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RESUMO

Diante da epidemia da COVID-19, é fundamental a realizacdo da testagem em massa, devido a facil transmissédo do
SARS-COV-2. O principal método diagndstico (RT-gPCR), ndo é compativel com isto, sendo uma técnica cara que requer
equipamentos e profissionais especializados para sua aplicagcdo. Este artigo tem como objetivo desenvolver um hardware
para um prot6tipo de leitor portatil de fluorescéncia, associado a PCR isotérmica, para fornecer um teste preciso e mais
répido para diagnoéstico multiplex direto do SARS-COV-2 e do Influenza A (H1N1).

PALAVRAS-CHAVE: COVID-19, Teste Rapido, Fluorescéncia, PCR Isotérmica.
1. INTRODUCAO

Diante da epidemia da COVID-19 é fundamental a realizacdo da testagem em massa da populacéo,
devido a facil transmissdo do virus SARS-COV-2. O principal método diagnéstico da presenca de infeccao
pelo SARS-COV-2 consiste na reacao em cadeia da polimerase associada a transcrigdo reversa do RNA viral,
o RT-gPCR, que ndo é compativel com a testagem em massa da populagéo, por se tratar de uma técnica
cara e que requer equipamentos especificos e profissionais especializados para realizar a aplica¢do do teste.

Nesse contexto, existe a necessidade de desenvolvimento de novos testes que mantenham a elevada
performance do RT-gPCR, mas que sejam compativeis com testagem em massa da populagdo. Uma das
técnicas de PCR isotérmico, denominada RPA, é compativel com essas caracteristicas e pode ser associada
com uma transcricdo reversa para a deteccao de virus contendo RNA.! Este artigo tem como objetivo
desenvolver um hardware para um protétipo de leitor portatil de fluorescéncia, associado a PCR isotérmica,
com o intuito de fornecer um teste mais rapido e simples para o diagnéstico multiplex do RNA do SARS-COV-
2, juntamente com o diagnéstico diferencial do HIN1. Assim, sera possivel viabilizar a sua aplicacdo com
maior facilidade em locais com baixos recursos e sendo compativel com a testagem em massa da populagéo.

2. METODOLOGIA

Para otimizar a construcdo inicial do hardware proposto, foram utilizados kits e médulos de
desenvolvimento de mercado, de modo a desenvolver um protétipo para realizar a leitura e analise da
fluorescéncia de uma amostra previamente tratada. Assim, as especificacbes e topologias de circuito
utilizadas foram baseadas em trés kits de desenvolvimento: modulo microcontrolado STM32F4 Discovery,
fonte de tens&o Dual 18650 Battery Shield V8 e modulo sensor éptico multiespectral AMS EVK AS7341.

O STM32F4 Discovery (Figura 1(a)) € o modulo central do sistema, responsavel por todo o
gerenciamento e controle das acdes relacionadas a leitura e andlise das amostras submetidas ao medidor de
fluorescéncia. Utilizando um microcontrolador de alta performance da familia STM32F407 como nucleo de
processamento, possui arquitetura ARM® Cortex®-M4 32-bit, com 1-Mbyte de memoria Flash e 192-Kbyte
de memoéria RAM.2 O mdadulo dispde ainda de conversor analdgico/digital (ADC) de 10-bit, entradas e saidas
digitais e analdgicas, além de outros periféricos (temporizador, saida PWM, etc.), podendo ser eletricamente
alimentado a partir do barramento USB VBUS ou através de uma fonte externa de 5Voc.Este modulo compde
a base da placa de controle, que agrega os circuitos e conectores que propiciam a interligacdo entre as portas
de entrada e saida do microcontrolador e os periféricos utilizados no prot6tipo (display LCD, buzzer, interface
com cartdo de memoéria micro-SD, etc.), bem como entre as placas projetadas. Conforme pode ser visto na
Figura 1(b), essas conexdes sao feitas através dos conectores JP1, que se liga a placa da IHM, e do conector
JP2, que acopla o mddulo AMS EVK AS7341 e os LEDs de excita¢éo da unidade éptica.

Como o barramento VBUS da Discovery possui fornecimento de corrente limitado a 100mA para
dispositivos externos ao modulo, optou-se por realizar a alimentagcdo do protétipo a partir da fonte externa
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Dual ESP32 18650 Battery Shield V8 (Figura 2(a)), que utiliza duas baterias de Li-lon padrdo 18650
recarregaveis de 4,2V para prover duas tensdes de saida: 5Vboc e 3Vbc, com capacidade de corrente de até
2A.3 suficiente para alimentar o modulo e demais periféricos utilizados no projeto.

Figura 1 — Mdodulo STM32F4 Discovery (a) e Circuitos Auxiliares da Placa de Controle (b)
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Fonte: STMicroelectronics (2021) e Autor.

Figura 2 — Mddulo de alimentacdo Battery Shield (a) e kit AMS EVK AS7341 (b)
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Fonte: Adaptado de DIY (2021) e AMS (2021).

O médulo possui um botdo pushbutton com funcgéo liga/desliga (ON/OFF), que inicia o fornecimento
de tensao ao ser pressionado levemente e o desliga quando mantido pressionado por cerca de 2 segundos.
Quando ligado, as tensdes de saida podem ser acessadas pelo conector USB tipo A, que disponibiliza a
tenséo padrédo de 5Voc, bem como a partir de contatos localizados nas bordas laterais da placa, dando acesso
também a tensdo de 3Vpc. H& inda na placa um gerenciador de carga de bateria com dois conectores USB
de entrada (micro-USB e tipo C), usados para realizar a recarga das baterias do moédulo através de uma fonte
externa de 6~8Vbc/1A.

Ja o kit AMS EVK AS7341 (Figura 2(b)) é uma plataforma usada para avaliar as aplicacdes do sensor
multiespectral de 11 canais AMS AS7341 e demonstrar diferentes casos de uso com base na deteccéo
espectral, realizando desde func¢des basicas, como a deteccdo de intensidade luminosa, bem como func¢des
especiais para aplicagfes especificas, como deteccdo de luz ambiente, modo de reflexdo, deteccédo de
cintilagdo e comparagdo de mascara espectral e de cor.* A placa eletrdnica do kit possui circuitos de
comunicacdo (barramento I°C) e condicionamento do sensor, além de um difusor acoplado a sua lente,
provendo todas as interfaces necessarias para o seu funcionamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram escolhidos trés LEDs com luz incidindo em diferentes comprimentos de onda para realizar a
excitagdo das amostras e observar o surgimento da fluorescéncia, de acordo com os fluoréforos definidos
para deteccdo de cada genoma (viral ou de controle). Para permitir que cada LED pudesse ser calibrado de
modo a maximizar o sinal de fluorescéncia, foram utilizados trés circuitos como o da Figura 3(a), que realizam
a conversao tensao-corrente para acionar cada LED com a corrente 6tima. A tenséo utilizada no conversor é
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provida por uma saida PWM do microcontrolador (LED_1) e filtrada por um circuito RC, para que se tenha
uma tenséo proporcional ao ciclo de trabalho da saida PWM. A corrente de cada LED pode ser inferida a
partir da leitura da tensao do resistor shunt (R10), realizada pelo microcontrolador através de uma entrada
analdgica (AN_1).0 sistema de controle é realimentado para manter o nivel do brilho dos LEDs constante
através do uso do pixel "CLEAR" do sensor AS7341, que identifica a luminosidade emitida pelo LED,
possibilitando ao microcontrolador aumentar ou diminuir o ciclo de trabalho da saida PWM para se ter mais
ou menos corrente excitando o LED, haja vista que sua luminosidade € diretamente proporcional a sua
corrente de excitacao.

Figura 3 — Circuito de controle e acionamento dos LEDs de excitagdo (a) e parte dos periféricos da IHM (b)
b
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Fonte: Autor.

J& na placa da Interface Homem-Méaquina (IHM) encontram-se 0s circuitos e componentes utilizados
para realizar a interagéo fisica entre o usuério do prototipo e o sistema. A placa possui trés botdes de comando
do hardware, além de um display LCD 16x2 e um buzzer (Figura 3(b)). O botdo ON/OFF, conectado
diretamente no médulo Battery Shield é usado para ligar e desligar o protétipo; ja os botées SELECT e
CURSOR, séo conectados a placa de controle e ligados as entradas digitais da Discovery para comandar as
acOes do prototipo durante o seu funcionamento. No display LCD sdo exibidas todas as mensagens de
configuracdo e agbes, como mensagens de erro, orientacdes para cadastro e calibracdo de novas amostras
padrao, além de resultados das amostras analisadas, por exemplo.

Por fim, a partir dos médulos, kits e circuitos apresentados, foram projetadas as duas placas de
circuito impresso do prot6tipo, estando tais placas interligadas por conectores e cabos de ligagdo do tipo flat.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Apéds os testes finais dos circuitos e placas propostos, a proxima etapa do projeto serd realizar as
calibracdes do sistema e validagdo do seu funcionamento e eficiéncia no diagnéstico multiplex do SARS-
COV-2 e H1IN1, através da formacédo de um banco de dados de amostras analisadas com o protétipo e sua
posterior comparacao com um equipamento de referéncia, possibilitando assim a sua utilizacdo na testagem
em massa da populacéo e contribuindo para o enfrentamento da pandemia da COVID-19.
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