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Resumo

Os Diabetes Mellitus podem definir-se como um disturbio metabdlico, resultante de uma
deficiéncia na secrecdo de insulina por parte do pancreas e/ou na acdo da insulina no
organismo, 0 que resulta em hiperglicemia com disturbios no metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas. E uma das doencas cronicas mais comuns e a sua prevaléncia global em
2008 foi estimada em 10%, para uma populacdo de adultos com idade superior a 25 anos. A
analise da Funcdo Renal, associada aos Diabetes Mellitus é de elevada importancia, uma vez

que os diabetes constituem uma das principais causas da insuficiéncia renal.

Atualmente, o diagnostico correto de mais de 50% das doencas é suportado por um
grande numero de analises laboratoriais. O desenvolvimento de biossensores e a miniaturizacao
de analisadores clinicos de laboratdrio fez com que surgisse, recentemente, uma forma de
analises laboratoriais descentralizada, designada por Point-of-Care Testing, que permite a

realizacéo das analises diretamente junto dos doentes.

Assim, como resultado deste trabalho de dissertacdao apresenta-se um dispositivo
Point-of-Care Testing especifico para o diagnostico/monitorizacdo dos Diabetes Mellitus e da
Funcdo Renal. E um dispositivo portatil, de pequenas dimensdes (200 mm x 100 mm x 60
mm), com baixo custo de producdo e facil de operar. Em relacdo aos seus analogos
comercialmente disponiveis, apresenta a grande vantagem e novidade de possuir um algoritmo
interno de decisdo capaz de informar o utilizador sobre o estagio da sua doenca e de o guiar de
forma auténoma num conjunto sequencial de analises, sem a necessidade de intervencéo

médica entre as diferentes analises.

O dispositivo implementado determina, através de técnicas 6ticas, a concentracado de
varias biomoléculas, selecionadas como criticas para a analise dos Diabetes Mellitus e da
Funcéo Renal, presentes em amostras de sangue ou de urina. O dispositivo utiliza como fonte de
luz um sistema de LED’s com comprimentos de onda especificos para as diferentes
biomoléculas, como detetores fotodiodos para efetuar as medicdes oticas necessarias e um
microcontrolador com um ecra tactil que permite controlar todo o dispositivo a partir de uma

interface intuitiva para o utilizador.
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Abstract

Diabetes Mellitus is a metabolic disorder resulting from a defect in insulin secretion
and/or insulin action, which results in a high serum glucose levels and disturbances of
carbohydrate and lipid metabolism. It is one of the most common chronic diseases and its global
prevalence in 2008 was estimated to be 10%, for a population of adults aged over 25 years.
Intermittent Renal Function testing is very important, since the chronic kidney disease is strongly

associated with Diabetes Mellitus.

A large number of laboratory analyses are currently required for a diagnosis in over 50%
of all diseases. Due to the development of biosensors and lab-on-a-chips devices, there has been
a recent trend towards a more decentralized diagnostic analysis, the so-called Point-of-Care

Testing, which allows analyses directly at patients’ beds.

Thus, as a result of this dissertation work, it is presented a specific Point-of-care Testing
device for diagnosis/monitoring of Diabetes Mellitus and Renal Function. It is a portable device,
with small dimensions (200 mm x 100 mm x 60 mm), low cost production and easy to operate.
Compared to the similar Point-of-Care Testing devices commercially available, it has the great
advantage and innovation of informing the patient of his disease stage and guide him to perform
subsequent analyses, without medical intervention in-between the different analyses, due to a

developed internal algorithm loaded into the device.

The implemented device determines, by means of optical techniques, the concentration
of several biomolecules, selected as critical for the analysis of Diabetes Mellitus and Renal
Function, in blood and urine samples. The device comprises a specific light source system,
based in LED’s, with specific wavelengths for the different biomolecules, it also comprises
photodiodes to perform the optical measurements and a microcontroller with a touch screen,

which allow controlling the entire device from an intuitive interface.
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Introducao

Capitulo 1 - Introducao

Neste capitulo apresenta-se o enquadramento deste trabalho de dissertacéo, os seus
principais objetivos e 0s seus contributos no apoio a area da saude. No final do capitulo, sdo
apresentados os resultados da atividade cientifica desenvolvida no ambito deste projeto, bem

como a organizacao do presente documento.

1.1. Enquadramento

O diagndstico correto de mais de 50% das doencas existentes e a monitorizacdo da
administracdao de medicamentos sdo, atualmente, suportados por um grande numero de
analises laboratoriais. Sendo assim, a medicina de laboratorio torna-se vital no apoio ao

diagnostico diferencial, a clinica geral e a pratica local [1].

Um sistema acessivel e competente de diagnostico laboratorial é atualmente um facto e
tem sido possivel devido a centralizacdo das analises em laboratorios construidos com esse
propdsito, ou devido as facilidades oferecidas pelos hospitais de grandes dimensées. Em
contraste com essa centralizacdo e devido ao desenvolvimento dos biossensores e a
miniaturizacao dos analisadores clinicos de laboratdrio, tem havido uma tendéncia recente para
0 aparecimento de uma forma de andlises laboratoriais mais descentralizada, designada por
Point-of-Care Testing (POCT), que permite a realizacdo das analises diretamente junto dos

doentes, em salas de operacao, em ambulatorio e em locais de acidentes [1, 2].

POCT ¢ definido pelo College of American Pathologists como correspondendo “a testes
analiticos realizados fora de um laboratorio central utilizando um dispositivo ou dispositivos que
podem ser facilmente transportados para a proximidade do doente” [3]. Uma variedade de
sinénimos pode ser utilizada para definir um dispositivo POCT, incluindo: testes de cabeceira,
testes proximos do doente e testes de local alternativo. Agéncias regulamentares como o Center
for Medicare and Medicaid Services, a Joint Commission on the Accreditation of Healthcare
Organizations e o College of American Pathologists consideram que os dispositivos POCT
encontram-se no ambito laboratorial, apesar de os individuos que frequentemente utilizam este

tipo de dispositivos serem pessoas externas ao laboratorio [4].
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Os dispositivos POCT sdo caracterizados principalmente pela miniaturizacdo dos
instrumentos utilizados, proximidade com o doente, possibilidade da realizacdo de medicoes
individuais quantitativas ou semiquantitativas, tempo de resposta curto, inexisténcia de
pré-preparacao da amostra, auséncia da necessidade de transporte e armazenamento da
amostra recolhida, utilizacdo de reagentes pré-fabricados e reducédo do tempo necessario para a
obtencdo de resultados que permitem acdo terapéutica. Todo o pessoal da enfermaria e do
ambulatorio deve ser capaz de utilizar estes dispositivos de analise, nao sendo necessario
qualquer conhecimento prévio sobre as técnicas de andlise de amostras. E evidente que o0 uso
de sistemas POCT permite reduzir o intervalo de tempo entre a recolha da amostra e a obtencao
do resultado da analise. No entanto, este tipo de diagndstico s6 € util nos casos em que 0s
resultados obtidos permitem tomar decisdes terapéuticas imediatas. E ainda importante referir
gue a manutencdo dos dispositivos POCT é vital para o controlo de qualidade das analises
clinicas efetuadas e ¢ exigida pela Occupational Safety and Health Administration

(OSHA) [1, 2, 5].

Os sistemas de diagndstico molecular POCT desenvolvidos atualmente destinam-se a
diversas areas, como por exemplo, testes genéticos, farmacogendmica e doencas infeciosas. A
maioria dos clinicos de doencas infeciosas concorda que os sistemas POCT devem encontrar-se
dentro das quatro seguintes categorias: (1) testes em que é necessario obter um resultado
imediato devido ao doente se encontrar em risco de vida (e.g. meningite); (2) testes em que os
resultados sdo necessarios para se iniciar um tratamento (e.g. identificacdo de organismos e
testes de resisténcia); (3) testes em que o resultado é necessario para se tomar uma decisdo
rapida sobre um organismo contaminante (e.g. bioterrorismo, Mycobacterium tuberculosis,
vanco-mycin-resistant enterococci e methicillin-resistant Staphylococus Aureus [MRSA]); (4)
testes realizados em doentes que ndo apresentam melhorias devido ao tratamento que Ihes foi

administrado [4].

Um teste realizado com um dispositivo POCT é geralmente mais caro, numa unidade
basica de custo, que o mesmo teste realizado num laboratorio centralizado. Este conceito reflete
o facto dos consumiveis utilizados nos dispositivos POCT serem tipicamente mais caros que os
utilizados nos testes com equipamento de laboratorio. O facto dos dispositivos POCT so
permitirem realizar uma quantidade limitada de testes, faz com que néo se consiga atingir a

economia de escala proporcionada pelos testes automaticos de laboratorio em larga escala.
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Além disso, a adocdo de novas tecnologias esta inevitavelmente associada a elevados custos

iniciais em hardware [6, 7].

Nos ultimos anos, o mercado dos sistemas POCT apresentou um crescimento anual
superior a 10%, verificando-se no entanto desde 2007 um ligeiro amortecimento desse
crescimento. Contudo, a médio e a longo prazo é esperado um acentuado aumento deste
mercado. Na tabela 1.1 apresentam-se alguns dos parametros laboratoriais que podem ser

analisados com os dispositivos POCT [1].

Tabela 1.1 - Lista de parametros laboratoriais analisados com os sistemas Point-of-Care Testing[1].

Aplicacao Clinica Parametros

Acid-base balance, blood gases pH, pCO,, pO,

Electrolytes Na, K+, CI, Ca~,, Mg,
) Cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, creatinine, urea,
Metabolites . )
uric acid. Bilirubin, lactate, ammonia
Enzymes Amylase, alkaline phosphatase, CK, AST, ALT, y-GT
Coaculation Activated clotting-time, activated partial thrombo-plastin
g time (aPTT), D-dimer, platelet function tests
Hematology Hemaoglobin, hematocrit, erythrocytes, leukocytes

Hemoglobin fractions CO-Oximetry

Cardiac markers TnT, Tnl, myoglobin, CK-MB, BNF/NT-pro-BNP

Glucose, HbA,, microalbumin, minimal invasive continuous

Diabetes Mellitus o
glucose monitoring
Acute-phase proteins CRP
Allergy in-vitro diagnostics Allergy specific IgE

Rheumatology

Therapeutic drug monitoring,
drugs-of-abuse screening

Infectious agents
Fertility
Urine diagnostics

Stool diagnostics

Antibodies against mutated citrullinated vimentin
(anti-MCV)

Therapeutic drugs, alcohol, amphetamines, barbiturates,
benzodiazepines, cannabinoids, cocaine, methadone

HIV, infectious mononucleosis, Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis, Steptococcus A and B

hCG, LH and FSH, sperm count

Urine strips (pH, protein, glucose, ketones, bilirubin, uro-
bilinogen, nitrite, leukocytes, erythrocytes), microalbumin

Blood
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1.2. Objetivos

Esta dissertacdao tem como principal objetivo o planeamento e construcdo de um
protétipo comercial de um dispositivo POCT destinado a monitorizacdo dos Diabetes Mellitus
(DM) e da Funcédo Renal, através de técnicas de espectrofotometria. Este trabalho de mestrado
encontra-se inserido no projeto “MyHEALTH", correspondendo a uma parte do modulo “MyLab”
desse projeto. Pretende-se que o dispositivo implementado seja capaz de determinar a
concentracao de varios parametros bioguimicos em fluidos biolégicos (urina e sangue), e que, ao
mesmo tempo, seja portatil, leve, simples de operar, que tenha um tempo de resposta curto e
gue em comparacao com os dispositivos o6ticos analogos comercialmente disponiveis, tenha um
custo de producdo bastante inferior. Outro objetivo consiste na criacdo e implementacdo, no
dispositivo, de um algoritmo interno capaz de guiar de forma autonoma o utilizador do sistema,
na realizacdo de um conjunto de analises que permitem um diagnostico fiavel e preciso dos DM

e da Funcao Renal.

1.3. Contributos deste projeto

Os recentes avancos nos campos médico, biomédico, da engenharia, da informatica e
das telecomunicacdes propiciam uma oportunidade Unica para a criacdo de uma plataforma de
registo médico eletronico integrado, que seja nao sO capaz de armazenar e transmitir dados
diversos (como por exemplo resultados laboratoriais, sinais fisiolégicos e imagens), mas fazé-lo
de uma forma compreensivel e Util para os clinicos. Quando se considera a atual tendéncia de
enfatizar os cuidados de salde prestados em ambientes extra-hospitalares, uma monitorizacao
mais precisa dos sinais clinicos nestes contextos assume ainda maior importancia porque
permitira: (1) um melhor acompanhamento dos doentes (em particular dos que sdo afetados por
doencas cronicas) reduzindo as complicacdes, (2) melhorar a qualidade de vida desses

individuos e (3) reduzir os custos para o sistema de satde.

Sendo assim, procedeu-se a elaboracdo de um dispositivo POCT portatil, ideal para ser
utilizado em ambiente extra-hospitalar, capaz de guiar de forma auténoma o seu utilizador na
realizacdo de um conjunto de analises que permitem um diagnostico fidvel e preciso dos DM e

da Funcao Renal. Dependendo do valor obtido para uma dada analise, o dispositivo tem a
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capacidade de informar o utlizador de uma das seguintes situacdes: (1) o valor obtido
encontra-se dentro da gama de valores normais existentes para essa analise; (2) o valor obtido
encontra-se fora da gama de valores normais existentes e o utilizador deve realizar a andlise
seguinte e (3) o valor obtido encontra-se muito acima da gama de valores normais e o utilizador
deve ir ao médico com a maior urgéncia possivel. Tal capacidade permite entdo fazer um
diagnostico dos DM e da Funcao Renal, através de um conjunto de analises sequenciais e
interligadas entre si, sem a necessidade de intervencdo médica entre as diferentes analises. Esta
caracteristica constitui uma das grandes vantagens e novidades deste dispositivo em relacéo aos
seus analogos comercialmente disponiveis, uma vez que permite uma grande economia de
tempo e recursos, visto ndo ser necessario consultar o médico entre cada analise. Outra
caracteristica do dispositivo é¢ o facto de ser especifico para o diagndstico dos DM e da Funcao
Renal, pois as analises que com ele se podem realizar, assim como a ordem em que estas se
realizam, foram pré-definidas durante a criacdo do algoritmo de decisdo do dispositivo, para

permitir um diagnéstico fiavel e preciso de forma pratica e intuitiva.

Para a realizacdo das diferentes analises, o dispositivo utiliza discos de andlise
descartaveis, equivalentes a cuvetes, que contém os reagentes necessarios para a realizacao das

respetivas analises a que se destinam.

1.3.1 Indicadores de realizacao

No ambito desta dissertacao foi aprovado um artigo em conferéncia, com apresentacao

em poster.

J. A. Oliveira, José Mariz, Carlos Capela, M. Correia-Neves, G. Minas, “Point-of-Care
Testing device for Diabetes Mellitus and Renal Function analysis of biological fluids”,

published in Proceedings of Eurosensors 2012, Krakow, September 9-12, 2012
Foram ainda proferidas duas comunicacdes orais:

Seminario  “Apresentacdo dos trabalhos de dissertacdo do grupo de
Micro/Nanotecnologias” — Centro Algoritmi, Universidade do Minho, Campus de Azurém,

18 de Abril de 2012.
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Jodo Oliveira, Margarida Correia-Neves, G. Minas, “Lab-on-a-chip for Diabetes Mellitus
and Renal Function analysis in biological fluids” Poster session in 4° Workshop on

Biomedical Engineering, Faculty of Sciences of the University of Lisbon, 21 April 2012.

1.4. Organizacao da dissertacao

O presente documento encontra-se dividido em sete capitulos. No primeiro, apresenta-se
a nocao, motivacao e objetivos deste projeto assim como os seus contributos para o mundo das
tecnologias na area da saude. O segundo capitulo contém uma revisdo dos principais
dispositivos POCT existentes atualmente no mercado, as técnicas por eles utilizadas e as
potenciais vantagens e desvantagens da utilizacdo deste tipo de dispositivos. Neste capitulo
apresenta-se ainda a diferenca existente entre os dispositivos POCT eletroquimicos e o&ticos,
mostrando-se as principais vantagens e desvantagens de cada um. No terceiro capitulo é feita
uma breve descricdo dos Diabetes Mellitus e da Funcao Renal, sendo ainda apresentados os
principais métodos utilizados para o seu diagnéstico. Para além disso sao apresentados alguns
conceitos teoricos sobre o método 6tico implementado no dispositivo. O capitulo quatro descreve
a selecao dos reagentes a utilizar e a validacao dos protocolos desses reagentes através de
testes experimentais realizados com um espectrofotémetro, sendo apresentados os resultados
obtidos com esses testes e a respetiva discussdo dos mesmos. A definicdo dos diversos
componentes a utilizar no dispositivo, o0 seu design, os resultados obtidos com os testes desses
componentes e a discussdo desses resultados sdo apresentados no capitulo cinco. O sexto
capitulo dedica-se ao fabrico do dispositivo com base nas caracteristicas definidas no capitulo
cinco e aos testes finais realizados com o mesmo. Por fim, no capitulo sete sdo apresentadas as

principais conclusdes do trabalho realizado, bem como as perspetivas de trabalho futuro.
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Capitulo 2 - Sistemas de diagnoéstico POCT

Neste capitulo é apresentada uma revisdo dos diversos sistemas de diagndstico POCT
existentes atualmente no mercado, assim como as diferentes técnicas de detecdo por eles
utilizadas. E ainda descrita a diferenca existente entre os dispositivos POCT eletroquimicos e
oticos, mostrando-se as principais vantagens e desvantagens de cada um. No final do capitulo,

abordam-se as potenciais vantagens e desvantagens da utilizacdo deste tipo de dispositivos.

2.1 Meétodos de analise utilizados atualmente nos POCT

Os dispositivos POCT disponiveis no mercado podem dividir-se em varios grupos,
dependendo do seu uso pratico e dos seguintes atributos: caracteristicas do sensor,
complexidade, modo de medicao, principio de detecao subjacente e/ou matriz de amostras [1].
Os métodos de detecdo incorporados nestes dispositivos sdo essencialmente baseados na

detecao eletroguimica ou otica.

2.1.1 Meétodos POCT baseados em tiras quantitativas

Os dispositivos POCT baseados em tiras quantitativas discriminam os resultados dentro
de certas gamas e sdo na sua maioria do tipo strip-based. A avaliacdo ¢ frequentemente
realizada por visualizacao simples ou por detecdo otica utilizando um dispositivo de leitura
simples. As reacdes vao desde as que utilizam indicadores quimicos até reacdes imunoldgicas.
As tiras sado constituidas por uma matriz porosa que contém uma mistura de reagentes secos
com um elemento transportador. A amostra (e.g. urina ou sangue) é depositada sobre a tira e
inicia-se a reacdo. Como exemplo de aplicacdes deste tipo de sistemas POCT existem os testes
de gravidez urinarios, testes de urina com vareta, triagem de microalbumina e a detecao de

agentes infeciosos, todos listados na tabela 2.1 [1].
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Tabela 2.1 - Parametros avaliados com dispositivos POCT baseados em tiras quantitativas [1].

Aplicacao do dispositivo

POCT Parametro Amostra

Human Chorionic Gonadotropin
(hCG)

Ascorbic acid, glucose, bilirubin,
ketone, specific gravity, blooad,
Teste de urina com vareta pH, protein, urobilinogen, Urina
leukocytes, microalbumin,
anti-VC, nitrite

Testes de gravidez Urina, Soro

Triagem de microalbumina Albumin Urina

Group A Streptococcus,
respiratory syncytial virus (RSV),
influenza A + B, HIV, Chlamydia

trachomatis antigen,
Helicobacter pylori-specific
lgG-antibody, MRSA

Detecdo de agentes infeciosos Swab, Soro

2.1.2 Analisadores com cartucho descartavel

Os analisadores com cartucho descartavel sdo a forma mais simples de dispositivos
POCT quantitativos. A maior parte da analise é feita nas respetivas tiras de teste, sendo o leitor
apenas utilizado para ler o resultado da reacdo ocorrida. E ainda importante referir que as tiras
de teste sdo descartaveis (de uso tnico). Como exemplo deste tipo de dispositivos encontram-se
os glicosimetros de utilizacao caseira (Figura 2.1 (a)), as estacdes POCT dos hospitais e o i-STAT
System da Abbott (Abbott Park, IL, EUA), um dispositivo POCT multiparametro de uso unitario
(Figura 2.1 (b)) [1].

Figura 2.1 - (a) Glicosimetro de utilizacao caseira [8]; (b) i-STAT [9].
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A andlise da quantidade de acucar presente no sangue é historicamente e
financeiramente a técnica POCT mais utilizada. Tal facto é valido para os cuidados hospitalares e
ambulatorios e para os testes realizados em casa pelos pacientes. Embora geralmente seja
utilizado sangue capilar ou venoso, os resultados podem ser apresentados como sendo o nivel
de glicose no sangue ou o nivel de glicose no plasma, dependendo da calibracdo feita pelo
fabricante do dispositivo utilizado. Para diminuir o risco de confusdo entre o nivel de glicose no
sangue ou no plasma, a Federacdo Internacional de Quimica Clinica e Medicina de Laboratério
(IFCC) sugeriu em 2005 que os valores de glicose devem ser sempre apresentados como niveis

de glicose no plasma, independentemente do tipo da amostra e do método de medicao [1].

2.1.3 Analisadores POCT bench-top

Os dispositivos POCT bench-top sdo geralmente mais complexos que os equipamentos
de uso unico descritos anteriormente, uma vez que pretendem, a uma escala mais reduzida,
realizar muitas das analises que sao realizadas nos equipamentos dos laboratorios de analises
clinicas. Exemplos destes analisadores, assim como os principios de analise que utilizam sao

descritos a seguir [1].

2.1.3.1 Analisadores por Espetrofotometria/ Reflectometria

Os analisadores que utilizam espetrofotometria ou reflectometria sado dispositivos
geralmente utilizados para a determinacdo de parametros de quimica clinica. Como exemplo
deste tipo de dispositivos temos o Piccolo Xpress da Abaxis (Union City, CA, EUA)
(Figura 2.2 (a)), o Triage MeterPro da Alere Health (EUA) (Figura 2.2 (b)) e o Reflotron da Roche
Diagnostics (Mannheim, Alemanha) (Figura 2.2 (c)) [1].
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Figura 2.2 - (a) Piccolo [10]; (b) Triage MeterPro [11]; (¢) Reflotron [12].

2.1.3.2 Analisadores hematolégicos multicanal

Os analisadores hematoldgicos multicanal sdo dispositivos que utilizam técnicas
convencionais, neste caso contagem de particulas hematologicas, adaptadas as necessidades

dos dispositivos POCT. Um exemplo é o PocH-100i da Sysmex (Kobe, Japao) (Figura 2.3) [1].

Figura 2.3 - PocH-100i [13].

2.1.3.3 Dispositivos imunolégicos multicanal

Os dispositivos imunologicos multicanal utilizam metodologias de imunoensaio baseadas
em anticorpos. Como exemplo temos, o Pathfast da Mitsubishi Chemical (Tokyo, Japao)

(Figura2.4 (a)) e o Radiometer AQT90 da Radiometer Medical ApS (Dinamarca)
(Figura 2.4 (b)) [1].

10
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Figura 2.4 - (a) Pathfast [14]; (b) Radiometer AQT90 [15].

2.1.3.4 Analisadores dos gases sanguineos (AGSs)

Os analisadores de gases sanguineos (AGSs) utilizam sensores de gasometria

potenciométricos, amperométricos ou dticos para medir o pH, p0O, e pCO,. Estes dispositivos

podem ainda conter elétrodos sensiveis a ides, permitindo assim a monitorizacdo de eletrdlitos.

Na tabela 2.2 é possivel observar alguns exemplos de dispositivos deste tipo [1].

Tabela 2.2 - Analisadores in vitro dos gases existentes no sangue disponiveis no mercado [1].

Fornecedor

Dispositivos POCT

Instrumentation Laboratory (IL)
ITC Medical
Nova Biomedical
OPTI Medical Systems
Radiometer
Roche Diagnostics

Siemens Medical Solutions Diagnostics

IEM Premier 3500 & 4000

Irma TRUpoint (Figura 2.5 (a))

Stat Profile pHOx/pHOx Plus/pHOx Plus L; Nova
CRT; Stat Profile Critical Care Xpress

AVOXimeter 4000; OPTI CCA-TS (Figura 2.5 (b));
OPTIR

ABL5; ABL80O FLEX; ABL800 BASIC; ABLS0

Cobas b 123 (Figura 2.5 (c)); Cobas b 221

Rapidlab 248/348, 800, 1200; Rapidpoint
400/405

11
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Figura 2.5 - (a) Irma TRUpoint [16]; (b) OPTI CCA-TS [17]; (c) Cobas b 123 [18].

2.1.4 Analisadores de coagulacao hemostaseological

Os analisadores de coagulacdo hemostaseological sdo dispositivos POCT que
apresentam um elevado grau de complexidade, o que leva a que somente pessoas qualificadas
devam opera-los (médicos ou técnicos de laboratorio treinados) [1]. Como exemplos desses
dispositivos encontra-se 0 ROTEM da TEM International (Munich, Alemanha) (Figura 2.6 (a)) e o
Sonoclot da Sienco Inc (Arvada, CO, EUA) (Figura 2.6 (b)) [1, 19]. A utilizaco destes dispositivos
POCT permite superar varias das limitacdes existentes nos testes de coagulacdo comuns. O
sangue passa a ser analisado junto a cama do doente, ndo sendo necessario transporta-lo até ao
laboratorio central, 0 que permite obter tempos de resposta bastante mais rapidos. O estado de
coagulacao é avaliado no sangue total, permitindo um sistema de coagulacao /n vivo no qual as
interacdes entre as plaquetas e os globulos vermelhos fornecem informacdes importantes para a
avaliacdo da funcdo plaquetaria. Além disso, a formacdo do coagulo pode ser observada
visualmente em tempo real e a andlise de coagulacdo feita a temperatura do corpo

humano [19].
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(a) (b)

Figura 2.6 - (a) ROTEM [20]; (b) Sonoclot [21].

E possivel ainda analisar a funcao plaquetaria utilizando dispositivos que se designam
por pseudo-POCT [1]. Nestes dispositivos, essa analise ¢ feita avaliando a duracdo de uma
hemorragia ou através de agregometria dtica. Alguns exemplos sdo o PFA 100 da Siemens
Healthcare Diagnostics (Eschborn, Alemanha) e o VerifyNow da Accumetrics (San Diego, CA,

EUA) [1].

2.1.5 Medicao continua utilizando dispositivos POCT

0 exemplo mais comum de medicdo continua utilizando dispositivos POCT ¢ a
monitorizacao continua da glicose [22]. Este tipo de analises e de sistemas ja se encontra
disponivel comercialmente, permitindo substituir os elétrodos utilizados por via intravenosa
(método invasivo) por um cateter de microanalise colocado no tecido subcutdneo (método
minimamente invasivo) (Figura 2.7). Os métodos existentes ndo invasivos, como por exemplo as
técnicas oticas ou de microporation de medicao transcutanea direta de parametros metabalicos,
tém menos probabilidade de prevalecer. Tal dificuldade deve-se principalmente ao facto de
certas caracteristicas da pele humana, tais como a espessura, pigmentacao e pilosidade e de
determinados fendmenos fisiologicos (e.g. humidade e teor de sal), poderem apresentar uma

ampla gama de valores e afetarem a medicéo efetuada de forma aleatoria [1].

13



Capitulo 2

7

Escoamentode
saida do Dialisado ] |
.— Cateterde

— microanalise

——— -

Entrada do Liquido de

perfusao

Liquido de perfusao

// Dialisado
Tecido
Subcutaneo
.

Fluido
Extracelular ——

Capilar
Sanguineo

Figura 2.7 - Principio da microanalise para medir os niveis de analitos no tecido subcutaneo (Adaptado de [1]).

Alguns exemplos de dispositivos POCT atualmente disponiveis para a monitorizacdo
continua dos niveis de glicose sdo o Guardian RT da Medtronics (Minneapolis, MN, EUA)
(Figura 2.8 (a)), o Glucoday da A. Menarini (Florence, Italia), o Abbott FreeStyle Navigator
(Figura 2.8 (b)) e o Glucowatch da Cygnus Inc (Petosket, MI, EUA) [1].

(b)

Figura 2.8 - (a) Guardian RT [23]; (b) FreeStyle Navigator [24].

2.1.6 Dispositivos POCT baseados em biologia molecular para a
detecao de agentes infeciosos

No mercado existem diversos testes qualitativos baseados em tiras para a detecao de
agentes infeciosos. O principio basico na maioria destes sistemas é a imunocromatografia de um

antigene microbiano especifico (ou mais raramente, anticorpo) na amostra do paciente (urina ou
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sangue total). Existem ainda algumas tentativas de utilizar métodos de biologia molecular
(principalmente a reacdo em cadeia da polimerase (qRT)-PCR) em dispositivos POCT, no entanto
como estes métodos sao tecnicamente exigentes, com a etapa de extracdo do DNA/RNA, os
dispositivos existentes nao apresentam um desempenho ideal. Devido a complexidade dos
procedimentos dos testes e & interpretacdo desafiante dos resultados, é mais provavel que os
dispositivos para analise dos acidos nucleicos se encontrem, no futuro, apenas em laboratorios
centrais. Um exemplo de um dispositivo deste tipo comercialmente disponivel ¢ o sistema

GeneXpert da Cepheid (Sunnyvale, CA, EUA) (Figura 2.9) [1].

Figura 2.9 - GeneXpert [25].

2.2 Dispositivos POCT eletroquimicos e éticos

Uma vez que se pretende implementar um dispositivo POCT baseado em técnicas de
detecdo otica e de forma a justificar tal escolha, é importante evidenciar quais as principais
diferencas existentes entre os dispositivos POCT eletroquimicos e 6ticos disponiveis atualmente
no mercado. Sendo assim, nesta seccdo sdo apresentadas as principais vantagens e

desvantagens de cada um desses tipos de dispositivos POCT.

Os testes de fluxo lateral (LFAs) e os sensores eletroquimicos dominam o mercado dos
sistemas de diagnostico POCT. Os LFAs de imunocromatografia, normalmente designados por
“dipstick tests”, dependem do fluxo capilar e da leitura visual quantitativa. Os LFAs encontram-se

comercialmente disponiveis para uma determinada variedade de testes diagnosticos (teste de
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gravidez, marcadores cardiacos, doencas infeciosas, etc.). O sucesso destes dispositivos deve-se
ao seu baixo custo de fabrico, robustez e facilidade de manuseamento. No entanto, apresentam
uma sensibilidade relativamente baixa quando comparados com o0s ensaios imunologicos dos
laboratorios convencionais. Os LFAs sdo ideais para aplicacdes onde a quantidade de analito
existente é relativamente elevada, onde nao é necessario uma preparacao complexa da amostra
e quando um simples diagndstico de sim/ndo ¢ suficiente. Contudo, em muitos casos sao
necessarios ensaios mais sofisticados que exigem protocolos multipasso e manuseamento de

fluidos complexos [26].

Os testes eletroquimicos tém apresentado um elevado sucesso nas analises
guantitativas de certos analitos de pequenas dimensoes, analises a determinadas biomoléculas
presentes no sangue e analises a urina. Convencionalmente os medidores do nivel de glicose no
sangue baseiam-se em métodos de detecdo eletroquimica, como é o caso do dispositivo i-STAT,
utilizado nas unidades de cuidados intensivos dos hospitais, que é capaz de efetuar rapidamente
a analise de 25 parametros diferentes no sangue. No entanto, as técnicas eletroquimicas séo
fortemente influenciadas por variacées de temperatura do elétrodo, fatores quimicos como o pH
e concentracOes idnicas, acumulacao de subprodutos das reacdes redox perto dos elétrodos e
pelas condicdes da superficie do elétrodo (fator que pode condicionar o prazo de validade e exigir

condicdes de armazenamento mais rigorosas para os dispositivos POCT descartaveis) [26].

Por outro lado, a detecao otica apresenta a vantagem de poder ter um custo por teste
inferior & detecdo eletroquimica, pois ao contrario dos elétrodos esta ndo necessita de ser
integrada em dispositivos descartaveis. Além disso, a detecao otica é mais facil de produzir sob a
forma de matriz, utilizando charge-coupled device (CCD) comercial ou tecnologia complementary
metal-oxide-semiconductor (CMOS), permitindo assim realizar centenas ou milhares de reacbes
em simultaneo, pois cada pixe/ da matriz corresponde a um local diferente de detecdo. Além
disso, a multiplexagem a esta escala é dificil de conseguir quando se estad a trabalhar com

elétrodos [26].

Enquanto a detecao otica é bastante simples em ambiente laboratorial, onde
microscopios, lasers, espectrofotémetros, lentes e filtros podem ser dispostos e alinhados de
forma precisa, estes sistemas sdo dificeis de miniaturizar de forma a obter um dispositivo
portatil, robusto e com baixo custo de fabrico. No entanto, devido a rapida reducdo do custo dos

componentes otico-eletrédnicos como os CCDs e os fotodiodos, bem como as recentes inovacdes
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na integracdo de micro fluidos e materiais a nano escala, a detecao 6tica esta a tornar-se cada

vez mais propicia para ser aplicada em dispositivos POCT [26].

2.3 Sistemas oticos utilizados em dispositivos POCT

Os métodos de detecdo otica convencionais, ou seja, a absorvéncia, fluorescéncia,
qguimioluminescéncia, interferometria e surface plasmon resonance (SPR) sdo, atualmente,
utilizados em dispositivos POCT. Diversos sistemas 6ticos integrados estao a ser explorados, nos
quais guias de ondas, filtros e até elementos dtico-eletrénicos tém sido utilizados de forma a
aumentar a sensibilidade e a manter o baixo custo. Além disso, diversos grupos de investigacao
tém incorporado otica de baixo custo, diodos emissores de luz (LED’s), camaras CCD e
fotodiodos CMOS, tudo em conjunto com os varios componentes integrados de eletronica num

chip, de forma a criar plataformas portateis de diagnostico [26].

A detecao por absorvéncia Ultravioleta/Visivel ¢ o método de detecao mais utilizado em
sistemas de diagndstico laboratorial & escala macro. Na maioria dos casos, é suficiente para o
diagnostico alteracbes na absorvéncia ou na cor da amostra, por isso a instrumentacao
necessaria para as medicOes de absorvéncia tende a ser bastante simples e econdmica quando
comparada com os restantes métodos oticos, sendo por isso esta técnica a mais facilmente
implementavel a escala micro. A maior limitacdo da medicdo da absorvéncia em dispositivos de
dimensdes micrométricas é o facto da reducao do volume da amostra levar a uma diminuicéo do
comprimento do caminho o6tico através da amostra, diminuindo a sensibilidade do dispositivo e
afetando a medicdo de um valor de absorvéncia de confianca [26, 27]. Uma explicacdo mais

detalhada deste método encontra-se na seccao 3.6.

A fluorescéncia € um método 6tico bastante utilizado em dispositivos POCT, devido a sua
elevada seletividade e sensibilidade. Embora se encontre disponivel uma vasta variedade de
fontes de excitacdo, a fluorescéncia induzida por laser ¢ mais facilmente adaptada as dimensées
desses dispositivos. A coeréncia e a baixa divergéncia do feixe do laser facilitam a sua focagem
para uma pequena regiao de detecdo, permitindo assim obter uma irradiacao muito elevada que
resulta num dos limites de detecdo mais baixos de qualquer sistema de detecdo. Como

alternativa de menor custo, podem utilizar-se LED's para a excitacdo no processo de
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fluorescéncia [26, 27]. No entanto, devido a elevada divergéncia do feixe emitido e ao espectro
de emissao relativamente amplo, a utilizacdo de LED’s torna necessario a implementacao de

filtros e gera frequentemente elevados niveis de ruido de fundo [26].

A quimioluminescéncia tem mostrado ser um método de detecao dtica atrativo em
situacdes em que a luz é gerada a partir de uma reacdo quimica. E uma técnica com elevada
sensibilidade, limites de detecdo baixos e nao necessita da utilizacdo de instrumentacdo de
excitacdo, o que elimina praticamente o ruido de fundo. Estas vantagens tornam a
guimioluminescéncia num método de detecao adequado para sistemas de diagnostico a escala
micro. No entanto, como o reagente de quimioluminescéncia tem de ser misturado com os

analitos separados antes da sua detecao, é necessario um /ayout bastante mais complexo [27].

A interferometria em relacdo aos outros métodos apresentados possui a vantagem de
ser menos sensivel a variacdes de temperatura. No entanto, a instrumentacao necessaria € um
pouco mais complexa que a utilizada na detecdo por absorvéncia, fluorescéncia e

quimioluminescéncia [26].

O SPR ¢é uma técnica bem estabelecida e com uma sensibilidade excelente. No entanto,
a instrumentacao necessaria é bastante complexa e a camada de metal (normalmente ouro) que
é necessario depositar no dispositivo descartavel tem um custo elevado. Além disso, a técnica
apresenta uma elevada dependéncia da temperatura. Recentemente, os esforcos concentram-se
na reducdo do tamanho e da complexidade dos sensores SPR, para que estes possam ser

integrados em sistemas de diagnostico a escala micro [26].

2.4 Dispositivos POCT comercialmente disponiveis com
detecao édtica

Dos dispositivos POCT comercialmente disponiveis que utilizam métodos oticos como
técnica de detecdo, selecionaram-se para uma descricdo mais pormenorizada os trés
dispositivos que apresentam as caracteristicas mais idénticas as pretendidas para o dispositivo

POCT a implementar: o Piccolo Xpress, o Reflotron Plus e o Triage MeterPro.
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2.4.1 Piccolo Xpress

O Piccolo Point-of-Care Chemistry Analyzer € um instrumento portatil e leve que permite
analisar amostras de sangue, soro ou plasma utilizando discos de uso unico que contém os
reagentes necessarios para as analises pretendidas. Juntamente com todo o processo
automatico e com o tratamento interno de dados, o Piccolo incorpora um processo unico
designado por intelligent Quality Control (iQC). Transparente para o operador, o iQC verifica
durante cada analise o estado do analisador, dos discos e da amostra de forma a averiguar o
correto funcionamento de toda a eletronica e o desempenho das reacdes quimicas.
Automaticamente o iQC suspende uma reacdo quimica ou todas as reacdes do painel caso seja
detetado um desempenho atipico do aparelho, alertando imediatamente o operador dos
respetivos problemas. A partir do autoteste realizado quando se inicia a gravacao ou a impressao
dos resultados obtidos, sdo realizadas uma série de verificacbes que permitem garantir a

precisao e confianca dos resultados finais [28].

No Piccolo € introduzido um pequeno volume da amostra do paciente diretamente no
disco de reagentes e de uso Unico, sendo posteriormente a preparacdo da amostra feita de
forma automatica. Todas as reacdes (determinacdo da concentracdo de analito presente na
amostra e testes de controlo de qualidade do equipamento) ocorrem dentro de pequenas
cuvetes que se encontram na periferia do disco. Em contraste com a maioria dos fotémetros de
laboratorio, que utilizam apenas um comprimento de onda para efetuar uma determinada
medicdo, o Piccolo gera poderosos flashes com todo o espectro da luz branca e para cada
reacao efetua medicdes da absorcdo em multiplos comprimentos de onda, desde o ultravioleta
ao infravermelho préximo. De forma a garantir a precisdo dos resultados, o iQC verifica a
composicao e a distribuicao de todas as substancias participantes nas reacées quimicas, valida
o desempenho do gerador de luz e dos componentes de detecdo e verifica se a conversao para
digital dos valores de absorcao lidos foi realizada de forma correta. Esses valores digitais sao
posteriormente utilizados para o célculo das concentracdes das diferentes substancias presentes

na amostra analisada [28].

As calibracbes do equipamento que normalmente sao demoradas e propicias a erros
nao sao necessarias quando se utiliza o Piccolo, nem existe a possibilidade de se utilizarem
reagentes fora do prazo. O codigo de barras existente na face superior de cada disco contém

informacdo sobre o tipo de painel de teste, a data de validade e os fatores de calibracdo dos
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reagentes. Quando se inicia o funcionamento do equipamento, o iQC verifica a integridade da
informacdo contida no codigo de barras através de um ciclo de verificacdo redundante. Em
seguida, confirma a data de validade do disco utilizando o seu reldgio interno. A informacao
sobre a calibracdo é transferida para a memdria do analisador, sendo posteriormente utilizada

para o calculo dos resultados [28].

A medicdo e o movimento dos fluidos (amostra, diluente e amostra diluida) s&o
controlados em todas as fases da analise pelo motor do analisador e pelas caracteristicas do
desenho do disco. Em varios ciclos rigorosamente cronometrados, o disco € girado
alternadamente de forma a criar uma forca centrifuga e a permitir a formacdo de uma acédo
capilar. Estas forcas sincronizam o movimento dos fluidos dentro e fora das cdmaras, canais e
cuvetes contidas no disco, conforme for necessario para que as rea¢des ocorram na altura

correta [28].

0 iQC é responsavel por monitorizar todas as reacdes que ocorrem, verificando se estas
sdo lineares, se as absorvéncias medidas se encontram dentro dos limites definidos e se o
substrato foi completamente utilizado. Nas reacdes endpoint, o analisador verifica se todas as
medicées se encontram dentro da gama dindmica do fotometro e se a reacdo ocorreu

completamente [28].

Quanto ao sistema 6tico, ele é constituido por uma lampada estroboscopica de arco
xenon que gera um feixe incidente, um conjunto de divisores de feixe, um conjunto de filtros que
permitem definir os comprimentos de onda utilizados e fotodetectores que convertem a
intensidade da luz lida num dado comprimento de onda em corrente elétrica. A corrente é
encaminhada para um ou dois multiplexes, que selecionam os sinais de interesse e 0s enviam
para amplificadores de ganho variavel. O sinal amplificado passa posteriormente por um
conversor analogico-digital e a intensidade da luz lida é convertida num numero digital a ser
utilizado nos calculos. O brilho da lampada modifica muito gradualmente com o tempo e uso
(apresentando uma intensidade de 50% depois de um minimo de 40 milhdes de flashes ou 20
anos de uso normal). Estas alteracdes sdo normais e esperadas, e normalmente afetam todos os
comprimentos de onda de uma forma mais ou menos igual. No entanto, de modo a manter uma
sensibilidade maxima, o analisador ajusta-se a estas mudancas. No inicio de cada execucao o

iQC efetua de forma automatica um ajuste do ganho dos amplificadores de ganho variavel e
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verifica se o ruido associado a intensidade da luz em qualquer comprimento de onda se

encontra dentro dos limites aceitaveis [28].

O ruido de fundo encontra-se sempre presente em todos os sistemas. No inicio de cada
analise o iQC mede a quantidade de ruido de fundo registado pelo fotdémetro para cada
comprimento de onda. Valores de ruido de fundo maiores que o esperado para diferentes
comprimentos de onda, indicam normalmente problemas associados com a eletronica do
analisador ou fugas de luz no fotémetro provenientes de outras fontes de luz que ndo o caminho
de luz primario. Estes problemas provocam diminuicdo da exatiddao e precisdo das leituras
efetuadas, especialmente para valores de absorvéncia elevados. Quando o nivel de ruido de
fundo ultrapassa os limites, o iQC aborta o ensaio e mostra ao utilizador uma mensagem de

erro [28].

O disco de reagentes do Piccolo (Figura 2.10 (a)) é constituido por componentes
integrados com as funcoes édticas, eletronicas e mecanicas do analisador e participa em todas as
fases da analise da amostra. O cdédigo de barras existente na face superior do disco contém o
cédigo de identificacdo do disco, o numero de lote, a data de validade e os dados para a
calibracdo do equipamento. A transferéncia correta desses dados para o software do analisador

é posteriormente verificada pelo iQC [28].

Com o Piccolo Xpress e devido a diversa variedade de discos existentes
(Figura 2.10 (b)), é possivel obter os resultados clinicos para as seguintes funcdes criticas:
figado, intestino, glandulas paratiroides, rins, pancreas, medula éssea, metabdlica, respiratdria,
ictericia, cardiovascular, hepatica, vesicula, diabética e muito mais. Os resultados das analises
possiveis de realizar com um determinado disco sao obtidos em aproximadamente 12

minutos [29].
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Figura 2.10 - (a) Disco de reagentes [29]; (b) Conjunto de discos disponiveis para as diferentes analises [29].

2.4.2 Reflotron Plus

O Reflotron Plus (Figura 2.11) é um dispositivo de diagndstico in vitro que permite
realizar a analise quantitativa de 17 parametros de quimica clinica a partir de um pequeno
volume de amostra de sangue total, soro ou plasma. Trabalha com base no principio da
fotometria de refletancia (baseada na alteracdo de cor das tiras de teste) e assegura resultados
rapidos e fidveis, apresentando ainda um facil manuseamento. O Reflotron Plus permite obter
resultados comparaveis aos alcancados através dos métodos laboratoriais standard, em 2 ou 3
minutos por parametro. Desta forma, o resultado esta disponivel ainda na presenca do paciente,
podendo a decisao terapéutica ser tomada sem qualquer demora. Através dos 17 parametros
disponiveis, com os testes Reflotron estdo cobertas as indicacées mais importantes e frequentes
dos cuidados de saude primarios, tais como os diabetes, dislipidemias, doencas renais, enfarte

miocardio, anemia, doencas hepaticas, pancreatite, gota e doencas osseas [30].

Os testes Reflotron sdo constituidos por tiras reativas, concebidas para a determinacdo
quantitativa de 17 parametros de quimica clinica, utilizando material de amostra nao diluido. A
incorporacao de um sistema de separacdo do plasma torna possivel a utilizacao de sangue total
capilar ou venoso, assim como soro e plasma. Na parte traseira de cada tira de teste existe uma
banda magnética que contém todos os dados referentes ao teste e as especificacdes do lote,

para gue nao seja necessario haver qualquer calibracao por parte do utilizador [30].

Os resultados obtidos para os diferentes parametros analisados sdo apresentados de

forma clara num monitor de cristal liquido (LCD), podendo ser impressos através da impressora
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integrada. Os dados dos pacientes podem ser, ainda, armazenados de forma rapida e eficiente,
pois o Reflotron Plus possui a capacidade de armazenar 60 resultados com informacao
adicional. Devido & sua interface de dados, pode estabelecer-se uma ligacdo a um computador
externo, o que permite um posterior processamento dos dados dos doentes, assim como a troca

de dados [30].

O Reflotron Plus estd concebido para ser facil de manusear e necessitar de pouca
manutencao, nao havendo necessidade de preparar os reagentes e/ou calibrar o sistema.

Devido as suas pequenas dimensdes (aproximadamente 300 x 350 x 210 mm), ele ocupa muito

= S

pouco espaco [30].

Figura 2.11 - Reflotron Plus [30].

2.4.3 Triage MeterPro

O Triage MeterPro (Figura 2.2 (b)) ¢ um dispositivo portatil que permite a determinacao
de diversos marcadores cardiacos, renais e toxicoldgicos num laboratério ou préximo do doente.
Encontram-se disponiveis 20 imunoensaios que permitem obter resultados entre 15 e 20
minutos, utilizando sangue total, plasma ou urina [31]. O método otico utilizado ¢ a
fluorescéncia, sendo utilizado um laser como fonte de luz e um fotodiodo de silicio como detetor.
A luz proveniente do laser atinge a tira de teste ja com a amostra que foi inserida no dispositivo,
provocando a fluorescéncia do corante existente na tira. Dependendo da quantidade de energia
libertada no processo de fluorescéncia é feita a determinacdo quantitativa do parametro em

analise [32].

Os resultados obtidos para as diferentes analises sdo mostrados e impressos sobre a

forma de niimeros faceis de interpretar, sendo destacados os valores que se encontram fora do
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normal. Os resultados qualitativos sdo apresentados sobre a forma de positivo ou negativo, de
forma a eliminar a necessidade de interpretacdo de linhas. E um dispositivo leve (0,7 Kg) e de

pequenas dimensdes (225 x 190 x 70 mm), o que o trona facil de manusear [32].

2.5 Potenciais vantagens e desvantagens da utilizacao de
dispositivos POCT

A determinacdo das vantagens e desvantagens da utilizacdo dos dispositivos POCT néo
constitui um processo simples, pois encontra-se envolvida uma grande quantidade de fatores tais
como o custo, controlo de qualidade, limitacées do pessoal, questdes regulamentares, entre
outros. Apesar desse problema, numerosos estudos tém analisado e produzido resultados que
sugerem uma série de vantagens e desvantagem para a utilizacao desses dispositivos. A reducao
do tempo de resposta é claramente observada, encontrando-se tal vantagem devidamente
documentada [33]. Outra vantagem, consequente da anterior, consiste no aumento da tomada
de decisdes médicas /n-foco, uma vez que a analise pode ser realizada diretamente junto do
doente. Uma desvantagem observada com a utilizacdo dos dispositivos POCT fora do ambiente
laboratorial/clinico consiste no facto dos testes serem geralmente efetuados por individuos,
externos ao laboratério, que nao possuem o tipo de treino necessario para assegurar o controlo
de qualidade apropriado, resolver os problemas ocorridos com o analisador e documentar os

resultados de forma correta [34].

Dependendo do formato do dispositivo de andlise e das despesas associadas a cada
teste, pode existir uma diminuicdo significante nos gastos associados ao uso de dispositivos
POCT. Outra vantagem é a possibilidade da realizacdo de analises em tempo real, sem
necessidade de esperar minutos ou horas pelos resultados dos testes. A amostra recolhida nao
necessita de ser transportada nem armazenada, o que permite reduzir os erros pré-analiticos e
contribuir para a garantia de qualidade. Note-se que este tipo de erros é normalmente
consequéncia da deterioracdo da amostra de sangue devido do longo tempo que esta
permanece dentro do tubo de recolha. A maioria dos clinicos esta ciente da existéncia de erros
pré-analiticos na forma de hipoglicemia artefactual em amostras de sangue que nao foram
processadas em tempo util [34]. Outra vantagem médica da utilizacdo dos dispositivos POCT ¢ a

diminuicdo da perda sanguinea iatrogénica (perda de sangue devido a erro médico), levando
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assim a conservacdo do sangue. A questdo da conservacdo do sangue nao é trivial, pois a
transfusdo continua de sangue devido a doenca constitui um grande problema clinico. Varios
investigadores acreditam que a conservacdo sanguinea nos cuidados intensivos é especialmente
importante, uma vez que os doentes que se encontram nessa unidade necessitam
frequentemente de multiplas transfusdes de sangue. O uso de analisadores microquimicos para

limitar a perda de sangue, acoplados a outras estratégias de conservacdo sanguinea tais como a

eritropoietina e algoritmos de transfusdo, podem ajudar a limitar a necessidade de transfusdes

sanguineas em individuos doentes [34].

A tabela 2.3 apresenta um resumo das principais vantagens e desvantagens da

utilizacdo dos dispositivos POCT, de forma a facilitar uma rapida observacéo.

Tabela 2.3 - Principais vantagens e desvantagens da utilizacao dos dispositivos POCT [34].

Vantagens

Desvantagens

Diminuicdo do tempo de resposta terapéutico
Disponibilidade rapida de informacao

Aumento da tomada de decisao clinica

Aumento da monitorizacdo dos doentes em
tempo real

Diminuicdo dos erros pré-analiticos
Reducéo dos custos com o doente por episodio
Diminuicdo da perda de sangue iatrogénica
Diminuicao dos exames de sangue redundantes
Conveniéncia para os clinicos
Melhoria da interface clinico-doente
Instrumentacao personalizada
Conveniente quando um laboratorio é inacessivel
Atratividade para os doentes

Integracao com algoritmos de decisao

Duplicacao dos instrumentos e métodos

Questdes de controlo de qualidade e de
proficiéncia dos testes

Testes ndo autorizados

Performance analitica pobre

Problemas de treino e de competéncia

Falta de documentacao adequada

Erros na manipulacao das amostras

Menu de testes limitado

Diminuicdo da entrada de resultados na ficha do
doente

Erros pos-analiticos (e.g. erro na transcricdo dos
dados ou falha de comunicacao)

Necessidade de licenca (s) separada (s)
Falha no cumprimento dos regulamentos

Aumento dos custos
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Capitulo 3 — Conceitos teoricos sobre as doencas
analisadas e o método ético utilizado

Neste capitulo é feita uma breve descricdo sobre as duas doencas a analisar (DM e
Funcéo Renal) e sdo apresentados os principais métodos utilizados para o seu diagnostico. No
final do capitulo, descrevem-se alguns conceitos tedricos sobre o espectro eletromagnético, a
espectroscopia e a absorvéncia, de forma a fornecer as nocdes necessarias sobre o método

otico utilizado pelo dispositivo a implementar.

3.1 Diabetes Mellitus

Os Diabetes Mellitus podem definir-se como um disturbio metabdlico, resultante de uma
deficiéncia na secrecdo de insulina por parte do pancreas e/ou na acdo da insulina no
organismo, 0 que resulta em hiperglicemia com disturbios no metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas. E uma das doencas cronicas mais comuns e segundo a Organizacao
Mundial de Saude, a sua prevaléncia global em 2008 foi estimada em 10%, para uma populacédo
de adultos com idade superior a 25 anos [35]. Nas ultimas décadas tem-se verificado um
aumento drastico da incidéncia dos DM, predominantemente devido a mudanca do estilo de

vida, aumento da prevaléncia da obesidade e envelhecimento da populacao [36].

Clinicamente, os DM podem ser classificados como diabetes do tipo 1 e do tipo 2. Mais
de 80% dos casos de diabetes sdo DM do tipo 2 que afetam tipicamente individuos idosos, com
sobrepeso ou sedentarios e aqueles que tém uma fisiopatologia complexa, envolvendo
resisténcia a acdo da insulina no organismo ou secrecao inadequada de insulina por parte do
pancreas [37]. E importante referir, que recentemente tém-se verificado um crescente aumento
da prevaléncia dos diabetes tipo 2 na populacao jovem, principalmente devido ao aumento da
obesidade infantil. Tal facto tem atraido cada vez mais a atencao dos especialistas, uma vez que
¢ fortemente responsavel pelo aumento da prevaléncia dos DM [38]. Os DM do tipo 1 séo
caracterizados pela destruicao autoimune das células-} secretoras de insulina, localizadas nos

ilhéus de Langerhans, e pela tendéncia para cetoacidose mesmo em estado basal,
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compreendendo 5% a 10% de todos os diabetes. Com muito menor frequéncia, outras causas

especificas podem levar, também, ao aparecimento de diabetes [37].

Quando nado tratados adequadamente, os DM levam ao desenvolvimento de outras
complicacdes crénicas, que se dividem em dois grupos: (1) complicacées microvasculares
especificas dos diabetes como a retinopatia, nefropatia e neuropatia; (2) complicacdes
macrovasculares que incluem o infarto do miocardio, complicacdes cerebrovasculares,

hipertensao e doenca vascular periférica [36, 39].

O facto dos diabetes tipo 2 terem-se tornado rapidamente um problema de satde global
fez com que surgisse uma necessidade urgente de prevenir a progressao da doenca e das suas
complicacdes [40]. Embora ainda ndo haja uma cura definitiva para os diabetes, existem varios

tratamentos disponiveis que, quando seguidos de forma regular, permitem controlar a doenca.

3.2 Funcao Renal

O estudo da Funcdo Renal, em nefropatia, permite obter um conjunto de informacdes
sobre o funcionamento e o estado fisioldgico dos rins. A funcdo primaria dos rins ¢é a
manutencdo dos fluidos corporais e da composicéo eletrolitica corporal. O fluxo renal sanguineo
é elevado, cerca de 1,2 L/min, que corresponde a 22-25% do débito cardiaco. Este fluxo é
responsavel pela producdo de cerca de 180 L/dia de filtrado glomerular, sendo a maioria desse
volume reabsorvido através dos tubulos. Os processos de filtracdo glomerular, reabsorcao
tubular e secrecdo tubular definem a composicao final e o volume de urina excretada, garantindo
a manutencao do volume dos fluidos corporais e da quantidade de eletrdlitos existentes. Outra
funcdo desempenhada pelos rins ¢ a excrecdo através da urina de produtos residuais do
metabolismo, como o0 caso da ureia, creatinina, bilirrubina e acido urico e de drogas soluveis em
agua. Além disso, os rins sao ainda responsaveis por manter o equilibrio acido-base do

organismo, através da excrecdo urinaria dos ides H' e HCO; [41].

A analise da Funcéo Renal, associada aos DM apresenta uma elevada importancia, uma
vez que os diabetes sdo a principal causa da insuficiéncia renal, sendo a nefropatia diabética
considerada uma doenca renal cronica. Apos muitos anos de diabetes o sistema delicado de

filtracao existente nos rins comeca a ficar destruido, perdendo-se, numa fase inicial, as proteinas
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maiores do sangue, como a albumina, através da urina (Figura 3.1). Sendo tal facto mais
provavel de acontecer se a quantidade de acucar existente no sangue for mal controlada [40].
Sendo assim, a analise da quantidade da albumina presente na urina, torna-se um bom

marcador precoce da insuficiéncia renal, exigindo para tal, um método de detecao sensivel [42].

Figura 3.1 - Nefropatia diabética (Adaptado de [43]).

Seguidamente serdo apresentados os principais métodos utilizados para o estudo dos

DM e da Funcéo Renal.

3.3 Diagnostico dos Diabetes Mellitus

Durante décadas, o diagnostico dos diabetes baseou-se no critério da medicao do nivel
de glicose plasmatica, ou seja, a glicose plasmatica em jejum (GPJ) ou o valor medido ao fim de
2 horas no teste de tolerancia a 75 g ingeridas por via oral. Em 1997, o primeiro Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus reviu o critério de
diagnostico, utilizando a associacdo observada entre os niveis da GPJ e a presenca de
retinopatia como fator chave para identificar o threshold ideal para o nivel de glicose [44]. Essa
revisao permitiu assim obter um novo valor limite de 126 mg/dL para o exame da GPJ e
confirmar o valor limite de 200 mg/dL existente para o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG).

Ainda durante o mesmo ano e em 2003, The Expert Committee on the Diagnosis and

29




Capitulo 3

Classification of Diabetes Mellitus reconheceu a existéncia de um grupo intermédio de individuos,
onde 0s niveis de glicose ndo satisfazem os critérios para diabetes, mas sdo mais elevados que
0s niveis considerados normais [45]. Essas pessoas foram definidas como tendo glicemia de
jejum alterada (GJA) (niveis da GPJ entre 100 mg/dL e 125 mg/dL) ou tolerancia a glicose
alterada (TGA) (niveis de glicose no TOTG entre 140 mg/dL e 199 mg/dL). Individuos com GJA
e/ou TGA tém sido referidos como tendo pré-diabetes, indicando um risco relativamente elevado
para um desenvolvimento futuro de diabetes. Geralmente a GJA e a TGA estdo associadas a
obesidade (especialmente obesidade abdominal ou visceral), dislipidemia com elevados niveis de

triglicerideos e/ou baixos niveis de colesterol HDL e hipertensao [46].

Atualmente, os critérios estabelecidos para o diagndstico de diabetes (GPJ e TOTG)
continuam validos. No entanto, pacientes com hiperglicemia grave, como aqueles que
apresentam graves sintomas classicos de hiperglicemia ou crises de hiperglicemia podem ser
diagnosticados de forma continua através de um exame casual do nivel de glicose
plasmatica [46]. Na tabela 3.1 é possivel observar os diferentes valores de threshold e as

respetivas indicacoes existentes para os testes acima referidos.

Tabela 3.1 - Resumo dos valores threshold do nivel de glicose para os diferentes testes e respetivas
indicacdes [46, 47, 48].

Teste Nivel de Glicose Indicacao

Nivel de glicose em jejum

De 70 a 99 mg/dL (3,9 a 5,5 mmol/L) normal

Glicose plasmatica em Nivel de glicose alterado

De 100 a 125 mg/dL (5,6 a 6,9 mmol/L)

jejum (GPJ) (Pré-Diabetes)
2126 mg/dL (7.0 mmol/L) Diabetes
< 140 mg/dL (7,8 mmol/L) Nivel de tolerancia a glicose
normal
Teste oral de tolerancia Nivel de tolerancia a glicose

De 140 a 199 mg/dL (7,8 a 11,0 mmol/L)

a glicose (TOTG) alterado (Pré-Diabetes)

=200 mg/dL (11,1 mmol/I) Diabetes

Glicose plasmatica

o =200 mg/dL (11,1 mmol/I) Diabetes
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Uma das principais complicacoes provocadas pelos DM é o aparecimento de pequenas,
mas anormais, quantidades de albumina na urina (= 30 mg/24h ou = 20ug/min), designada
por microalbuminuria e que traduz um dos primeiros sinais de insuficiéncia renal. Individuos que
apresentam estes niveis de albumina na urina sdo referidos como portadores de nefropatia
incipiente. Sem intervencdes especificas, aproximadamente 80% dos pacientes com diabetes do
tipo 1 que exibem indicios de microalbuminuria apresentam um aumento na excrecao de
albumina urinaria a uma taxa de aproximadamente 10-20% por ano. Tal aumento € responsavel
pela evolucdo dos doentes para um estado de nefropatia evidente ou albuminuria clinica, num

periodo de 10 a 15 anos [42].

As diferentes técnicas de detecdo da quantidade de albumina presente na urina, bem
como a sua reprodutibilidade influenciam a sua quantificacdo. A determinacdo classica é
efetuada utilizando colheitas de urina de 24 horas mas a existéncia de multiplos fatores de erro,
dos quais 0 mais frequente é a incompleta colecdo de urina, levou a procura de alternativas mais
fidedignas [49]. Sendo assim, mais recentemente, passou a utilizar-se amostras pontuais de
urina para determinar a razdo Albumina/Creatinina (RAC), definindo-se que a microalbuminuria
estd presente quando o valor de RAC da amostra de urina se encontra entre
30-299 mg albumina/g creatinina  urinaria. Se o valor de RAC for superior a
300 mg albumina/ g creatinina urinaria significa que o paciente possui doenca renal
crénica [42, 49]. Este novo sistema de analise tem sido equiparado a taxa de excrecdo de
albumina determinada a partir de uma amostra de urina de 24 horas, sendo mais facil de
realizar e apresentando uma menor quantidade de erros associados [49]. Outra técnica
existente, mas ndo tao frequentemente utilizada, é a timed collection, na qual é determinada a
guantidade de albumina existente por minuto através de uma amostra de urina recolhida

durante algumas horas (e.g. amostra de 12 horas diurnas) [42].

Na tabela 3.2 é possivel observar um resumo dos valores threshold dos diferentes
estagios da presenca de albumina na urina, para os trés métodos de triagem referidos

anteriormente.
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Tabela 3.2 - Valores limite das anormalidades na excrecdo de albumina na urina [48, 42, 50].

Amostra pontual de  Amostra de urina de

Categoria urina 24 horas Tim::g:/:::zt):tion
(mg/ g creatinina) (mg/24 h)
Normal <30 <30 <20
Microalbuminuria 30-299 30-299 20-199
Albuminuria clinica =300 =300 =200

Em pacientes com diabetes tipo 1 ou tipo 2, a presenca de albumina na urina, além de
ser uma das primeiras manifestacdes de nefropatia, constitui um marcador do grande aumento
da morbidez e mortalidade cardiovascular. Assim, a existéncia de microalbuminuria ¢ uma
indicacao para a triagem de uma doenca cardiovascular e para uma intervencao agressiva de
forma a reduzir todos os fatores de risco cardiovascular (e.g. reducao do colesterol LDL, terapia

anti-hipertensiva, parar de fumar, inicio da pratica de exercicio, etc.) [42].

Um outro marcador que, em conjunto com a microalbuminuria, permite avaliar o estado
de evolucao dos DM, é a concentracdo de creatinina existente na urina, uma vez que 0s seus
niveis refletem o estado da funcao renal e muscular. A creatinina é produzida naturalmente pelo
organismo e filtrada pelos rins a partir da corrente sanguinea em quantidades relativamente
constantes todos os dias [51, 52]. Sendo assim, a existéncia de falha renal leva a que os valores
de creatinina urinaria, numa amostra pontual de urina, se encontrem fora dos seguintes
intervalos considerados normais: 40-300 mg/dL nos homens e 37-250 mg/dL nas
mulheres [53]. E importante referir que a monitorizacdo da creatinina urinaria € um método
eficiente na determinacdo do estagio inicial da doenca renal crénica [54]. A monitorizacdo da
concentracdo de creatinina urinaria e da presenca de microalbuminuria permite entdo avaliar o

estado de evolucao dos Diabetes Mellitus.

Tal como referido anteriormente, os DM sdo uma doenca crdénica que se encontra
associada a diversas complicacdes. Complicacdes metabdlicas agudas, como a cetoacidose,
podem ser diferenciadas de complicacdes cronicas promovidas pelo fraco controlo diabético e
pela elevada incidéncia de episodios hiperglicémicos. Um défice absoluto ou relativo de insulina
pode resultar em cetose que na auséncia de tratamento pode evoluir para uma cetoacidose,

condicdo patologica grave e por vezes fatal [55].
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A Cetoacidose Diabética (CAD) ocorre predominantemente em individuos com diabetes
tipo 1, mas também pode ocorrer em individuos com diabetes tipo 2, sob determinadas
circunstancias. A falta de insulina faz com que o organismo ndo consiga utilizar a glicose como
fonte de energia. Como resposta, o organismo inicia o metabolismo de proteinas e de lipidos
para obter energia, formando-se como resultado os corpos cetonicos, que sado acidos fracos.
Quando a formacao dos corpos cetonicos € intensa, o sangue tende a ficar mais acido do que o
normal, dando origem a uma cetoacidose diabética. Nos adultos, a grande maioria dos doentes
tratados por cetoacidose sdo aqueles nos quais os diabetes ja foram diagnosticados. Apenas
10% dos doentes com cetoacidose correspondem a casos que levaram ao diagnéstico dos
diabetes. Ja em criancas isso ndo acontece, uma vez que a cetoacidose corresponde ao motivo

mais frequente para a detecdo da existéncia de diabetes [55].

Os dois corpos cetonicos mais produzidos pelo organismo sdo o acido acetoacético e o
acido B-hidroxibutirato, sendo este ultimo utilizado como fonte de energia quando ha auséncia de
insulina no organismo. Sendo assim, a monitorizacao do B-hidroxibutirato pode ser utilizada para
0 diagnostico da cetoacidose diabética. Nao é possivel interpretar a quantidade de corpos
cetonicos existentes no sangue, sem compara-la com os niveis de glicose e os resultados obtidos
para a quantidade de corpos cetdnicos e de glicose, existentes no sangue ao longo do tempo. A
interpretacdo do contexto clinico também é essencial, particularmente em criancas (e.g. jejum

perlongado, a existéncia de uma doenca concomitante) [55].

Por consenso, uma quantidade de corpos cetdnicos presentes no sangue superior a
0,5 mmol/L é considerada anormal. Este valor constitui um valor de threshold no que diz
respeito ao risco de descompensacdo. Consequentemente, individuos hiperglicémicos tratados
com insulina (quantidade de glicose presente no sangue > 250 mg/dL) e cuja quantidade de
corpos cetonicos detetada é superior a 0,5 mmol/L, necessitam de um aumento da

monitorizacdo com repeticdo das medicdes efetuadas, ou mesmo de terapia avancada [55].

Nas populacdes de risco especifico para cetoacidose diabética, este threshold pode ter
um valor inferior. Portanto, individuos tratados com insulina podem beneficiar do inicio da
intervencao para um nivel sanguineo de corpos cetdnicos superior a 0,3 mmol/L, em particular,
se este valor corresponder a uma determinacdo pos-prandial. Nas mulheres gravidas, os niveis
de corpos cetonicos sdo interpretados dependendo do estagio da gravidez. Contudo, sao

necessarios estudos especificos para definir as condutas padronizadas para a intervencdo. Caso
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o nivel de corpos ceténicos medido se encontre entre 0,5 mmol/L e 3,0 mmol/L, séo
administradas medidas corretivas baseadas em injecoes subcutaneas de insulina de acao rapida
ou de um analogo da mesma, de acordo com os protocolos estabelecidos e com a iniciacdo de
monitorizacdo, efetuada hora a hora até a resolucdo do episodio. No entanto, em certos
contextos clinicos pode justificar-se monitorizacdo hospitalar, principalmente se a causa da
descompensacdo persistir ou se esta ndo puder ser clarificada imediatamente

(Tabelas 3.3 e 3.4) [55].

Para um nivel de corpos cetdnicos no sangue superior a 3,0 mmol/L, mesmo se a
hiperglicemia for moderada, a cetoacidose é confirmada e deve ser iniciada uma gestdo de
emergéncia apropriada. Um episodio de cetose so é considerado resolvido quando o nivel de
corpos cetdnicos existente no sangue voltar a ser inferior ao valor de threshold para intervencao,
ou seja, um nivel de corpos cetonicos inferior a 0,5 mmol/L ou inferior a 0,3 mmol/L para

individuos diabéticos que utilizem bomba de insulina [55].

Tabela 3.3 - Algoritmo de decisdo baseado no nivel de corpos ceténicos existente no sangue de individuos
diabéticos que utilizam bomba de insulina [55].

Glicose no sangue Corpos cetdnicos no sangue Recomendacao

Verificacdo do equipamento

utilizado para efetuar a analise;

Repeticdo da medicao dos niveis
>250 mg/dL >0,3 mmol/L e <0,5 mmol/L de glicose e corpos cetonicos
existentes no sangue 1 hora

depois a se necessario a cada

hora.
>250 mg/dL >0,5 mmol/L e <3,0 mmol/L  Intervencao terapéutica corretiva.
>250 mg/dL >3,0 mmol/L Emergéncia médica.
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Tabela 3.4 - Algoritmo de decisdo baseado no nivel de corpos cetdnicos existente no sangue de individuos
adultos/criancas diabéticos tratados com insulina, exceto pacientes com bomba de insulina [55].

Glicose no sangue Corpos cetdénicos no sangue Recomendacao

Intervencao terapéutica corretiva;
Repeticdo da medicao dos niveis

de glicose e corpos cetdnicos

20 )l 0B YL © <0 mmelL existentes no sangue 1 hora
depois e se necessario a cada
hora.
>250 mg/dL > 3,0 mmol/L Emergéncia médica.

Geralmente os doentes hospitalizados com cetoacidose diabética aguda apresentam
niveis de potassio no sangue normais ou ligeiramente elevados (hipercaliemia), devendo-se estes
ultimos a saida do potassio do interior das células para o meio extracelular devido a saida da
agua do interior das células por hiperglicemia ou devido a acidose metabdlica. Por outro lado, a
utilizacao de insulina como terapia de correcdo para um episédio de acidose provoca a entrada
de potassio para o espaco intracelular, verificando-se uma rapida diminuicdo do nivel de potassio

sanguineo e uma forte tendéncia para a ocorréncia de um episodio de hipocaliemia [56, 57].

A gama normal de valores para a concentracado do potassio sanguineo & de 3,5 a
5,0 mmol/L (3,5 a 5,0 mEg/L) [56, 58]. Sendo considerada a existéncia de hipocaliemia para
valores de concentracao de potassio no sangue inferiores a 3,5 mmol/L e de hipercaliemia para

valores superiores a 5,0 mmol/L [57].

De forma a evitar situacdes de hipocaliemia em pacientes com cetoacidose diabética, a
reposicao de potassio no organismo deve ser iniciada apds os niveis séricos de potassio serem
inferiores a 5,5 mmol/L (5,5 mEq/L) e a administracdo de insulina deve ser adiada até a
concentracdo de potassio ser restabelecida para um valor superior a 3,3 mmol/L

(3,3 mEq/L) [57].

Doentes com DM de longa data podem também desenvolver acidose tubular renal
tipo IV, o que pode dar origem a problemas de hipercaliemia, pois verifica-se a acumulacao de

acido no corpo devido a incapacidade dos rins em acidificar a urina de forma apropriada [56].
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3.4 Diagneostico da Insuficiéncia Renal

Em termos de progressdo da doenca, a insuficiéncia renal pode ser classificada em
insuficiéncia renal aguda ou insuficiéncia renal crénica. A insuficiéncia renal aguda é definida
pela perda rapida da funcao renal, anteriormente normal, num periodo de horas até semanas,
sendo que na maioria dos casos, 0os danos provocados sao reversiveis quando resolvidas as
causas subjacentes. Das muitas causas possiveis, a diminuicdo da perfusdo renal e a presenca
de agentes nefrotdxicos sdo as mais comuns. O principal marcador utilizado para avaliar a
insuficiéncia renal aguda é a taxa de filtracdo glomerular estimada (eTFG), uma vez que a
presenca desta doenca é responsavel por uma queda transitdéria e assintomatica da
TFG [59, 60]. Em contraste, a insuficiéncia renal crénica é definida pela diminuicao lenta e
progressiva da funcao renal, num periodo de meses ou anos, sendo na maioria dos casos 0s
danos causados irreversiveis [60]. Os dois principais marcadores utilizados para avaliar a
insuficiéncia renal cronica sdo a quantidade de albumina existente na urina e a taxa de filtracao

glomerular estimada (eTFG) [61, 62].

Tal como referido e explicado na seccdo 3.3, existem diferentes técnicas para a
determinacdo da quantidade de albumina existente na urina, sendo o calculo da RAC a mais

fidedigna e utilizada atualmente.

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) pode ser estimada a partir da depuracdo de
creatinina ou através da estimativa da depuracao de creatinina, baseada nos niveis da creatinina
sérica. No entanto, a medicdo da depuracdo de creatinina com marcadores exdgenos é
complexa, dispendiosa e dificil de realizar na pratica clinica de rotina [61]. Além disso, estudos
cientificos tém revelado um erro de medicdo de 5% a 20% [63, 64, 65], sendo essa variacao

mais acentuada para valores mais elevados da TFG [63].

Como alternativa ao método anteriormente descrito foram desenvolvidas uma série de
expressdes para estimar o valor da TFG. Essas equacdes incluem, para além da creatinina
sérica, diversas variaveis como a idade, sexo, raca e volume corporal [61, 62], 0 que obvia os
erros associados a utilizacdo de apenas o valor de creatinina sérica para estimar a TFG. E
importante referir que os niveis de creatinina sérica sao fortemente dependentes de uma série
de fatores como a idade, sexo, raca, massa muscular, dieta alimentar e o uso de determinados

medicamentos [66]. Apos alguma pesquisa sobre as diferentes expressdes existentes, optou-se
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por escolher a expressao Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) devido a esta ter sido

extensivamente estudada e amplamente aplicada [62, 63, 67, 68].

O estudo da equacdo MDRD foi desenvolvido em 1999 recorrendo a dados de 1628
individuos com doenca renal cronica. A equacdo estima a taxa de filtracdo glomerular ajustada a

area da superficie do corpo e é representada pela equacao 3.1 [62].
TFG = 186 x (S.,) " V*>* x (idade) 2% x multiplicador  (3.1)

Onde a concentracao da creatinina sérica (S.,-) é expressa em mg/dL, a idade em anos
e 0 multiplicador pode tomar o valor de 0,742 caso o doente seja uma mulher de raca nao
negra, 1,212 caso o doente seja um individuo de raca negra ou 1,0 para os restantes individuos.
Em 2005 a equacdo foi reescrita, de forma a poderem-se utilizar testes de creatinina sérica
padronizados que produzem valores com um erro 5% mais baixo [61]. A nova equacao obtida foi

a seguinte:
TFG = 175 x (S.,) " V*>* x (idade) 2% x multiplicador  (3.2)

Onde a concentracao da creatinina sérica (S.,-) é expressa em mg/dL, a idade em anos
e o multiplicador pode tomar o valor de 0,742 caso o doente seja uma mulher de raca nao
negra, 1,212 caso o doente seja um individuo de raca negra ou 1,0 para os restantes individuos.

O valor obtido para a taxa de filtracdo glomerular é expresso em ml/min/1,73 mz [61].

A expressdo MDRD foi aplicada a um elevado nimero de populacdes, incluindo negros,
brancos e asiaticos com doenca renal nao diabética, individuos com diabetes e doenca renal,
individuos com diabetes e sem doenca renal, destinatarios a transplante renal e potenciais
dadores de rins. A sua aplicacao apresentou resultados razoavelmente precisos em doentes nao
hospitalizados com conhecimento de possuirem doenca renal cronica. No entanto, a expressao
MDRD foi relatada em alguns estudos como tendo menor precisdo em populacdes sem doenca
renal cronica, tais como doentes jovens com diabetes tipo 1 e sem presenca de

microalbuminuria [61].

Os valores normais da taxa de filtracdo glomerular, relacionados com a idade, sexo e
dimensao corporal sao aproximadamente 130 ml/min/1,73 m? nos homens jovens e
120 ml/min/1,73 m? nas mulheres jovens, verificando-se a partir dos 40 anos de idade um

decaimento progressivo da TFG com o aumento da idade. A reducdo da TFG, para um valor
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inferior a 60 ml/min/1,73 mz, é definida como um indicador precoce da presenca de doenca
renal cronica. A gravidade da doenca renal cronica pode ser caracterizada através dos seis

estagios apresentados na tabela 3.5 [61].

Tabela 3.5 - Estagios da doenca renal cronica e respetivos valores da TFG [48, 61].

Estagio da doenca
renal crénica

Valor da taxa de filtracao

Descrigdo glomerular ml/min/1,73 m?

Funcionamento normal do rim (Auséncia

0 de microalbuminuria) >90
1 Dano renal e TFG normal ou aumentada >90
2 Dano renal e TFG ligeiramente diminuida 60-89
3 TFG com diminuicdo moderada 30-59
4 TFG com diminuicdo severa 15-29
5 Falha renal <15

A creatinina é produzida naturalmente pelo organismo e filtrada pelos rins a partir da
corrente sanguinea em quantidades relativamente constantes diariamente [51]. Sendo assim, a
existéncia de falha renal leva a que haja um aumento dos niveis de creatinina existentes no
sangue, sendo a sua concentracdo considerada anormal para valores acima de 1,2 mg/dL em
mulheres e 1,4 mg/dL nos homens [54]. E importante referir que a definicdo destes valores
threshold é também influenciada pela idade do doente. O facto de s6 se verificar um aumento
dos niveis de creatinina sérica quando ocorre dano nos nefrénios (estrutura microscopica dos
rins capaz de eliminar os residuos resultantes do metabolismo sanguineo) faz com que este
marcador por si s6 nao seja adequado para a detecao da doenca renal crénica no seu estagio

inicial [54].

Na pratica clinica, existem dois niveis de decisdo significativa: (1) concentracdes de
creatinina sérica superiores aos valores acima referidos que indicam a necessidade da realizacao
de um enquadramento clinico do estado do doente, de modo a saber se as alteracdes sao
agudas ou cronicas, e a necessidade da realizacdo de outros exames complementares;
(2) concentracdes de creatinina sérica superiores a 6,0 mg/dL sdo quase invariavelmente

associadas a insuficiéncia renal grave. E ainda importante referir que mais relevante que o valor
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absoluto determinado é o aumento da concentracéo de creatinina observado em relacao ao

basal do individuo [52, 69].

3.5 Biomoléculas selecionadas para o diagnostico dos DM e
da Funcao Renal

Depois de recolhida a informacédo sobre os DM e a Funcdo Renal e sobre quais os
principais métodos utilizados para o seu diagndstico, procedeu-se a planificacdo do algoritmo de
decisdo a implementar no dispositivo (algoritmo esse, apresentado e explicado posteriormente
na seccao 5.3). A construcdo desse algoritmo contou com o auxilio de dois médicos (Dr. Carlos
Capela e Dr. José Mariz), responsaveis por fornecer as informacdes necessarias sobre quais as
biomoléculas que devem ser analisadas pelo dispositivo e qual a ordem em que estas devem ser
analisadas, de forma a garantir um diagnostico fiavel e preciso dos DM e da Funcao Renal. Na
tabela 3.6 é apresentado um resumo das biomoléculas, ja mencionadas anteriormente neste

capitulo, que serao analisadas pelo dispositivo.

Tabela 3.6 - Resumo das biomoléculas que serdo analisadas para efetuar o diagndstico dos DM e da Funcao
Renal.

Biomolécula Local Doenca
Glicose Soro
Creatinina Urina
Albumina Urina Diabetes Mellitus
Beta-Hidroxibutirato Soro
Potassio Soro
Creatinina Soro Funcao Renal
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3.6 Espectro eletromagnético e espectroscopia

A radiacdo eletromagnética é uma forma de energia que pode ser descrita por uma onda
caracterizada através de um comprimento de onda, uma frequéncia, uma velocidade e uma
amplitude. Em contraste com as ondas sonoras, a radiacao eletromagnética ndo necessita de
um meio de suporte para se propagar, conseguindo deslocar-se com facilidade através do vazio.
Esta forma de energia pode ser medida através do seu espectro eletromagnético que cobre uma
enorme gama de energias e os respetivos comprimentos de onda. Normalmente, a radiacao
eletromagnética é classificada, conforme o seu comprimento de onda, em Raios Gama, Raios-X,
Ultravioleta, Visivel, Infravermelho, Micro-ondas e ondas Radio (RF), tal como se pode observar

na figura 3.2 [70].

. . e sz . Raios-X Raios G
Comprimento de Ondas Radio Micro-ondas Infravermelho Visivel Ultravioleta aios aios Gama

1 1 1 ] 1 1 1
onda ] ] ) ) ]

T T
(metros) 103 102 10°5 106 108 10°10 10112

O\ VVWWIW

Frequéncia
B R
104 108 1012 I 1015 1016 1018 1020

Visivel

Figura 3.2 - Espectro eletromagnético (Adaptado de [71]).

As medicdes baseadas na luz e noutras formas de radiacdo eletromagnética séo
extremamente utilizadas em analises quimicas, sendo o estudo da interacao entre a radiacao
eletromagnética e a matéria designado por espectroscopia. Os diversos métodos utilizados na
espectroscopia analitica sdao baseados na medicdo da quantidade de radiacdo produzida ou
absorvida pelas espécies moleculares que estdo a ser estudadas. Esses métodos podem ser
classificados de acordo com a regido do espectro eletromagnético envolvida no processo de

medicao [70].
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A detecdo da absorvéncia na regiao Ultravioleta/Visivel € o método de espetroscopia
mais utilizado em biologia, engenharia, quimica analitica, entre outros [70]. Nesta técnica €
efetuada a medicdo da quantidade de luz absorvida pela solucdo em funcdo do comprimento de
onda, utilizando um espectrofotometro. O espectro resultante revela picos de absorcdo que

podem fornecer informacdo quantitativa e qualitativa da solucédo analisada [26].

Em espectroscopia, a lei da absorcdo também conhecida como lei de Beer-Lambert ou
apenas lei de Beer's é definida como uma relacdo empirica entre a quantidade de luz absorvida
e a quantidade de moléculas existentes na amostra que é atravessada pelo feixe de luz. Esta lei
mostra que a absorvéncia (A) é proporcional a concentracdo (C) das moléculas existentes na
amostra que absorvem a luz num dado comprimento de onda, de acordo com a

equacao 3.3 [72, 73].
A= €lC (3.3)

Onde A corresponde a absorvéncia, ¢ a absortividade molar (L.molt.cm?), / ao
comprimento do caminho otico atravessado pela luz (cm) e C a concentracdo do meio
absorvente (mol/L). A absortividade molar € uma propriedade intrinseca das espécies quimicas,
que apresenta um valor muito elevado para compostos com elevada absorcdo (¢ > 10.000) e

muito pequeno quando a absorcao ¢ fraca (¢ = 10-100) [72].

Para entender de forma correta a relacdo entre a quantidade de luz absorvida e a
concentracdo da amostra ¢ importante conhecer o conceito de transmitancia. A transmitancia (7)
¢ definida como a razao entre a quantidade de luz que atravessa a amostra (luz transmitida) e a
guantidade de luz que inicialmente incidiu sobre a amostra (luz incidente). O seu valor pode ser

obtido através da equacao 3.4 [73, 74].

T(%) = j—f X100  (3.4)
0

Onde /, e / correspondem as intensidades de luz incidente e transmitida, respetivamente
(Figura 3.3). A absorvéncia (4) encontra-se relacionada com a transmitancia (7) de uma forma

logaritmica (Equacéo 3.5) [72].

A=—log,, T = 10g10% (3.5)
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lo »# l
Solucao com uma P st
concentracao C .

Figura 3.3 - Absorcédo da luz numa cuvete associada a lei de Beer's (Adaptado de [72]).

Na figura 3.4 observa-se a escala linear da transmitancia e a escala logaritmica
correspondente da absorvéncia. Note-se que quando a absorvéncia de uma solucao aumenta, a

sua transmitancia diminui.

Transmitancia %

0 40 50 60 70 80 90 100

R
T T 7T T T T T T T 1 T 1 T

2015 10 08 07 06 0S5 04 03 02 0.1 0.05 0.00

Absorvéncia

Figura 3.4 - Escala da transmitancia e escala logaritmica correspondente da absorvéncia (Adaptado de [75]).
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Capitulo 4 - Selecao dos reagentes e validacao
dos protocolos

Neste capitulo sao apresentados os principais requisitos utilizados na selecao dos
reagentes necessarios para a determinacdo quantitativa das diferentes biomoléculas a analisar,
os resultados obtidos com os testes desses reagentes, utilizando um sistema otico equivalente a
um espectrofotémetro comercial, e a respetiva discussdo desses resultados para posterior

planeamento e fabrico do dispositivo POCT.

4.1 Selecao dos reagentes

Depois de definidas as biomoléculas a analisar (tabela 3.6), procedeu-se a selecdo dos
reagentes necessarios para efetuar a sua determinacdo quantitativa. A selecdo dos reagentes
mais apropriados para a determinacédo das biomoléculas envolveu uma série de requisitos: (1) a
gama de valores a determinar para cada biomolécula e o local onde esta se encontra (sangue ou
urina), pois pretende-se que a determinacéo quantitativa de cada biomolécula seja feita da forma
mais direta possivel e sem haver necessidade de diluir a amostra recolhida; (2) o comprimento
de onda de detecdo de cada biomolécula, uma vez que é fundamental que este se encontre na
gama visivel do espectro eletromagnético, para permitir que toda a eletrénica envolvida seja
bastante mais simples de implementar e ao mesmo tempo mais econoémica; (3) o tempo que a
reacdo demora a ocorrer, pois pretende-se que este seja o0 menor possivel, de forma a permitir
um sistema de andlises bastante rapido. Para além dos requisitos acima referidos foram
selecionados reagentes com reacdes endpoint e preferencialmente lineares, uma vez que se
pretende que a determinacdo quantitativa da biomolécula presente na amostra seja feita através
de um método de comparacdo com uma concentracdo conhecida dessa biomolécula (método
esse explicado posteriormente na seccdo 5.4). Uma reacdo endpoint € um tipo de reacdo que
apresenta um ponto de conclusdo caracterizado pela ocorréncia de uma alteracao fisica da

solucao, como por exemplo a alteracao da cor da mesma [/76].

Para o caso da Glicose, Beta-Hidroxibutirato e Potassio foram encontrados,

comercialmente disponiveis, reagentes que satisfazem todos os requisitos acima referidos. No
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caso da Albumina, de forma a selecionar um reagente adequado para os valores normais da sua
concentracdo presente na urina, nao se encontrou comercialmente disponivel, um reagente que
apresentasse uma reacao linear. Sendo assim, teve-se o cuidado de selecionar um reagente que
apresentasse um comportamento constante e representavel através de uma funcao, de forma a
esta poder ser introduzida no dispositivo para posterior utilizacdo nos calculos da concentracao
de biomolécula presente na amostra analisada. Para o caso da Creatinina é necessario efetuar a
sua medicao no soro e na urina e os valores de concentracdo esperados sdo bastante diferentes
nos dois locais (tal como referido no capitulo 3). Deste modo, foram selecionados dois reagentes
com sensibilidades diferentes, de modo a que a determinacdo quantitativa da Creatinina em
ambos 0s casos seja feita com a maior sensibilidade possivel e sem a necessidade de varias
diluicdes da amostra recolhida. Os dois reagentes selecionados satisfazem todos os requisitos

referidos.

No Anexo | encontram-se os diversos protocolos dos reagentes utilizados. Para a
realizacéo dos testes oticos apresentados na seccao 4.2 e posteriormente com os componentes
a incorporar no dispositivo final, utilizou-se o procedimento em cuvete descrito no protocolo de
cada reagente. A utilizacdo deste procedimento é adequado, pois no primeiro caso o
equipamento utiliza as mesmas cuvetes que os espectrofotdémetros comercialmente disponiveis
e no segundo caso (dispositivo POCT a implementar) cada compartimento do disco de analise
produzido apresenta dimensdes semelhantes as cuvetes utilizadas nos espectrofotometros. Os
volumes de reagente e de amostra utilizados em cada analise deste procedimento sao diferentes
para cada biomolécula e encontram-se indicados nos respetivos protocolos dos reagentes.
Durante a realizacdo dos diversos testes experimentais foram respeitados esses volumes

indicados.

Antes da realizacdo dos testes procedeu-se a preparacdo dos reagentes (quando
necessario e indicado), seguindo as instrucdes contidas nos seus protocolos. Prepararam-se,
ainda, amostras com diferentes valores de concentracao, efetuando-se as diluicdes necessarias a
partir do standard (solucdo com uma concentracao conhecida dessa biomolécula) fornecido com
cada reagente. No caso do reagente utilizado para a determinacdo quantitativa da Creatinina na
urina foi utilizado como standard o nivel 2 do Lyphochek Quantitative Urine Control da BIORAD
(Anexo L.VIl), em vez do standard fornecido com o reagente, de forma a obter-se amostras com

valores de concentracdo semelhantes aos da Creatinina na urina.
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4.2 Validacao dos protocolos com o equipamento oético
existente no laboratério

Realizou-se uma série de testes experimentais com os diferentes reagentes selecionados
utilizando o sistema o6tico existente no laboratorio (Figura 4.1). Esse sistema otico é constituido
por uma fonte de luz (modelo: 66881 da Thermo Oriel), um monocromador (Cornerstone 1/8 m
da Newport), um picoamperimetro (modelo: 487 da Keithley), uma fibra 6tica (modelo: 77563
da Newport), uma montagem experimental e um sistema de aquisicdo de dados (software CEC
Testpoint). Por sua vez, a parte da montagem experimental (Figura 4.2) inclui a ponta da fibra
otica que transporta o feixe de luz proveniente do monocromador, o fotodiodo (S1336-5BQ da
Hamamatsu) e o suporte onde é colocada a cuvete com a amostra que se pretende analisar.
Este sistema quando corretamente montado e alinhado é equivalente aos espectrofotémetros

disponiveis comercialmente.

A realizacdo dos testes experimentais com esse sistema otico teve como objetivo
determinar para cada um dos reagentes selecionados qual o melhor comprimento de onda a ser
utilizado na determinacdo da concentracdo de cada biomolécula. Sendo assim, utilizaram-se
diferentes concentracdes de cada biomolécula, de forma a obter-se os espectros de absorvéncia
para cada uma dessas concentraces ao longo dos diversos comprimentos de onda dentro da
gama visivel do espectro eletromagnético (380 nm a 750 nm, tal como referido em [77]).
Através da andlise dos valores de absorvéncia obtidos é possivel identificar o comprimento de
onda para o qual se verifica a existéncia de maior sensibilidade de detecdo, ou seja, o
comprimento de onda onde existe uma maior diferenca entre os valores de absorvéncia lidos

para as diferentes concentracdes da biomolécula.

I Sistema
de
Picoamperimetro Aquisicao

de Dados

Montagem
Experimental

Figura 4.1 - Visao geral do sistema 6tico existente no laboratdrio.
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Cuvete
com a
amostra

Fotodiodo

Figura 4.2 - Componentes constituintes da montagem experimental.

4.2.1 Resultados obtidos

Seguidamente apresentam-se os resultados obtidos de absorcdo otica, para as seis
biomoléculas a analisar (ver tabela 3.6), com o sistema ético descrito anteriormente. Na seccao
seguinte farse-d uma discussdo desses resultados. Na realizacdo de todos os testes
experimentais foi tido em conta a gama de concentracées normal e anormal para cada
biomolécula. Cada concentracdo diferente foi testada cinco vezes, sendo, nos resultados,
apresentada uma média desses cinco testes. Os resultados encontram-se organizados por
biomolécula e na seguinte ordem: Glicose, Albumina, Beta-Hidroxibutirato, Potassio, Creatinina
no soro e Creatinina na urina, sendo apresentados dois graficos para cada uma delas. O
primeiro grafico apresenta os espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes
de amostra utilizada, ao longo da gama visivel do espectro eletromagnético e o segundo grafico
apresenta os valores discretos de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes no
comprimento de onda de detecao selecionado apos a analise do primeiro grafico. Este segundo

grafico corresponde a curva de calibracdo do método.
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Figura 4.3 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes de Glicose.
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Figura 4.4 - Valores discretos de absorvéncia em funcgéo das diferentes concentragdes de Glicose para o

comprimento de onda de 501 nm.
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Figura 4.5 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes de Albumina.
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Figura 4.6 - Valores discretos de absorvéncia em fungéo das diferentes concentragées de Albumina para o
comprimento de onda de 622 nm.
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Figura 4.7 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes de Beta-Hidroxibutirato.
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Figura 4.8 - Valores discretos de absorvéncia em funcéo das diferentes concentracdes de Beta-Hidroxibutirato para

o comprimento de onda de 501 nm.
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Figura 4.9 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentracdes de Potassio.
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Figura 4.11 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentragdes de Creatinina no soro.
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Creatinina na urina
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Figura 4.13 - Espectros de absorvéncia obtidos para as diferentes concentragdes de Creatinina na urina.
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Figura 4.14 - Valores discretos de absorvéncia em funcdo das diferentes concentracées de Creatinina na urina
para o comprimento de onda de 501 nm (a selecao deste comprimento de onda como sendo o ideal, encontra-se
explicada na seccao seguinte).
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4.2.2 Discussao de resultados

As curvas apresentadas nos graficos das figuras 4.3, 4.5, 4.7, 411 e 4.13,
correspondentes a analise da Glicose, Albumina, Beta-Hidroxibutirato, Creatinina no soro e
Creatinina na urina, respetivamente, estdo de acordo com as curvas caracteristicas de uma
reacao colorimétrica, ou seja, apresentam um pico a um determinado comprimento de onda
para o qual a reacao do reagente com a amostra exibe uma maior absorvéncia [/8]. No caso da
figura 4.9, correspondente a andlise do Potassio, o grafico obtido é diferente dos referidos
anteriormente, pois para este reagente ndo se verifica a ocorréncia de uma reacéo colorimétrica
mas apenas a formacdo de turbuléncia na solucdo. Essa turbuléncia varia conforme a
concentracado de biomolécula existente na amostra, ou seja, quanto maior for a concentracao de
Potassio presente na amostra, maior é a turbuléncia formada e maior é o valor de absorvéncia.
Sendo assim, as curvas obtidas ndo apresentam um pico para o comprimento de onda de
detecdo, sendo aproximadamente paralelas entre si e apresentando diferentes valores de

absorvéncia para diferentes valores de concentracao de Potassio presente em solucéo.

Analisando as curvas obtidas para as diferentes concentracdes de Glicose,
Beta-Hidroxibutirato e Creatinina no soro conclui-se que o melhor comprimento de onda para a
detecdo das diferentes concentracdes destas biomoléculas encontra-se na zona dos 500 nm. No
caso do Potassio, devido ao facto das curvas obtidas ndo apresentarem um pico, uma vez que a
reacdo ndo é colorimétrica, para além de se analisar a zona onde se verifica um maior
afastamento entre as curvas obtidas (zona de maior sensibilidade de detecdo) teve-se também
em consideracado quer o comprimento de onda de detecdo indicado no protocolo fornecido com
0 reagente, quer os picos de emissdo dos LED’s disponiveis comercialmente. Sendo assim,
escolheu-se os 501 nm como o comprimento de onda a ser utilizado na detecdo das quatro

biomoléculas referidas.

De forma a confirmar se o pico de emissdo a 501 nm (pico do LED que se pretende
utilizar e cujas especificacées serdo apresentadas posteriormente no capitulo 5) é adequado
para ser utilizado no dispositivo final, procedeu-se ao estudo da linearidade dos reagentes
escolhidos para essas biomoléculas e para esse comprimento de onda. Para esse estudo
selecionou-se os valores de absorvéncia a 501 nm para as diferentes concentracées de cada
uma das cinco biomoléculas. Esses valores foram obtidos a partir dos dados contidos nas curvas

dos graficos apresentados nas figuras 4.3, 4.7, 4.9 e 4.11. Através da analise das curvas de
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linearidade obtidas (Figuras 4.4, 4.8, 4.10 e 4.12) pode concluir-se que esse comprimento de
onda é adequado para a determinacdo quantitativa das diferentes concentracées de biomolécula
presente numa dada amostra, uma vez que os coeficientes de determinacdo (R?) sdo todos
superiores a 0,99. Sendo assim, os reagentes selecionados apresentam uma boa linearidade

nesse comprimento de onda.

Analisando as curvas obtidas para as diferentes concentracées de Creatinina na urina,
observa-se que o comprimento de onda para a maxima absorvéncia encontra-se entre os 480 e
490 nm (linha vermelha a tracejado no grafico da figura 4.13). Em virtude da nao existéncia de
LED's comercialmente disponiveis para essa gama e devido a largura do pico de detecao obtido
(cerca de 50 nm), escolheu-se o comprimento de onda de 501 nm como comprimento de onda
de detecdo. Esta selecao deveu-se principalmente ao facto de este valor corresponder ao pico de
emissao dos LED’s comercialmente disponiveis, mais préximo da gama pretendida e também
pelo facto de ele ja ser utilizado para a analise das quatro biomoléculas referidas anteriormente,
0 que pode simplificar o projeto do dispositivo final. Sendo assim, de forma a verificar se este
comprimento de onda pode ser utilizado no processo de detecdo, procedeu-se ao estudo da
linearidade do reagente a 501 nm. O método utilizado neste estudo foi 0 mesmo que foi utilizado
para as biomoléculas anteriores, sendo neste caso, os valores de absorvéncia para as diferentes
concentracdes de Creatinina na urina selecionados a partir dos dados contidos nas curvas do
grafico apresentado na figura 4.13. Analisando a curva de linearidade obtida (Figura 4.14) pode
concluir-se que o comprimento de onda de 501 nm pode ser utilizado na determinacao
quantitativa da Creatinina presente na urina e que o reagente apresenta uma boa linearidade
nesse comprimento de onda, pois o valor obtido para o coeficiente de determinacdo (R?) é

superior a 0,99.

No caso da Albumina, analisando as curvas obtidas para as suas diferentes
concentracdes, observa-se que o comprimento de onda para o qual se obtém o valor maximo de
absorvéncia encontra-se na zona dos 620 nm. Sendo assim, selecionou-se os valores de
absorvéncia obtidos a 622 nm para as diferentes concentracées de amostra utilizadas, de forma
a estudar-se o comportamento do reagente nesse comprimento de onda. A escolha do
comprimento de onda de 622 nm realizou-se, também, tendo em consideracéo a existéncia de
um LED comercialmente disponivel cujo pico de emissdo se encontra a 622 nm (as

especificacdes deste LED sdo também apresentadas no capitulo 5). Neste caso, ao contrario das
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biomoléculas anteriores nao se procedeu ao estudo da linearidade do reagente no comprimento
de onda de detecao selecionado, mas sim ao estudo do comportamento do reagente nesse
comprimento de onda, pois, tal como referido anteriormente, o reagente escolhido para a
determinacao quantitativa da Albumina presente na urina ndo apresenta um comportamento
linear. Analisando a curva obtida para o comportamento do reagente a 622 nm (Figura 4.6),
observa-se que 0 reagente apresenta um comportamento que é representado através de uma
funcdo racional exposta na figura. Esta funcdo racional foi obtida a partir da adaptacdo da
equacdo descrita no respetivo protocolo (Anexo LIII) aos valores de absorvéncia obtidos nos
testes experimentais realizados. Além disso, pode concluir-se que o comprimento de onda de
622 nm ¢ adequado para a determinacdo das diferentes concentracdées de Albumina presentes

na amostra, pois o valor do coeficiente de determinacdo (R?) é superior a 0,99.

Os resultados obtidos permitem concluir que, para as seis biomoléculas, os
comprimentos de onda obtidos experimentalmente como sendo os adequados para a
determinacao quantitativa das biomoléculas, estdo de acordo com os comprimentos de onda
referidos nos respetivos protocolos (Anexo 1). Esta informacdo encontra-se sumariada na
tabela 4.1. Para a Glicose, Albumina, Beta-hidroxibutirato e Potassio observa-se que o0s
comprimentos de onda obtidos sao praticamente iguais aos fornecidos nos respetivos protocolos.
No caso da Creatinina no soro, embora o comprimento de onda obtido seja ligeiramente
diferente do fornecido no protocolo, este encontra-se dentro da gama de comprimentos de onda
indicada. Por fim, para a Creatinina na urina obteve-se uma maior diferenca entre o
comprimento de onda obtido e o fornecido no protocolo devido ao facto de ter sido utilizado

outro standard que nao o fornecido pelo reagente, pelos motivos descritos na seccdo 4.1.
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Tabela 4.1 - Valores referidos nos protocolos e obtidos experimentalmente para os comprimentos de onda de
detecdo das diversas biomoléculas analisadas.

Comprimento de onda de detecao (nm)

Biomolécula Referido no protocolo Obtido experimentalmente
Glicose 500 (460-560) 501
Albumina 620 622
Beta-Hidroxibutirato 505 501
Potassio 500 501
Creatinina no soro 490 (490-510) 501
Creatinina na urina 520 501

Analisando as curvas de calibracdo obtidas, verifica-se que estas estdo de acordo com os
resultados esperados e descritos nos respetivos protocolos (Anexo 1). O comportamento linear e
os valores de R obtidos para os reagentes da Glicose, Beta-Hidroxibutirato, Potassio, Creatinina
no soro e Creatinina na urina permitem concluir que as escolhas dos comprimentos de onda de
detecao sao adequadas e que o método pode ser utilizado para o projeto do dispositivo. No caso
da Albumina esta conclusao é de igual modo valida, uma vez que obteve-se um comportamento
semelhante a uma funcdo racional, tal como referido no protocolo, e um valor de R: bastante

proximo do apresentado no respetivo protocolo (Anexo L.I11).
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Capitulo 5 — Projeto do dispositivo

Neste capitulo é exibida toda a planificacdo do dispositivo POCT implementado, sendo
apresentadas e explicadas as principais caracteristicas que levaram a selecdo dos diversos
componentes utilizados, os testes realizados com esses componentes, a metodologia

implementada para realizar uma analise e o algoritmo de decisao implementado no dispositivo.

5.1 Caraterizacao dos LED’s e dos fotodiodos

O projeto do dispositivo envolveu a selecdo das fontes de iluminacdo mais adequadas
para a analise de cada biomolécula e que simultaneamente cumprissem o0s requisitos
necessarios aos objetivos do dispositivo. Com os testes experimentais apresentados no
capitulo 4 obtiveram-se os comprimentos de onda mais adequados a analise das seis
biomoléculas: 501 nm e 622 nm. Selecionaram-se assim, dois LED’s que produzissem uma
eficiéncia maxima nesses comprimentos de onda. O LED cujo pico de emissdo é a 501 nm é um
dispositivo de montagem superficial (SMD), do fabricante Toshiba e tem a seguinte referéncia:
TLGTE1100B (T11). As diversas caracteristicas necessarias para a utilizacdo deste LED, tais
como a tensao/corrente de alimentacéo, comprimento de onda do pico de emissao, intensidade
luminosa, dimensdes do LED e angulo de visao, sdo fornecidas pelo seu datasheet [79]. O valor
do comprimento de onda do pico de emissao do LED foi confirmado experimentalmente, através
da analise do espectro de emissao de luz do LED (Figura 5.1) na gama dos 400 a 600 nm. Esse
espectro foi adquirido utilizando o sistema ético existente no laboratério, descrito na seccéo 4.2,

substituindo a fonte de luz do sistema pelo LED a analisar (Figura 5.2).
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Figura 5.1 - Valores da luminosidade relativa em funcdo do comprimento de onda para o LED TLGTE1100B (T11).
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Figura 5.2 - (a) Visao geral do sistema 6tico existente no laboratorio, com a fonte de luz do sistema substituida
pelo LED a analisar; (b) Visdo detalhada do LED a entrada do monocromador.
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Analisando os valores da luminosidade relativa apresentados no grafico da Figura 5.1,
conclui-se que o pico de emissao do LED encontra-se nos 501 nm e que a sua largura espetral é
de 36 nm. A largura espetral, em termos de variacao de comprimento de onda, corresponde ao
intervalo de pontos em que o valor de corrente obtido desce até metade do seu valor
maximo [80]. A realizacdo desta analise teve como objetivo confirmar se o valor do comprimento
de onda do pico de emissao do LED é o mesmo que o indicado no seu datasheet, uma vez que
esse valor constituiu um dos fatores fundamentais para a selecdo do LED a utilizar. Comparando
0 espectro de emissdo obtido com a informacdo contida no datasheet observa-se que o
comprimento de onda do pico de emissdo obtido (501 nm) é bastante préximo do indicado
(496 nm). Quanto ao valor obtido para a largura espetral (36 nm), este também se encontra
préximo do valor indicado no datasheet (30 nm). Estas ligeiras diferencas devem-se ao facto de
ser utilizado outro equipamento diferente do que foi utilizado para a obtencdo das curvas
apresentadas no datasheet, e no qual a sua calibracao relativamente aos comprimentos de onda
de referéncia pode encontrar-se ligeiramente desviada. Contudo, isto ndo afetara nem pde em
causa o projeto do dispositivo, uma vez que os valores sao bastante proximos e encontram-se

dentro da tolerancia do equipamento (< 0.5%).

O LED com o pico de emissdo a 622 nm ¢ um LED do tipo SMD, do fabricante Avago
Technologies e tem a seguinte referéncia: HSMV-A100-TO0J1. As caracteristicas necessarias
para a utilizacdo deste LED, referidas anteriormente, sdo também fornecidas pelo seu
datasheet [81]. Tal como para o LED anterior, o valor de 622 nm foi obtido através da analise do
espectro de emissdo de luz do LED (Figura 5.3) na gama dos 500 a 700 nm. Esse espectro de

emissao foi obtido pelo mesmo método utilizado para o LED anterior.

Analisando os valores da luminosidade relativa apresentados no grafico da figura 5.3,
conclui-se que o pico de emissao do LED encontra-se nos 622 nm e que a sua largura espetral é
de 23 nm. A realizacdo desta analise teve como objetivo confirmar se o valor do comprimento de
onda do pico de emissao do LED é o mesmo que o indicado no datasheet, pois tal como no caso
anterior, o conhecimento exato deste valor ¢ fundamental para o desenvolvimento do projeto.
Comparando o espectro de emissao obtido com a informacdo contida no datasheet observa-se
gue o valor do comprimento de onda de emissao obtido (622 nm) é praticamente o mesmo que
o indicado (623 nm). Nao é possivel fazer uma comparacdo do valor obtido para a largura

espetral, uma vez que o valor tedrico nao é fornecido pelo datasheet do LED.
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Figura 5.3 - Valores da luminosidade relativa em funcdo do comprimento de onda para o LED HSMV-A100-TO0J1.

De forma a efetuar a leitura da intensidade de luz que atravessa a amostra em andlise
selecionou-se um fotodiodo com os requisitos necessarios para ser utilizado no dispositivo a
implementar. O fotodiodo selecionado é um sensor 6tico luz-tensdo, que combina um fotodiodo e
um amplificador de transimpedancia num Unico circuito integrado. E um SMD da Texas
Advanced Optoelectronic Solutions (TAOS), com a referéncia: TSL250RD. A escolha deste
fotodiodo foi feita tendo em consideracdo uma série de caracteristicas necessarias para a
implementacdo do dispositivo final. Uma das caracteristicas mais importantes que foi
considerada foi a resposta espectral do fotodiodo entre os 400 e 700 nm, zona onde se
encontram os comprimentos de onda a analisar, que como se pode observar pela informacao
contida no seu datasheet [82] é aproximadamente linear e superior a 0,5 nessa zona. Outro
aspeto importante é o facto de a saida ser em tensdo, o que faz com que nao seja necessario
implementar a conversdo de corrente para tensdo. Sendo assim, a saida em tensdo é
diretamente proporcional a intensidade de luz que incide no fotodiodo e pode ser lida
diretamente através de um microcontrolador. Outras caracteristicas consideradas foram as
dimensdes, tensdo de alimentacao, limites da tensao de saida e a area ativa do fotodiodo, todas

indicadas no seu datasheet.
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5.2 Testes experimentais com os LED’s e o fotodiodo

Antes do fabrico do dispositivo foi necessario validar a utilizacdo dos LED’s e fotodiodo
selecionados na determinacéo quantitativa das seis biomoléculas a analisar, verificando-se se 0s
resultados obtidos com eles estdo de acordo com os obtidos anteriormente e apresentados na
seccao 4.2. Sendo assim, realizou-se uma série de testes para as seis biomoléculas utilizando o
fotodiodo e os LED’s descritos na seccdo anterior. A realizacdo destes testes teve ainda como
objetivo verificar se a linearidade dos reagentes se mantinha e se o fotodiodo escolhido tem
resolucdo suficiente para conseguir distinguir as diferentes concentracées de biomolécula a
determinar. Com a realizacdo destes testes pretendeu-se ainda determinar quais os limites
maximo e minimo dos valores de concentracdo para os quais os diferentes reagentes
selecionados mantinham a sua linearidade. Cada concentracdo diferente foi testada cinco vezes,
sendo, nos resultados, apresentada uma meédia desses cinco testes e 0s respetivos desvios

padrao obtidos.

Para a realizacdo dos testes efetuou-se uma montagem experimental composta pelo
LED, fotodiodo, resisténcia e pelo suporte onde se coloca a cuvete com a amostra a analisar
(Figura 5.4), procedendo-se ao correto alinhamento do fotodiodo com o LED e com o suporte
antes de se efetuar as medicdes. A utilizacao da resisténcia em série com o LED ¢é fundamental
para controlar a corrente e a tensao de alimentacao do LED, garantindo assim, que este nao se
danifica. O valor da resisténcia a utilizar para os dois LED's (501 nm e 622 nm) foi determinado
com base nas informacdes sobre a corrente e tensdo admissiveis para a sua alimentacao,
contidas nos respetivos datasheet’s. Além disso, considerou-se o facto da intensidade luminosa
dos LED’s nao saturar o fotodiodo, ou seja, garantiu-se que quando se efetua a medicdo dtica do
reagente de cada biomolécula, correspondente ao maior valor de tensdo obtido no fotodiodo,
este encontra-se abaixo do valor de saturacdo do mesmo. Sendo assim, o valor obtido para a

resisténcia a utilizar para ambos os LED’s foi de 33Q.
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Fotodiodo

7N\

Figura 5.4 - Montagem experimental.

Seguidamente apresentadam-se os resultados obtidos para a Glicose (Figura 5.5),
Beta-Hidroxibutirato (Figura 5.6), Potassio (Figura 5.7), Creatinina no soro (Figura 5.8) e

Creatinina na urina (Figura 5.9), cujas analises foram realizadas utilizando o LED de 501 nm.
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Figura 5.5 - Valores discretos de tensdo em fungéo das diferentes concentragées de Glicose para o comprimento
de onda de 501 nm.

62



Projeto do dispositivo

Beta-Hidroxibutirato
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Figura 5.6 - Valores discretos de tensdo em funcéo das diferentes concentracdes de Beta-Hidroxibutirato para o
comprimento de onda de 501 nm.
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Figura 5.7 - Valores discretos de tensao em funcéo das diferentes concentragcdes de Potassio para o comprimento
de onda de 501 nm.
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Figura 5.9 - Valores discretos de tensao em funcéo das diferentes concentragdes de Creatinina na urina para o

comprimento de onda de 501 nm
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Na figura 5.10 sdo apresentados os resultados obtidos para os testes realizados com a

Albumina, utilizando o LED de 622 nm.
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Figura 5.10 - Valores discretos de absorvéncia em funcao das diferentes concentracdes de Albumina para o
comprimento de onda de 622 nm

Analisando os resultados obtidos para as diferentes biomoléculas (Figuras 5.5 - 5.10),
observa-se que o fotodiodo mostrou ter resolucdo suficiente para distinguir as diferentes
concentracdes utilizadas. Pode ainda observar-se que no caso da Glicose, Beta-Hidroxibutirato,
Potassio, Creatinina no soro e Creatinina na urina a linearidade dos reagentes se manteve,
guando comparada com os resultados apresentados no capitulo 4, uma vez que o valor obtido
para o R? em todas as biomoléculas € superior a 0,99. No caso da Albumina os valores
apresentados sdo de absorvéncia em funcdo das diferentes concentracdes de amostra utilizadas
e nao de tensao. A necessidade do calculo da absorvéncia, que teve em conta os valores de
tensdo lidos pelos fotodiodos (explicado posteriormente na seccdo 5.4) deve-se ao facto do
comportamento do reagente ser definido através de uma funcdo racional, representada pela
equacado 5.1. Sendo assim, o valor de absorvéncia é entdo depois utilizado para a determinacao

do valor da concentracao de biomolécula presente na amostra analisada.
A=aC/(b+ ) (5.1)

A corresponde ao valor de absorvéncia lido, C & concentracdo da amostra analisada e a
e b sdo constantes pré-definidas. Os valores obtidos para a e b foram respetivamente 1,3336 e

1,8584, tal como se pode observar na equacao presente na figura 5.10. E importante referir que
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a determinacdo destas duas constantes fez-se a partir do conjunto de valores de absorvéncia
medidos para as diferentes concentracdes de Albumina utilizadas e tendo por base a equacéo da
funcao racional que descreve o comportamento do reagente, apresentada no respetivo protocolo

gue se encontra no Anexo L.IlI.

Antes de determinar os limites maximo e minimo dos valores de concentracao para o0s
quais os reagentes selecionados mantém a sua linearidade, consultou-se os protocolos dos
diferentes reagentes de forma a ter conhecimento sobre os valores limites aconselhados pelos
fabricantes. Seguidamente procedeu-se a preparacdo de amostras das diferentes biomoléculas,
com valores de concentracédo situados em torno dos limites minimos indicados, nos respetivos
protocolos. Quanto aos limites maximos apenas conseguiu-se atingir o valor indicado nos
protocolos com o standard de Albumina, uma vez que para as restantes biomoléculas os valores
de concentracdo maxima disponiveis encontram-se abaixo dos limites indicados nos respetivos
protocolos. Sendo assim, e devido ao facto de se ter verificado que os limites minimos,
determinados experimentalmente, para as diferentes biomoléculas encontram-se muito préximos
dos indicados nos protocolos, considerou-se como limites maximos os valores indicados pelos
fabricantes dos reagentes selecionados nos respetivos protocolos. Na tabela 5.1 observa-se um
resumo dos valores limites maximo e minimo definidos para as diferentes biomoléculas
analisadas.

Tabela 5.1 - Limites maximo e minimo dos valores de concentracdo, das diferentes biomoléculas, para os quais 0s
reagentes selecionados mantém a sua linearidade.

Biomolécula Limite minimo Limite maximo
Glicose 25 mg/dL 500 mg/dL
Creatinina na urina 5,0 mg/dL 300 mg/dL
Albumina 0,01 g/dL 5,0 g/dL
Beta-Hidroxibutirato 0,05 mM 4,5 mM
Potassio 2,5 mEq/L 7,0 mEg/L
Creatinina no soro 0,3 mg/dL 15 mg/dL
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5.3 Algoritmo interno de decisao implementado

De forma a cumprir o objetivo proposto de construir um dispositivo POCT capaz de guiar
de forma auténoma o seu utilizador na realizacdo de um conjunto de analises que permitem um
diagndstico fiavel e preciso dos DM e da Funcao Renal, procedeu-se ao desenvolvimento de um
algoritmo de decisdo a implementar no dispositivo. Tal como anteriormente referido na
seccao 4.1, a planificacdo deste algoritmo foi feita com o auxilio de dois médicos responsaveis
por fornecer as informacdes sobre quais as biomoléculas que devem ser analisadas no estudo
da DM e da Funcao Renal, qual a ordem em que estas devem ser analisadas e quais os valores
threshold a utilizar. Com base nessa informacdo obteve-se o algoritmo apresentado na
figura 5.11. O algoritmo é constituido por quatro conjuntos de analises, dos quais os trés

primeiros se destinam a avaliacdo dos DM e o ultimo a avaliacao da Funcao Renal.

O primeiro conjunto de analises é constituido pela analise da Glicose em jejum presente
no soro sanguineo, uma vez que, tal como referido na seccdo 3.3, este € um dos principais
indicadores da presenca de DM. Sendo assim, se o valor obtido for normal, significa que os DM
encontram-se controlados e que a andlise pode terminar, por outro lado se este for
anormal/elevado o dispositivo informara o utilizador que deve passar para o conjunto de analises
seguintes. O dispositivo informa ainda o utilizador que caso o valor da concentracdo de Glicose
obtido seja muito elevado, ele deve consultar 0 médico e caso o valor obtido seja extremamente
elevado, o utilizador encontra-se perante uma situacdo de urgéncia médica (na tabela 5.2 é
apresentado um resumo desses valores threshold utilizados). O segundo conjunto de analises é
constituido pela analise da Creatinina na urina e da Razado Albumina/Creatinina na urina, sendo
em ambos 0s casos a analise feita com amostras pontuais de urina. As duas analises séo
realizadas em simultdneo e caso o valor de concentracdo obtido para ambas seja normal, a
analise termina e o dispositivo informa o utilizador que os DM n&o estdo controlados e que deve
consultar o médico, pois a concentracdo de Glicose obtida na analise anterior encontrava-se
elevada. Caso uma das analises dé um valor anormal/elevado o dispositivo notifica o utilizador
que deve realizar o préoximo conjunto de analises. O terceiro conjunto de analises,
correspondente a analise da cetoacidose diabética, ja explicada na seccao 3.3, é constituido pela
analise da Beta-Hidroxibutirato e do Potassio, ambos no soro sanguineo. Tal como no caso
anterior, as analises sao feitas em simultdneo e caso uma delas dé um valor anormal/elevado o

dipositivo informa o utilizador que se encontra perante uma situacao de Urgéncia médica.

67



Capitulo 5

O quarto conjunto de andlises que corresponde a avaliacdo da Funcdo Renal é
constituido pela analise da TFG a partir do valor de Creatinina sérica e utilizando a equacéo
MDRD apresentada na seccdo 3.4. Caso o valor obtido para a TFG seja anormal/baixo o
dispositivo informa o utilizador que a Funcdo Renal ndo se encontra controlada e que este deve
consultar o médico, e caso esse valor seja demasiado baixo, o dispositivo informa o utilizador

gue este se encontra perante uma situacao de urgéncia médica.

Na tabela 5.2 apresenta-se um resumo dos valores threshold definidos para as
diferentes situacoes referidas nesta seccdo. O dispositivo a implementar informara ao utilizador,
nao so as analises a realizar, mas também estes valores. Eles foram definidos com base nas
informacdes apresentadas nas seccoes 3.3 e 3.4, com a ajuda dos dois médicos que
contribuiram para a construcdo do algoritmo de decisdo e com base na sensibilidade dos

diferentes reagentes.

Este algoritmo de decisdo foi implementado no microcontrolador, que sera descrito

posteriormente neste capitulo, e utilizado para controlar o dispositivo.

Tabela 5.2 - Valores threshold definidos para as diferentes situacdes que o dispositivo é capaz de informar ao
utilizador

Situacao
Analise Normal Avancar Obse’rv.ac;ao Urgéncia médica
médica
Valores
Glicose <126 mg/dL 2126 mg/dL 2200 mg/dL 2500 mg/dL
Homem <300 mg/dL 2300 mg/dL — —
Creatinina
Mulher <250 mg/dL 2250 mg/dL — —
Razéo <560 mg/g 250 mg/g _ _
Albumina/Creatinina creatinina creatinina
Beta-Hidroxibutirato <0,5 mM - - 20,5 mM
Potassio <5,5 mEq/L — — 255 mEq/L
TFG >90 _ <90 <15
ml/min/1,73 m? ml/min/1,73 m? ml/min/1,73 m?
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Figura 5.11 - Algoritmo de decisdo implementado no dispositivo.
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5.4 Funcionamento do dispositivo e eletronica de controlo

Depois de efetuados os testes descritos na seccédo 5.2 e tendo em conta o algoritmo de
decisdo definido na seccdo anterior, procedeu-se ao projeto da eletronica necessaria,
selecionando-se 0s componentes necessarios, para além dos LED’s e fotodiodos, e definindo-se

0 esquema a implementar para efetuar a determinacao quantitativa da biomolécula em analise.

A determinacdo quantitativa da concentracdo de Glicose, Beta-Hidroxibutirato, Potassio,
Creatinina no soro e Creatinina na urina existente numa dada amostra é efetuada através de trés
medicoes oticas: (1) medicdo otica do reagente utilizado, que constitui a linha de base;
(2) medicao otica da mistura do reagente com a amostra que se pretende analisar e (3) medicao
otica da mistura do reagente com uma solucdo de concentracdo conhecida dessa biomolécula
(standard). Depois de obtidos estes trés valores de tensdo, medidos pelos fotodiodos, e sabendo
que a tensao do reagente (V... corresponde a uma concentracdo de zero (mg/dL, g/dL
ou mM) e que a tensdo do standard (V,,) corresponde a uma concentracdo conhecida (C,), pode
obter-se 0 valor da concentracdo da amostra em analise a partir da equacdo 5.2, onde

C

amostra

corresponde a concentracdo da amostra que se esta a analisar e V. corresponde a

tensao lida para essa mesma amostra.

C — Vamostra_Vreagente (5 2)
amostra — Vstd —Vreagente .

Csta

Sendo assim, em cada analise realizada, o calculo da concentracdo é sempre efetuado a
partir dos trés valores de tensao lidos no momento da analise e do valor da concentracao do
standard utilizado, ndo sendo necessaria a incorporacdo de uma férmula previamente calculada
no microcontrolador, responsavel pela execucdo dos calculos. Tal particularidade permite
minimizar a ocorréncia de erros associados a variacdes da intensidade luminosa dos LED's
devido ao seu desgaste com a utilizacdo e com variacbes de temperatura [83]. Além disso,
permite ainda minimizar erros associados a variacées ao longo do tempo na sensibilidade de

detecao do fotodiodo. Caracteristicas estas extremamente importantes num dispositivo POCT.

Para a Albumina, como o reagente nao € linear, o processo de determinacdo é
ligeiramente diferente do acabado de descrever. Sdo de igual modo efetuadas as trés medicdes

oticas atras referidas, que correspondem a trés valores de tensdo dos trés fotodiodos, no
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entanto, o calculo da concentracdo da amostra em analise (C,,...) € feito através de um rearranjo

da equacdo 5.1 definida na seccdo 5.2 que origina a equacédo 5.3.

_ AagmostraX b (53)

Camostra -
a—Agmostra

Onde, A,,... corresponde ao valor de absorvéncia lido no momento da andlise e ae b

correspondem a duas constantes previamente determinadas. O valor de A4, é determinado a

partir da substituicado do /, e do / da equacado 3.5 definida na sec¢do 3.6 pelo V,.... € V,
respetivamente (equacdo 5.4). Essa substituicio é possivel de realizar, uma vez que a
corrente (/) e a tensdo (1) sdo diretamente proporcionais, tal como se pode observar a partir da

lei de Ohm representada na equacdo 5.5, onde R corresponde a resisténcia elétrica.

Vreagente
Agmostra =10810—0——— (5.4)
amostra

V=RXI (5.5)

Neste caso, ao contrario do que acontece para as biomoléculas anteriormente referidas,
os valores de a e b da equacdo 5.3 ja se encontram previamente incorporados no
microcontrolador do dispositivo. A determinacdo prévia destas duas constantes realizou-se no
proprio dispositivo, ficando assim garantidas as mesmas condi¢des em todas as analises a
efetuar. Para esta determinacao utilizou-se uma gama de valores de concentracdo obtidos a
partir de varias diluices feitas com o standard fornecido no kit do reagente. Determinou-se
ainda, previamente, o valor de absorvéncia lido para o standard, com o objetivo de, quando se
utilizar o dispositivo para efetuar uma analise, comparar-se o valor de absorvéncia obtido para o
standard nessa analise, com o valor guardado no dispositivo, verificando-se assim se o
dispositivo ainda se encontra calibrado e se a equacdo nele inserida pode ser utilizada. Caso o
valor de absorvéncia obtido para o standard numa dada analise varie em mais de 1% do
previamente guardado no dispositivo, o utilizador tera de repetir novamente a analise e caso se
verifique que o erro se repete de forma sistematica sera necessario voltar a calibrar o dispositivo
para determinar novamente os valores das constantes a e b da equacao 5.3. Esta calibracéo tera

de ser efetuada por um técnico especializado no desenvolvimento do dispositivo.

Para efetuar as seis analises necessarias (Glicose, Beta-Hidroxibutirato, Potassio,
Creatinina no soro, Creatinina na urina e Albumina) sdo utilizados os dois LED’s e o fotodiodo

selecionados anteriormente. O sistema sera composto por nove LED’s (seis de 501 nm e trés de
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622 nm) e nove fotodiodos, o que se traduz em trés conjuntos de trés, cujo planeamento da
eletrénica adicional encontra-se representada no diagrama de blocos da figura 5.12 para dois

desses conjuntos.

I DACdo Microcontrolador I

A4

DEMUX 1:16
I Buffer | I Buffer I I Buffer I e s e I Buffer I I Buffer | I Buffer I
ILEDI ILEDl |LEDI e o ILEDI ILEDI ILEDI
2 d T 2 d ?
& 3 3 « o e g 3 3
¥ ] 5 ¥ 9 §
g < & & < &
| Fotodiodo I I Fotodiodo I I Fotodiodo | e o o I Fotodiodo | I Fotodiodo | I Fotodiodo |
I Buffer | I Buffer I I Buffer I « o e I Buffer I I Buffer | I Buffer I
MUX 16:1

I ADCdo Microcontrolador I

Figura 5.12 - Diagrama de blocos da eletrénica a implementar no dispositivo.

Antes da realizacao de uma dada analise, o dispositivo necessita de ser calibrado de
forma a garantirse que a intensidade luminosa emitida pelos trés LED’s utilizados nessa analise
¢ aproximadamente a mesma. Tal caracteristica é fundamental para garantir o correto
funcionamento do dispositivo, uma vez que se a intensidade luminosa dos trés LED’s ndo for a
mesma isso afeta as medicdes oticas realizadas e consequentemente o valor de concentracdo
calculado. A calibracado do dispositivo é feita através da colocacdo do disco de analise (descrito
posteriormente na seccdo 5.5.2) ja com o reagente a utilizar nessa analise colocado nos trés
compartimentos. Este disco de analise sera o utilizado posteriormente na analise da
biomolécula. O primeiro LED do conjunto é alimentado com uma tensdo previamente guardada
no dispositivo e o valor de tensdo adquirido pelo fotodiodo correspondente é guardado. De
seguida, o segundo LED é alimentado com a mesma tensdo do primeiro e o valor de tensao lido

pelo fotodiodo é adquirido. E feita uma comparacdo entre o valor de tensdo adquirido pelo
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segundo fotodiodo e o valor de tensdo adquirido pelo primeiro fotodiodo que se encontra
guardado e caso estes sejam diferentes, o dispositivo vai modificando o valor da tensdo de
alimentacdo do segundo LED até que a tensdo adquirida pelo segundo fotodiodo seja
aproximadamente igual a que foi lida pelo primeiro fotodiodo. Quando isso se verifica, significa
gue a intensidade luminosa dos dois LED’s é aproximadamente a mesma. Estes passos séo de
seguida repetidos para o terceiro LED do conjunto, de forma a garantir que a intensidade
luminosa dos trés LED é aproximadamente a mesma. Os valores de tensdo de alimentacdo dos
trés LED’s, determinados durante este processo de calibracdo, sdo depois guardados na
memoria do microcontrolador para serem utilizados posteriormente durante a analise, na

alimentacao dos respetivos LED’s.

A alimentacao dos LED’s é efetuada e controlada através do conversor digital-analogico
(DAC) do microcontrolador. O numero limitado de pinos do microcontrolador que permitem
aceder ao DAC obriga a que seja necessario utilizar desmultiplexagem para conseguir alimentar
os nove LED's. A desmultiplexagem ¢ a técnica através da qual um sinal (um canal Unico) é
encaminhado para varios canais diferentes de forma alternada, através de uma selecao prévia
do canal de destino [84]. Sendo assim, foi utilizado um demultiplexer 1:16 (bloco designado por
DEMUX 1:16 na figura 5.12), obtido a partir de um multiplexer/demultiplexer 16:1/1:16 da
Analog Devices, de tecnologia CMOS com a referéncia: ADG706. Selecionou-se este
multiplexer/demultiplexer por permitir uma alimentacao simples de 5 V, apresentar um baixo
consumo de poténcia, possuir tempos de comutacdo bastante baixos (na gama das dezenas
de ns) e por permitir uma gama de valores dos sinais analdgicos de entrada e de saida (OV a 5V)
adequada aos valores de tensdo utilizados para alimentacdo dos LED’s. As informacdes sobre as
caracteristicas referidas podem ser consultadas no seu Datasheet [85]. O bloco designado por
LED da figura 5.12 é constituido por uma resisténcia e por um LED, ligados em série
(Figura 5.13). A necessidade da utilizacdo da resisténcia e o seu valor foram previamente
descritos na seccado 5.2. Note-se que no dispositivo final, os LED’s e fotodiodos utilizados foram

exatamente os utilizados durante os testes descritos nessa seccao.
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Figura 5.13 - Representacao esquematica do circuito de ligacdo de um LED.

Durante a realizacdo dos testes descritos na seccdo 5.2, efetuou-se uma montagem
experimental constituida por trés suportes de cuvete, iguais ao da figura 5.4, e respetiva
eletronica necessaria, de forma a realizar as trés medicdes oticas necessarias na determinacao
guantitativa da concentracao das biomoléculas a analisar. A implementacdo desta montagem
teve como principal objetivo analisar o funcionamento do multiplexer e do demultiplexer a
colocar no dispositivo. Através dessa analise concluiu-se ser necessario colocar um seguidor de
tensdo (buffer) entre o demultiplexer e a resisténcia do LED de forma a adaptar as impedancias
entre estes componentes. Verificou-se ainda que era necessario colocar outro buffer entre o
fotodiodo e o multiplexer pelo mesmo motivo. Para a implementacdo dos buffers utilizou-se um
Amplificador Operacional da Analog Devices em tecnologia CMOS, o AD8694. Este circuito
integrado possui quatro amplificadores operacionais e foi escolhido por permitir uma
alimentacdo simples de 5 V e por aceitar uma gama de tensdes de entrada (0 V a 5,3 V)

adequada aos valores de tensao utilizados.

Os valores de tensdo lidos pelos fotodiodos sdo adquiridos pelo conversor
analogico-digital (ADC) do microcontrolador, que posteriormente efetua o calculo da
concentracdo de biomolécula existente na amostra. Tal como no caso do DAC, devido ao
limitado nimero de pinos do microcontrolador que permitem aceder ao ADC ¢é também aqui
necessario utilizar um multiplexer, o ADG706, (bloco designado por MUX 16:1 na figura 5.12),
de modo a conseguir-se adquirir os valores de tensao lidos pelos nove fotodiodos. Grande parte

dos 21 pinos de acesso ao ADC ¢ utilizada para a comunicacdo com outros periféricos.

De forma a cumprir o objetivo de construir um dispositivo portatil, procedeu-se a
elaboracdo de um sistema de alimentacdo do dispositivo com base numa bateria. O diagrama de
blocos do sistema de alimentacdo implementado encontra-se na figura 5.14. A bateria utilizada

foi uma bateria recarregavel de 8,3V. E importante referir que numa primeira fase utilizou-se
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pilhas recarregaveis para alimentar o dispositivo, no entanto verificou-se, a partir de uma série de
testes realizados, que as pilhas nao conseguiam alimentar o microcontrolador durante um tempo
de funcionamento desejavel. Sendo assim, foi necessario procurar uma bateria com maior
energia para permitir obter um maior tempo de funcionamento do dispositivo, antes de ser
necessario proceder ao carregamento da mesma. Apesar da bateria selecionada permitir um
maior tempo de funcionamento do dispositivo (20 min), este ainda se encontra longe do
desejavel. A poténcia consumida pelo dispositivo & 400 mW, sendo este valor calculado a partir

do valor de corrente obtido apds o regulador de tensao de bHV.

Regulador
de Tensdo Microcontrolador
33V

Regulador
de Tensdo
5v

Interruptor
On-Off

Bateria

MUX 16:1
DEMUX 1:16
Amplificadores
Fotodiodos

Figura 5.14 - Diagrama de blocos do sistema de alimentacéo do dispositivo

O facto da alimentacdo do MUX 16:1, do DEMUX 1:16, dos amplificadores e dos
fotodiodos ser 5V, tal como referido anteriormente, levou a necessidade de um regulador de
tensdo de 5V de forma a converter a tensdo da bateria utilizada numa tensdo fixa de 5V,
garantindo-se assim o correto funcionamento dos componentes. O regulador de tensdo de 5V
utilizado ¢ o L7805CV da STMicroelectronics, podendo as suas caracteristicas e esquema de

montagem serem consultados no seu datasheet [86].

A alimentacdo do microcontrolador, descrito posteriormente neste capitulo, é de 3,3 V.
Sendo assim, utilizou-se um regulador de tensao de 3,3 V de forma a fixar a tensdo de saida do
regulador de tensdo de 5V nos 3,3 V. O regulador de 3,3 V utilizado ¢ o UA78M33C da Texas
Instruments, podendo as suas caracteristicas e esquema de montagem serem consultados no
seu datasheet [87]. A alimentacdo do microcontrolador pode também ser feita por Universal
Serial Bus (USB), ligando por exemplo o dispositivo a um computador, no entanto essa opcao

torna o dipositivo nao tao portatil.
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5.5 Design do dispositivo

0 modelo tridimensional dos diversos componentes do dispositivo (caixa do dispositivo e
disco de analise) foi realizado recorrendo-se as potencialidades do soffware de desenho AutoCAD
2012. As cores dos diversos componentes apresentados nas figuras 5.15 - 5.17 séo
meramente representativas e tém como objetivo permitir uma melhor visualizacao e identificacao

dos diferentes componentes.

5.5.1 Design da caixa do dispositivo

A caixa do dispositivo é constituida por dois compartimentos, o compartimento de
comando e o compartimento de analise. No compartimento de comando, encontra-se o
microcontrolador, responsavel pelo controlo de todo o dispositivo, a bateria e alguma eletronica
necessaria. No compartimento de analise, encontram-se os LEDs, os fotodiodos e o suporte para
colocar o disco de analise. O utilizador tem acesso ao compartimento de analise através de uma
tampa facilmente removivel, de modo a conseguir colocar de forma pratica os discos para
efetuar as diversas analises. Por outro lado, o compartimento de comando encontra-se fechado e
s sera essencial aceder-lhe quando for necessario proceder ao carregamento/substituicdo da
bateria de alimentacdo. O compartimento de analise, depois de corretamente fechada a tampa
encontra-se completamente isolado da luz externa, garantindo-se que nao existem interferéncias
da luz ambiente durante a realizacdo das medicdes oticas. Considerando as dimensdes de todos
0s componentes a colocar no dispositivo e que este deve apresentar as menores dimensdes
possiveis, para cumprir 0s objetivos anteriormente referidos, decidiu-se que as suas dimensdes

finais seriam as seguintes: comprimento 200 mm:; largura 100 mm e altura 60 mm.

Na figura 5.15 observam-se dois planos diferentes da caixa do dispositivo com alguns
dos componentes aos quais € necessario ter acesso. Em (a) € apresentada a parte superior da
caixa, onde é possivel observar o local onde ficara o LCD do microcontrolador (a azul escuro) e o
interior do compartimento de analise ja com um disco de analise (representado a azul claro)
colocado no suporte. Em (b) sdo apresentadas a parte lateral e traseira da caixa do dispositivo
onde & possivel observar as duas portas USB e a porta RS-232 que permitem comunicar com o
microcontrolador, assim como a ranhura destinada a insercao do cartdo de memoria e a tampa

responsavel por isolar o compartimento de analise.
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60 mm

200 o

(a) (b) o

Figura 5.15 - (a) Vista superior da caixa do dispositivo; (b) Vista lateral e traseira da caixa do dispositivo.

O suporte para o disco de analise é constituido por dois elementos importantes, a base e
as placas laterais. Na figura 5.16 apresentam-se dois planos diferentes do suporte construido,
onde se observa com detalhe os elementos que o compdem. Quanto a base, representada a
vermelho, foi construida tendo em consideracdo o formato do disco de analise, com o objetivo de
este encaixar de forma correta e precisa, ndo se deslocando durante a realizacdo das diferentes
analises. Cada uma das placas laterais, a preto na figura 5.16, possui nove orificios (com 2 mm
de didametro cada um) correspondentes aos locais onde serdo colocados os LED's e os
fotodiodos. Estes orificios permitem que a luz emitida pelos LED’s alcance a solucdo existente
num dado compartimento do disco de analise, sem haver muita dispersao do feixe emitido. Além
disso, permitem ainda que o resultado dessa interacdo seja depois captado pelo fotodiodo
correspondente. As dimensdes finais destas duas placas (comprimento: 68 mm e largura:
36 mm) foram determinadas de acordo com as dimensdes do disco de analise e de forma a

garantir a sua facil colocacao e remocdo do suporte.
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Figura 5.16 - Suporte para o disco de analise.

5.5.2 Design do disco de analise

O desenho do disco de analise foi feito tendo em consideracdo uma série de
caracteristicas: (1) o nimero de analises que é necessario efetuar em cada um dos passos do
algoritmo de decisdo apresentado na seccéo 5.3; (2) os volumes de reagente e de amostra que
s30 necessarios colocar em cada um dos compartimentos do disco de analise; (3) o método
utilizado para a determinacao quantitativa da concentracdo de biomolécula existente na amostra,
descrito na seccdo 5.4, (4) o caminho 6tico necessario para efetuar as medicdes de forma
correta e precisa (1 cm, tal como referido em [88]) e (5) a posicdo em que o disco dtico ¢
colocado no suporte. Deste modo, o disco de analise apresenta as seguintes dimensoes:
comprimento 66 mm, largura 12 mm e altura 28 mm (Figura 5.17). Por sua vez, cada um dos
compartimentos do respetivo disco ficou com as seguintes dimensdes: comprimento 5 mm,

largura 10 mm e altura 26 mm.

0 disco de andlise é entdo constituido por 6 compartimentos, tal como se pode observar
na figura 5.17, de forma a permitir efetuar a analise de duas biomoléculas em simultaneo, uma
vez que tal como explicado na seccdo 5.4 sdo necessarios trés compartimentos para efetuar
cada analise de uma biomolécula. Além disso, de modo a garantir que o utilizador coloca
sempre o disco de analise na sua posicdo correta no dispositivo, ficando os reagentes alinhados
com os respetivos LED’s definidos, uma das suas paredes laterais possui uma saliéncia, tal

como se pode observar na figura 5.17.
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28 mm

Figura 5.17 - Disco de analise

Compartimento

De forma a ser possivel realizar todas as analises apresentadas no algoritmo de decisao,

descrito na seccao 5.3, produziram-se quatro discos de analise. Depois de obtidos esses discos

colocou-se neles os diversos reagentes necessarios para a andlise das diferentes biomoléculas. E

ainda importante referir que os discos produzidos sdo descartaveis, ndo devendo estes ser

reutilizados depois de realizada a andlise. As informacdes sobre esses discos podem ser

consultadas em maior detalhe na tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Informacdes sobre os quatro discos fabricados.

Nome do Disco 12 Biomolécula 2° Biomolécula
Glucose Glicose (Soro) —
Creatinine & Albumin/Creatinine Ratio Creatinina (Urina) Albumina (Urina)
Diabetic Ketoacidosis (DKA) Beta-Hidroxibutirato (Soro) Potassio (Soro)
Glomerular Filtration Rate (GFR) Creatinina (Soro) —

5.6 Microcontrolador

O microcontrolador utilizado ¢ o STM32F103VET6 (Figura 5.18), que contém um

processador ARM Cortex-M3, trés ADC’s de 12 bits, com 21 canais de acesso no total e dois

DAC's também de 12 bits, com dois canais de acesso. A board onde o microcontrolador se

encontra soldado contem duas portas USB, uma porta RS-232, um s/ot para cartdes de memoria
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micro SD, um botdo RESET e um conjunto de portas programaveis de entrada e saida de dados,
designadas por General Purpose Input/Output (GP10), que permitem a comunicacdo entre os
diversos periféricos e o microcontrolador. E importante referir que o botdo RESET, anteriormente
referido, permite reiniciar o programa do microcontrolador caso aconteca alguma anormalidade
durante o seu funcionamento. Além desses componentes, tem ainda um ecra tactil Thin film

transistor liquid crystal display (TFT LCD).

HY—280_262k
heyaodz110508

Figura 5.18 - Microcontrolador (STM32F103VET6).

O microcontrolador foi programado de forma a criar-se uma interface agradavel e
intuitiva para o utilizador, que lhe permita selecionar de forma rapida e simples as diferentes
analises que pretende efetuar. Sendo assim, foram utilizadas as diversas potencialidades do seu
ecra tactil para mostrar: os varios menus necessarios para a recolha dos dados do utilizador; a
apresentacdo das analises possiveis de realizar; a apresentacdo dos resultados obtidos com
essas analises e a apresentacdo das informacdes associadas a esses resultados. Os diversos
menus e mensagens apresentados pelo dispositivo encontram-se em inglés, de forma a tornar a
interface desenvolvida universal. Foi utilizada a linguagem de programacdo C para programar o
microcontrolador. Na figura 5.19 observa-se em (a) o menu inicial, apresentado quando o
utilizador liga o dispositivo, em (b) o menu que permite a introducdo do nimero de identificacao
do utilizador, em (c) o menu onde o utilizador insere a sua idade e o seu género, em (d) o menu
com as diversas analises disponiveis, em (e) o0 menu com o botdo que permite efetuar a

calibracdo do dispositivo antes de realizar a analise, em (f) o menu com algumas informacdes e
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0 botdo para iniciar a andlise pretendida e em (g) o resultado obtido numa andlise a

concentracédo de glicose existente no sangue.

Perform Analysis

Return

Calibr:

Start Analysis

(f) (e)

Figura 5.19 - (a) Menu inicial; (b) Menu de insercdo do nimero de identificagdo do paciente; (¢) Menu de
insercao do género e idade; (d) Menu com as diferentes andlises disponiveis; (e) Menu com o botao de calibragao;
(f) Menu com algumas informacdes e o botdo para se iniciar a analise; (g) Resultado da analise da Glicose.

Os comandos necessarios para o controlo de toda a eletrénica existente no dispositivo
foram também programados no microcontrolador, utilizando-se as portas GPIO para estabelecer
a comunicacao entre o microcontrolador e os diversos componentes. Além das funcdes descritas
anteriormente, foi implementado o algoritmo de decisao apresentado na seccao 5.3, de forma a
cumprir-se o objetivo de obter-se um dispositivo autonomo que informe o utilizador sobre quais

as analises que deve efetuar e que forneca também alguns avisos.

Foi necessario determinar a reta de calibracdo do ADC do microcontrolador, para a partir
do valor lido pelo ADC obter-se o valor de tensdo real existente a entrada do mesmo. A curva de
calibracdo obtida encontra-se no Anexo II. E importante referir que a gama de valores de tenséo
admitida pelo microcontrolador a entrada do ADC, de forma a evitar que este se danifique é de

OV a3,6V.
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Capitulo 6 — Fabrico e testes do dispositivo final

Neste capitulo sdo apresentados os diversos detalhes sobre o fabrico do dispositivo final,
as suas especificacoes, os resultados obtidos com os testes experimentais realizados no proprio

dispositivo e a discussao dos respetivos resultados obtidos.

6.1 Fabrico do dispositivo

Seguidamente serdo apresentados os diversos detalhes sobre o fabrico da caixa e do

disco de analise do dispositivo.

6.1.1 Caixa do dispositivo

A caixa do dispositivo foi construida tendo em consideracao o design e as especificacdes
apresentadas na seccdo 5.5.1. Construiu-se uma caixa com os dois compartimentos descritos
nessa seccao e com as respetivas tampas para os fechar (Figura 6.1 (a) e (b)). A matéria-prima
utilizada para o fabrico da caixa do dispositivo foi o acrilico, procedendo-se no final da sua
construcdo a pintura do acrilico de negro, garantindo-se que nao existe passagem de luz
ambiente para o interior da caixa, uma vez que essa passagem de luz interfere nas medicoes
oticas realizadas, tal como referido na seccdo 5.5.1. O interior da caixa do dispositivo, as
respetivas tampas e o suporte para o disco de analise possuem também uma coloracao negra

para evitar refleccdes de luz que possam interferir com as medicdes oticas realizadas.

A tampa do compartimento de analise foi construida de forma a conferir a este um total
isolamento da luz ambiente e a possuir um sistema que a permita remover e colocar facilmente.
Na tampa do compartimento de comando foi necessario fazer uma abertura com as dimensdes
do LCD (largura: 43 mm e comprimento: 60 mm) do microcontrolador, para que o utilizador
consiga ter acesso ao mesmo. Para além disso, fez-se ainda um orificio que permite o facil
acesso ao botdo RESET do microcontrolador (Figura 6.1 (b)). Nas paredes traseira e lateral da
caixa do dispositivo foi necessario fazer duas aberturas para permitir o acesso as portas USB e
RS-232 e ao local de insercao dos cartdes de memoria do microcontrolador (Figura 6.1 (c)). Na

parede interna da caixa que separa os dois compartimentos foi também necessario colocar uma
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abertura de forma a passar os fios responsaveis pela comunicacdo entre a eletronica existente
no compartimento de analise e o microcontrolador que se encontra no compartimento de

comando.

Figura 6.1 - Caixa do dispositivo: (a) Visdo do interior da caixa; (b) Visao do compartimento de analise com a
tampa aberta; (c) Paredes traseira e lateral da caixa do dispositivo.

O suporte para o disco de analise, apresentado na figura 6.2, foi construido tendo em
consideracdo as especificacdes apresentadas na seccdo 5.5.1, sendo os orificios das duas
placas laterais, orificios para a passagem da luz emitida pelos LED’s, feitos com elevada
precisdo, numa maquina CNC, e o mais alinhados possivel. Além destes orificios, foi ainda
necessario fazer mais dois orificios de maior dimensao (assinalados a vermelho na figura 6.2),

em cada uma das placas, de forma a conseguir-se acoplar a eletronica necessaria as mesmas.
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Figura 6.2 - Suporte para o disco de analise construido. Na imagem da esquerda observa-se os orificios feitos
numa das placas laterais e na imagem da direita a base do suporte onde encaixa o disco de analise.

6.1.2 Disco de analise

0 disco de analise (Figura 6.3) foi construido respeitando as especificacdes referidas na
seccdo 5.5.2. A matéria-prima utilizada para o fabrico do disco de andlise foi o PDMS
(Polidimetilsiloxano), uma vez que & um material transparente e que permite obter paredes
perfeitamente lisas na seccao de andlise, o que é fundamental para que nao haja dispersdo do

feixe de luz emitido pelos LED’s.

Figura 6.3 - Disco de analise.

De forma a obter um disco de analise com melhores caracteristicas, seria necessario
recorrer a outros processos de fabrico mas precisos, como € o caso das técnicas de injecao de
moldes. No entanto, estas técnicas envolvem custos elevados, o0 que as torna vidveis apenas no
caso de producao em massa. Relativamente a matéria-prima, pode utilizar-se 0 mesmo material

(PDMS) ou o PMMA (Polimetil-metacrilato), uma vez que este ultimo apresenta as mesmas
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caracteristicas do PDMS. O PDMS constituiu um bom material para o fabrico de prototipos, no

entanto, para a producdo em larga escala € economicamente mais viavel utilizar o PMMA.

6.2 Implementacao da eletrénica necessaria

Os componentes eletronicos, a maior parte em SMD devido as suas pequenas
dimensdes, foram montados em placas de circuito impresso (PCB). Os principais conceitos a
reter sobre a construcdo de placas PCB encontram-se explicados em [89]. Utilizou-se o software
Eagle [90] para efetuar o desenho das placas de PCB, sendo estas depois fabricadas nas
oficinas do Departamento de Eletrénica Industrial da Universidade do Minho. Os componentes
eletronicos (LED'S, resisténcias, amplificadores, fotodiodos, MUX 16:1, DEMUX 1:16,
reguladores e condensadores) colocados nas trés placas PCB produzidas encontram-se descritos

no capitulo 5.

6.2.1 Placa PCB com os LED’s

A placa PCB com os LED’s incorpora nao s6 os nove LED's como também o circuito de
alimentacdo de cada um dos LED’s. Para além dessa eletronica, foi ainda necessario colocar
alguns conetores, para a alimentacdo dos amplificadores e dos LED’s. Na figura 6.4 observa-se o

PCB fabricado.

Figura 6.4 - PCB com os LED's. Na imagem da esquerda observa-se o lado da placa que contém os componentes
SMD e na imagem da direita, o outro lado da placa que contém as resisténcias e os conetores.

A disposicao dos LED’s na placa foi determinada tendo em consideracéo a largura e a
localizacdo de cada um dos compartimentos existentes no disco de analise, de forma a garantir
que o feixe de luz imitido pelos LED’s atravesse o interior de cada um desses compartimentos.
As dimensdes do PCB foram definidas a partir das dimensdes das placas laterais do suporte

para o disco de analise, obtendo-se as seguintes dimensdes: largura 35> mm e comprimento
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68 mm. Foi necessario fazer dois orificios no PCB de forma a conseguir fixa-lo a placa lateral do

suporte para o disco de analise.

6.2.2 Placa PCB com os fotodiodos

A placa PCB com os fotodiodos e respetiva eletronica necessaria permite a leitura dos
valores de tensdo adquiridos pelos nove fotodiodos utilizados. Para além dessa eletrdnica, foi
ainda necessario colocar alguns conetores, para alimentar os amplificadores e ter acesso aos

pinos de saida dos fotodiodos. Na figura 6.5 observa-se o PCB fabricado.

Figura 6.5 - PCB com os fotodiodos. Na imagem da esquerda observa-se o lado da placa que contém os
componentes SMD e na imagem da direita, o outro lado da placa que contém os conetores.

A disposicdo dos fotodiodos na placa foi efetuada de forma a estes ficarem o mais
alinhado possivel com os LED’s da placa descrita anteriormente, garantindo-se assim que o feixe
de luz emitido pelos LED’s, depois de atravessar a solucao contida nos compartimentos do disco
de anadlise, atinge com exatidao a zona ativa dos fotodiodos correspondentes. As dimensdes do
PCB sdo as mesmas que a do PCB descrito na seccdo 6.2.1. Foi necessario fazer dois orificios

no PCB para o fixar a outra placa lateral do suporte para o disco de analise.

6.2.3 Placa de comando

Devido as reduzidas dimensdes das duas placas PCB anteriormente descritas, impostas
pelo /ayout do dispositivo, foi necessario fabricar uma terceira placa PCB, designada por placa
de comado. Nesta placa colocou-se 0 DEMUX 1:16, 0 MUX 16:1 e os conetores necessarios para
se estabelecerem as ligacdes com o microcontrolador, tal como representado no esquema da
figura 5.12 da seccao 5.4. Para além disso, implementou-se ainda o sistema de alimentacédo da

figura 5.14 da mesma seccdo. As dimensdes deste PCB (comprimento: 80 mm e
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largura: 65 mm) foram determinadas tendo em conta as dimensdes do compartimento de
comando da caixa do dispositivo, onde ele sera colocado. Foi necessario fazer trés orificios na
placa, para a fixar a base da caixa e assim evitar que esta se danifique com a utilizacdo do

dispositivo. Na figura 6.6 observa-se o PCB fabricado.

Figura 6.6 - PCB de comando. Na imagem da esquerda observa-se o lado da placa que contém os componentes
SMD e na imagem da direita, o outro lado da placa que contém os restantes componentes.

6.3 Dispositivo final e suas especificacoes

Depois de construidos todos os componentes que compdem o dispositivo, procedeu-se a
montagem do mesmo. Na figura 6.7 (a) observa-se o compartimento de analise com o suporte
para o disco de analise, o respetivo disco de analise e as placas PCB dos LED’s e fotodiodos. Na
figura 6.7 (b) observa-se o interior do compartimento de comando, com o microcontrolador, a

placa de comando, o interrutor e a bateria de alimentacao.
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Figura 6.7 - (a) Visao do compartimento de analise; (b) Visao do compartimento de analise e de comando.

Especificacoes do dispositivo final

Seguidamente faz-se uma breve descricdo das especificacdes conseguidas com o
dispositivo fabricado. Note-se que elas foram sendo estudadas ao longo de todo o projeto, de

forma a obter-se um dispositivo final que cumprisse os objetivos inicialmente propostos.

° Determinacéo quantitativa de diversas biomoléculas através de um método 6tico
(absorvéncia);

° Andlise rapida: realiza cada teste em aproximadamente 12 minutos
(aproximadamente 2 minutos para efetuar a calibracdo e 10 minutos para
efetuar a analise);

° Facil de operar, apresentando uma interface intuitiva para o utilizador;
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° Permite guardar os resultados da analise num cartdo de memoria;
° Permite efetuar analises ao sangue (soro) e a urina;
° Quatro discos de analise descartaveis que permitem um diagnostico correto e

fidedigno da DM e Funcdo Renal;
o Disco 1 — Glucose;
° Disco 2 - Creatinine & Albumin/Creatinine Ratio;
° Disco 3 - Diabetic Ketoacidosis (DKA);
° Disco 4 - Glomerular Filtration Rate (GFR);
° Dimensdes reduzidas (comprimento: 200 mm, largura: 100 mm e altura:
60 mm);
° Leve (700 g);

° Portatil;

° Construcdo econdmica (= 272€, o orcamento detalhado é apresentado no
Anexo lll);

° Custo por analise relativamente baixo, no Anexo IV sdo apresentados os diversos

custos de cada uma das diferentes analises;

6.4 Resultados experimentais utilizando o dispositivo
fabricado

Depois de montado o dispositivo final e antes da realizacdo dos testes experimentais
com o mesmo, foi necessario definir certas condicées fundamentais para o correto
funcionamento do dispositivo. E importante referir que essas condicées apenas podem ser

obtidas com a caixa completamente montada e fechada.

Em primeiro lugar, definiu-se para os seis reagentes utilizados a tensédo de alimentacao
do primeiro LED, que corresponde ao reagente, de cada conjunto de trés LED's, de forma a que
a tensdo lida pelo fotodiodo nessa cuvete ndo ultrapasse os 3 V. Tal caracteristica ¢
fundamental, pois caso o valor de tensdo lido pelo fotodiodo para a cuvete que contém apenas
reagente ultrapasse o valor maximo da tensdo de saida do fotodiodo (3,45 V), a saida do
fotodiodo satura nos 3,45 V e introduz erros nas medicoes oticas realizadas. Além disso é
importante que esse valor se encontre no maximo admissivel, de forma a obter-se a maior gama

de valores de tensdo possivel para determinar as diferentes concentracdes de biomolécula, pois
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tal como se pode observar nos resultados apresentados na seccao 5.2, quanto maior o valor da
concentracdo da amostra, menor é o valor de tensdo lido pelo fotodiodo. Esta restricdo permite
ainda garantir que o valor lido pelo ADC do microcontrolador & inferior ao maximo admitido por

este (3,6 V), evitando assim que haja a possibilidade de ele se danificar.

Seguidamente, procedeu-se a determinacdo das variaveis a e b da equacao 5.3 presente
na seccao 5.4, de forma a ser possivel, posteriormente, determinar a concentracdo de Albumina
existente nas diferentes amostras utilizadas, através do método descrito nessa seccdo. Na
equacdo da figura 6.8 observam-se os valores obtidos para a e b 1,7006 e 4,529

respetivamente.

Albumina
I I "I i
0,9 Fmmmmm = eeeas B
0,8 L - e
0,7 S T TETTTEEEEEEE
R T A e e s
05 t- P A=1,7006C / (4529 +C) -

O P T R = 0,992 :
O,3 P ’__’_ __________________________________________________

B e e
0,1 f@rm-mmmmm oo oo

0,0 { .

Absorvéncia (u. a.)

Concentracao (g/dL)

Figura 6.8 - Valores discretos de absorvéncia em funcéo das diferentes concentragdes de Albumina, obtidos apds
a montagem do dispositivo final.

Por fim, devido ao facto do valor de concentracdo de algumas das biomoléculas, para o
qual a tensdo lida no fotodiodo é proxima de O V ser inferior ao limite maximo admitido pelo
reagente (Tabela 5.1 presente na seccao 5.2), foi necessario definir para essas biomoléculas
qgual o valor de concentracdo a partir do qual é necessario proceder a diluicdo da amostra
recolhida. Verificou-se ainda que para valores muito préoximos de zero, o erro de leitura do
fotodiodo era bastante elevado. Sendo assim, definiu-se para as seis biomoléculas um valor de
concentracdo maximo que obedece com uma certa margem de seguranca as condicdes
referidas e que garante o correto funcionamento do dispositivo (Tabela 6.1). Estes valores serao

fornecidos com o dispositivo.
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Tabela 6.1 - Valores maximos de concentracao para as diferentes biomoléculas a partir dos quais é necessario
diluir as amostras recolhidas.

Biomoléculas Valor maximo
Glicose 180 mg/dL
Creatinina na urina 120 mg/dL
Albumina 5,0 g/dL
Beta-Hidroxibutirato 1,5 mM
Potassio 7,0 mEq/L
Creatinina no soro 10 mg/dL

Depois de corretamente configurado o dispositivo, realizou-se uma série de testes
experimentais com o objetivo de verificar se todos os seus componentes se encontravam
corretamente fabricados e montados e se o dispositivo conseguia efetuar de forma correta e
precisa a determinacdo quantitativa das diferentes biomoléculas a analisar. De forma a verificar
o correto funcionamento do sistema de isolamento do dispositivo, esses testes foram realizados
em condicdes de luminosidade diferentes. Para a realizacdo destes testes foram utilizadas
diferentes concentracdes de cada biomolécula que pode ser analisada pelo dispositivo, de forma
a testar todas as analises possiveis de realizar. Cada concentracdo diferente foi testada cinco
vezes, sendo, nos resultados, apresentada uma média desses cinco testes e os respetivos

desvios padrdo obtidos (nao se realizaram mais testes devido ao elevado custo dos reagentes).

6.4.1 Resultados

Os resultados obtidos com estes testes sdo apresentados de seguida. Estes

encontram-se organizados por disco de analise e na seguinte ordem:

o Disco 1 - Glicose;

° Disco 2 — Creatinina na urina, Albumina e Razdo Albumina/Creatinina;
o Disco 3 - Beta-Hidroxibutirato e Potassio;

° Disco 4 — TFG (Creatinina no soro).
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Nos graficos sdo apresentados os valores das concentracdes obtidas pelo dispositivo

apos a realizacao da analise e os valores das concentracdes esperadas que correspondem ao

valor de concentracao teorico da amostra utlizada.
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Figura 6.9 - Valores de concentracdo obtida (Co) em funcédo dos valores de concentracéo esperada (Ce) para a

Glicose
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Figura 6.10 - Valores de concentragéo obtida (Co) em funcéo dos valores de concentracdo esperada (Ce) para a

Creatinina na urina
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¢ Disco 3 - Beta-Hidroxibutirato e Potassio
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e Disco 4-TFG
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Figura 6.15 - Valores da TFG obtida (7FGo) em funcao dos valores da TFG esperada (7FGe)

6.4.2 Discussao de resultados

Analisando os resultados obtidos com os testes experimentais da Glicose (Figura 6.9),
Beta-Hidroxibutirato (Figura 6.13) e TFG (Figura 6.15) que utilizam os mesmos LED’s e
fotodiodos no processo de andlise, observa-se que os valores obtidos para o R? estdo muito
proximos de 1 e superiores a 0,99. Tal facto, significa que o erro obtido na determinacdo
guantitativa destas biomoléculas & bastante baixo, o que permite que o dispositivo possa ser
utilizado para a determinacdo da TFG, da concentracdo de Glicose e Beta-Hidroxibutirato

existente no sangue de uma forma fidedigna e com uma precisao aceitavel.

A pequena taxa de erro presente nos trés casos, deve-se a erros existentes durante o
processo de diluicdo dos respetivos standards, utilizados para a obtencdo das diferentes
concentracdes analisadas. Um exemplo disso ¢ o facto de no caso da Glicose, verificar-se que
para uma concentracdo de 100 mg/dL (correspondente & concentracdo do standard e em que
ndo é necessario diluicdo), a taxa de erro obtida & bastante inferior & obtida para as outras
concentracdes, nas quais foram realizadas diluicdes. Observa-se ainda que a medida que a
concentracdo aumenta o erro obtido diminui, o que vem confirmar a proveniéncia do erro no

processo de diluicdo, e o que é favoravel, uma vez que a concentracdo normal de Glicose
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existente no sangue encontra-se perto das 100 mg/dL. Além disso, no caso da
Beta-Hidroxibutirato também se verifica que para uma concentracdo de 1 mM (correspondente a
concentracao do standard e em que nao é necessario diluicdo) a taxa de erro obtida €, mais uma

vez, inferior & obtida para as outras concentracdes, em que foram realizadas diluicoes.

Para a realizacdo dos testes experimentais da TFG utilizou-se diferentes valores de
concentracdo de Creatinina no soro, obtidos a partir da diluicdo do standard de Creatinina
fornecido com o reagente. Através dos diversos testes realizados a esta biomolécula, verificou-se
que o reagente utilizado para a determinacdo quantitativa de Creatinina no soro é muito sensivel
a pequenas variacdes de concentracao da biomolécula existente na amostra analisada, por isso,
pequenos erros existentes durante o processo de diluicdo do standard afetam bastante os
resultados obtidos. O calculo da TFG foi efetuado pelo dispositivo, o qual ja contém inserida a
equacado 3.2 presente na seccdo 3.4, sendo fornecidas ao dispositivo, aquando da selecédo desta
analise, pelo utilizador as informacdes necessarias para completar a equacdo (doente do sexo
masculino, de raca ndo negra e com 60 anos de idade). E importante referir que foram sempre
utilizadas estas informacdes para os diversos testes realizados, com o objetivo de se manterem
sempre as mesmas condicdes de analise. Nos resultados obtidos observa-se ainda que para
uma TFG de aproximadamente 170 ml/min/1,73 m?, o desvio padrdo é mais elevado. Isto
deve-se ao facto desse valor da TFG ter sido calculado a partir de uma concentracdo baixa
(0,5 mg/dL) de Creatinina no soro. Sendo assim, devido a elevada sensibilidade do reagente, os
pequenos erros obtidos durante o processo de preparacao das amostras dessa concentracao
(que sdo mais elevados para menores concentracdes), vao provocar uma maior variacdo no valor

da TFG obtido.

No caso da Creatinina na urina (Figura 6.10), que utiliza os mesmos LED 's e fotodiodos
das trés analises anteriormente referidas, observa-se que apesar de o valor obtido para o R? ser
ligeiramente inferior (0,9888) aos obtidos para as biomoléculas referidas anteriormente, o
dispositivo pode ser utilizado para determinar a concentracdo de Creatinina existente na urina
com uma precisao aceitavel. A taxa de erro presente deve-se a erros existentes durante o
processo de diluicdo do controlo de urina, ja referido na seccdo 4.1, para a obtencdo das
diferentes concentracées de biomolécula analisadas. Mais ainda, devido ao facto do valor da
concentracdo do controlo de urina indicado no seu folheto informativo (Anexo L.VII) ser apenas

um valor médio (231 mg/dL), podendo o valor real dessa concentracdo encontrar-se dentro da
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seguinte gama de valores (185 mg/dL - 277 mg/dL). A existéncia dessa gama de valores faz
com que o valor de concentracdo assumido para o standard possa nao ser o seu valor real e
consequentemente sejam obtidos erros durante a determinacao quantitativa da concentracéo de
Creatinina existente nas amostras analisadas. Contudo, estes valores de erro obtidos ndo sao
significativos para o diagnostico. A semelhanca do que se verifica para o caso da Glicose, para
valores mais elevados da concentracdo de Creatinina também se observa uma diminuicdo do
erro obtido, o que é favoravel, pois a concentracdo normal de Creatinina na urina encontra-se

proxima das 300 mg/dL.

Analisando os resultados obtidos com os testes da Albumina (Figura 6.11), que utiliza o
segundo conjunto de LED’s e fotodiodos, observa-se que o valor obtido para o R? encontra-se
muito préximo de 1 e superior a 0,99. No entanto, verifica-se que o dispositivo para
concentracdes de Albumina inferiores a 0,5 g/dL apresenta uma taxa de erro mais elevada. Esse
aumento da taxa de erro, deve-se mais uma vez a erros existentes durante o processo de
diluicao do standard para obter as pequenas concentracdes de biomolécula utilizadas, uma vez
que foi necessario realizar um grande numero de diluicdes consecutivas a partir do standard
(5 g/dL) para obter esses pequenos valores de concentracdo. Outro fator que pode ser
responsavel pelo aumento da taxa de erro é o facto de se utilizar uma equacédo previamente
inserida no dispositivo. A utilizacado dessa equacao é sempre responsavel pela introducao de
pequenos erros, principalmente para valores de absorvéncia mais baixos, onde pequenas
variacées no valor de absorvéncia lido ddo origem a modificacdo do valor de concentracéo
calculado. O erro introduzido pela equacdo é provocado pelo facto de quando o dispositivo
procede a verificacdo do valor lido para a absorvéncia do standard, admite um erro nesse valor

de 0% até 1%, tal como referido na seccéo 5.4.

Analisando os resultados obtidos para a razdo Albumina/Creatinina (Figura 6.12),
observa-se que o valor obtido para o R* encontra-se préximo de 1, embora para valores mais
baixos da razdo Albumina/Creatinina o dispositivo apresente uma taxa de erro ligeiramente mais
elevada. Tal facto deve-se a dificuldade do dispositivo na determinacdo das baixas concentracdes
de Albumina presente na urina, tal como anteriormente referido. Analisando os resultados
obtidos neste caso para o desvio padrao observa-se que estes encontram-se ligeiramente mais
elevados que os obtidos para as outras analises. Tal situacdo deve-se ao facto do calculo da

razdo Albumina/Creatinina ser influenciado simultaneamente pelas taxas de erro obtidas na
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determinacdo das concentracées de Creatinina e de Albumina presentes na urina pois, 0s
resultados apresentados correspondem a baixas concentracdes de Albumina presentes na urina
(concentracées para as quais o dispositivo apresenta uma maior taxa de erro na sua
determinacdo). Com base nestes resultados, conclui-se que o dispositivo pode ser utilizado na
determinacdo da razdo Albumina/Creatinina com alguma precisdo, embora para valores mais
baixos (menos que 100 mg/g de creatinina) se verifique uma taxa de erro ligeiramente mais

elevada (cerca de 20%).

Por fim, analisando os resultados obtidos com os testes experimentais do Potassio
(Figura 6.14), que utiliza o terceiro conjunto de LED’s e fotodiodos, observa-se que apesar do
valor obtido para o R® ser ligeiramente inferior (0,9821) aos obtidos anteriormente, pode
afirmar-se que o dispositivo pode ser utilizado para determinar a concentracdo de Potassio
existente no sangue com alguma precisao. Além disso, verifica-se ainda que os desvios padrdes
obtidos para algumas concentracées encontram-se ligeiramente mais elevados, o que também
ajuda a explicar a maior taxa de erro obtida. A taxa de erro presente, deve-se a erros existentes

na diluicao do standard, tal como para os casos anteriores.

Com base nos resultados obtidos para a Glicose, Creatinina na urina,
Beta-Hidroxibutirato e TFG observa-se que o primeiro conjunto de LED’s e fotodiodos, utilizado
para realizar as analises destas biomoléculas, encontra-se corretamente montado e alinhado.
Com base nos resultados obtidos para a Albumina, observa-se que o segundo conjunto de LED’s
e fotodiodos também se encontra corretamente montado e alinhado. Por outro lado, as maiores
taxas de erro observadas nos resultados obtidos com os testes do Potassio podem indicar, para
além dos problemas nas diluicdes, que os LED’s e respetivos fotodiodos do terceiro conjunto nao

se encontram tao corretamente alinhados como os dos outros dois conjuntos.

Os resultados obtidos permitem ainda concluir que as trés placas PCB encontram-se
bem construidas, uma vez que o dispositivo funcionou corretamente durante a realizacdo das
diferentes analises. Além disso, pode concluir-se que o sistema de isolamento do compartimento
de analise é eficaz, uma vez que este foi sujeito a variacdes exteriores de luminosidade e nao se
verificou a existéncia dessas interferéncias durante a realizacdo das medicdes odticas no

dispositivo.
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Capitulo 7 — Conclusao e perspetivas de trabalhos
futuros

Este capitulo apresentada as principais conclusdes desta dissertacao assim como os

potenciais trabalhos futuros que poderdo ser desenvolvidos.

7.1 Conclusao

Os DM sao uma das doencas crénicas mais comuns em todo o mundo, verificando-se
nas ultimas décadas um aumento drastico da sua incidéncia, predominantemente devido a
mudanca do estilo de vida, aumento da prevaléncia da obesidade e envelhecimento da
populacdo. Quando ndo tratados adequadamente, os DM levam ao desenvolvimento de outras
complicacdes cronicas. A analise da Funcao Renal, associada aos DM apresenta uma elevada
importancia, uma vez que os diabetes constituem uma das principais causas da insuficiéncia
renal. Com base nessas informacdes e em conjunto com os médicos Dr. Carlos Capela e
Dr. José Mariz chegou-se a conclusdo que seria muito interessante e vantajoso para a
comunidade  médica  desenvolver um  dispositivo  POCT  especifico para o

diagnostico/monitorizacao dos DM e da Funcéo Renal.

Atualmente existe uma vasta gama de dispositivos POCT disponiveis comercialmente
que utilizam diferentes técnicas e métodos de analise e que permitem realizar um grande
conjunto de analises clinicas. Sendo assim, e depois de estudadas as principais vantagens e
desvantagens dos dispositivos POCT existentes, eletroquimicos e 6éticos, conclui-se que era
preferivel desenvolver um dispositivo que utilizasse técnicas dticas, uma vez que estas permitem
obter uma maior sensibilidade de detecdo, um custo por teste inferior e sdo menos influenciadas

por fatores externos como a temperatura, humidade e variacdes de pH.

O dispositivo POCT projetado e fabricado baseia-se no método de detecdo por
absorvéncia e contém um algoritmo interno de decisdo capaz de informar o doente do estagio da
sua doenca e de guialo através de um conjunto sequencial de analises, sem haver a

necessidade de intervencao médica entre cada analise.
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Foram realizados inicialmente testes experimentais, utilizando um sistema otico existente
no laboratdrio, e que tiveram como objetivo a prova do conceito, a validacdo da informacao
contida nos protocolos dos diferentes reagentes selecionados, a confirmacao da linearidade dos
mesmos reagentes e a obtencdo da menor quantidade de amostra que pode ser analisada.
Estas caracteristicas sdo fundamentais para o projeto do dispositivo e para o seu correto
funcionamento. Com a realizacdo destes testes, conclui-se que é possivel utilizar os reagentes

selecionados para a determinacao quantitativa das biomoléculas a analisar.

Depois de definidas as condicdes necessarias para a determinacdo quantitativa das
biomoléculas a analisar, procedeu-se a planificacdo e selecdo de toda a eletronica a utilizar. O
segundo conjunto de testes experimentais realizados teve como objetivo verificar se os
componentes eletrénicos selecionados eram adequados para a determinacao quantitativa das
biomoléculas e se a linearidade dos reagentes se mantinha ao utilizar esses componentes. Com
a realizacdo destes testes, conclui-se que os LED’s, o fotodiodos e a restante eletronica adicional
sdo apropriados para serem utilizados no dispositivo final, uma vez que a linearidade dos
reagentes se manteve e a determinacdo das diferentes concentracdes de biomolécula utilizadas

foi feita de forma precisa.

Posteriormente a realizacdo dos testes com a respetiva eletronica a colocar no
dispositivo, procedeu-se ao design do dispositivo e construcdo do mesmo, de forma a cumprir 0s
objetivos inicialmente propostos: sistema de reduzidas dimensdes, baixo custo de producao,
leve, portatil e facil de operar. Nesta fase, procedeu-se ainda a programacdo do dispositivo de
forma a implementar nele o algoritmo interno de decisdo desenvolvido. Os resultados obtidos
com os testes experimentais no dispositivo final, terceiro conjunto de testes, permitiram concluir
que o dispositivo POCT fabricado efetua a determinacdo quantitativa dessas biomoléculas

definidas como criticas para a obtencao de um diagndstico fiavel dos DM e da Funcdo Renal.

Relativamente as principais dificuldades e limitacdes sentidas ao longo da realizacdo
desta dissertacao, estas encontram-se relacionadas com o tempo de espera de algum material e
com o elevado custo de certos reagentes necessarios para a realizacdo dos testes experimentais.
Outras dificuldades estao relacionadas com o correto funcionamento dos PCB's fabricados
devido a fendmenos de oxidacdo e corrosdo dos mesmos. Para além disso, verificou-se que este

tipo de placas é bastante afetado por fendmenos de eletricidade estatica, o que condiciona o seu
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correto funcionamento. Estas dificuldades podem ser eliminadas através do fabrico de PCB’s

com melhores caracteristicas de isolamento.

As caracteristicas do dispositivo permitem que este possa ser utilizado em instituicdes
de saude, em instituicdes de solidariedade social, como o caso dos lares de 3% idade e em
paises em desenvolvimento. A utilizacado do dispositivo POCT implementado permite uma grande
economia de tempo e de recursos, uma vez que nao € necessario a intervencdo médica entre
cada analise, mas sim apenas no fim de realizado o conjunto de analises indicado pelo

dispositivo.

7.2 Perspetivas de trabalhos futuros

Como perspetivas de trabalhos num futuro proximo, realca-se a melhoria dos PCB’s
utilizados neste primeiro protétipo do dispositivo, de forma a eliminar por completo interferéncias
gue possam existir. Mais ainda, sera necessaria a realizacao de testes clinicos numa populacao
mais representativa, composta por uma amostra de cerca de 200 individuos com DM em varios
graus e individuos saudaveis, de forma a validar-se o correto funcionamento do dispositivo em
ambiente clinico. Pretende-se ainda, que as amostras recolhidas dessa populacao selecionada
sejam analisadas em simultaneo por um laboratério de analises clinicas, de forma a ser possivel

confirmar a veracidade dos resultados obtidos com o dispositivo construido.

A adicado de uma placa wireless ao dispositivo, de forma a permitir enviar os resultados
das andlises efetuadas diretamente para a base de dados da instituicdo responsavel pelo

dispositivo, também constitui um dos trabalhos futuros a desenvolver.

Outra perspetiva de trabalho futuro recai na alteracdo do disco de andlise fabricado, de
forma a incorporar um sistema que permita a separacao do sangue em soro e componentes
celulares. Tal caracteristica permitira eliminar a necessidade da utilizacdo de outros
equipamentos necessarios para a separacao do sangue, como por exemplo uma centrifuga.
Além disso, pretende-se que este novo disco contenha um sistema capaz de definir o volume
adequado de amostra necessario para cada uma das reacoes, permitindo assim que o utilizador
insira apenas um determinado volume de sangue no dispositivo, em vez de estar a medir o

volume de amostra (soro) necessario para cada reacao.
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Numa perspetiva mais alargada, a criacdo de novos discos de analise, que permitam
fazer o diagndstico de outras doencas que possam estar relacionadas com os DM e com a
Funcao Renal, uma vez que caso essas analises utilizem os mesmos LED’s, basta apenas alterar
o0 software do dispositivo, de forma a este aceitar os novos discos de analise criados. Ou seja,

realizar mais analises diferentes nao significa a necessidade de construir um novo dispositivo.
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Anexos

Anexo | — Protocolos dos reagentes selecionados

Os protocolos dos reagentes selecionados sdo apresentados na seguinte ordem:

Anexo 1.1 = Protocolo do reagente da Glicose.

Anexo LIl = Protocolo do reagente da Creatinina na urina.
Anexo LIl = Protocolo do reagente da Albumina.

Anexo LIV - Protocolo do reagente da Beta-Hidroxibutirato.
Anexo 1.V - Protocolo do reagente do Potassio.

Anexo L.VI = Protocolo do reagente da Creatinina no soro.

Anexo L.VII - Folheto informativo do Lyphochek Quantitative Urine Control.
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Anexos

Anexo l.1 = Protocolo do reagente da Glicose.

Jn BIOLABO REAGENTS GLUCOSE
E www.biolabo.fr GOD-PAP
MANUFACTURER:
BIOLABO SA, Reagent for quantitative determination of glucose
BIOLABO 02160, Maizy, France in human plasma, serum, cerebrospinal fluid (CSF) or urines
80009 R1 1x500mL R2 1x7.5mL R3 1x5mL
REF| 87109 R1 6x250mL R2 6x375mL R3 1x5mL
REF] 16GL8 R1 6x1000mL R2 6x15mL R3 2x5mL

TECHNICAL SUPPORT AND ORDERS
Tel :(33) 03 23 25 15 50

Fax : (33) 03 23 256 256

q3

IN VITRO DIAGNOSTIC USE

| v o o

CLINICAL SIGNIFICANCE (1) (6)

The glucose level in blood is maintained within a fairly narrow range
under diverse conditions (feeding, fasting, or severe exercise) by
regulatory hormones such as insulin, glucagon, or epinephrin.
Measurement of glucose is one of the most frequently performed
procedures in clinical chemistry laboratories in conjunction with other
tolerance testing (Glucose tolerance test, Glucose 2h post-
prandial...).

The most frequently encountered disorder of carbohydrate
metabolism in blood is hyperglycemia due to diabetes mellitus.
Hyperglycemia higher than 300 mg/dL (16.5 mmol/L) may induce
keto-acidosis and hyperosmolar coma.

In prolonged hypoglycemia, lower than 30 mg/dL (1.7 mmol/L),
severe irreversible encephalic damage may occurs.

PRINCIPLE (4) (5)

Trinder Method. Glucose is oxidised by GOD to gluconic acid and
hydrogen peroxide which in conjunction with POD, reacts with chloro-
4-phenol and PAP to form a red quinoneimine. The absorbance of
the coloured complexe, proportional to the concentration of glucose in
the specimen is measured at 500 nm.

REAGENTS COMPOSITION

Vial R1 ENZYMES-BUFFER

Phosphate Buffer 150 mmol/L
Glucose oxidase (GOD) >20000 UIL
Peroxidase (POD) >1000 UIL
4-Amino-antipyrine (PAP) 0.8 mmol/L
CHROMOGEN
Chloro-4-phenol 2 mmol/L

Vial R3 | STANDARD

Glucose 100 mg/dL (5.55 mmol/L)

SAFETY CAUTIONS

BIOLABO reagents are designated for professional, in vitro

diagnostic use.

« Verify the integrity of the contents before use

o Use adequate protections (overall, gloves, glasses).

Do not pipette by mouth.

«lIn case of contact with skin or eyes, thoroughly wash affected
areas with plenty of water and seek medical advice.

« Material Safety Data Sheet is available upon request.

« Waste disposal : Respect legislation in force in the country.

All specimens should be handled as potentially infectious, in

accordance with good laboratory practices using appropriate

precautions. Respect legislation in force in the country.

Version AT 80009 28 08 2008|

REAGENTS PREPARATION

Vial R1 _and R2: If appropriate, use a non-sharp instrument to
remove aluminium cap.

Using a volumetric flask, measure the volume of demineralised water
stated on the label of the vial R1(Enzymes-Buffer).

Transfer the contents of vial R1 into the flask and mix gently until
complete dissolution (approximately 2 minutes). Then, add the
contents of vial R2 and mix gently. Store away from light in a plastic
bottle free from contamination

STABILITY AND STORAGE

Store at 2-8°C, away from light.

o Standard (vial R3) : transfer requested quantity, well recap the vial
and store at 2-8°C.

xReagent R1 (unopened) and reagents R2 and R3 are stable until
expiry date stated on the label of the kit when stored and used as
described.

xOnce reconstituted, working reagent is stable for at least 2 years
when free from contamination.

» Discard reagent if cloudy or if reagent blank at 500 nm is > 0.400.

xDon't use working reagent after expiry date stated on the label of
the kit.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING (2

Serum or plasma :

Separate promptly from cells to prevent glycolysis. If fluoride is used
as a preservative, a decrease of 9 mg/dL (0.5 mmol/L) is seen within
the first 2 hours, then concentration stabilises.

Glucose is stable in serum or heparinised plasma :

xfor 8 h at 25°C

wfor 72 h at 2-8°C

Glucose is stable in plasma (Sodium fluoride or iodoacetate) :

xfor 24 h at room temperature.

CSF:

Process immediately to avoid falsely low results. Store at —20°C.
Urines :

Collect in dark bottle and store at 2-8°C. Preserve 24 h urines with
5 mL glacial acetic acid or 5 g sodium benzoate or sodium fluoride.

INTERFERENCES (3)

Ascorbic acid : No interference up to 10 mg/dL.

Total bilirubin : Negative interference above 20 mg/dL.

Direct bilirubin: No interference.

Hemolysis : No interference.

Lipemia : Positive interference above 626 mg/dL of triglycerides.

For a more comprehensive review of factors affecting this assay refer
to the publication of Young D.S.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1.Basic medical analysis laboratory equipment.
2.Normal and pathological control sera.
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1
CALIBRATION

o Standard enclosed in the Kit (vial R3) or BIOLABO-Multicalibrator
95015.

» Or any calibrator traceable to a reference method or material.

The calibration frequency depends on proper instrument functions

and on the preservation of the reagent.

It is recommended to calibrate in the following cases :

1.When changing batch of reagent.

2.After maintenance operations on the instrument .

3.If control values are out of range, even after using a new vial of
fresh control.

QUALITY CONTROL

2 BIOLABO EXATROL-N (level I) 95010.

2 BIOLABO EXATROL-P (level II) 95011.

x Assayed control referring to the same method.

o External quality control program.

It is recommended to control in the following cases :

At least once a run.

o At least once within 24 hours.

% When changing vial of reagent.

o After maintenance operations on the instrument.

If control is out of range, apply following actions :

1.Repeat the test with the same control.

2.1f control is still out of range, prepare a fresh control and repeat the
test.

3.If control is still out of range, use a new vial of calibrator or a fresh
calibrator and repeat the test.

4.1f control is still out of range, calibrate with a new vial of reagent.

5.1f control is still out of range, please contact BIOLABO technical
support or your local Agent.

EXPECTED VALUES (2

In serum or plasma : mg/dL [mmol/L]
Newborn, 1 day 40-60 [2.2-33]
Newborn > 1 day 50-80 [2.8-44]
Children 60-100 [3.3-56]
Adult 74-106 [4.1-59]
60-90 years 82-115 [4.6-6.4]
> 90 years 75-121 [4.2-6.7 ]
In CSF : mg/dL [mmol/L]
Infant, Child 60-80 [3.3-44)
Adult 40-70 [2.2-3.9]

In 24 h urines :  1-15 mg/dL [0.1-0.8 mmol/L]
< 0.5 g/24 hours [<2.78 mmol/24 hours]

Each laboratory should establish its own normal ranges for the
population that it serves.

PERFORMANCES
Within run . Normal  High level | |Betweenrun Normal High level
N=30 level N=60 level
Mean mg/dL 81 269 Mean mg/dL 81 284
S.D. mg/dL 1.05 1.80 S.D. mg/dL 0.97 3.01
CV. % 1.3 0.67 CV. % 1.2 1.06

Detection limit : approximately 10 mg/dL.

Sensitivity for 100 mg/dL: approximately 0.420 Abs at 500 nm.
Comparison with a commercially available reagent :

y=0.969 x + 1.33 r=0.9984

1 ——
LINEARITY

The reaction is linear up to at least 500 mg/dL (28 mmol/L).

Above, dilute the specimen with saline solution and re-assay taking
into account dilution factor to calculate the result. Linearity limit
depends on specimen/reagent ratio.

wl 8 ol Ve

Manufacturer Use by In vitro di i T imitati C:

number

|
MANUAL PROCEDURE

Let stand reagents and specimens at room temperature.

Pipette into well identified Blank Standard Assay
test tubes :

Reagent 1mL 1mL 1mL

Demineralised water 10 uL

Standard 10 pL

Specimen 10 pL
Mix. Let stand for 10 minutes at 37°C or 20 minutes at room temperature.
Read absorbances at 500 nm (460-560) against reagent blank.
Coloration is stable for 15-20 minutes at 37°C, then slowly decreases.

Note : Specific procedures are available upon request for automated
instruments. Please contact BIOLABO technical support.

CALCULATION

Calculate the result as follows :

Result= __AbS(Assay) 4 standard concentration
Abs (Standard)
REFERENCES

(1) TIETZ Textbook of clinical chemistry. 3“ Ed. C.A. Burtis. E.R. Ashwood.
W.B. Saunders (1999) p. 750-785.

(2)  Clinical Guide to Laboratory Test. 4™ Ed., N.W. Tietz (2006) p. 444-455.

(3)  YOUNG D.S.. Effect of Drugs on Clinical laboratory Tests. “" Ed. (1995)
p. 3-274 to 3-294.

(4) FARRANCE I. Clin. Biochem. reviews (1987). 8. p.55 to 68.

(5) TRINDER P.. Ann. Clin. Biochem.(1969). 6. p.24-27.

(6) BERNARD S., Biochimie clinique, 2°*  éd.,Edition Maloine (1989),
p.165-167.

Made in France

Version : AT 80009 28 08 2008|
Latest version: www.biolabo.fr

0~
W] A ' 5
See insert Batch number  Store away from light sufficient for dilute with
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Anexo L.Il = Protocolo do reagente da Creatinina na urina.

~4 BECKMAN
COULTER.

CREATININE
OSR6178 4x 51 mL R1
4x 51mL R2
OSR6678* 4 x 150 mL R1
4 x 150 mL R2

Intended Use
System reagent for the quantitative determination of Creatinine in human serum and urine on Beckman Coulter AU analyzers.
*Creatinine reagent OSR6678 for use on the AU2700/5400 system only.

Summary

Measurements of creatinine are used in the diagnosis and treatment of renal disease. Serum creatinine measurements prove useful in evaluation of
kidney glomerular function and in monitoring renal dialysis. However, the serum level is not sensitive to early renal damage and responds more
slowly than blood urea nitrogen (BUN) to hemodialysis during treatment of renal failure. Both serum creatinine and BUN are used to differentiate
prerenal and postrenal (obstructive) azotemia. An increase in serum BUN without concomitant increase of serum creatinine is key to identifying
prerenal azotemia. With postrenal azotemia, both serum BUN and creatinine rise, but the rise is disproportionately greater for BUN.

Serum creatinine varies with the subject’s age, body weight, and sex. It is sometimes low in subjects with relatively small muscle mass, cachetic
patients, amputees, and in older persons. A serum creatinine level that would usually be considered normal does not rule out the presence of
impaired renal function.

Methodology

This Creatinine procedure is a kinetic modification of the Jaffe procedure,’ in which creatinine reacts with picric acid at alkaline pH to form a yellow-
orange complex. However, this reaction is not completely specific for creatinine since other reducing substances such as glucose, pyruvate, ascorbic
acid, and acetoacetates will react with picrate to form a similar color.® Fabiny and Ertingshausen® found that alkaline creatinine picrate reaches
maximum color development at a different rate than pseudo-creatinine material. Cook® utilized different reaction rates of alkaline picrate positive
substances to obtain greater specificity with the Jaffe reaction.

The rate of change in absorbance at 520/800nm is proportional to the creatinine concentration in the sample.

Creatinine + Alkaline Picrate —_— Yellow-Orange Complex

System Information
For AU400/400%/480, AU600/640/640°/680 and AU2700/5400 Beckman Coulter Analyzers.

Reagents

Final concentration of reactive ingredients:

Sodium hydroxide 120 mmol/L
Picric acid 2.9 mmol/L
Also contains preservatives

Precautions

1. For in vitro diagnostic use. Do not ingest.

2. R1is corrosive and causes burns. Do not pipette by mouth. Avoid contact with eyes, skin or clothing. In case of contact, immediately rinse
affected area with plenty of water for 15 minutes. Obtain medical attention immediately for eye contact or ingestion. Do not induce vomiting.

3. R2is POISON. Do not pipette by mouth. In case of external contact, immediately flush affected area with plenty of water for 15 minutes. Obtain
medical attention immediately for eye contact or ingestion.

4. R2 contains picric acid. Dry picric acid explodes when rapidly heated or subjected to percussion. Dilute any spills with water and wipe up
immediately.

Preparation of Reagents
For OSR6178, the Creatinine reagent is ready for use. No preparation is required. For OSR6678, insert the pipe supplied into the 180 mL reagent
vial before use on the analyzer. Care must be taken when handling the pipe to avoid contamination. The pipe is for single use only.

Storage and Stability

1. The unopened reagents are stable until the expiration date printed on the label when stored at 2 — 8°C.
2. Opened reagents are stable for 7 days when stored in the refrigerated compartment of the analyzer.

3. R1is light sensitive. Store in the dark before placing on the instrument.

Indications of Deterioration
Visible signs of microbial growth, turbidity, precipitate, or any change in color in the Creatinine reagent may indicate degradation and warrant
discontinuance of use.

Specimen Collection and Preparation

Serum or heparinized samples free from hemolysis are the recommended specimens and should be separated from the red cells as soon as
possible. Urine specimens should be collected into a clean, leakproof container. If urine must be collected with a preservative for other analytes,
6N HCL or Boric acid can be used.

Sample Storage and Stability
Serum Creatinine is stable for 7 days at 2 — 8°C and indefinitely when frozen (< -20°C ).2 Creatinine in urine is stable for 2 days at room temperature
(20 — 25°C) and for 6 days at 4 — 8°C.”
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Creatinine

Interfering Substances
Results of studies® show that the following substances interfere with this creatinine procedure.

The criteria for no significant interference is recovery within 10% of the initial value.

Bilirubin: No significant interference up to 20 mg/dL Bilirubin
Hemolysis: No significant interference up to 500 mg/dL Hemolysate
Lipemia: No significant interference up to 700 mg/dL Intralipid*
Protein: Interference less than 20% between 3 and 12g/dL Protein

*Intralipid, manufactured by KabiVitrium Inc., is a 20% IV fat emulsion used to emulate extremely turbid samples.

The information presented is based on results from Beckman Coulter studies and is current at the date of publication. Beckman Coulter Inc. makes
no representation about the completeness or accuracy of results generated by future studies. For further information on interfering substances, refer
to Young10 for a compilation of reported interference with this test.

Procedure
A complete list of test parameters and operational procedure can be found in the User's Guide appropriate to the analyzer.

Materials Provided
Creatinine Reagent
Pipe (one per each 180 mL vial)

Materials Required But Not Provided
Chemistry Calibrator (Cat # DR0070)
Urine Creatinine Calibrator (Cat # DR0091)

Stability of Final Reaction Mixture
The Beckman Coulter AU analyzer automatically computes every determination at the same time interval.

Calibration

The frequency of calibration is daily. Calibration of this creatinine procedure for serum determinations is accomplished by use of the Chemistry
Calibrator (Cat # DR0070), which is traceable to an isotope dilution mass spectrometry (IDMS) reference method using the National Institutes of
Standards and Technology (NIST) Standard Reference Material 967. For the calibration of urine specimens, Urine Creatinine Calibrator

(Cat # DR0091) should be used.

Recalibration of this test is required when any of these conditions exist:

1. Areagent lot number has changed or there is an observed shift in control values.

2. A fresh bottle of reagent is used for testing.

3. Major preventative maintenance was performed on the analyzer or critical part was replaced.

Quality Control

During operation of the Beckman Coulter AU analyzer at least two levels of an appropriate quality control material should be tested a minimum of
once a day. In addition, controls should be performed after calibration, with each new lot of reagent, and after specific maintenance or
troubleshooting steps described in the appropriate User's Guide. Quality control testing should be performed in accordance with regulatory
requirements and each laboratory’s standard procedure. Appropriate qualified urine controls should be established and utilized during urine analysis.

Results
Automatically printed out for each sample in mg/dL at 37°C.

Dynamic Range

The Creatinine procedure is linear from 0.2 to 25.0 mg/dL for serum determinations and 1 - 300 mg/dL for urine determinations. Samples exceeding
the upper limit of linearity should be diluted and repeated. The sample may be diluted, repeated and multiplied by the dilution factor automatically by
utilizing the AUTO REPEAT RUN.

Expected Values

Serum"' Urine'
Male 0.7 - 1.3 mg/dL 14 - 26 mg/kg/24 hours
Female 0.6 - 1.2 mg/dL 11 - 20 mg/kg/24 hours
Beckmgn Coulter Reference 0.6 - 1.3 mg/dL

Range

Expected values may vary with age, sex, diet and geographical location. Each laboratory should determine its own expected values as dictated by
good laboratory practice.

Specific Performance Characteristics
The following data was obtained using the Creatinine Reagent on Beckman Coulter AU analyzers according to established procedures. Results
obtained in individual laboratories may differ.

Precision"

Estimates of precision, based on CLSI recommendations,? are consistent with typical performance. The within run precision for serum samples is
less than 3% CV and total precision is less than 6% CV. Assays of control sera were carried out and the data reduced following CLSI guidelines
above.

Serum
N =100 Within run Total
Mean, mg/dL SD CV% SD CV%
1.00 0.01 1.0 0.01 1.0
5.60 0.05 0.8 0.09 1.5
OSR General Chemistry BAOSR6x78.02
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Creatinine
Urine
N =100 Within run Total
Mean, mg/dL SD CV% SD CV%
96.5 0.60 0.6 1.00 1.0
195.9 1.10 0.5 2.50 1.3
Method Comparison
Serum
Patient samples were used to compare this Creatinine Reagent. The table below demonstrates representative performance on the AU analyzers.
Y Method AUB40
X Method AU600
Slope 1.029
Intercept -0.01
Correlation Coeff. (r) 0.9996
No. of Samples (n) 175
Range (mg/dL) 0.2-16.0
Urine
Patient samples were used to compare this Creatinine Reagent. The table below demonstrates representative performance on the AU analyzers.
Y Method AU640/640°
X Method AU600
Slope 1.000
Intercept 0.9
Correlation Coeff. (r) 0.9998
No. of Samples (n) 176
Range (mg/dL) 11-281
Sensitivity

Typical change in absorbance for 1 mg/dL of Creatinine is 12.5 mAbsorbance.
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Anexo LIl = Protocolo do reagente da Albumina.

QuantiChrom™ BCG Albumin Assay Kit (DIAG-250)

Quantitative Colorimetric Albumin Determination at 620nm

DESCRIPTION

Albumin is the most abundant plasma protein in human. It accounts for
about 60% of the total serum protein. Albumin plays important
physiological roles, including maintenance of colloid osmotic pressure,
binding of key substances such as long-chain fatty acids, bile acids,
bilirubin, haematin, calcium and magnesium. It has anti-oxidant and
anticoagulant effects, and also acts as a carrier for nutritional factors and
drugs, as an effective plasma pH buffer. Serum albumin is a reliable
prognostic indicator for morbidity and mortality, liver disease, nephritic
syndrome, malnutrition and protein-losing enteropathies. High levels are
associated with dehydration.

Simple, direct and automation-ready procedures for measuring albumin
concentration in biological samples are becoming popular in Research
and Drug Discovery. BioAssay Systems' BCG albumin assay kit is
designed to measure albumin directly in biological samples without any
pretreatment. The improved method utilizes bromcresol green that forms
a colored complex specifically with albumin. The intensity of the color,
measured at 620nm, is directly proportional to the albumin concentration
in the sample. The optimized formulation substantially reduces
interference by substances in the raw samples.

KEY FEATURES

Sensitive and accurate. Use as little as 5 L. samples. Detection range 0.1
g/dL (15uM) to 5 g/dL (750uM) albumin in 96-well plate assay.

Simple and high-throughput. The procedure involves addition of a
single working reagent and incubation for 5 min. Can be readily
automated as a high-throughput assay in 96-well plates for thousands of
samples per day.

Improved reagent stability and versatility. The optimized formulation has
greatly enhanced reagent and signal stability. Cuvet or 96-well plate assay.
No interference in biological samples. No pretreatments are needed.
Assays can be directly performed on raw biological samples i.e., in the
presence of lipid and protein.

APPLICATIONS:
Direct assays: albumin in serum, plasma, urine, biological preparations.
Drug discovery/Pharmacology: effects of drugs on albumin metabolism.

KIT CONTENTS (250 tests in 96-well plates)

Reagent: 50 mL Albumin Standard: 1 mL 5 g/dL BSA
Storage conditions. Store Reagent in the provided amber bottle and
standard at 4°C and -20°C, respectively. Shelf life: 12 months.
Precautions: reagents are for research use only. Normal precautions for
laboratory reagents should be exercised while using the reagents.
Please refer to Material Safety Data Sheet for detailed information.

PROCEDURES

Reagent Preparation:
Important: bring reagent to room temperature and shake before use.

Procedure using 96-well plate:

1. Dilute standards in distilled water as follows. Dilute serum and plasma
samples 2 fold. Transfer 5 pL diluted standards and diluted samples to
wells of a clear bottom plate. Store diluted standards at -20°C for
future use.

No STD + H,0 Vol (uL) BSA (g/dL)
1 100uL +  OuL 100 5.0

2 80uL + 20uL 100 4.0

3 60uL + 40uL 100 3.0

4 40uL + 60pL 100 2.0

5 30uL + 70pL 100 1.5

6 20uL + 80pL 100 1.0

7 10puL + 90uL 100 0.5

8 OulL + 100uL 100 0

2. Add 200 pL working reagent and tap lightly to mix. Avoid bubble.

3. Incubate 5 min at room temperature and read optical density at 570-
670nm (peak absorbance at 620nm). Signal is stable for > 60min.

Procedure using cuvette:

1. Transfer 20 uL Blank, Standards and samples to appropriately
labeled tubes. Add 1000 uL working reagent and tap lightly to
mix. Incubate 5 min at room temperature.

2. Transfer to cuvet and read optical density at 620nm.

Important: if sample OD is higher than the OD for standard, dilute

samples with distilled water and repeat the assay.

CALCULATION

Subtract blank OD (water, #8) from the standard OD values and plot
the OD against standard concentrations. Use the standard curve to
determine the sample albumin concentration, or fit the standard
curve using the equation y = a'x / (b+x). The albumin concentration
of Sample is calculated as

AODsawmpLE X b

= a—AODsawpLe X (modh)

AODsawmpLe = (ODsampie - ODgLank). nis the dilution factor.
Conversions: 0.1 g/dL albumin equals 15 uM, 0.1% or 1000 ppm.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
Pipeting devices and accessories (e.g. 5 uL).

Procedure using 96-well plate:

Clear bottom 96-well plates (e.g. Corning Costar) and plate reader.
Procedure using cuvette:

Spectrophotometer and cuvets for measuring OD at 620nm.

EXAMPLES:

Albumin was assayed in duplicate using the 96-well assay protocol.
The albumin content (g/dL) was 4.8 + 0.0 and 5.4 + 0.0 in human
serum and plasma, 2.2 + 0.0 and 2.8 + 0.2 in rat serum and plasma,
3.2 £ 0.2 in goat serum and 2.0 + 0.0 in fetal bovine serum,
respectively. Albumin in a fresh healthy human urine sample was
below the detection limit (0.01 g/dL).

0.8
0.6

0.4

ODQOnm

0.2

[BSA], g/dL

Calibration curve in 96-well plate
y=1.125x/(2.535 + x)

LITERATURE
1. Nicholson, JP, Wolmarans, MR and Park, GR (2000). The role of
albumin in critical ilness. Br. J. Anaesthesia 85(4): 599-610.

2. Goldwasser, P and Feldman, J (1997). Association of serum
albumin and mortality risk. J. Clin. Epidemiol 50: 693-703.

3. Kamphuis, JS, Salden, HIM and Zuijderhoudt, FMJ (2001).
Albumine-analyse in plasma: vergelijking tussen de brooncresol-
groen, broomcresolpurper en een immunoassay bij volwassen
patienten met en zonder hemodialyse. Ned Tijdschr Klin Chem 26:
9-12.
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Anexo 1.1V - Protocolo do reagente da Beta-Hidroxibutirato.

M EONTE

5449 Research Drive * Canton MI 48188 » USA

B-Hydroxybutyrate
Reagent Set

Intended Use
For the quantitative determination of B-hydroxybutyrate in serum or plasma.
For in vitro diagnostic use only.

Summary and Explanation of Test

Ketosis is a common feature in acutely ill patients. In subjects suffering from
starvation, acute alcohol abuse, or diabetes mellitus ketosis can result in
severe life threatening metabolic acidosis.! The presence and degree of
ketosis can be determined by measuring blood levels of -hydroxybutyrate.

Ordinarily, B-hydroxybutyrate is the ketoacid present in the greatest amount
in serum. It accounts for approximately 75% of the ketone bodies that also
contain acetoacetate and acetone.2®4 During periods of ketosis, p-
hydroxybutyrate increases even more than the other two ketoacids,
acetoacetate and acetone, and has been shown to be a better index of
ketoacidosis including the detection of subclinical ketosis.5678

In diabetics, the measurement of 3-hydroxybutyrate as well as blood glucose
is needed for the assessment of the severity of diabetic coma and is
essential for the exclusion of hyperosmolar non-ketotic diabetic coma.
Moreover, the insulin requirements are often based on the extent of the
existing hyperketonemia shown by the blood levels of B-hydroxybutyrate.® A
specific enzymatic assay for f-hydroxybutyrate is therefore extremely
important in the assessment of ketosis.

Principle

Enzymatic quantitation of B-hydroxybutyrate by [B-hydroxybutyrate
dehydrogenase has been reported.'®'".2 In the Pointe Scientific method, -
hydroxybutyrate (D-3-hydroxybutyrate) in the presence of NAD gets
converted to acetoacetate and NADH at a pH 8.5 by B-hydroxybutyrate
dehydrogenase (D-3-hydroxybutyrate dehydrogenase). At this pH, the
reaction is favored to the right.2 The NADH produced is converted to color
using INT and diaphorase.

D-3-hydroxybutyrate
dehydrogenase

D-3-hydroxybutyrate + NAD ---------smreeemeeeenv —> Acetoacetate + NADH + H*

Diaphorase
NADH + INT (oxidized) -- ---— NAD + INT (reduced) color cpd. 505nm

Reagents

The Pointe Scientific 3-hydroxybutyrate reagent kit contains the following:

1.1 x 50ml R1 containing B-hydroxybutyrate dehydrogenase and
diaphorase enzymes.

2. 1x8mlR2 containing NAD, INT and oxalate.

3. 1x3ml standard containing 1mM sodium D-3-hydroxybutyrate

Reagent Storage and Stability

All of the above reagents are stable stored at 2-8°C until the expiration date
stated on the labels. Do not use the reagents past their expiration date.
Alterations in the physical appearance of the reagents or values of control
materials outside of the manufacturer's acceptable range may be an
indication of reagent instability.

Reagent Preparation

R1 and R2 reagents are supplied as ready to use liquids. To prepare a single
liquid working reagent mix 10 parts R1 with 1.5 parts R2 (ex. 10.0ml R1 with
1.5 mlR2).

Warnings and Precautions
For in vitro diagnostic use only. Avoid skin contact with reagents. If this occurs,
wash immediately with water.

Specimen Collection and Preparation

Serum or plasma collected with EDTA, heparin or sodium fluoride can be used in
the assay. Serum or plasma B-hydroxybutyrate levels are stable at least one week
if kept refrigerated. (2-8°C)

Interferences

Lactate dehydrogenase and lactate have been shown to interfere with the assay.
The incorporation of oxalic acid is this reagent eliminates this interference as
reported.’? No significant changes in values were observed when the following
analytes were added to serum containing 0.5mM B-hydroxybutyrate.

Analyte % Recovery
Glucose (2000 mg/dl) 96
Acetoacetic acid (5 mM) 96
Creatinine (5 mg/dl) 106
Ascorbate (3mg/dl) 106
Bilirubin (10 mg/d) 96
Uric Acid (16 mg/dl) 102
Triglyceride (417 mg/dl) 104
Cholesterol (314 mg/dl) 94
Lactate Dehydrogenase (1515 U/ml) 93
Sodium Lactate (96 mg/dl) 99

In addition, hemolyzed serum with an ODs4onm of 2.0 was added to the test and
found not to interfere.

Materials Provided
Refer to “Reagents”

Materials Required but not Provided

10 ml Micropipettor

1 ml Pipette or Dispenser

Glass or plastic Test Tubes to hold 1.0 ml
B-hydroxybutyrate controls

Temperature controlled incubator
Spectrophotometer capable of reading at 505nm.

DO ON

Procedure (Automated)
Refer to specific instrument application instructions.

Procedure (Manual)
The Pointe Scientific enzymatic -hydroxybutyrate reagent provided can be used
in a five-minute procedure utilizing a spectrophotometer that reads at 505 nm.

Conditions: Wavelength 505nm
Temperature 37°C
Mode Endpoint
Reagent Volume 1.0 ml
Sample volume 25ul
Incubation 5 min.

Phone: 734-487-8300 e

Toll Free: 800-445-9853

e Fax: 734-483-1592 e www.pointescientific.com
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1. Prepare working
instructions.
2. Label tubes, “Standard”, “Control”, “Patient”, etc.
3. Pipette 1.0 ml of working reagent into required number of labeled test
tubes. Incubate at 37°C for 5 minutes.
4. Add 25 ul Standard, controls and patients to the appropriate tests and
incubate at 37°C for 5 minutes.
5. Zero spectrophotometer with a reagent blank.
6. Read and record absorbances of all tubes at 505 nm.
NOTES:
a) Precise measurement of temperature, wavelength, and time are
required to obtain accurate results.
b)  The test can also be performed at 25°C for 10 minutes using the
same procedure as above.

reagent according to “Reagent Preparation”

Calibration
Use the B-hydroxybutyrate standard provided.

Calculations
B-hydroxybutyrate (mM) = OD (5min) serum _ x Standard concentration
OD (5min) standard

To convert results to mg/dL divide the value obtained in mM by 0.096

Limitations

1. See “Interferences”.

2. The procedure described above is linear to 4.5mM (46.8 mg/dl) B-
hydroxybutyrate. For higher concentrations dilute the sample with
deionized water, repeat the assay and multiply the results by the
dilution factor.

Quality Control

The reliability of test results should be monitored whenever patient samples
are assayed using a standard and quality control materials analyzed in the
same manner employed for the unknowns. We suggest the use of
commercially available 3-hydroxybutyrate controls with an assayed range. If
controls do not fall into the assayed range, patient values from that run
should not be reported. The run should be repeated, making sure that all
mixing and handling instructions are strictly followed.

Linearity of the assay should be verified with a commercial linearity check
set, or dilutions of a high specimen, at least every six months.

Expected Values

The quantitation of B-hydroxybutyrate is important in cases of ketoacidosis.
In studies of healthy individuals who had fasted for 12 hours before blood
collection, the range of B-hydroxybutyrate was found to be from 0.02 mM
(0.2mg/dl) to 0.27mM (2.81mg/dl).#5 Other ranges have also been
reported.™

Performance

1. Linearity: The PB-hydroxybutyrate assay is linear to 4.5 mM (46.8
mg/dI).

2. Comparison: A study of 57 samples using Pointe Scientific and the
Sigma method gave the following correlation. (y=Pointe Scientific,
x=Sigma): y = 1.05x + 0.25mM, N = 57, r = 0.9922, Sxy = 0.1055mM.

3. Precision: Studies were conducted using two serum pools containing
0.25mM (2.6 mg/dl) and 1.0mM (10.4 mg/dl) B-hydroxybutyrate. The
following results are averages of eighteen determinations:

B-Hydroxybutyrate
Reagent Set
Within day:
Level Mean (mM) Std. Dev. (mM) %C.V.
1 0.29 0.005 1.7
2 1.09 0.015 14
Day to day:
Level Mean Std. Dev. %C.V.
1 0.26 0.014 52
2 1.05 0.018 1.7
4. Sensitivity: Concentrations of B-hydroxybutyrate of 0.18, 0.28, and 0.38 mM
(1.8, 2.9, and 3.9 mg/dl) can be clearly distinguished at the 99% confidence
limit.
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in the insert. The purchaser must determine the suitability of the product for their
particular use. Use only in accordance with labeling instructions.
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Anexo 1.V — Protocolo do reagente do Potassio.

POTASSIUM REAGENT
(COLORIMETRIC METHOD)
Catalog Number: BQ043CR

INTENDED USE
For the colorimetric determination of potassium in human serum and
plasma.

INTRODUCTION

Potassium is the principle cation of the intracellular fluid. It is also an
important constituent of the extracellular fluid due to its influence on
muscle activity. Its intracellular function parallels that of its
extracellular function, namely influencing acid-base balance and
osmotic pressure, including water retention.">

Elevated potassium levels (hyperkalemia) are often associated with
renal failure, dehydration shock or adrenal insufficiency. Decreased
potassium levels (hypokalemia) are associated with malnutrition,
negative nitrogen balance, gastrointestinal fluid losses and
hyperactivity of the adrenal cortex."?

In previously described colorimetric methods for determination of
potassium or sodium, prior deproteinization of serum or plasma
specimen was required. Our improved method is the direct
spectrophotometric measurement of potassium in blood or plasma.

PRINCIPLE

The amount of potassium is determined by using sodium
tetraphenylboron in ,.1 specifically prepared mixture to produce a
colloidal suspemlon The turbidity of which is proportional to
potassium concentration in the range of 2 - 7 mEq/L.

REAGENT CONTENTS

1. Potassium Reagent: Sodium Tetraphenylboron 2.1 mM,
preservatives and thickening agents.

2. Potassium Standard: Equivalent to 4 mEq/L.

WARNING AND PRECAUTION
Potassium Reagent Set is for "in vitro dlagnostlc use" only.

2. Sodium Tetraphenylboron is a corrosive substance. Avoid skin
contact or ingestion. DO NOT PIPET BY MOUTH. Flush with
water if contact occurs.

STORAGE AND STABILITY

Both reagents are stored at room temperature (18 — 30°C). The
reagents are stable until expiration date indicated on the package
label.

REAGENT DETERIORATION

Do not use if:

1. The reagent is very cloudy.

2. The reagent fails to achieve assigned value on fresh control
serum.

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE "2
Serum is recommended.

2. Potassium in serum is stable for at least 2 weeks at 2 - 8 °C.

3. Specimens for serum potassium analysis should be free from
hemolysis since the high concentration of potassium released
from red cells significantly increase the serum levels and this
invalidates the test results. Blood specimens should also be
separated from the red cells shortly after collection to prevent
any leakage of potassium from the intracellular into the
extracellular fluid. Plasma from anticoagulants not containing
potassium is also suitable.

INTERFERENCES

Turbid or icteric samples produce falsely elevated results. Bilirubin
above 40 mg/dl and Urea Nitrogen above 80 mg/dl will produce
elevated results. Hemolyzed sera produce elevated results. Sera
containing high levels of ammonia should be avoided.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1. Spectrophotometer.

2. Test tubes/rack.

3.  Timer.

PROCEDURE
Label test tubes: standard, control, patients, etc. A blank is
necessary.

2. Pipette 1.0 mL of Potassium Reagent to all tubes.

3. Add0.01 mL (10 ul) of samples to respective tubes. Mix and let
sit at room temperature for 3 minutes.

4. After 3 minutes, set the wavelength of spectrophotometer to 500
nm, zero spectrophotometer with reagent blank. Read and
record the absorbance of all tubes.

*MULTI PURPOSE CALIBRATOR MAY BE USED TO
REPLACE STANDARD.

Note: If the spectrophotometer being used requires 2.5 mL reagent,
use 0.02 mL (20 pl) of sample to 2.5 mL of reagent. Perform the test
as described above.

LIMITATIONS

Our method has been found to be linear between 2 - 7 mEg/L. It is
important to note that our method may not produce accurate results
when used with potassium calibrator other than that provided by us.
Other products contain preservatives that interfere with this
procedure and tend to produce false elevated results. Samples with
values above 7 mEg/L should be diluted 1:1 with normal saline,
re-assayed and results multiplied by two.

CALCULATIONS
Abs. = Absorbance
STD = Standard

Abs. of unknown
W x Conc. of STD (mEq/L)
= Potassium Conc. (mEq/L)

Example: If the absorbance of the unknown = 0.200, the absorbance
of the standard is 0.160 and standard concentration is 4 mEq/L, then

% x4 =5 mEq/L
QUALITY CONTROL

Serum controls with known normal and abnormal values should be
run routinely to monitor the validity of the reaction.

EXPECTED VALUES *
3.4 — 5.3 mEq/L.It is strongly recommended that each laboratory
establish its own normal range.
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PERFORMANCE

1. Linearity: 2 - 7 mEq/L.

2. Sensitivity: Based on an instrument resolution of A = 0.001, the
present method has a sensitivity of 0.006 mEq/L.

3. Comparison: A comparison study performed between our
method and a similar method resulted in a correlation
coefficient of 0.99 with a regression equation of Y = 1.06X -
0.37.

4.  Precision Study:

Within Run:
Mean (mEg/L)  S.D. CV.%
4.1 0.1 5
74 0.3 4

Run to Run:
Mean (mEg/L)  S.D. C.V.%
4.1 0.4 10
74 0.5 6

REFERENCES

1. Henry, R.F. et. al, Clinical Chemistry Principles and
Techniques, 2nd Ed., Harper and Row, Hagerstown, M.D.,
(1974).

2. Tietz, N.W, Fundamentals of Clinical Chemistry, W.B.,
Saunders Co., Philadelphia, PA, p. 874.

3. Terri, A.E. and Sesin, P.G., Am. J. Clin. Path., 29:86 (1958).

126



Anexos

Anexo 1.VI - Protocolo do reagente da Creatinina no soro.

BIOLABO REAGENTS
www.biolabo.fr

MANUFACTURER:
BIOLABO SA,

02160, Maizy, France

1l

BIOLABO

CREATININE

Kinetic method

Reagent for quantitative determination of creatinine
in human serum, plasma or urines

80107 R11x125mL

R21x125mL R31x10mL

TECHNICAL SUPPORT AND ORDERS
Tel :(33) 0323251550

Fax : (33) 03 23 256 256

43

IN VITRO DIAGNOSTIC USE

e ey R I I 1

e
CLINICAL SIGNIFICANCE (1)

Interconversion of phosphocreatine and creatine is a particular feature
of the metabolism processes of muscle contraction. Creatine and
phosphocreatine partially convert to a waste product, creatinine. Thus,
the amount of creatinine produced each day is related to the muscle
mass (and body weight), age, sex, diet or exercise and does not greatly
vary from day to day. Because creatinine is endogenously produced and
released into body fluids at a constant rate and its plasma levels are
maintained within narrow limits, its clearance can be measured as an
indicator of glomerular filtration rate (GFR).

PRINCIPLE (4)(5)

Colorimetric reaction (Jaffe reaction) of creatinine with alkaline picrate
measured kinetically at 490 nm (490-510), without any pretreatment
step. This reaction has been improved (specificity, speed and
adaptability) by the developement of an initial-rate method.

REAGENTS COMPOSITION

Xi: IRRITANT

R36/38 : Irritating to eyes and skin.

S$26: In case of contact with eyes, thouroughly wash with plenty of water
and seek medical advice.

BASE

Disodium Phosphate 6.4 mmol/L

Sodium hydroxide 150 mmol/L
Vial R2 DYE

Sodium dodecyl sulfate 0.75 mmol/L

Picric acid 4.0 mmol/L

pH 4.0

Vial R3 STANDARD

Creatinine 2 mg/dL (177 pmol/L)

SAFETY CAUTIONS

BIOLABO reagents are designated for professional, in vitro diagnostic

use.

« Verify the integrity of the contents before use.

« Use adequate protections (overall, gloves, glasses).

o Do not pipette by mouth.

»In case of contact with skin or eyes, thoroughly wash affected areas
with plenty of water and seek medical advice.

o Material Safety Data Sheet is available upon request.

» Waste disposal : Respect legislation in force in the country.

All specimens should be handled as potentially infectious, in accordance

with good laboratory practices using appropriate precautions. Respect

legislation in force in the country.

REAGENTS PREPARATION

Mix vial R1 and vial R2 contents (1 volume/1 volume). A graduated test-
tube may be used.

Automated instrument : reagent R1 and R2 may be added separetely
(see § MANUAL PROCEDURE).

STABILITY AND STORAGE

Store at 18-25°C, well cap in the original vial and away from light.

o Standard (vial R3) : Transfer the requested quantity, recap and store
at 18-25°C

« Reagents are stable until expiry date stated on the label of the kit
when free from contamination, stored and used as described in the
insert.

x Once reconstituted, working reagent is stable for 30 days at 2-8°C
when free from contamination.

« Discard any reagent if cloudy or if the absorbance of working reagent
is > 0.300 at 490 nm.

» Don’t use working reagent after expiry date stated on the label of the
Kit.

1
SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING (2)

Serum or heparinised plasma.

Collecte during precisely timed intervalles (4, 12 or 24 h).
Dilute 1+19 in distiled or demineralised water before
determination.
o Creatinine is stable in specimen :

for 24 h at 2-8°C (freeze for longer storage).

Urines :

.|
INTERFERENCES (1) (2) (3) (5)

Hemolysis, bilirubin and lipemia may cause falsely negative results.
Bilirubin : See § MANUAL PROCEDURE, Procedure n°2.

Ascorbic acid, glucose and some antibiotics interfere also with the
determination of creatinine according to Jaffe method.

Reading interval is the main determinant for the specificity of the Jaffe
reaction ; some interferents act quickly (acetoacetate) and others slowly
(proteins). The majority of kinetic methods recommends a reading
interval beetwen 30 and 150 seconds.

For a more comprehensive review of factors affecting this assay refer to
the publication of Young D.S.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1.Basic medical analysis laboratory equipment.
2.Normal and pathological control sera.

CALIBRATION

« Kit Standard (vial R3) or BIOLABO-Multicalibrator, 95015.
» Or any calibrator traceable to a reference method or material.

The calibration frequency depends on proper instrument functions and
on the preservation of the reagent.

It is recommended to calibrate in the following cases :

1.When changing batch of reagent.

2.After maintenance operations on the instrument .

3.When control values obtained are out of range, even after using a new
vial of fresh serum .

|Version : AT 80107 12 09 2008|
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QUALITY CONTROL

«  BIOLABO EXATROL-N (Level I), 95010.

%  BIOLABO EXATROL-P (Level Il), 95011.

x  Assayed control sera referring to the same method.

«  External quality control program.

It is recommended to control in the following cases :

»  Atleastonce arun.

% At least once within 24 hours.

»  When changing vial of reagent.

»  After maintenance operations on the instrument.

If control is out of range, apply following actions :

1. Repeat the test with the same control.

2. If control is still out of range, prepare a fresh control serum and
repeat the test.

3. If control is still out of range, use a new vial of calibrator or a fresh
calibrator and repeat the test.

4. If control is still out of range, calibrate with a new vial of reagent.

5. If control is still out of range, please contact BIOLABO technical
support or your local Agent.

MANUAL PROCEDURE

Let stand reagents and specimens at temperature of measurement.
Perform all the ys at tant t ature (see note 4).

Procedure n°1 : For non icteric specimen using “Working reagent”

Pipette ina 1 cm Blank Standard Assay
pathlength cuvette : (optional)
Working reagent 1mL 1mL 1mL
Demineralised water 100 pL
Standard 100 pL
Specimen (Note 1) 100 pL

Mix well. After 30 secondes, record absorbance A1 at 490 nm (490-510) against
reagent blank or distilled water. Exactly 2 minutes after the first reading, record
absorbance A2.

Procedure n°2 : For icteric specimen using “Bi-reagent”

Pipette ina 1 cm ) Blfmk Standard Assay
EXPECTED VALUES (2 pathlength cuvette : (optional)
Serum or plasma Reagent R1 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Creatinine mg/dL [pmol /L] Demineralised water 100 pL
Male 09t01.3 [80-115] Standard 100 L
Female 0.6t01.1 [ 53-97]
Urines Specimen (Note 1) 100 pL
Creatinine mg/kg/24h [ pmol / kg / 24 h] Incubate for 5 minutes at constant temperature, then add:
Male Al [124-230] Reagent R2 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Female 11 to 20 [97-177 ]

GFR (Glomerular filtration rate) mL per minute

Mix well. After 30 secondes, record absorbance A1 at 490 nm (490-510) against
reagent blank or distilled water. Exactly 2 minutes after the first reading, record
absorbance A2.

Adult < 40 years 120 (100 — 140)
Adult > 40 years Physiologically decreased approx. 1% every year.

Each laboratory should establish its own normal ranges for the
population that it serves.

|
PERFORMANCES (PROCEDURE N°1)

Within run ~ Medium  High level Between run Medium  High level
n=20 level n=20 level
Mean mg/dL 1.32 3.65 Mean mg/dL 1.09 463
S.D. mg/dL 0.016 0.03 S.D.mg/dL 0.065 0.125
CV.% 1.2 0.8 CV.% 5.9 20
Detection limit : approximately 0.2 mg/dL at 37°C.
Sensitivity for 1 mg/dL : approximately 18 mAbs/min at 37°C.
Comparison study with commercially available reagent:
y =1.06 x — 0.051 r=1.000

|
LINEARITY

The assay is linear up to 15 mg/dL (1327 pmol/L). Above, dilute the
specimen with saline solution and reassay taking into account the
dilution factor. Linearity limit depends on specimen/reagent ratio.

‘ Manufacturer g Use by In vitro di I T

Notes :

1. Specimen : serum, plasma or diluted urines 1+19 in distilled water.

2. Specific procedures are available upon request for automated
instruments. Please contact BIOLABO technical support.

3. Working reagent (see § REAGENT PREPARATION).

4. Perform this test at 37°C to optimise the sensitivity.

.|
CALCULATION
Calculate the result as follows :

(A2 - A1) Assay

Serum or plasma : Result = x Standard Concentration

(A2 - A1) Standard
Urines diluted with 1+19 : Multiply the above result by dilution factor 20.
GFR (by creatinine clearance determination):

Using 24 h urine and serum creatinine

Corrected Creatinine Clearance (mL/min) _UCrxVx173
= SCrxBSA

UCr = Urine Creatinine in mg/dL or umol/L

SCr = Serum Creatinine in mg/dL or pmol/L

V= Urine volume excreted in mL/min (24 h urine volume/1440)
BSA =Body Surface Area in m”

OR

Using only serum creatinine (by Cockroft and Gault formula)

140 — age in years x 2.12 x weight in Kg x K
Serum Creatinine (umol/L) x BSA (mz)

Creatinine Clearance =

K = 1.00 for men or K = 0.85 for women

1
REFERENCES

(1) TIETZ N.W. Text book of clinical chemistry, 3 Ed. C.A. Burtis, E.R. Ashwood,
W.B. Saunders (1999) p. 1241-1245.

(2) Clinical Guide to Laboratory Test, 3 Ed., N.W. TIETZ (1995) p. 186-188.

(3) YOUNG D.S., Effect of Drugs on Clinical laboratory Tests, 4" Ed. (1995)
p.3-190 to 3-211

4)  Fabiny D. L., et Ertingshausen G., Clin. Chem. ( 1971), 17, p.696-700.

(5) D.Labbé et al., Ann. Biol. Clin. (1996), 54, p. 285 — 298
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Anexo 1.VII = Folheto informativo do Lyphochek Quantitative Urine Control.
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Level 1 - 62291¢) Level 2 - 62292(%) Level 1 - 622914 Level 2 - 6229214
=3 ks
Units® | Mean | Range Mean x Range Si Mean | Range Mean { Range
17-HYDROXYCORT
Biochemical Diagnostics 17-0H Cortcosteroid Skreen [ mot | 300 [ 190 - 410 60 | 120-200 [ymow | 828 | 52¢-13 42 | ®1-s2
17-KETOGENIC STEROIDS
Blochemical Diagnostics 17-Ketogenic Steroid Skreen [ mt | 330 | 210 -4%0 820 | 580-106 | pmon [ 115 |  729-158 285 | 201 - 38
17-KETOSTEROIDS
Blocnemical Diagnostics 17-Ketosteraid Skreen | m [ 530 | 390 -670 190 |  145-25 | pmon [ 184 |  135-22 659 |  503-815
3-METHOXYTYRAMINE
Bio-Rad HPLC (195-6019/195-6068/195-6069) [ ngmi | 610 [ 490 - 730 509 | 407 - 611 [ umon | o035 [ o028 - 0437 304 | 243-365
5-HYDROXY-INDOLEACETIC ACID (5-HIAA)
Bio-Rad HPLC (195-5216) [ mu | 340 [  270-410 %2 | 210-314 | ymol | 178 | 141 -215 T 110 - 164
LDNEA | mu | 310 | 150-470 180 | 800-301 [ ymol | 162 | 785 - 246 95 | 419 - 158
ALDOSTERONE
Immunotech Beckman Coulter RIA (DSL8500) | wor | 359 [ 261-4s6 >480 | [ omo | 904 [ 723 - 128 5188 |
Siemens Coat-A-Count RA | wor | 21 | 140 -423 750 |  502-9%8 | mmon [ 78 | 388-17 208 | 1%9-26
ARSENIC
Atomic Absorption [ | @2 [ 245-509 241 | 12 -29 | ymod | 0se1 | 0325 - 0797 320 [ 256 - 384
CALCIUM
‘Abbolt ARCHITECT (Arsenazo I (3L79) mgidL | 469 422 - 516 106 950 - 116 mmoL [ 117 1.06 - 129 264 238 - 290
Abbott ARCHITECT cSyste (Arsenzo I (7D61) mgdL | 465 419 - 5.12 105 944 — 115 mmoll | 1.16 105 - 128 262 236 - 289
Arsenazo Il mgl | 471 424 - 518 107 962 - 118 mmolL | 1.18 106 - 1.30 267 240 - 204
Atomic Absorption mg/dL § § mmolL § §
Beckman Coulter AU ) mgial_| 485 437 - 534 13 100 - 124 mmoL | 121 100 - 133 281 253 - 309
Beckman Coulter CX Series (Arsenazo Il (CA) mgldL § § mmolL § 5
Beckman Coulter CX Seres (1SE Indirect) mgldL § § mmolL § 5
Beckman Coulter Synchron LX/UniCel DXC Series (SE Indirect) (CALC) mgdL | 465 419 - 5.2 105 943 - 115 mmoL | 1.16 105 - 128 262 2.35 - 288
Flame Photometry mydL | 487 438 - 53 107 967 - 118 mmolL | 122 110 - 134 269 242 - 296
1SE Indirect (5) mgldl | 451 406 - 496 103 926 - 11.3 mmolL | 1.13 101 - 124 257 232 - 283
0-Cresolphthalein Complexone (5) mgdL_| 480 432 - 528 117 105 - 128 mmolL | 1.20 108 - 132 292 263 - 321
Ortho Virositros 5,1 FS (Arsenazo If) mgdl | 473 426 - 521 N7 105 - 129 mmolL | 118 106 - 130 202 263 - 322
Roche Cobas Integra mg/dl_| 479 431 - 526 122 109 - 134 mmoll | 1.20 108 — 1.32 304 273 - 334
Roche Hitachi/Moduar ( mgidl | 463 416 - 500 114 102 — 125 mmolL | 1.16 104 - 127 284 256 - 313
Roche/Hitachi Cobas ¢ Systems (o-cresolphthalein complexone) mg/dL 4.62 4.16 - 5.08 1.7 105 - 128 mmolL 1.15 104 - 1.27 292 263 - 321
Siemens ADVIA Chemistry Systems (CA, CA_¢) (CPC) mgdl | 478 359 - 598 116 869 - 145 mmolL | 1.20 0,69 - 1.49 290 217 - 362
Siemens ADVIA Chemistry Systems (CA_2, CA_20) (Arsenazo ) mgdl | 505 4.04 - 6.6 115 917 - 138 mmoll | 1.26 101 - 152 287 229 - 344
Siemens Dimension Series (0-cresolphthalein mgdl | 508 457 - 558 114 103 - 126 mmolL | 127 114 - 140 286 257 - a5
Siemens ion Vista Systems mg/dL A A mmolL A A
CHLORIDE
Abbott ARCHITECT (1SE Indirect) megl | 612 551 - 673 25 220 - 269 mmolL | 612 551 - 673 25 220 - 289
Beckman Coulter AU 400/600/640/680/2700/5400 (SE Indirect) mEgL | 650 565 - 715 218 223 — 273 mmolL | 65.0 585 - 715 248 23 - 213
Beckman Coulter CX Series (ISE Indirect) (CL) mEQL § § mmolL § §
Beckman Couter Synchron LX/UniCel DXC Series (ISE Indirect) (CL) mEgL | 605 545 - 666 237 214 - 261 mmolL_| 605 545 - 666 237 214 - 261
i mEgL | 582 524 - 640 239 215 - 263 mmoll | 582 524 - 640 239 215 - 263
ISE Indirect (5) megl | 612 490 - 734 25 196 — 294 mmoll_| 612 490 - 734 245 196 - 294
Roche Cobas Integra (SE Indirect) mEgL | 635 572 - 699 252 226 — 277 mmolL | 635 5.2 - 699 252 226 - 217
Roche (SE Indirect) mEgL | 556 500 - 61.1 25 220 - 269 mmoll_| 556 500 - 61.1 245 220 - 269
Cobas ¢ Systems (SE Indirect) mEgl | 549 494 - 604 251 226 - 276 mmoll_| 549 494 - 604 251 226 - 216
Siemens ADVIA Chemistry Systems (CL) (SE) mEgl | 632 569 - 695 23 219 - 268 mmoll | 632 569 - 695 23 219 - 268
Siemens Dimension Series (ISE Indirect) mEgl | 738 665 - 812 252 226 - 277 mmolL | 738 865 - 812 252 226 - 217
Siemens Dimension Vit Systems (SE Indirect) mEgL | 648 583 - 713 256 230 - 282 mmoll | 648 583 - 713 256 230 - 282
COPROPORPHYRIN
HPLG (Fuorometric) [ | a A = [omor [ & A |
CORTISOL
Beckman Coulter Access / 2/ 2i ilumi ce) pg/dL 6.36 5.09 - 7.63 >60.0 nmolL 176 140 - 211 >1656
Beckman Couter UniCel DX (Chemiluminescence) wol | 740 592 - 888 560.0 nmolL_| 204 163 - 245 51656
DiaSorin GammaCoat Cortisol RIA Wi | 660 460 - 860 5600 nmoll_| 182 127 - 237 1656
Roche Elecsys/E170/Cobas e Systems vyl | 316 221 - 409 634 mol_| 873 611 - 113 51750
Siemens ADVIA Centaur CP (COR) po/dL A A nmolL. a a
Siemens ADVIA Centaur CP (COR) (Rgt. Lot 250 and above) vl | 608 413 - 804 >750 nmolL | 168 114 - 222 750
Siemens ADVIA Centaur/Centaur XP (COR) vl | 086 677 - 130 750 nmolL | 272 187 - 350 >750
Siomens ADVIA XP (COR) (Rgt. Lot 250 and above) vyl | 658 446 - 870 750 nmolL_| 182 123 - 240 750
Siemens Coat-A-Count RIA wil | 350 250 - 450 1340 992 - 1688 nmoll | 966 69.0 - 124 36984 27379 ~ 46589
CREATININE
Abbott ARCHITECT cSystem/AEROSET
(Axaline picrate Kinetic IDMS-traceable) (3L81) mgiL | 792 634 - 951 22 178 - 266 mmolL. | 7.00 560 - 841 196 157 - 285
Abbott ARCHITECT (Alkaline picrate-kinetic) (7D64) mg/dL. § § mmol/L § §
Alkaline picrate-Kinetic (Jaffe Reaction) (5) mydl | 829 663 - 995 231 185 - 217 mmoll | 7.33 586 - 8.79 204 163 - 245
Beckman Coulter AU (Alkline picrate-kinetic) | mg/dL | 895 716 - 107 234 167 - 281 mmoll_|__ 7.01 6.33 - 049 207 166 - 248
Beckman Coulter CX Series-Cartrdge (Alkaline picrate-kinetic) CR-5) mgl | 834 667 - 100 235 168 — 282 mmolL_|  7.37 590 - 885 207 166 - 249
Beckman Coulter CX Series-Modular (Akaline piorate-Kinetic) (CREm) mgdL 5 § mmolL § §
Beckman Coulter Synchron
LXUniCel DXC Series (Alkaline picrate-kineti) (CREM) mydL | 850 680 - 102 20 192 - 288 mmol | 751 601 - 002 212 169 - 254
Enzymatic (5) mgdL | 793 634 - 95.1 225 180 - 270 mmolL | 7.01 561 - 841 199 159 - 238
Ortho Vitros/Vitros 5,1 FS (Enzymatic) mgdL_| 788 631 - 046 226 181 - 272 mmolL_| 697 557 - 836 200 160 - 240
Roche Cobas Integra (Alkaline picrate-Kinetic) mgdL | 804 640 - 96.1 220 176 — mmolL_|  7.08 566 - 849 194 156 - 233
Roche Cobas Integra (Enzymatic) mgdl | 759 607 - 910 217 173 - mmolL | 671 536 - 8.05 194 153 - 230
Roche Hitachi/Modular (Akaline picrate-kinetic) modL_| 809 647 - 070 229 184 - 275 mmolL_| _ 7.15 572 - 858 203 162 - 243
Roche/Hitachi Cobas ¢ Systems (Alkaling picrate-kinetic) mgdl | 834 66.5 - 997 233 187 - mmoll | 7.34 587 - 881 206 165 - 248
Roche/Hitachi Cabas ¢ Systems (Enzymatic) mg/dl | 833 6.6 - 99.9 234 187 - 281 mmoll_| 7.3 589 - 883 207 166 - 249
Slemens ADVIA Chemistry Systems (CREA) (Jaffe) mgdl_| 777 622 - 933 218 175 - 262 mmoll | 687 550 - 824 193 154 - 232
Siemens ADVIA Chemistry Systems (ECRE_2, enzymatic) mglel | 903 722 - 108 256 205 - 307 mmolL_|  7.98 638 - 957 _ 226 181 - 274
Siemens Dimension Series (Alkaline picrate-Kinelic) mgdL | 628 86.2 - 99.3 234 167 - 280 mmolL | 7.32 585 - 8.78 207 165 - 248
Siemens Dimension Vista Systems (Alkaline picrate-Kinetic) mg/l_| 801 640 - 96.1 21 176 — 265 mmolL | 7.08 566 - 649 195 156 - 234
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Anexo Il — Reta calibracao do ADC

Na figura Il.I é apresentada a reta de calibracdo do ADC determinada, que permite fazer
a conversdo do valor de tensdo adquirido pelo ADC do microcontrolador para o valor de tenséo
real existente a entrada do ADC. Esta reta de calibracdo foi obtida inserindo uma gama de
valores de tensdo a entrada do ADC e lendo o valor adquirido para cada um desses valores de
tensdo. E importante referir que a gama de valores de tenséo inserida esta dentro dos limites de

tensao admitidos pelo microcontrolador a entrada do ADC (QV a 3,6V).

Reta calibracao do ADC

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

O T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Valor de tensao inserido (V)

Valor digital lido pelo ADC (y)

Figura IL.I - Reta calibracdo do ADC
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Anexo Il - Orcamento detalhado do dispositivo final

Na tabela Ill.I é apresentado o orcamento detalhado do dispositivo final. Este orcamento
tem apenas em conta o custo dos componentes que estdo implementados no dispositivo, ndo

tendo em conta os custos colaterais.

Tabela Ill.1 - Orcamento detalhado do dispositivo final
Descricao Preco unitario (€) Quantidade Preco final (€)
Microcontrolador 55 1 55
LED’s 0,69 9 6,21
Fotodiodos 2,59 9 23,31
Amplificadores 5,92 6 35,562
Multiplexers 2,97 2 5,94
Regulador 5V 1,81 1 1,81
Regulador 3,3 V 1,68 1 1,68
Condensadores 0,27 4 1,08
Resisténcias 0,013 9 0,117
Cabo flexivel 4,45 0,2 0,89
Terminais cabo flexivel 1,74 2 3,48
Conetor cabo flexivel 1,62 1 1,62
Conetores 0,50 15 7,50
Interrutor 1,53 1 1,53
Cabos Comunicacao 0,05 22 1,10
Fabrico da Caixa 50 1 50
Fabrico PCB’s 5 3 15
Bateria 60 1 60
Total 271,79
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Anexo IV — Orcamento das diferentes analises

Preco unitario do disco de analise em PDMS - 2,22 €

Na tabela IV.l sdo apresentados os custos unitarios de cada uma das analises efetuadas

com os quatro discos existentes e o custo das duas analises realizadas em simultaneo em dois

dos quatro discos (incluindo o custo do disco). E importante referir que estes custos foram

calculados com base no custo de apenas um kit de cada reagente. A compra desses reagentes

em larga escala permite minimizar significativamente os custos dos diversos testes referidos.

Além disso, a producao do disco de analise em larga escala permite também minimizar o preco

unitario de cada disco e consequentemente o custo dos testes referidos.

Tabela IV.l - Custos das diferentes combinacdes de analises que é possivel efetuar no dispositivo.

Custo das duas

Nome do disco 12 Analise c:';)to 22 Analise c:';)to analises em
simultaneo (€)
Glucose Glicose (Soro) 2,36 — — -
.. Razéo
Creatinine & Albumina/
Albumin/Creatinine Creatinina (Urina) 2,50 - 34,87 34,87
. Creatinina
Ratio ;
(Urina)
Diabetic Beta-Hidroxibutirato Potassio
Ketoacidosis (DKA) (Soro) 2628 (Soro) 12,34 37,11
Glomerular

Filtration Rate (GFR)

Creatinina (Soro) 2,50
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