacdo tem apenas um botdo de atualizacdo (GET VALUES), que muda as
frases que aparecem no ecra inicial, para os valores que se encontram no registo de
rececéo caso tenha havido uma medicéo. A informac¢éo guardada num atributo tem de
possuir um conjunto de caracteres especifico para ser considerada uma mensagem

valida e s6 depois é processada e apresentada.

500
My Gluco Values

Glucose Concentration

Temperature

GET VALUES

Figura 52 - Testes Preliminares da aplicacdo Android desenvolvida

Figura 51 - Layout de abertura da aplicagéo
Android.

Para o emparelhamento foi criada uma fungéo connect BLE, que implementa uma
rotina Try/Connect, associada a um timer. Portanto se a aplicacao estiver a correr esta

vai estar sempre a tentar ligar-se ao aparelho, ao fim de um tempo de espera. Para a
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ligacdo desta aplicacdo ocorrer apenas em dispositivos iguais ao desenvolvido, usam-se

critérios de selecao no scan dos Bluetooth presentes.

A pesquisa incide num conjunto de 3 condi¢des: o endereco especifico do mdodulo
Bluetooth usado, o seu UUID, o nome desse modulo e uma password de 5 digitos
(nimeros). Segundo esta arquitetura, estas caracteristicas tém de ser definidas pelo

fabricante do dispositivo desenvolvido.

Para o desenvolvimento desta aplicacao foi usado um guia para a API 18, presente
nas versdes de android 4.3. Foram analisadas as classes disponiveis, adaptaram-se para
a rotina de ligagcdo automatica [91]. Esta rotina garante também que a ligagdo € mantida,
sendo interrompida com a saida da aplicacdo e/ou por firmware do microcontrolador

antes de entrar no modo sleep, cortando a alimentacdo do médulo com o MOSFET.
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VI. Testes ao Sistema

Neste capitulo sdo apresentados os testes que foram realizados no fim do
desenvolvimento estar concluido. Alguns testes foram sendo feitos a medida que se

desenvolveram as diversas etapas.

ApoOs o desenvolvimento do firmware e do software, passou-se aos testes realizados

ao sistema.

1 Consumos

Para os testes de consumos, foi ligado um amperimetro de bancada em série com a
massa. O valor maximo medido foi de 42,573mA e correspondeu ao momento em que o
sistema estava com o Bluetooth emparelhado a enviar os pontos da curva
cronoamperimétrica, tendo todos os timers em funcionamento e o LED Azul associado a

um pino do modulo BLE ligado.

Ora assumindo que uma medicdo normal dura, em média, 30 segundos, uma
presuncéo conservadora, uma vez que todos os ciclos de medicéo realizados demoravam
no maximo metade e que o doente realiza 3 medi¢cdes diarias. Sabendo que a bateria

escolhida tem uma capacidade de 800mAh chega-se a seguinte equacao:

800mAh

305 = 751,7 horas

(5505) x 3x 42,573mA

Com a bateria selecionada, este sistema permite um més de operacao (cerca de 31

dias) sem recarga.

2 Sensor de temperatura

Foram realizados testes simples para avaliar a calibracdo e o funcionamento do
sensor de temperatura. A temperatura ambiente no gabinete de Concecdo e
Desenvolvimento da Exatronic é controlada e por isso as temperaturas quase nao
mudaram nos varios dias em que o teste foi feito. Para esta avaliagdo compararam-se 0s
valores obtidos e enviados para desktop com a verséo final de firmware e foi construida

a tabela seguinte:
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Tabela 13 - Comparacgéao entre valores medidos com o sensor incluido na placa de controlo e obtidos com uma camara

termografica.
Valor médio do Sensor (2C) | Valores da cdmara termografica (2C) | Erro relativo (%)
26 26,4 1,5
27 26,6 1,5
26 26,3 1,1
26 26,2 0,8
26 26,4 1,5
26 26,2 0,8
26 26,0 0,0
26 26,1 0,4

Da andlise da tabela é facil verificar que os desvios existentes sdo minimos, que o
sensor cumpre com a especificacdo da precisdo esperada de +/-1°C. Os resultados do

sensor nao sdo apresentados com mais algarismos para além do menos significativo.

Esta andlise € insuficiente para uma caraterizacdo de um produto final, porque a
gama de temperaturas medidas € inferior a precisdo do sensor, mas dado o valor apenas
indicativo desta medicdo no dispositivo achou-se que ndo seria necessario fazer mais

testes.

3 Calibracéo final

Nesta seccdo apenas serdo apresentados todos resultados que foram obtidos com
a ultima versdo de firmware. Apenas foram usados para a calibracdo os resultados
considerados aceitaveis, uma vez que em muitos casos verificaram-se a formacao de
bolhas de ar na saida das pipetas, quando ja tinha entrado parte da amostra, mas ainda

faltava uma parte.

Para obter uma boa calibracdo sao necessarios pelo menos 500 pontos dentro das
condi¢des de trabalho do dispositivo. As limitagdes de maximas e minimas sdo impostas
pelo préprio sensor. O formato do sensor e a montagem experimental com provetas de
plastico ndo foram os mais indicados. Surgiram muitas medicbes, que apesar de
realizadas com sucesso ao nivel da instrumentagcdo eletronica, ndo podiam ser
consideradas para a calibracdo, porque era visivel no processo usado, que a amostra

ndo era depositada corretamente, fruto da limitacdo mecanica existente.
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A partir dos graficos plotados foram extraidos alguns pontos de interesse
representados na tabela abaixo. As variaveis X, Y e Z representam, respetivamente: 75

milissegundos, 100 milissegundos e 150 milissegundos.

Tabela 14 - Pontos de interesse homadlogos retirados das curvas cronoamperimétricas.

Pontos
Concentragao max max+x min min+x min+y min+z

10 736 712 469 511 514 515
10 740 712 466 511 514 515
40 711 711 479 513 516 517
40 739 712 473 512 515 516
40 737 712 476 513 515 516
65 805 726 256 481 495 500
65 797 726 259 482 496 501
65 794 726 267 483 496 501
90* 823 732 136 469 487 494
90* 818 732 195 469 487 494
90* 827 733 191 468 486 493
90* 824 733 190 468 486 493
105* 754 716 381 500 507 510
105 860 737 255 462 480 489
105* 827 736 180 462 483 490
105* 833 736 151 461 481 490
125* 797 763 200 385 419 430
125 807 728 265 483 496 501
125 792 725 286 486 497 502
150 833 736 151 461 481 490
150* 783 721 343 493 502 506
150* 779 720 360 495 504 507
150* 778 720 274 495 504 507
200* 886 758 89 428 459 473
200 845 756 142 436 466 477
200 856 758 127 433 464 476
400* 896 771 80 423 456 471
400 902 775 91 420 454 469
400 914 776 81 416 451 467
600 912 798 87 388 435 455
600* 872 802 251 355 428 450
600* 726 726 240 464 484 491

Os pontos assinalados com um * foram assim assinalados para nao serem
considerados na execucdo experimental por ocorrerem uma Série problemas na sua
aquisicao.
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Foram realizados graficos com a média dos pontos para cada concentracao e foi
escolhida a reta de ajuste que apresentava o maior R? (coeficiente de determinacéo, o
guadrado do coeficiente de correlacao linear) para ser inserida no firmware e ser usado

para os calculos o ponto homélogo em causa, isto €, seguinte ao maximo absoluto num
intervalo de tempo definido.

Nas figuras abaixo estédo representados os 4 ajustes realizados.

Ajuste linear aos homologos max+X

810
800

750 y=0,1367x+715,81." ®
780 R*§0,9218"
770

760

750

740

730 e
720 |

710 * *

700

0 100 200 300 400 500 600 700

Bits ADC
L ]

concentracdo Glicose mg/dL
Figura 53 - Gréfico do ajuste da média de pontos para cada solugdo, apds sele¢do das medi¢des consideradas validas

Este ajuste ndo era esperado ser o de um dispositivo final, ainda ha muito a ter
em conta e sdo necessarios muito mais pontos para ter uma calibracdo sélida a uma

temperatura de referéncia.

Ajuste linear aos homologos min+X

600
500 .\n“.',.. .
. .‘....s.,...,..,.. ................

U I e .
S v=-0,2028x+499,53
» 300 T
=
=)

200

100

0
0 100 200 300 400 500 600 700

concentracdo Glicose mg/dL

Figura 54 - Gréfico do ajuste da média de pontos para cada solugéo, apos sele¢cédo
das medicdes consideradas validas.
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Ajuste linear aos homologos min+Y
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Figura 55 - Gréfico do ajuste da média de pontos para cada solugdo, apds
selecdo das medic¢des consideradas validas.

Ajuste linear aos homologos min+Z
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Figura 56 -Grafico do ajuste da média de pontos homélogos para cada solucéo,

apos selecdo das medigdes consideradas validas.

Infelizmente ndo foi possivel adquirir mais pontos porque as tiras para este projeto
eram compradas sem comparticipacao e ndo havia interesse, nesta fase, em realizar uma
melhor calibracdo, uma vez que era sabido do estudo de mercado e do estado da Arte,
gue os produtos concorrentes apresentam algoritmos corretores para os fatores

interferentes mais conhecidos, que n&o podiam ser estudados devidamente com o0s
meios disponiveis.

No entanto estabeleceu-se uma metodologia simples para testar as tiras, que pode

ser realizada num projeto seguinte, de evolugéo deste dispositivo.
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VIl. Discussao

1.Concluséao

A monitorizagdo da glicose é sem duvida um tema muito estudado por todo o
mundo com muito interesse por muitos, em todos os seus niveis. A impossibilidade de
analise de todos os trabalhos, ou pelo menos de grande parte do que foi feito por outros
investigadores deixaria algum pesar por n&o Ihes dar o devido mérito. E ent&o por isso
gue deixo o meu agradecimento a todos os que contribuiram com o seu trabalho para

tornar este trabalho possivel.

Hoje a Diabetes € um grande problema de Saude Publica por todo o mundo. H&
muitas formas de atenuar e atrasar o problema, mas todas elas sdo muito penosas e as
consequéncias da doenca sdo dramaticas, muitas vezes acentuadas pela falta de

cuidado/informacao dos doentes que padecem desta patologia.

Mas a Diabetes € apenas uma das doencas metabolicas que assolam as
comunidades; a Hipertensdo Arterial e a Dislipidémia completam os problemas
metabolicos com maior incidéncia a nivel mundial. Afetam o corpo Humano
destrutivamente, fruto do moderno estilo de vida, tipicamente sedentario e da ma
alimentacéo, tanto devido aos alimentos disponiveis no mercado de inferior qualidade,
como pela méa confecdo e combinacdo de pratos, também este fruto da falta de tempo,

do stresse recorrente e do pouco poder de compra, especialmente em Portugal.

Este Sindrome Metabdlico estéd associado as complicagdes da Diabetes, aos altos
niveis de Colesterol, niveis elevados de Triglicerideos no sangue, desenvolvimento de
comorbilidades, desenvolvimento de Aterosclerose, Acidentes Vasculares Cerebrais,
Enfartes, Tromboses, entre outras conhecidas patologias, que infelizmente, s&o
demasiado familiares ao conhecimento popular e a tendéncia pela andlise estatistica é

de aumento da incidéncia e da prevaléncia [92, 93].

E, portanto, de uma perspectiva pessoal e futurista que entendo que a orientacio
dos esforcgos investigativos ndo se deve focar no aumento da exigéncia das metodologias

do tratamento. Devem sim ser focados no desenvolvimento de farmacos que regulem os
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parametros metabdlicos, mesmo antes do aparecimento destas doencas, especialmente

0s que se consideram Fatores de Risco.

Deixo como exemplo o trabalho realizado, em ratos, por Haifeng et al., em 2012,
onde se provou a possibilidade de “reprogramar’ atividades celulares tirando partido de
um farmaco ja aprovado em clinica, o Guanabenz, para dessa forma restaurar a
homeostasia dos valores Lipidicos e Glicosidicos do sangue, aliados ao efeito

antihipertenso do farmaco [94].

O estabelecimento destes fatores de risco entre os valores conhecidos como
saudaveis (homeostaticos) é a solucdo, a meu ver, para o futuro de uma Medicina mais

preventiva e menos reativa e paliativa.

As bombas de insulina, ou Pancreas artificiais sdo muito interessantes na sua
génese e podem vir a ser um dia mais tarde a melhor solucdo para a atenuacéo das
consequéncias da Diabetes, mas atualmente com todas as limitacdes na precisao da
medicdo da glicose e na incapacidade de previsdo de atividades/fatores importantes
como a dimensao calorica das refei¢cdes, o exercicio fisico ou até stresse, que provocam

maior consumo de glicose, a meu ver ainda hdo sdo uma alternativa.

Este projeto tinha um objetivo especifico, o desenvolvimento de um prot6tipo de
um glicometro passivel de evolucdo. Isto permite agora uma fase para a Exatronic
ponderar entrar no mercado com um aparelho construido na base do que foi desenvolvido

neste projeto.

Por outro lado, era requerida a aquisicdo de uma serie de competéncias no
dominio de ferramentas, selecionadas como metas de aprendizagem deste projeto. E
com satisfacdo que acabo o projeto com o dominio delas e sei que serdo uma grande

mais-valia num futuro préximo.

Foi também desenvolvida a capacidade de organizacdo e metodologia do trabalho

0 que permite realizar cada tarefa com clareza.

Todos os requisitos que haviam sido propostos foram cumpridos e ainda houve
espaco para acrescentar funcionalidades que serdo também elas uma mais valia para a

interacdo com o utilizador.
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Deste projeto resultou um protétipo totalmente funcional, com as maiores

limitacOes a estarem associadas ao biossensor que néo era conhecido.

E de notar que o objetivo de desenvolver um glicémetro com comunicacdo sem
fios foi devidamente cumprido, na medida em que o produto final permite a visualizagéo
dos dados via Bluetooth Low Energy e por se encontrar inserido numa caixa de 10,5 x
6,5 x 2,0 cm e possuir uma bateria integrada, € portétil, uma caracteristica que ndo era

essencial no inicio do projeto.

2. Trabalho futuro e complementos ao sistema

Sugiro como complemento para as todas as medi¢cdes com aparelhos portateis a
utilizacdo da AIDA, uma ferramenta muito Util para ajudar os diabéticos no controlo e
monitorizacdo da sua doenca. Este programa informético € um simulador disponivel para

download gratuito em http://www.2aida.net/ e permite a simulacéo dos perfis de glicose e

insulina para aprendizagem e demonstracdo da sua relacdo e comportamentos. O
utilizador, com esta ferramenta e aliado ao conhecimento obtido neste tema pode
programar com mais eficiéncia as suas medicdes para horarios que entende mais criticos

e o horério das suas refei¢cdes [95].

Proponho, para melhorar os aparelhos que ja existem, que proximos trabalhos
sejam realizados no sentido de desenvolver a engenharia genética da producdo das
enzimas. Apesar das enzimas usadas atualmente serem bastante especificas para a
glicose a sua estabilidade ndo € boa, e a sua atividade deveria ser uniforme na gama de
temperaturas ambiente (-10 a 45°C) porque o ajuste das medicGes a temperatura, por
muitas medi¢des que se tenham em conta para estabelecer este parametro de calibracao,

€ sempre uma fonte de erros.

Os processos de imobilizagcdo enzimatica ainda tém um longo caminho a percorrer,
ainda ndo se conhece as propriedades ideais para uma boa estabilizacdo, a quimica de
superficies ainda é incerta na definicdo de parametros e cada caso tem de ser estudado
individualmente. E, portanto, na area dos Glicbmetros amperimétricos que usam

biossensores, o desenvolvimento do sensor €, a meu ver o maior desafio atualmente.

A nivel do protétipo desenvolvido é essencial que seja realizada uma caixa que
envolva a placa de condicionamento e que nessa caixa se indique claramente o modelo

da tira a inserir. Seria também interessante desenvolver uma parceria para a producao
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de um conector especifico para a tira, a solu¢cdo desenvolvida é uma adaptacdo que por
vezes traz problemas na aquisicao do sinal por néo fixar a tira de teste.

Para uma boa validacdo do produto final, deve ser garantido que o dispositivo
cumpra com os valores limite estabelecidos em Ensaio de Esterilidade para andlise do
crescimento microbiano, Ensaio LAL para teores de endotoxinas bacterianas e que esteja
em conformidade com a norma IEC60601 referente a compatibilidade eletromagnética de
dispositivos médicos.

Sugiro também a incorporacdo de uma memoaria externa para armazenamento de

medi¢des, que por qualquer motivo ndo possam ser enviadas por Bluetooth.

Por ultimo, uma possivel tarefa a desenvolver seria associar os dados recolhidos
na aplicacao android a um log in e integra-los numa base de dados. Isto poderia permitir
no futuro que o endocrinologista poderia aceder aos dados pessoais mediante
autorizacdo do seu doente e sem ser necessaria uma consulta, poderiam ser enviadas

recomendacgdes para ajuste de dieta ou de quantidade de medicacao.

3. Apreciacéo final
Quando decidi realizar este projeto achava sinceramente que nao iria conseguir
cumprir com tudo o que era pedido, sabia que era a area que menos domino, dentro das

gue aprendi na UC. Por isso, por ter uma vontade de sair da zona de conforto e ampliar

o0 meu conhecimento arrisquei e decidi desenvolver este projeto.

O facto de parte do projeto ter sido realizado no ambiente empresarial da Exatronic
permitiu-me ver a aplicacdo do conhecimento numa perspectiva diferente da que

conhecia.

O desenvolvimento foi um desafio muito grande por ser um projeto com um prazo
muito superior em relacdo a projetos previamente realizados, e em cada competéncia

que tive de adquirir, mas cresci a nivel pessoal e profissional.

Faco, portanto, um balanco positivo de todo o trabalho realizado e estou muito

satisfeito com tudo o que fiz e aprendi no decurso do projeto.
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