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Resumo

7

A fluorometria ocular € uma técnica ndo-invasiva de diagnostico que
consiste na medicé@o da fluorescéncia ocular exdégena ou enddgena. A principal
aplicacdo desta técnica € no diagndstico precoce da retinopatia diabética (a
principal causa de cegueira do mundo industrializado) através da quantificacao
da permeabilidade das barreiras hemato-oculares.

Desde que surgiu no mercado o fluorémetro ocular Fluorotron ™ Master
tem sido usado como referéncia em todos os estudos de fluorometria. Porém
com o aparecimento de novas técnicas de fluorometria, concretamente a
analise da autofluorescéncia da cérnea como meio de diagnéstico tornou-se
claro que o FM apresentava algumas limitacbes. Nesse contexto foi
desenvolvido o fluorémetro ocular em que se baseia este trabalho.

O fluorémetro ocular funciona acoplado a uma lampada de fenda
oftalmoldgica onde séo colocados filtros de emisséo e excitacdo e uma camara
CCD termoelectricamente arrefecida.

O sistema de aquisicdo de dados foi desenvolvido para melhorar a
sensibilidade, resolucédo, portabilidade e programabilidade. Isto conseguiu-se
através do uso de um microcontrolador dsPIC, de um ADC de 16 bits e da
camara termoelectricamente arrefecida. Este sistema permite-nos alcancar
varias zonas do globo ocular e medir a autofluorescéncia da cérnea.

Palavras-Chave

fluorometria ocular, retinopatia diabética, fluorémetro ocular
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Abstract

Ocular fluorometry is a non-invasive technique of diagnosis that
measures the exogenous and endogenous ocular fluorescence. The main
application of this technique is the early diagnosis of diabetic retinopathy (the
main cause of blindness in the industrialized world) by the quantification of the
blood-ocular barriers permeability.

The Fluorotron TM Master has been used as a reference in fluorometric
studies since it arose in the market. However, with the arrival of new
fluorometric techniques like the analysis of the corneal endogenous
fluorescence, it became clear that the FM had some limitations. So it was
developed the ocular fluorometer in which this work is based.

The ocular fluorometer has been adapted to a slit-lamp and includes
holders for emission and excitation filters and a thermoelectrically cooled CCD
camera.

The data acquisition system has been developed to improve sensitivity,
resolution, portability and to increase programmability. We can achieve this
using a dsPIC microcontroller, a 16 bit ADC and the cooled CCD camera. This
hardware setup allows to address several locations in the eye and to measure
the corneal autofluorescence.

Keywords

Ocular fluorometry, diabetic retinopathy, ocular fluorometer
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Introducgdo I

1.Introducéo

A fluorometria ocular tem sido utilizada desde os anos 80 para medir ndo
invasivamente a presenca e concentracao de tracadores fluorescentes e mais
recentemente a autofluorescéncia dos fluidos e tecidos oculares. A quantidade
dos fluoroforos oculares pode ser relacionada com a idade e com patologias de
um individuo. Esta quantificacdo é particularmente Gtil no diagnostico precoce
da retinopatia diabética pois permite avaliar a permeabilidade das barreiras
hemato-oculares depois de administracdo sistémica de fluoresceina. Mais
recentemente verificou-se que a autofluorescéncia da coOrnea esta
correlacionada com a permeabilidade das BHO e logo, com a retinopatia
diabética.

Nesse sentido desenvolveu-se um fluorometro ocular baseado numa
lampada de fenda oftalmolégica com camara CCD de alta sensibilidade com
capacidade para medir a fluorescéncia da camara anterior.

Este trabalho teve como objectivo principal a caracterizacdo e validacdo da
camara CCD termoelectricamente arrefecida recentemente instalada através
do estabelecimento das especificacbes e parametros in vitro, e numa fase final
a realizacéo de testes in vivo.

Este trabalho resultou na publicacéo de dois trabalhos:

J. P. Domingues, Manuel Vitor, Isa Branco and A. M. Morgado; CCD based in
vivo Quantitative Ocular Fluorometry; 1st Annual Meeting of IBILI; 11-13 Dec
2009, Coimbra

J. P. Domingues, Isa Branco and A. M. Morgado; Corneal Quantitative
Fluorometry — a slit-lamp based platform; Medicon 2010, May 27-30, Chalkidiki,
Greece

Este trabalho comecga com a explicacdo dos conceitos relacionados com
a fluorometria ocular (Capitulo 2). Faz-se uma descricdo da anatomia do olho,
dando-se mais énfase a camara anterior, e dos fluor6foros enddgenos
presentes na cornea e no cristalino. Seguidamente passa-se pelas técnicas
utilizadas em fluorometria ocular apos administracdo de fluoresceina, pela
fluorometria de substancias endogenas e pela instrumentacao utilizada.

No Capitulo 3 fala-se da retinopatia diabética e fundamentos que
levaram ao uso da fluorometria ocular com método de diagnostico desta
patologia.

Nos Capitulos 4 e 5 faz-se a descricdo do sistema de fluorometria ocular
em que se baseia este trabalho, dando-se especial importancia a descricdo da

estrutura, caracteristicas e principio de funcionamento da camara CCD.

1



Introducgdo I

Seguidamente, no Capitulo 6 sdo apresentados os resultados obtidos e
uma descricdo detalhada dos testes realizados in vitro e in vivo.
Por ultimo apresentam-se as conclusdes retiradas do trabalho, dando especial
atencao ao trabalho futuro.



Fluorometria ocular I

2. Fluorometria ocular

O fendbmeno de fluorescéncia foi observado pela primeira vez por Stokes
em 1852, mas o facto de que este fendmeno podia ser utilizado como meio de
diagnéstico foi reconhecido muito mais tarde, por Stubel em 1911. Desde a
muito que tém sido feitos esforcos para se conhecer a origem da
autofluorescéncia dos tecidos e muitos fluoroforos tém sido descobertos
usando as mais variadas técnicas (1).

2.1. Aspectos béasicos da anatomia do olho

2.1.1. Anatomia do olho

humor vitreo conjuntiva
retina iris
esclera cristalino
cordide pupila
macula - “_cornea
nervo optico humor aquoso

globo ocular

Figura 1: Representagdo esquematica da anatomia do olho humano. A camara anterior
encontra-se destacada. Adapatdo de (2).

O globo ocular humano tem cerca de 25mm de diametro e é responsavel
pela captacédo de luz. Essa luz atinge em primeiro lugar a cOrnea, passa pelo
humor aquoso e entra no globo ocular através da pupila, onde atinge
imediatamente o cristalino, que funciona como uma lente de focalizacao
convergente e colima os raios luminosos para um ponto focal sobre a retina. Na
retina, as ceélulas fotossensiveis convertem a luz num impulso electroquimico
gue é transmitido ao cérebro através do nervo éptico (3). Na Figura 1 encontra-
se representada a anatomia do olho.

2.1.1.1. Segmento anterior
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O olho é constituido por dois compartimentos principais: um posterior ao
cristalino e outro, muito mais pequeno, anterior a0 mesmo e por quatro tecidos
e fluidos transparentes: o filme lacrimal, a cérnea, o humor aquoso e cristalino.
O segmento anterior é composto por quatro tecidos e fluidos transparentes: o
filme lacrimal, a cOrnea, o humor aquoso e o cristalino. O humor aquoso
preenche duas cavidades: a camara anterior fica entre a cornea e a iris, € a
camara posterior (mais pequena) fica entre a iris e o cristalino (4)(5).

Cérnea

A coOrnea é a estrutura transparente e avascular que constitui o sexto
anterior da tanica fibrosa que reveste o globo ocular e é mais curva que as
outras zonas (44 Dioptrias (3)) (6). Na zona central, a cornea apresenta uma
espessura de 0,52mm (6) e na periferia apresenta uma espessura maior de,
aproximadamente 0,67 mm (6).

A cérnea € composta por seis camadas celulares. Da zona anterior para
a posterior, sao elas: o epitélio, a membrana de Bowman, o estroma, a
membrana de Descemet e o endotélio. O epitélio, que é composto por 5 a 7
camadas de células, e 0 endotélio que € composto por uma Unica camada
celular (6).

A energia necessaria para a manutencdo da desidratacdo e
consequente transparéncia da cornea é obtida sob a forma de ATP através da
guebra da glicose. A maior parte dessa glicose é proveniente do humor aquoso
e, em caso de excesso, pode ser armazenada sob a forma de glicogénio no
epitélio (6).

Camara anterior e camara posterior

Estas estruturas estdo preenchidas por um liquido transparente e
gelatinoso formado a partir do plasma sanguineo: o humor aquoso. Este liquido
ajuda a manter a pressao intra-ocular e é determinante na manutencdo da
forma do olho, além de ter um papel na refrac¢éo da luz e de fornecer nutricdo
a cornea e ao cristalino (4).

Cristalino

O cristalino € uma estrutura transparente e biconvexa coberta por uma
membrana elastica. Este contribui com cerca de 20 dioptrias para a poténcia do
sistema oOptico do olho humano, sendo que esta €& ajustavel através da
mudanca de curvatura do cristalino, permitindo assim a focagem de luz
proveniente de objectos a distancias diferentes. Desempenha ainda func¢des de
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barreira entre a camara anterior, preenchida pelo humor aquoso, e o segmento
posterior, preenchido pelo humor vitreo (4).

O cristalino € constituido por 60% de agua e 38% de proteinas,
principalmente cristalinas (7).

2.1.1.2. Barreiras hemato-oculares

As fronteiras que separam os fluidos intra-oculares do sangue séo duas:
a barreira hemato-retiniana e a barreira hemato-aquosa. A BHR é responsavel
pela manutencdo do microambiente da retina, isto €, regula trocas entre o
sangue e 0 espaco extravascular da retina, que por sua vez difunde e troca
substancias com o humor vitreo. A BHA regula as trocas entre 0 sangue e o
humor aquoso. Além disso, os fluidos rodeados por estas barreiras comunicam,
uma vez que existe troca de solutos por difusdo entre a camara posterior e o
vitreo (8).

As principais estruturas que compdem a BHA sao o corpo ciliar e a iris.
Esta barreira regula a nutricAo da cOrnea e do cristalino, que sdo ambas
estruturas avasculares. S&o encontradas alteragbes na BHA tanto em
inflamacdes oculares, como em traumatismos (8).

A BHR localiza-se em duas zonas distintas: na parede dos vasos da
retina e no epitélio retiniano pigmentado. Esta é caracterizada pela sua
selectividade. Na BHR a passagem de substancias é feita maioritariamente por
transporte activo. A orientacdo do transporte é maioritariamente do humor
vitreo para o sangue e inclui amino&cidos, prostaglandinas e anides organicos,

como a fluoresceina (8).

2.1.2. Fluoré6foros endégenos

enddgenos/
naturais
Fluordforos intencionais
exdgenos
nao-
intencionais

Figura 2: Classificacdo dos fluor6foros quanto a origem.

Os fluoroforos podem ser classificados em duas categorias (Figura 2).
Os fluoréforos de ocorréncia natural produzem a chamada fluorescéncia
endoégena ou autofluorescéncia. Os fluoréforos exdgenos aparecem nos
tecidos apO6s administracdo toOpica ou sistémica. Os Ultimos podem ser
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classificados em nao-intencionais e intencionais. Os primeiros sao aqueles que
sdo encontrados num tecido como consequéncia de acc¢des de diagndstico ou
terapéutica fora desse tecido. O cristalino € um tecido conhecido por actuar
como reservatorio de substancias nao-intencionais. Os fluoréforos intencionais
ou marcadores fluorescentes sdo aqueles cuja presenca num determinado
tecido é resultado de uma administracdo local com fins de diagndstico ou
terapéuticos (8).

Os tecidos oculares possuem fluoréforos de ocorréncia natural. O
conhecimento da ocorréncia natural destes fluor6foros e das suas alteracdes

possibilita uma monitorizagdo e compreensao das patologias oculares.

2.1.2.1. Fluoré6foros da cornea

O epitélio e o endotélio da cérnea sdo metabolicamente activos. Isto
implica a presenca de mitocondrias que contém moléculas transportadoras de
electrdes nos processos de oxidacao da glicose e &cidos gordos para produzir
energia na forma de ATP. Estas moléculas apresentam fluorescéncia em certos
estados. Os nucleodtidos de piridina (NAD e NADP) fluorescem na sua forma
reduzida e flavoproteinas (FAD e FMN) na forma oxidada. A fluorescéncia da
cornea pode também ser originada pela glicolisacdo do colagénio pela reaccdo
de Maillard. Esta reaccdo ocorre in vivo em situacdes patolégicas em que
ocorra um estado de hiperglicémia persistente, como no caso da diabetes
(7)(9). O comprimentos de onde de excitacdo dos fluoréforos e emissao de
fluorescéncia podem ser consultados na Tabela 1.

Tabela 1: Fluoréforos da cornea e respectivos comprimentos de onda de excitacdo e de
emissédo. Adaptado de (7)

Fluoroforo Aex (NM) Aerm (NM)
NADH e NADPH 366 450
FAD e FMN 450 550
Produtos dareaccao de . .
Maillard 370 (max.) 450 (max.)

2.1.2.2. Fluoréforos do cristalino

O cristalino possui um grande numero de fluor6foros que, quanto a
origem, podem ser divididos em dois grupos: derivados ou néo-derivados de
triptofano. O triptofano é responsavel pela fluorescéncia de cristalinos jovens e
é relativamente constante ao longo da vida (7)(8).

A medida que vai envelhecendo v&o-se formando outros pigmentos que
podem ser ou nao fluorescentes. Existem varios processos possiveis para a
formacao destes pigmentos: processos oxidativos, reticulacdo de proteinas
pequenas e processos de glicolisacao devido a glicose. A oxidacéo das
proteinas do cristalino, devido a exposi¢cao excessiva a radiacao ultra-violeta e
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a luz visivel, resulta na forma oxidada dessas proteinas, que sofrem
reticulagcbes entre si, causando opacidades e formacéo de pigmentos. Isto leva
a formacéo de cataratas, coloracao do cristalino e também a acumulacéo de
pigmentos fluorescentes. Como tal, o envelhecimento do cristalino esta
associado a um aumento da sua autofluorescéncia (7)(10). Os fluoréforos ja
detectados no cristalino encontram-se na

Tabela 2.

Tabela 2: Fluor6foros do cristalino e respectivos comprimentos de onda de excitagdo e
de emisséo (8).

Origem Aey (NM) Aery (nM)
Derivados de triptofano 290 340
647 672
N&o-derivados do 568 633
triptofano 568 591
350 420

A acumulacdo anormal de fluoréforos pode ser um indicador de uma
excessiva irradiacado do cristalino por luz ultra-violeta, um excesso de glicose
ou uma potencial formacédo de cataratas. Como tal, a medi¢cdo nos niveis de
fluorescéncia do cristalino por fluorometria € usada clinicamente para detectar
a formacédo de cataratas ainda numa fase inicial e para monitorar a diabetes

7).

2.2. A fluoresceina como tracador em Oftalmologia

A fluoresceina é usada em diversas aplicacdes em oftalmologia,
incluindo a angiografia de fluorescéncia e a fluorometria do vitreo.

A molécula de fluoresceina sbédica tem varias caracteristicas que a
tornam adequada ao diagnéstico em oftalmologia. A mais importante é a sua
capacidade de absorver luz de um comprimento de onda e emitir fluorescéncia
de um comprimento de onda distinto. Os seus espectros de absorcdo e de
emissdo sao estreitos: 465-490nm e 520-530nm, respectivamente (11). Além
disso, este é um marcador n&o-toxico, relativamente pequeno,
metabolicamente inactivo e com grande poder de fluorescéncia (12).

Aproximadamente 80% da fluoresceina liga-se as proteinas do plasma,
principalmente a albumina, ndo servindo para quantificar a fluorescéncia. Os
restantes 20% permanecem livres, podendo atravessar as barreiras hemato-
oculares e atingir o vitreo ou a camara anterior. As alteracbes causadas nos
olhos por patologias como a retinopatia diabética, provocam um aumento da
permeabilidade das barreiras e consequentemente, uma maior quantidade de
fluoresceina atinge o vitreo. A quantidade de fluorescéncia pode ser avaliada
de forma qualitativa através da angiografia de fluoresceina, ou
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quantitativamente através da fluorometria do vitreo, permitindo-nos avaliar a
permeabilidade das barreiras hemato-oculares (12)(11).

100

Excitacdo

Comprimento de onda {nm)

Figura 3: Espectro de emisséo e excitacdo da fluoresceina. Adaptado de (12)

Porém, a administracdo intravenosa de fluoresceina pode provocar
reaccOes adversas, que vao de brandas a severas, 0 que torna a medi¢cao néo-
invasiva dos parametros referidos uma mais-valia no diagnostico em
oftalmologia (11).

Existem diversos factores que afectam o espectro de emissédo e 0
rendimento da emissdo de fluorescéncia da fluoresceina: o facto de a
fluoresceina se ligar a albumina, faz com que esta reduza a sua energia sem
emitir fluorescéncia; em meios &cidos a emissdo de fluorescéncia muda
significativamente; quando a concentracdo de fluoresceina € muito elevada
ocorre um fendmeno denominado extingéo, resultante da absorcéo de luz pelo
tracador; e pode ocorrer a degradacdo da fluoresceina devido a exposi¢ao a
luz de comprimento de onda baixos (8).

2.2.1. Fluorometria do segmento anterior

Os tecidos e fluidos constituintes do segmento anterior podem ser
directamente iluminados e observados. A fluorometria do segmento anterior
inclui técnicas invasivas, que implicam a administracdo de solucbes de
fluoresceina e, mais recentemente, a medi¢cdo nado-invasiva da fluorescéncia
endogena da cornea e do cristalino.

As técnicas que utilizam a fluoresceina como tragador incluem a
determinacdo da tear turnover, determinacdo da permeabilidade da barreira
hemato-aquosa, da permeabilidade do epitélio e do endotélio da cornea e do
fluxo da camara anterior. A medicdo da concentracdo de fluoresceina e de
como esta muda com o tempo em cada compartimento da camara anterior,
permite-nos avaliar a permeabilidade das barreiras hemato-oculares e das
barreiras celulares, da difusdo nos tecidos solidos e o fluxo das lagrimas e do
humor aquoso (8).



Tabela 3: Técnica de fluorometria do segmento anterior (8).

Técnica

Determinacéo da
tear turnover

Determinacéo da
permeabilidade da
BHA

Determinacédo da
permeabilidade do
epitélio da cérnea

Determinacéo da
permeabilidade do
endotélio da cornea
e do fluxo da
camara anterior

Resumo
Determina-se a taxa de
desaparecimento de fluoresceina
depois da sua introdugdo gota a
gota no saco conjuctival através da
monitorizacdo da fluorescéncia do
filme lacrimal.

Mede o] aparecimento de
fluoresceina na camara anterior por
difusdo através da BHA, calculando
a razdo entre a concentracdo de
fluoresceina na camara anterior e no
plasma.

Calcula-se a partir da concentracdo
de fluoresceina na cérnea apos se
banhar o olho numa solugcdo de
fluoresceina.

Mede-se a concentracdo de
fluoresceina na cérnea e na camara
anterior em varios periodos apés a
instilacdo de quatro gotas de
fluoresceina. A permeabilidade do
endotélio é calculada a partir do
decaimento da fluorescéncia na
cornea. O fluxo da camara anterior é
calculado a partir da diminuicdo da
massa de fluoresceina na cérnea e
na camara anterior.

2.2.2. Fluorometria do vitreo

Fluorometria ocular I

Aplicacbes
Os valores da tear-
turnover encontram-se
mais baixos que o
normal na
Keratoconjunctivitis
sicca

Monitorizagao do
tratamento de
inflamacéo ocular;

avaliar a recuperagao
apos cirurgia as
cataratas; avaliacdo
farmacoldgica; espelha
a permeabilidade da
BHR e correlaciona-se
com a progressao da
retinopatia diabética.

Avaliacdo de farmacos

aplicados no olho
topicamente.

Avaliar o efeito de
farmacos para
tratamento do
glaucoma.

A fluorometria do vitreo & a técnica mais usada em fluorometria ocular
devido ao seu grande interesse clinico, dado que é a Unica técnica capaz de
quantificar uma alteracdo na BHR, mesmo quando ainda ndo se conseguem
encontrar danos visiveis a nivel da retina. O objectivo desta técnica € detectar
0 escoamento de substancias dos vasos para a retina, permitindo assim testar
a permeabilidade e a fungéo de transporte da BHR (8).

As caracteristicas de difusdo da BHR podem ser avaliadas medindo a
passagem de fluoresceina do sangue para o vitreo e 0s espacos extracelulares
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da retina, ap6s administracdo sistémica. O transporte através da barreira pode
ser avaliado medindo o movimento de fluoresceina a partir do vitreo (8).

A deteccdo da quebra da BHR tem especial importancia em oftalmologia
uma vez que desempenha um papel relevante em diversas patologias da
retina, como é o caso da retinopatia diabética.

2.3. Fluorometria ocular de substancias endégenas

Esta é técnica mais recente na area da fluorometria ocular e esta ainda
na sua infancia.

Apesar do uso de fluoresceina como tracador ser um método bem aceite
e de utilidade clinica inquestionavel, a fluorometria ocular de substancias
endogenas traz duas vantagens: ndo € necessaria a administracdo intravenosa
de uma solucdo de fluoresceina e ndo é necessério fazer a recolha de
amostras de sangue (5).

Como j& foi referido anteriormente alguns tecidos oculares possuem
fluor6foros enddgenos, sendo por isso autofluorescentes. Os valores da
autofluorescéncia da cornea, do cristalino e da retina tem valor clinico relevante
para determinadas patologias.

O valor da fluorescéncia enddgena da cérnea fornece informacao acerca
do seu estado metabdlico e é um indicador do grau de retinopatia diabética. O
valor de autofluorescéncia do cristalino mostra caracteristicas especificas
durante a formagéo de cataratas e na diabetes. A medi¢cdo da fluorescéncia
enddégena da retina tem um papel importante em patologias como a
degenerescéncia macular e a doencga de Stargardt (5).

2.4. Instrumentacéo

Hoje em dia, o instrumento padrdo utilizado para medicbes
fluorométricas € o Fluorotron ™ Master da Ocumetrics, Inc. Este € composto
por quatro médulos: uma cabeca 6ptica, um computador, um monitor de display
e uma impressora. Este sistema permite construir um perfil da concentracao de
fluoresceina ao longo do eixo Optico (da retina até & cérnea) da cavidade
ocular. Usando protocolos adequados as zonas de fuga da fluoresceina podem
ser diferenciadas, permitindo assim monitorizar a permeabilidade da BHR e da
BHA independentemente. Na Tabela 4 encontram-se algumas especificagbes
deste instrumento (13).
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Tabela 4: Parametros caracteristicos do Fluorotron TM Master (13)

0.1 ng / ml de fluoresceina (3x as

Resolucao

flutuacées do fundo)
Sensibilidade 5% com solucdes <5 ng / ml
Reprodutibilidade 3% com solucbes > 5 ng / ml

O Fluorotron ™ Master foi originalmente concebido para medir
gradientes de fluoresceina no vitreo, porém pode ser adaptado ao segmento
anterior substituindo a lente objectiva original por uma que reduza a
profundidade do varrimento, permitindo assim a obtencdo de um perfil de
concentracdo de fluoresceina da cornea, da camara anterior e do cristalino ao
longo de uma linha paralela ao eixo optico (5).

A principal desvantagem do FM e dos fluorémetros oculares existentes
prende-se com o facto de estes estarem preparados opticamente para
aquisicées no segmento posterior do globo ocular. Além disso nao € possivel
mudar os filtros opticos, sendo que estes sdo dedicados apenas a deteccao de
fluoresceina, o angulo de medicdo € fixo e o sistema faz um varrimento
automatico ao longo de todo o eixo optico (5)(14).

O fluorémetro ocular no qual se baseia este trabalho surgiu aliado a
necessidade de expandir o uso da técnica de fluorometria ocular para fora dos
grandes centros de investigacdo e clinicas e leva-la para o consultério do
oftalmologista mantendo ou melhorando as caracteristicas de instrumentos ja
existentes (15). Para tal, caminhando no sentido de maior portabilidade,
flexibilidade e baixo custo, desenvolveu-se no seio do grupo de instrumentacao
do IBILI e do Grupo de Electrénica e Instrumentacdo do Departamento de
Fisica da Universidade de Coimbra, um fluorébmetro ocular acoplado a uma
lampada de fenda. Este instrumento foi patenteado com a seguinte designacao:
Pat. US 06,013,134 Jan 2000 (14).

Ao contrario dos instrumentos existentes anteriormente este fluorometro
apresenta suportes para os filtros de excitacdo e de emissao, que podem ser
alterados e o angulo de emisséao/excitacdo pode ser alterado numa gama de -
90 a 90°. Esta funcionalidade permite a focagem da uma zona especifica do
olho, por exemplo, apenas 0 segmento posterior, ou apenas 0 segmento
anterior.
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3. Retinopatia Diabética

Ao longo das ultimas décadas a diabetes tem ganho um forte impacto
econémico e social. Segundo a National Diabetes Statistics 2007 (US
Department of Health and Human Services) nos EUA, 23.6 milhdes de
pessoas, acima dos 20 anos tém diabetes, 57 milhdes tém pré-diabetes e sdo
diagnosticados todos os anos 1,6 milhdes de novos casos.

A diabetes é uma doenca marcada por niveis altos de aglucar no sangue
resultante de deficiéncias na producédo de insulina, na ac¢éo da insulina, ou em
ambos. A diabetes pode provocar complicagbes graves ou morte prematura,
porém podem ser tomadas medidas para detectar e controlar esta doenca
baixando o risco de complicagcbes, como neuropatias, nefropatias,
arteriosclerose, maior probabilidade de enfarte do miocardio e AVC e
problemas oculares (15).

Existem dois tipos de diabetes (DM). A diabetes do tipo 1 predomina em
criancas e jovens adultos e deve-se a destruicdo das células B pancreaticas,
ficando assim os individuos dependentes da administracédo regular de insulina.
Na diabetes do tipo 2 ocorre uma resisténcia a insulina que € inicialmente
combatida com um aumento da produgdo de insulina pelo pancreas. A
producdo de insulina comeca depois a diminuir provocando hiperglicémia. Este
tipo da diabetes predomina em individuos com idade superior a 40 anos e é
provocada por varios factores: genéticos, obesidade, erros alimentares ou falta
de exercicio (15).

Visdo Normal Visédo com Retinopatia Diabética

Figura 4: Esquerda: visdo normal: Direita: visdo com retinopatia diabética (15)-

A retinopatia diabética (RD) é a complicacdo mais grave a nivel de visédo
da diabetes e € a principal causa de cegueira e alteragcbes na visdo entre
adultos no mundo desenvolvido. Mais de 70% dos doentes com diabetes do
tipo 1 tém retinopatia diabética, dos quais 25% apresentam ja RD proliferativa.
Para individuos com diabetes do tipo 2 estes niumeros sao aproximadamente
metade dos referidos para individuos com diabetes do tipo 1. A cegueira total
ocorre em 4% dos individuos com DM do tipo 1 e em 1,6% dos casos de

individuos com DM do tipo 2 (16).
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Os principais factores de riscos para o desenvolvimento de RD sao: a
duracdo da diabetes e o grau de controlo glicémico. Varios ensaios clinicos
provaram que o diagndéstico e tratamento precoce da RD sdo altamente
benéficos e podem reduzir os casos de cegueira para 1% (16).

Na primeira fase da retinopatia diabética ndo se verificam alteracées na
visdo. Estas complicacbes comecam a ocorrer quando os danos atingem a
macula, zona da retina onde se formam as imagens. Podemos entédo dividir o
desenvolvimento da RD em duas fases (15):

1. RD nao-proliferativa: caracterizada pela presenca de micro-aneurismas,
hemorragias, alteracdes das caracteristicas dos capilares retinianos,
formacdo de depdsitos de proteinas e lipidos e formacdo de edema
retiniano (17).

2. RD proliferativa: caracterizada pela presenca de neovascularizacao.
Estes novos vasos podem ser facilmente deslocados levando ao
deslocamento da retina, que provoca perdas de visao graves (17).

A fluorometria do vitreo abriu novas portas na compreensdo da maneira
como a retina é afectada pela diabetes.

A permeabilidade das BHO pode ser avaliada por fluorometria apds a
injeccdo intra-venosa de fluoresceina. Varios estudos concluiram que existe um
aumento significativo da permeabilidade das barreiras em individuos diabéticos
mesmo antes de se manifestar retinopatia (18)(19)(20). Estes resultados
sugerem que existem alteragOes estruturais que provocam este aumento antes
de se manifestar retinopatia. R. Schalnus e colaboradores (1998) obtiveram
valores de permeabilidade da BHR de (3,2 + 1.4) x 10" cm/s para individuos
diabéticos e de (2,6 + 0,7) x 10" cm/s para controlos saudaveis. Relativamente
a BHA obtiveram uma permeabilidade de (5,3 + 1,8) x 10™ /min para individuos
diabéticos e (3,7 + 0,7) x 10* /min para os controlos saudaveis. Estes
resultados mostram que ha uma elevacdo da permeabilidade da BHA mais
Obvia do que da BHR, tornando a fluorometria do segmento anterior uma
ferramenta mais segura do que a fluorometria do vitreo (18). Os valores de
fluorescéncia endbégena da cémara anterior estdo relacionados com a
permeabilidade da BHA.

Verifica-se que a autofluorescéncia do cristalino sofre um aumento
significativo antes de se manifestar retinopatia diabética. Estes valores
apresentam uma correlagao positiva com a idade e com a duracéo da diabetes.
Por sua vez, os valores de autofluorescéncia da cOrnea apresentam, também,
valores superiores aos normais em individuos diabéticos antes de se
manifestar retinopatia. Porém, estes valores ndo se relacionam com a idade
(ver Tabela 5) (21)(22)(23).
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Tabela 5: Valores da autofluorescéncia do cristalino e da cdrnea para pacientes com
retinopatia diabética e para controlos normais (23).

Pacientes Controlos
Autofluorescencia do 58,49 + 24,59 29,11 + 12,07
cristalino (ngEg/ml)
Autofluorescéncia da 6,51+ 1,12 472 + 0,89

Coérnea (ngEg/mlz)

A autofluorescéncia da coOrnea reflecte as alteragcbes metabdlicas
provocadas pela diabetes, no que diz respeito aos niveis de glucose no
sangue, uma vez que se relaciona com os niveis de hemoglobina glicosilada
(HbA\) e de fructosamina. Os niveis de HbA| reflectem a quantidade média de
glicose no sangue nos 2-3 meses precedentes, enquanto que 0s niveis de
fructosamina reflectem as 2-3 semanas precedentes. Verifica-se assim a
utiidade da medicdo nado-invasiva da fluorescéncia endégena da cornea no
controlo metabolico da diabetes (23).

3.1. Diagnoéstico e Tratamento

O desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e de tratamento da

retinopatia diabética depende de uma melhor compreensdo da evolucdo e
primeiras alterac6es ocorridas na retina, quando estas ainda sao reversiveis.
A angiografia por fluoresceina caracteriza particularmente bem as mudancas
iniciais que ocorrem na retina diabética (a oclusdo dos capilares arteriais e a
formacao de micro-aneurismas nos capilares venosos) e a alteracdo associada
da barreira hemato-ocular. Esta Ultima alteracdo pode ser quantificada por
fluorometria do vitreo. Sabe-se que a permeabilidade da barreira hemato-
retiniana pode ser usada para avaliar o grau de danos da retina, especialmente
no que diz respeito a necessidade de tratamento por fotocoagulacdo e
aparenta ser uma ferramenta mais eficiente do que a angiografia por
fluoresceina no seguimento da doenca em intervalos curtos de tempo (19).

A tomografia de coeréncia Optica também é usada no diagndstico da RD.
Esta técnica permite obter imagens em corte da retina, que mostra a espessura
da mesma, permitindo diagnosticar o edema macular (19).

A técnica mais eficaz e mais utilizada para tratar a retinopatia diabética é
a fotocoagulacdo laser. Podem ser utilizadas duas aproximagdes neste
tratamento: a fotocoagulacdo focal, que utiliza luz laser para selar vasos
sanguineos especificos em pequenas areas da retina, normalmente proximo da
macula. A fotocoagulacdo pan-retinal € usada para atrasar o crescimento dos
novos vasos sanguineos que se desenvolveram numa area mais vasta da
retina (24).
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4. Descricao do Sistema de Aquisicao de Dados

4.1. Descricao do sistema optico

\ cuvete/ olho do
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Figura 5: Representacao esquemaética do sistema de aquisicdo de dados (12).

o fluorometro ocular no qual se baseia este trabalho foi adaptado a uma
lampada de fenda oftalmolégica (30SL-M, Zeiss).

O modulo de excitacdo do sistema é composto por uma fonte de luz de
halogéneo e pelo filtro de excitagdo. O modulo de recolha de luz é baseado
num biomicroscépio oftalmol6gico ao qual foi adicionado um divisor de feixe e
outras componentes Opticas. Na Figura 5 encontra-se uma representacao
esquematica da oOptica do fluorémetro.

Depois da luz emergir do objecto em estudo € conduzida através do filtro
de emissdo até a objectiva e dai para o sistema de amplificacdo de Galileu,
onde se pode seleccionar a amplificacdo pretendida (5x, 8x, 12x, 20x e 30x).
No divisor de feixe a luz pode seguir dois percursos distintos. Pode seguir para
as oculares, onde o operador pode verificar existe a necessidade de algum
ajuste ou focagem. Rodando o divisor de feixe, a luz é direccionada para o
sensor de imagem, passando por uma lente auxiliar cilindrica e por uma lente
de focagem esférica de 50mm (12) que tém como funcgéo ajustar o tamanho da
imagem.

A luz é focada na zona do olho que se pretende avaliar variando o
angulo da lampada de fenda a (Figura 5). Para aquisicfes da camara anterior o
angulo deve ser de +90°.
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Uma das vantagens deste fluorometro em relacdo aos ja existentes, € o
facto de os filtros poderem ser facilmente trocados de acordo com o fluoréforo
gue se pretende medir.

100% -
= Filtro de excitacdo
90% - . .
= Filtro de emissdo
80% -
70% -
60% -
50% -

40% -

Transmitancia

30% -
20% -

10% - }

0% r ' ' '
400 450 500 550 600

CDO (nm)

Figura 6: Espectros de transmisséao dos filtros utilizados no fluorémetro ocular.

O fluorémetro conta com dois filtros cujos espectros de transmissao
foram obtidos no ambito deste trabalho e podem ser consultados na Figura 6.
O filtro de excitacdo de banda estreita tem maximo de transmitancia dos 450
aos 500nm e selecciona o comprimento de onda de excitacdo dos
fluorometros. O filtro de emissdo tem como fun¢des seleccionar o comprimento
de onda emitido e reduzir o scattering. Estes filtros sdo adequados para a
deteccdo de fluoresceina.

4.2. Descricao do sensor — FFT-CCD

O sensor actualmente utilizado no fluorometro ocular € uma cémara
CCD (Charge Coupled Device) com configuracdo FFT (Full Frame Transfer) da
Hamamatsu, seérie S5469. A camara termoelectricamente arrefecida esta
incorporada num maodulo (detector head, Hamamatsu, série C5809) juntamente
com um circuito de conducgdo/amplificacdo de baixo ruido e um circuito de
controlo de temperatura (25).

Este mddulo é especialmente concebido para a deteccédo de niveis de
luz muito baixos devido a sua alta sensibilidade e baixo ruido (25)(26).
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4.2.1. Constituicéo

O sensor esta incluido num modulo constituido pelo préprio sensor, um
circuito de amplificacdo/conducédo, um circuito de controlo da temperatura e o
revestimento.

Esta configuracdo permite operar o sensor de imagem apenas com
sinais externos simples, o sensor pode ser arrefecido a temperatura
programada assim que se liga o sistema e se o arrefecimento falhar,
provocando um  sobreaquecimento do sistema, este desliga-se
automaticamente (25). Cada um destes componentes vai ser descrito a seguir:

4.2.1.1. Circuito de controlo/amplificacéo

O circuito de controlo/amplificacdo tem duas funcdes: fornecer os sinais
de temporizacdo necessarios para operar 0 sensor e processar o sinal de video
analogico proveniente do sensor de modo a diminuir o ruido (25).

Este circuito recebe dois tipos de sinais externos, o Start e o CLK
(fornecidos pelo dsPIC) e necessita de quatro tensdes de alimentacao
diferentes (+5V, +15V, -15V e +24V), geradas por uma fonte de alimentacdo
externa, incluida no sistema de aquisicdo de dados a descrever a frente (25).

Dentro deste circuito podemos encontrar quatro sec¢des. O gerador de
sinais de temporizacao fornece os sinais Trigger para a conversao A/D externa.
Estes sinais s&o iniciados pelo sinal Start e sincronizados pelos sinais CLK
(25).

O CCD driver faz a conversédo dos sinais de temporizacéo do nivel do H-
MOS para os niveis VL=VEE e VH=VDD (25).

O regulador de tensdo do circuito gera as tensdes necessarias para
operar 0 sensor de imagem com grande precisao e estabilidade (25).

O processador do sinal de video opera uma sequéncia de trés passos
com a finalidade de gerar um sinal a saida com polaridade positiva que €&
conduzido para o circuito de amplificacdo do SAD e seguidamente para o ADC
externo (25).

(o]
2%asso 3 -passo
e ria um
1°passo eliminacdo do S‘;,fj‘auco?n ADC
Amplificacéo ruido gerado polaridade externo
do sinal de no sensor de positiva
video Imagem

Figura 7: Funcao do processador de sinal de video (25).

4.2.1.2. Circuito de Controlo da temperatura
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O circuito de controlo da temperatura monitoriza e controla a
temperatura de operacdo do sensor de imagem. Tem como base um termistor
que opera a partir da linha do +5V e arrefece o sensor até aos 0oC. Se o
sistema falhar e ocorrer sobreaquecimento, o circuito desliga-se
automaticamente (25).

O médulo conta com um LED que indica o estado do sensor:

e LED OFF — 0 sensor esta a ser arrefecido
e LED verde ON — o sensor esta a 0oC
e LED vermelho ON — ocorreu sobreaquecimento do sensor.

42.1.3. Revestimento

A caixa de revestimento permite uma boa dissipacdo do calor e permite
a ligacdo do modulo a outros componentes, neste caso, a lampada de fenda e
a placa de hardware do SAD (25).

4.2.2. Modo de funcionamento

Assim que se liga a alimentacdo, deve-se ter o cuidado de verificar se 0
valor da corrente atinge um valor entre 1 e 1,5 A. Se tal ndo acontecer deve-se
desligar imediatamente a alimentagéo *(25).

Os sinais de temporizacdo que operam 0 sensor sdo cinco e todos
devem estar ao nivel H-CMOS (25).

O dsPIC fornece os sinais Start e CLK que operam o circuito de
controlo/amplificacdo e accionam os sinais de leitura e controlo directo que se
encontram implementados no proprio CCD. O sinal Start inicializa o circuito e a
sua largura de pulso deve ser maior do que um ciclo do sinal CLK. Estes
devem estar sincronizados o mais possivel (25)(27).

O intervalo de pulso do sinal Start determina o tempo de aquisicdo do
sensor de imagem e frequéncia do sinal CLK determina a frequéncia de leitura
do sinal Data Video. A duracdo deste constitui a unidade basica de
temporizacao e definido pelo tempo de exposi¢cao escolhido (25).

O sinal Trigger inicia a conversao A/D. O sinal EOS indica o fim de uma
aquisicdo do sensor de imagem. Estes sinais constituem uma saida do CCD e
sao entradas directas do dsPIC e sdo fundamentais para a sincronizagéo da
conversdo A/D com o sinal video da camara (25).

! A alimentac3o de 5V provém de uma fonte auténoma capaz de fornecer 3V.
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Figura 8: Esquema de impulsos da cAmara CCD (25).

4.2.3. Camara FFT-CCD

A estrutura de um CCD € baseada na arquitectura de um condensador
MOS (Metal Oxide Semiconductor). Nestes dispositivos a carga é acumulada
em pocos de potencial que sdo criados quando é aplicada uma diferenca de
potencial nos eléctrodos P1, P2 e P3 (Figura 10). Se se aplicar uma tensao
positiva em P2 relativamente a P1 e P3 consegue-se criar uma barreira de
potencial onde se confinam os electrdes (28).

P1 P2 P3

| METAL | ‘
I ] I ] I

OXIDE

SEMICONDUCTOR

DIRECTION OF TRANSFER

POTENTIAL

N —

Figura 9: Estrutura de um pixel da cadmara CCD. (28)
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A configuracdo FFT € composta por dois registos de deslocamento, um
vertical (regido fotossensivel) e outro horizontal, e por uma seccdo de saida
(Figura 10). Quando a luz incide nos eléctrodos da regido fotossensivel, ocorre
a conversao fotoeléctrica, gerando assim carga eléctrica. Essa carga €
armazenada por um certo periodo de tempo (tempo de integracédo) no poco de
potencial, sendo depois transferidas verticalmente de pixel para pixel através
da alteracao sincronizada do potencial dos eléctrodos (28).

VERTICAL
SHIFT ACTIVE
REGISTER AREA

—Y -

Figura 10: Representacdo da estrutura da cAmara CCD: binning (28)

HORIZONTAL SHIFT REGISTER

Com este mecanismo é possivel melhorar a relacdo sinal ruido e a
velocidade de processamento do sinal. Alem disso 0 sensor apresenta baixo
ruido e baixa corrente no escuro, possibilitando um limite minimo de detecc¢éo
baixo e tempos de integracdo longos, conseguindo-se assim uma gama
dindmica larga. Os principais parametros caracteristicos do sensor podem ser
consultados na Tabela 6 (26).

Os electrBes sao depois transferidos para a seccédo de saida através do
registo de deslocamento horizontal, onde a carga é convertida para uma tensao
(28).

Tabela 6: Caracteristicas da camara Hamamatsu S5469 (26)

NUumero de pixéis 512 (H)*64(V)
Tamanho do pixel 24um*24um
Area activa efectiva 12,28 mm (H)*1,24 mm (V)
Carga de Vertical 300ke-
saturagao Horizontal 600ke-

Soma 800ke-
Ruido de leitura 20 erms
Sensibilidade a saida 1,2 uV/e-
Gama dinamica 24k
Corrente no escuro (T=0°C) 200e/pixell/s
PRNU (max) +10%

Temperatura de arrefecimento 0°C
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4.2.3.1. Binning

O binning € uma caracteristica Unica das camaras CCD. Existem dois
processos de binning, line binning e pixel binning. A camara S5469 possui
ambos (26).

Durante uma aquisicdo a carga acumula-se bidimensionalmente nos
pocos de potencial durante o tempo de integracdo. Os registos de
deslocamento vertical e horizontal recebem pulsos CLK separadamente,
permitindo assim a operacao de binning (28).

A operacao de line binning ou binning vertical acumula todas as cargas
presentes numa coluna do registo vertical no pixel correspondente do registo
horizontal. Assim, um sensor de imagem de area (512H*64V) opera como um
sensor linear, formando uma imagem linear de 512 pixéis. Aplicando um
namero especifico de pulsos CLK no registo vertical e fazendo uma pausa na
aplicacdo de pulsos CLK no registo horizontal, a carga acumulada em cada
pixel no registo vertical vai sendo transferida até ao pixel correspondente do
registo horizontal. Depois deste processo de transferéncia completo inicia-se a
aplicacdo de pulsos CLK no registo horizontal e o sinal e transferido para a
seccao de saida (28).

O binning vertical traz a vantagem de se conseguir reduzir o ruido de
leitura dado que se Iéem os sinais verticais de uma vez.

No processo de pixel binning ou binning horizontal os sinais
provenientes de duas linhas verticais sdo somados no registo horizontal. Esta
técnica garante uma imagem com melhor contraste (28).

4.2.3.2. CCD termoelectricamente arrefecida

Mesmo quando nédo incide luz no CCD, existe a formacdo de uma
pequena saida devido a geracédo térmica de electrdes predominantemente na
interface Si-SiO2: a corrente no escuro.

A corrente no escuro varia com a temperatura duplicando sempre que a
temperatura aumenta de 5 a 7°C (Figura 11). (26).

21



Descricdo do sensor — FFT-CCD I

100000

10000

1000

100 i

DARK SIGNAL (e-/pixel/s)

0.01
-50 -40 30 -20 -10 0 10 20 30

TEMPERATURE (C)

Figura 11: Corrente no escuro vs temperatura. (26)

O uso de uma camara termoelectricamente arrefecida e a realizacao da
operacdo MPP (multi-pinned phase) sdo duas maneiras de reduzir a corrente
no escuro e assim melhorar o limite minimo de detec¢do. As camaras da série
S5469 utilizam a operacdo MPP para reduzir a geracdo de electrdes na
interface referida (28).

A temperatura de arrefecimento € determinada pelos seguintes
parametros (29):

Corrente maxima: 3,62
Tensao maxima: 6,2V
Absorc¢ao de calor maxima:7,5W

Quando a poténcia consumida pelo refrigerador termoeléctrico é baixa
(<3W) o CCD ¢é arrefecido eficientemente por um dissipador de calor e
conveccao natural. Se a poténcia consumida for superior a referida sera
necessario um dissipador de calor maior e conveccédo forcada de ar ou de um
liquido (29).

4.2.3.3. Conversao de carga para tensao

A sensibilidade a saida € um parametro que determina o ganho da
conversdo de carga para voltagem do sinal a saida do sensor de imagem e
esta relacionada com o ruido de leitura. A conversdo é realizada através do
meétodo FDA (floating diffusion amplifier). Neste método a carga é acumulada
num nodo detector de carga, e depois convertida para uma tensdo por um
transistor de efeito de campo através da relagcdo Q=CV. Entédo o sinal adquirido
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sob a forma de carga (Q) aparece a saida do sensor como uma tensao de
acordo com a expresséo (28):

AV = Av X Q
out Cfd
Em que Av € o0 ganho em tenséo do transistor de efeito de campo e Cy €
a capacidade do nodo (29).
A sensibilidade a saida é determinada em termos do racio entre AVout e
Q pela seguinte expresséao (29):

AVout

Sv=16x%x10"1"x
Q

(V/e™)

4.2.3.4. Ruido
As camaras CCD apresentam véarias fontes de ruido interno (29):

¢ Ruido de padréo fixo: gerado devido a existéncia de pequenas variacoes
da eficiéncia quéantica entre pixéis vizinhos. Isto causa uma diferenca na
foto-resposta dos pixéis.

e Ruido shot: estd associado com a variacdo estatistica do niamero de
fotbes incidentes no sensor e segue uma distribuicdo estatistica de
Poison. Entdo, o ruido shot calcula-se como sendo a raiz quadrada do
sinal gerado.

e Ruido shot da corrente no escuro: como tanto a corrente no escuro
como o sinal ttm a mesma origem, o ruido shot da corrente no escuro é
calculado como sendo a raiz quadrada da corrente no escuro. A Unica
maneira de minimizar o ruido shot da corrente no escuro e reduzir a
corrente no escuro.

¢ Ruido de leitura: gerado no circuito de leitura do sinal.

Tanto o ruido shot da corrente no escuro, como o ruido de leitura sé&o
independentes da exposicao a luz (29).

A relacéo sinal ruido é determinada pelo ruido de padrao fixo para niveis de
exposicao elevados e pelo ruido shot para niveis de exposicéo baixos. O limite
minimo de deteccdo é determinado pelo ruido shot da corrente no escuro e
pelo ruido de leitura. Se a corrente no escuro for suficientemente minimizada,
tem-se apenas em conta o ruido de leitura.
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4.2.3.5. Outras caracteristicas eléctricas e pticas

A Figura 12 mostra a resposta espectral do sensor. Estes dispositivos
apresentam tipicamente uma eficiéncia quantica maxima de 40% para
comprimentos de onda de 600 a 700 nm (28).
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Figura 12: Resposta espectral do sensor para T=25°C (26).

A foto-resposta nao-uniforme (PRNU) especifica variacdes de resposta
de pixel para pixel, devido a uma nao-uniformidade da eficiéncia quantica. Nas
camaras CCD a PRNU é medida escolhendo uma &rea da regido fotossensivel
que esteja uniformemente iluminada (aproximadamente 50x50 pixéis). Depois
representa-se graficamente o sinal (média de todos os pixéis) gerado em
oposicdo ao ruido (desvio padrao do sinal) para varios tempos de aquisicdo. A
foto-resposta ndo-uniforme é dada por (28):

Ruido
PRNU = —
Sinal

x 100 (%)

O valor da PRNU da Tabela 6: Caracteristicas da camara Hamamatsu S5469 €
medido para um sinal que é 50% da carga de saturacao (26).

A carga de saturagcdo numa camara CCD determina a quantidade de
electrdes que podem ser transferidos para um poco de potencial e €
determinada pela saturacdo do registo de deslocamento vertical. O registo de
deslocamento horizontal satura a niveis mais elevados que o registo de
deslocamento vertical para permitir o processo de binning (29).

Na operacgdo de transferéncia de carga a camara CCD usa um par de
eléctrodos por pixel. A carga é transferida através da aplicacéo de dois pulsos
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com tensdes diferentes nos eléctrodos P1 e P2 (Figura 9). Ao contrario do que
seria ideal, nesta operagdo existe sempre uma pequena quantidade de carga
que se perde. Essa perda é definida pelo racio entre a carga transferida e a
carga acumulada, por pixel. Tipicamente as camaras CCDs da Hamamatsu
apresentam uma eficiéncia de transferéncia de carga (CTE) de 0,99995 (28).

A gama dinamica refere-se a gama de valores que um dispositivo consegue
medir com precisdo. Para as camaras CCD a gama dinamica é definida como o
racio entre a carga de saturacéo e o ruido de leitura. E utilizado apenas o ruido
de leitura, dado que como a camara tem um sistema de arrefecimento, o ruido
shot da corrente no escuro pode ser desprezado (28).

4.2.4. Vantagens do uso da camara CCD em relacdo aos sensores
NMOS

Os primeiros sensores testados no Fluorémetro Ocular foram os
sensores de imagem linear do tipo NMOS da Hamamatsu, da série S3921 com
128 e 256 pixeis. As principais caracteristicas destes sensores podem ser
consultadas na Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas dos sensores Hamamatsu S3921-128Q e 256Q (30).

Parametro S3921-128Q S3921-256Q
NUumero de pixeis 128 256
Tamanho do pixel 50 ym * 2,5 mm

Area activa 6,4*2,5 mm? 12,8*2,5 mm?

PRNU +3 %
Gama dinamica 47 k
Carga no escuro 0,2-0,6 pA
Carga de saturacéo 50 pC
Resposta espectral 200-1000 nm
Pico de sensibilidade
maxima 600 nm

Estes sensores sdo constituidos por um array de fotodiodos que
funciona como regido fotossensivel, uma séries de comutadores de leitura e
um registo de deslocamento que faz o enderegcamento dos comutadores de
leitura (31).

Os sensores NMOS utilizam o método de integracao de carga, ou seja, 0
sinal é proporcional a intensidade luminosa e a constante de proporcionalidade
€ o tempo de integragdo. Esta caracteristica particular permite a deteccdo de
niveis de luz relativamente baixos (31).

A principal diferenga entre estes dois sensores € relativa ao método de
operacdo. Enquanto que os sensores NMOS necessitam apenas de um nivel
TTL de impulso de relégio e de uma alimentacdo de 5V para realizar a
operacéo de leitura, as camaras CCD necessitam de varios pulsos de reldgio e
de varias alimentagdes (29).
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Devido as diferencas de operacdo os sensores apresentam algumas
diferencas significativas, principalmente a nivel do ruido. As camaras CCD
apresentam um ruido de leitura baixo e uma velocidade de leitura elevada
(<10MHz), dependendo do FDA. Os sensores NMOS apresentam ruido da
ordem do milhar de electrdes, porém tém a capacidade de medir sinais 100x
superiores aos que os CCD conseguem suportar (29).

Portanto para intensidades mais elevadas de luz, os sensores NMOS
sdo adequados e tém a vantagem de terem principios de operacdo mais
simples. Porém, para intensidades mais baixas de luz as cadmaras CCD séo
ideais, uma vez que, como tém baixo ruido, apresentam uma relagdo sinal-
ruido bastante para intensidades de luz que os sensores NMOS néo
conseguem detectar.

4.3. Descricao do sistema de aquisicdo de dados

O sistema de aquisi¢ao de dados usado actualmente foi desenvolvido no
sentido de melhorar a sensibilidade, a resolugcdo a portabilidade e a
programabilidade do sistema. Tal alcangou-se através do uso da caAmara FFT-
CCD termoelectricamente arrefecida, e de um ADC de 16bits em conjunto com
um microcontrolador dsPIC.

Sensor Circuito de ACD dsPIC RS232 PC
amplificagdo

Figura 13: Elementos constituintes do SAD.

4.3.1. Circuito de amplificacéo

O principal objectivo do circuito de amplificacdo € amplificar e ajustar o
sinal proveniente do sensor de imagem a entrada do ADC.
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Figura 14: Representagao esquematica do amplificador somador inversor.

O primeiro elemento deste circuito € um amplificador somador inversor
com um potencibmetro associado. Este moédulo inverte a polaridade (de
negativa para positiva), amplifica e remove o offset DC do sinal proveniente do

Sensor.
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Figura 15: Representagao esquematica do seguidor de ganho.

Depois um seguidor de ganho amplifica o sinal, de acordo com a
resisténcia do potenciémetro associado.
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Figura 16: Representacdo esquematica do PGA.

Seguidamente encontra-se um amplificador de ganho programavel
(PGA), cujo ganho é controlado pelo microcontrolador dsPIC e pode variar
entre cinco niveis binarios: 1, 2, 4, 8 e 16. De momento o valor default do
ganho é 1. De seguida vém dois seguidores de tensdo que geram a entrada
positiva do ADC. A entrada negativa é de 0 V (27).

4.3.2. Conversao A/D

As principais caracteristicas do ADC externo do fluorémetro ocular sé&o
as seguintes (32):

Resolucao: 16 bits,

Arquitectura delta-sigma;

Entrada diferencial: +3 V

Amostragem: 1,25 MSPS

Tensdes de alimentacdo: +5 V, +5 V (analdgica e digital, respectivamente)
Interface série 3-wire

Este ADC é adequado aos requisitos do sensor tanto no que diz respeito
a resolucdo, como a entrada diferencial. O ADC tem uma gama dinamica de
65538 valores, que é suficiente para uma conversao eficiente do sinal dado que
a gama dinamica do CCD é de 24000 valores. Como a saida do sensor esta
sempre entre 0 0 e 0s 3V, a entrada diferencial do ADC é mais que suficiente.
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4.3.3. Microcontrolador dsPIC

O uso de um microcontrolador dsPIC (dsPIC30F6012A, Microchip

Technology, EUA) melhorou o sistema de aquisicdo de dados em termos de
programabilidade e portabilidade, uma vez que este consiste num pequeno
computador num unico chip. O dsPIC combina as caracteristicas dos
microcontroladores de 16 bits e dos processadores de sinais digitais (DSP).
A escolha do dsPIC deveu-se ao facto de ele apresentar uma série de
caracteristicas adequadas ao sistema, entre elas, possuir entradas e saidas
digitais e analdgicas, portos de comunicagdo com o exterior, interrupgdes,
temporizadores, arquitectura Harvard modificada de 16 bits optimizada para
funcionar com um compilador C e tamanho de memaria adequado (12).

Na Tabela 8 encontram-se as caracteristicas gerais do microcontrolador
dsPIC.

Tabela 8: principais caracteristicas do dsPIC30F6012A (33).

Velocidade CPU 30 MIPS
Memoarias
FLASH 144
RAM 8192
EEPROM 4096
Periféricos
Portos 52
Modulo SPI 2
Modulo UART 2
. 5 — 16bhit
Temporizadores 5 _ 39bit
NUumero de pinos 64

4.3.4. Ligagédo entre o SAD e o PC

A comunicacdo entre o sistema de aquisicdo de dados e o PC pode ser
feita por USB ou através da interface RS-232. Actualmente é utilizada a
interface RS-232.

O moddulo UART do microcontrolador utiliza duas vias de transferéncia
de dados, uma de recepcao (RX) e outra de transmissdo (TX) em modo full-
duplex, promovendo assim a comunicagdo de série assincrona entre o
computador e o0 SAD. Este modo de comunicagdo ndo necessita do envio de
um sinal clock ao receptor (12).

O processo de transmissédo de dados segue a seguinte sequéncia (12):

1. Avia TX é colocada a um nivel I6gico mais baixo durante a duracdo de
um bit — start bit

2. Sao enviados os bhits de dados
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3. Se existe, é enviado o bit de paridade
4. E enviado o bit de paragem
5. Avia TX volta ao estado inicial

Seguidamente apresentam-se os parametros de configuracdo da interface
RS-232 (27):

Velocidade de transmisséo: 115200 bits/s
Bits de dados: 8

Bits de paridade: nenhum

Bits de paragem: 1

Controlo de fluxo: nenhum

A interface possui um conector de 9 pinos designado DB-9 e uma driver
RS-232 (ICL3232) que tem como funcdo gerar os niveis de tensdo e
polaridades requeridas pela interface RS-232 (27).

As funcbes do dsPIC responséaveis pela recepcdo e transmissdo de
dados sdo a handle_string() e a send_string() respectivamente (27).

4.3.5. Alimentacao

O sistema de aquisicdo de dados do fluorobmetro ocular necessita de
uma fonte de alimentacdo de corrente continua. Como a rede publica fornece
corrente alternada, € utilizado um transformador FL 52/24 com tenséo de saida
de 2x24V de modo a transformar a corrente alternada em corrente continua. A
fonte de alimentac&o conta ainda com trés reguladores de tensdo de 24, £15 e
+6V e um regulador DC/DC step-down que fornece a alimentacdo analdgica e
digital de £5V (12).
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5. Descricao do software

5.1. Software do dsPIC

5.1.1. MPLAB IDE

O MPLAB IDE (integrated development environment) € uma ferramenta
utilizada para desenvolver aplicacbes para microcontroladores da Microchip.
Este software permite escrever o codigo fonte, compilar e simular tanto em
ambiente de desenvolvimento integrado como directamente no componente. A
versdao do MPLAB IDE utilizada nesta aplicacdo é a v8.30 e o compilador
utilizado € o MPLAB ¢30 C Compiler. A programacdao é feita na linguagem C
(12).

5.1.2. Estrutura do software do microcontrolador

O software do dsPIC encontra-se distribuido por ficheiros de duas
categorias, os source files e os header files. Os header files contém
maioritariamente a definicdo e inicializacdo de variaveis e interrup¢cdes. Os
source files realizam a recepcdo e execucdo dos comandos e tarefas
requeridas. Na Tabela 9 encontra-se a descricdo do contetdo de cada ficheiro.

Tabela 9: Organizacao e descri¢cdo do contetdo do software do microcontrolador (27).

Ficheiro Descrigdo do conteudo

- definicao das variaveis das rotinas de temporizacéo

- definicdo da frequéncia e velocidade do CLK externo

- interrupgdes accionadas pela variavel counter

Config.h - inicializagdo do pino 1, pino 3, timerl_Pixduration e do
maédulo de comunicacao sincrona SPI2

- definicdo e inicializagéo dos pinos do dsPIC

- configuracdo do ADC interno

- configuracéo dos botdes switch S1 e S2

- configuragdo dos LEDs

- configuracdo dos pinos ligados ao ADC externo

- configuracdo dos pinos ligados ao PGA e definicdo do
ganho

- controlo da cAmara CCD e dos sensores NMOS
OscillatorSystemC | - configuracdo dos osciladores

Delay.h

Hardware.h

Header Files

odes.h - definicdo da frequéncia do reldgio FRC
- definicdo da temporizagcédo do CLK do sistema
System.h - configuracdo do modo XT x PLL8 do oscilador, da taxa de

transferéncia e do tempo de ciclo de instrugcao
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- definicBes da porta de série
- definicdo dos comandos para operar 0s sensores
- inicializagéo das variaveis externas

Rotinas de alteracdo dinamica do clock de acorda com as

Clock_switch.c definicbes feitas em OscillatorSystemCodes.h

Delay.c Geracdo dos delays aplicados ao longo do ficheiro main.c

Traps.c Contem os vectores de interrupcdo de erro interno do
processador
-Inicializacdo do timerl, do timerl_Pixduration e dos pinos
le3

Config.c - inicializacdo no mddulo de configuracdo sincrona com o

ADC externo

- Configracdo do ADC

- defini¢&o e controlo dos vérios niveis de ganho do PGA

- inicializacéo e configuragdo dos portos B, C, D, F e G
Hardware.c através da funcéo input/output

- inicializacdo dos pinos de controlo da camara CCD e dos
sensores NMOS

- rotina de interrupcéo do timerl, do botdo de pressdo SW2
e do sinal EOS

- rotina de recepcédo e transmissdo dos dados da porta de
série

- Inicializag&o das variaveis temporarias nag, pix e no_pix e
das variaveis numero_leituras, pix_duration e no_pixeis

- inicializagdo das strings correspondentes aos parametros
e comandos controlados através da porta de série
-inicializa¢cdo do médulo Uart2

- configuracédo da porta de série

- executa a tarefa associada a cada string recebida ou
inicializada

- execucdo das tarefas em reposta aos comandos
introduzidos

- seleccdo do programa associado a cada sensor de
imagem (CCD ou NMOS)

Source Files

Interrupt.c

USART.c

Main.c

Comandos
Na Tabela 10 encontra-se uma descricdo da tarefa executada por cada

comando implementado no microcontrolador. Dos comandos apresentados 0s
gue podem ser controlados pelo Matlab sdo os camandos NAQ, PIX e NOP.
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Tabela 10: Descri¢cédo da fungdo dos comandos implementados no microcontrolador (27).

Comando Tarefa

WAKE Coloca o processador a full-power (elevado consumo de energia)
SLEEP Coloca o processador em baixo consumo de energia

READ Permite saber se ocorreu ou ndo overflow do ADC

CCD Lé os pixeis do sensor de imagem NMOS

CAMERA Lé os pixeis da camara CCD

Devolve 2000 valores da saida do sensor de imagem, em que cada um

MEDIA
resulta da média de 16

ACO Devolve 2048 valores da saida do ADC, pressionando o interruptor S1
antes e depois da aquisicao desses valores

DEC Diminui o ganho do PGA

INC Aumenta o ganho do PGA

ADC Devolve as tensdes em varios pontos do SAD

NAQ Selecciona o numero de médias a fazer por pixel durante a leitura do
sensor. O valor default para a camara CCD é 20.

PIX Permite a escolha da largura (duracdo) de cada pixel durante a aquisicdo

- Permite seleccionar o nimero de pixeis a ler pelo sensor e activa a parte

de cédigo correspondente no software do dsPIC

Os parametros nscan e texp podem também ser controlados através do
Matlab. O pardmetro nscan indica o numero de varrimentos que o fluorébmetro
faz por aquisicdo. O parametro texp refere-se a duragédo de cada varrimento.
Os parametros NAQ, PIX e texp estdo interligados, ndo podendo assumir
quaisquer valores.

Os parametros NAQ, PIX, NOP e texp sdo usados pelo dsPIC para
produzir com flexibilidade os sinais de temporizacédo a fornecer a camara CCD
em termos de duracdo da exposicdo e do Master CLK e também para controlar
0 numero de conversdes por pixel.

5.2. Interface Grafica

Foi utilizada a ferramenta GUIDE do Matlab R2007a para o desenvolvimento
de uma interface grafica de comunicacdo entre o sistema de aquisicdo de
dados e o utilizador. Sempre que se achou necessario a interface foi sendo
desenvolvidade através do melhoramento da verséo existente e da adi¢cdo de
novas fungbes (12)(27). A versédo actual da interface e os melhoramentos
implementados vao ser descritos a sequir.
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5.2.1. Janela de aquisi¢cao

A janela de aquisicdo permite a visualizacdo da aquisicdo em tempo real e
também da média de todas as aquisi¢cfes realizadas até ao momento. Esta tem
trés menus que estado descritos na

Tabela 11.

Ficheiro Comandos  Tratarmento Estatistico

i~ 128 I 01-Sep-2010
N° Pixeis " 2565
512 N® de Warrimentos I
1 T T T T
05— —
E
£ 0
<
05— —
r | | | | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
1
05— —
&=
o 0
=
050 _
r | | | | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
#Pixel

Figura 17: Janela de aquisi¢cdo da inerface gréfica.
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Tabela 11: Fungdes da janela de aquisigéo.

Menu Opcodes Descricao
Iniciacao Inicia a porta de série
Novo Reinicia a janela de aquisi¢cédo

Abre uma janela onde é possivel abrir aquisi¢des ja
Abrir guardadas e consultar os parametros da aquisi¢cao
Ficheiro (Figura 18)

Guarda as aquisicdes numa pasta predefinida com o
Guardar formato .mat e atribui um nome ao ficheiro de forma
automatica (concentracao+data+hora).

Sair Fecha a janela de aquisi¢éo

Wake Coloca o processador a full-power

Sleep Coloca o processador em baixo consumo de energia

Abre uma janela com valores de tensdo em varios

Comandos | ADC pontos do SAD

Amplificador Diminui ou incrementa o ganho de amplificador de
de ganho ganho programavel e é devolvida uma caixa de texto
ajustavel com o valor do ganho

Tratamento

_ Abre a janela de tratamento estatistico
estatistico
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Figura 18: Janela de revisdo de dados da inerface gréfica.

E na janela de aquisicdo que se selecciona o sensor que se vai utilizar:
128, 256 ou 512 pixeis. Esta informacg&o é imediatamente transmitida ao dsPIC
gue activa a parte de codigo correspondente ao sensor escolhido. Além disso,
guando se oscolhe o niumero de pixeis, 0 sistema de eixos onde se projectam
os dados, muda automaticamente o tamanho do eixo horizontal para o numero
de pixeis escolhidos.

A escolha dos parametros de aquisicdo e consequente inicio da aquisicao
sdo feitas no botdo Aquisicdo e pode-se interromper a aquisicdo no botéo
Parar.

5.2.2. Parametros e inicio da aquisicao

Nesta janela de configuracdo podem ser escolhidos os parametros e iniciar
a aquisicao.
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u Configuracaodois | SRR X

M® Pixeis 512
Parametros

Configuragao Automatica

" Teste

" Exame

Configuragao Manual

Mameros de médias 20

Mumero de varrimentos G
Tempo de exposicio () 15
Largura de impulso (pix) 9

Iniciar Aquisigao ‘

Figura 19: Janela de configuracdo dos parametros de aquisi¢ao.

No ambito da realizagdo de testes com pacientes foi adicionado o modo
de Configuracdo Automatica. Se for seleccionado o modo Teste sera iniciada
uma aquisi¢cao longa que permite ao operador posicionar o paciente e focar o
olho enquanto observa a imagem obtida em tempo real. Seguidamente inicia-
se uma aquisicdo no modo exame, de curta duracdo, para guardar. Desta
maneira o0 tempo de espera entre o processo de focagem e a aquisicao
propriamente dita € menor, diminuindo assim o desconforto do paciente que
tem de permanecer imével.

Ao premir o botdo Iniciar Aquisicdo os parametros de configuracdo séo
transmitidos para o dsPIC e armazenados em ficheiros .txt para consulta
posterior. Além disso verifica se o0s valores dos parametros inseridos sao
aceitaveis. Se nao, devolve uma mensagem de erro. Finalmente inicia-se a
aquisicao.

Quando se inicia uma aquisicdo, surge uma barra de progressao que
nos permite saber em que ponto da aquisicdo no encontramos (

Figura 20).
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r J "Aquisicao do fluorometro e ]
carregando. ..
Titne Elapsed:
Estitnated Titne Remaining: Abort

Figura 20: Barra de progresséao.

5.2.3. Tratamento estatistico

A janela de tratamento estatistico contém uma serie de funcdes que
facilitam a analise dos dados adquiridos e permite abrir aquisicdes guardadas e
calcular a média e o desvio padréo da zona de interesse da imagem.

-n guifluor = | — ﬁ‘
File k]

1 aUisicED j

0.8

0.6

0.4 HEDE

02 ot

%0 02 04 06 08 1

Figura 21: Janela de tratamento estatistico.

O resultado produzido por cada uma das funcdes € o seguinte:

e Aquisicao: permite visualizar uma aquisicdo e indica o valor ADC
maximo da mesma.

e Histograma: calcula a média de uma zona de inetresse estatistico de
cada varrimento. De seguida distrubui este valor por intervalos de
amplitude 10, resultando assim um histograma que no eixo horizontal
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tem os valores ADC médios e no eixo vertical a frequencia com que
ocorrem.

Zona de interesse: selecciona uma zona da imagem com
caracteristicas estaveis util para testes de linearidade. A zona de
interesse estd definida como sendo o intervalo entre o pixel de valor
maximo e 0s dez pixeis seguintes.

Filtro: esta fungdo aplica um filtro de médias moveis a todos os
varrimentos efectuados e de seguida faz a média desses varrimentos,
devolvendo apenas uma curva.
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6. Resultados

Em todos os testes realizados com o fluorometro ocular foi utilizado um
procedimeto semelhante que se encontra descrito a seguir, tanto para
aguisicdes com cuvette, como para aquisicdes com pacientes:

1. Liga-se o sistema de aquisicdo de dados. A alimentacdo e a placa
electronica devem ser ligadas em simultaneo.

2. Liga-se o PC e abre-se a interface grafica em Matlab para a obtencédo dos
dados.

2.1. Escolhe-se 0 numero de pixeis do sensor;
2.2.Inicia-se a porta de serie;

3. O sujeito senta-se numa cadeira estavel junto ao fluorometro e apoia a testa
e 0 queixo nos locais apropriados/ coloca-se a cuvette no suporte para
cuvettes;

4. Liga-se a fonte de halogéneo.

Escolhe-se a intensidade da fonte e a ampliacdo de Galileu desejadas.

6. Foca-se o feixe de luz azul no olho do paciente movendo a fonte
horizontalmente através da consola e verticalmente com os parafusos /
foca-se uma zona da cuvette

7. O operador, utilizando o divisor de feixe, encaminha a luz de fluorescéncia
para o sensor.

8. Inicia-se uma aquisicdo-teste no software. Com o0 apoio da imagem
adquirida a tempo real realizam-se os ultimos ajustes na focalizacdo da
camara anterior/cuvette

9. Quando se obtiver a imagem desejada, para-se a aquisi¢ao teste e inicia-se
uma aquisicdo-exame. Nesta transicdo o paciente deve-se manter imovel.

10.Guardam-se os dados.

o

6.1. Testes in vitro

As aquisicdes in vitro foram realizadas utilizando uma cuvette (1*1cmz2)
preenchida com solucbes de fluoresceina de concentracdo conhecida, da
mesma ordem de grandeza da autofluorescéncia da cérnea (10 ng/ml
equivalente de fluoresceina).

O angulo da lampada de fenda (a na Figura 5) utilizado para todas as
aquisicoes foi de 90° dado que este se mostrou adequado para fazer
aquisicdes com uma cuvette quadrada dado que desta maneira a luz néo
interfere com as suas arestas (27). Além disso, com este angulo tem-se o
melhor aproveitamento da resolucdo do sistema e é o adequado para
aguisicdes da camara anterior.

Aléem dos testes descritos mais pormenorizadamente a seguir foram
realizados outros testes de optimizagdo do sistema. Foram realizadas
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aquisicbes para varias posicoes da lente de focagem e para varios filtros de
emissao e de excitacdo. A configuragéo final do sistema foi escolhida com base
na observacdo das imagens obtidas.

6.1.1. Linearidade

O teste de linearidade tem como objectivo verificar a existéncia de uma
relacdo linear entre a quantidade de luz incidente e o valor de saida do ADC. E
importante realizar este teste periodicamente para verificar se ocorrem
alteragbes da linearidade com o tempo e também sempre que se realizam
alteracdes no sistema. Além disso, a recta de calibracéo (Figura 23) serve para
fazer a conversao de unidades ADC para unidades de concentracdo (ng/ml).

Para calcular o erro de ndao-linearidade procedeu-se da seguinte
maneira. Fizeram-se trés aquisi¢cdes para cada concentracdo com 0s seguintes
parametros.

Tempo de integracdo: 0,5s
Numero de varrimentos: 6
Numero de médias: 20
Largura do pixel: 3

De seguida escolheu-se uma zona de interesse de 50 pixeis com
caracteristicas estaveis, calculou-se a média de cada pixel e depois a média
dos 50 pixeis. Por fim calculou-se a média das trés aquisicbes. Esses valores
encontram-se na

Tabela 12.e representados na Figura 23. Seguidamente fez-se um ajuste
linear aos pontos e calculou-se o desvio de cada ponto ao ajuste.
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Saida da camara para concentragdes baixas de
fluoresceina in vitro
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Figura 22: Resposta do sensor para medi¢cdes em cuvettes com soluc@es de fluoresceina
de baix concentracéo.

Os dois primeiros varrimentos foram sempre excluidos devido a
sofrerem o fendmeno de LAG. Na Erro! A origem da referéncia ndo foi encontrada.
ncontra-se a imagem obtida para concentracdes baixas de fluoresceina. Cada
imagem representa a média dos quatro ultimos varrimentos de cada aquisicao.

Tabela 12: Valores para medicéo da linearidade.
Desvio do melhor

[fluoresceina] Média de 50 pixeis ajuste
(ng/ml) (Unidades ADC) (unidades ADC)
5 35443 64
10 38735 -111
15 42340 27
20 45798 18

O erro de nao-linearidade é definido como sendo o maior desvio entre os
resultados experimental e o melhor ajuste. Para a camara CCD S5469 obteve-
se um erro de linearidade de 2%.
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Figura 23: Recta de linearidade do sensor para baixas concentragcdes de fluoresceina.

6.1.2. Limite minimo de detec¢édo (LMD)

O limite minimo de detecc¢é&o é definido como o incremento minimo de
luz que o sensor consegue discriminar. Nas camaras CCD o LMD é
determinado essencialmente pela corrente no escuro. No contexto deste
trabalho o LMD definiu-se com sendo o dobro do desvio padréo do valor médio
de uma aquisicdo no escuro (nivel de luz detectado para uma concentracéo de
Ong/ml).
Para tal realizou-se uma aquisi¢ao no escuro de 3000 varrimentos (Figura 24) e
calculou — se a média e o desvio padrao (m *0):

m + o= 33424 1+ 40 unidades ADC
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Figura 24: Curva caracteristica para aquisicdo com Ong/ml de concentracéo de
fluoresceina.

De seguida, utilizando a recta de calibracdo converteu-se o dobro do
desvio padrdo para unidades de concentracdo. Obteve-se um LMD de
0,1ng/ml. Entdo a camara CCD consegue detectar variacbes de concentracéo
de, no minimo, 0,1ng/ml.

Para sensor NMOS de 128 pixeis utilizado anteriormente no fluorémetro
ocular foi calculado um LMD de 1,4ng/ml (27). O uso da camara CCD é assim
vantajoso na medicdo de niveis baixos de fluorescéncia, como € o0 caso da
Autofluorescéncia da cérnea, onde pequenas variacdes de concentracdo tém
interesse clinico. O Fluorotron Master apresenta um LMD de 0,5ng/ml.

6.1.3. Resolugao Axial

O valor da resolucdo traduz a capacidade do sensor distinguir duas
estruturas em termos espaciais. Como a area activa da camara CCD consiste
em pixeis discretos, esta apresenta uma resolucdo espacial limitada. Por
exemplo, se um objecto a preto e branco é observado por um CCD, o contraste
entre as zonas pretas e brancas diminui a medida que o padrédo do objecto se
torna mais “fino”. A resolugcéo depende da profundidade a que séo absorvidos
os fotbes no material semicondutor. Quanto menor a energia dos fotdes
incidentes, mais a resolucéo se deteriora (29).

A resolucéo depende principalmente do sistema de amplificacdo de
Galileu e do sistema Optico do fluorometro, em especial da lente de focagem.
Foram feitas aquisices com diferentes amplificagfes e através da experiéncia
e da observacdo das imagens obtidas e também da analise da 12 derivada da
imagem na zona de fronteira. Verificou-se que se obtinham melhores
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resultados com as amplificagbes de 12x e 30x. A resolucdo depende também
da distancia de pixel a pixel. O uso da camara CCD trouxe uma vantagem
neste campo ja que tem uma distancia de pixel a pixel de 25um, enquanto os
sensores NMOS tém uma distancia de pixel a pixel de 50um.

Numa segunda fase realizaram-se aquisi¢cdes (amplificacdo de 30x,
tempo de integracdo de 1s e largura de pixel de 6) com o alvo USAF 1951
grupo 1 linha 6 (3,56LP/mm) (Figura 25). Consegue-se alcancar uma resolucéo
de 100um.

Os testes realizados permitiram-nos obter um valor para a resolugéo lateral.
Estes coincidem com a resolucéo axial (ao longo do eixo Optico) uma vez que
se usa um angulo da lampada de fenda de 90°.
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Figura 25: Medidas de resolucgao lateral com o alvo USAF 1931.
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6.2. Testes in vivo

Os ultimos testes a serem realizados com o fluorometro ocular foram
testes em pacientes. Com a experiéncia adquirida escolheram-se as melhores
caracteristicas de aquisicao.

Numero de médias: 20
Largura do pixel: 9

Tempo de integracdo: 1,5s
Amplificacdo oOptica: 30x
Intensidade de luz maxima

O nosso interesse era obter o pico da autofluorescéncia da cornea. Na
Figura 26 entra-se representada a imagem obtida numa aquisicdo com as
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caracteristicas referidas anteriormente. Estdo representados dois varrimentos
com reprodutibilidade do pico de 7%.
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0
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Figura 26: Resultados preliminares da medi¢cdo da autofluorescéncia da cérnea (dois
varrimentos)

O declive do lado direito da imagem corresponde a autofluorescéncia do
cristalino. Considerando o numero de pixeis entre este declive e o pico e
tambem a amplificag&o optica utilizada, calculou-se a distancia corresponde no
olho do paciente. Obteve-se um valor de 4mm.

A dimensdo média da cAmara anteriors de acordo com as dimensdes do
olho padréo de Gullstrand emetrépico e nao-acomodado é de 3,6 mm, numa
gama de 2,0 a 4,5 mm (34). Pode-se assim concluir que o pico se refere a
autofluorescéncia da cornea, como se pretendia.
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7.Conclusao

N&o existem duvidas quanto ao papel da fluorometria ocular no diagnéstico
e monitorizagéo da retinopatia diabética.

Ao longo dos capitulos anteriores foram descritos os fundamentos por
detras do uso da técnica de fluorometria ocular como método de digndstico,
bem como do sistema de fluorometria ocular utilizado para a obtencdo dos
resultados.

Com a realizacdo dos testes in vitro consegui-se verificar que 0 NOSsSo
sistema de fluorometria ocular apresenta caracteristicas comparaveis ao
fluorémetro ocular de referéncia, o FM, nomeadamente no que diz respeito ao
limite minimo de deteccédo. Por isso procedeu-se a realizacdo de aquisi¢des in
vivo, 0 que nos permitiu aceder a autofluorescéncia da cérnea.

Como trabalho futuro seria interessante continuar os estudos com pacientes
de maneira a optimizar as aquisicdes e para estudar a reprodutibilidade entre
aguisicdes. Neste ambito seria vantajosa a utilizacéo de filtros com bandas de
transmitancia mais estreitas de maneira a se conseguir discriminar 0s
fluoréforos e melhorar a resolucéo.

Seria util continuar a melhorar a interface gafica no sentido de a tornar mais
user-friendly e de a adaptar as aquisicbes com pacientes.

Seria também interessante fazer um estudo sobre o efeito da alteracdo do
ganho do PGA (controlavel através da interface grafica) nas imagens
adquiridas.
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