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RESUMO

O diabetes mellitugDM) inclui um grupo de doencgas metabdlicas resimét de disfuncdo na
secrecdo e/ou acao da insulina. O diagnostico deéDdéfinido com base na avaliagcdo da
glicemia de jejum (GJ) e hemoglobina glicadadAque também informa a persisténcia da
hiperglicemia. Entretanto, novas tecnologias dnablt estdo sempre sob constante
investigacdo. A espectroscopia de absor¢cao molecalmfravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) associada a analise multivariada surgido como uma alternativa nesse
contexto. O presente estudo buscou avaliar a FBtlieyés da técnica de reflectancia difusa,
para quantificar glicose e;Aem um grupo de individuos adultos. O estudo faipasto por
46 pacientes de 32 a 59 anos, com valores GJ @& @11.35 mg/dL e de:Ade 5,3 a 7,2 %.

O modelo PLS-DRIFTS para GJ apresentou RMSECV=m§/dL e R?=0,995 e para;4
RMSECV=0,06% R?=0,993, sem exclusédo de amostrasmdo a faixa de 4000-2401, 2300-
600 cm'. Dessa forma foi possivel concluir que FT-IR agst & andlise multivariada se
mostrou adequada para predizer os parametros hiaps de glicose e 4 de jejum com um
erro minimo, atendendo aos requisitos analiticosAN¥ISA para quantificacdo destes
parametros.

Palavras-chave:Hiperglicemia. Espectroscopia no Infravermelho. abeiémica. Diabetes
Mellitus.

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) includes a group of metabaliseases resulting from dysfunction in
the secretion and/or insulin action. The diagnosiBM is defined based on the evaluation of
fasting glucose (FPG) and glycosylated hemogloBiit);, which also shows the persistence
of hyperglycemia. However, new analytical technasg are always under constant
investigation. The molecular absorption infrareécmscopy with Fourier-transformed (FT-
IR) associated with multivariate analysis has em@rgs an alternative in this context. The
present study sought to evaluate the FT-IR, thrahghtechnique of diffuse reflectance, to
guantify glucose and & in a group of adults. The study comprised 46 p#ti&2-59 years-
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old with FPG values 71,67 to 135 mg/dL ang:5A,3 to 7,2 %. The model PLS- DRIFTS
showed the RMSECV=1,37 mg/dL and R2=0.995 and RMSECV=0,06 % R2=0.993 and
without exclusion of samples using the range 4080%2 2300-600cih Thus, it was
concluded that FT-IR associated with multivariatealgsis was adequate for predicting
biochemical parameters of glucose ang fasting with minimal error, given the analytical
requirements of ANVISA to quantify these parameters

Keywords: Hyperglycemia. Infrared Spectroscopy. Metabolomiiabetes Mellitus.

1 INTRODUCAO

Atualmente, odiabetes mellitugDM) atinge milhdes de pessoas em diferentes
regidoes no mundo, tornando-se uma epidemia mundiamentando drasticamente a
morbimortalidade devido a suas complicacdes.

A maior parte das pessoas com diabetes encontramese paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Devido a isso, ee@vestir em politicas de promoc¢ao da
salude para que essas pessoas possam ter uma nmelhewa expectativa de vida. Muitas
prefeituras, além dos Estados no pais, distribuedicacdo gratis, assim como promovem
palestras informativas.

Diariamente, o paciente diabético pode controlax glicemia através das fitas
reagentes. Este teste, no entanto, ndo € aconsglaaal fins de diagnostico, pois a margem
de erro é significativa. Para um primeiro diagraisfpode ser feito um teste sanguineo de
glicemia em jejum. Existem outros exames compleateatcomo o HbA (hemoglobina
glicada), que também pode ser utilizado para fiasdihgnostico apesar da sua maior
eficiéncia no controle do diabetes.

Somando-se a isso, cada vez mais a espectroscapianfravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) tem se mostrad@aefina analise de parametros
bioquimicos. Desta forma, criar modelos de coréaagntre parametros como glicemia de
jejum e hemoglobina glicada {§ e FT-IR aliada a analise multivariada seria umande
beneficio para as pessoas que convivem com o dmal@ém de ser mais uma ferramenta em

prol da saude.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O diabetes mellitu¢DM) inclui um grupo de doencas metabdlicas car&ado por
hiperglicemia, resultante de disfungdo na secreg@oinsulina e/ou em sua acdo. A
hiperglicemia se manifesta por sintomas como palijrolidipsia, perda de peso, polifagia e
visdo turva ou por complicacbes agudas que podear ke risco de vida. A hiperglicemia
cronica esta associada a dano, disfuncao e fal@eciarios 6rgdos, especialmente olhos,
rins, nervos, coracao e vasos sanguineos (GROSS 2002).

De forma geral, uma epidemia de&betes mellitu¢DM) estd em curso. Em 1985
estimava-se haver 30 milhdes de adultos com DM uaodm; esse numero cresceu para 135
milhdes em 1995, atingindo 173 milh6es em 2002re pomjecdes de chegar a 300 milhdes
em 2030. Cerca de dois tercos desses individuos Bdvin vivem em paises em
desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intaasidcoexistindo com o problema que as
doencas infecciosas ainda representam (WILD e2@04).

O diagnéstico do DM, especificamente do tipo 2 (DM2precedido pela instalacdo
de um conjunto de alteracdes nas vias do metabwlgaglicose e insulina que, na pratica,
representa um risco aumentado para o desenvohoniEnDM2. A alteracédo da glicose de
jejum e/ou da tolerancia a glicose, decorrente®siaténcia periférica a acao da insulina e as
mudancas no padrdo do metabolismo das lipoprotegstio fortemente associadas ao estado
pré-diabético (TABAK et al., 2009; VALCARCEL et a2011).

Considerando também que as alteracbes metabobtasonadas ao estado pré-
diabético sdo potencialmente reversiveis com aisad de habitos de vida mais saudaveis,
como a reducédo da obesidade e incentivo a ativifisida, € de fundamental importancia que
estejam a disposicdo dos profissionais da saudarientas que possibilitem um diagnostico
precoce daqueles individuos em risco metabdlicdlQWNLEHTO et al., 2001).

Somando-se a isso, 0 DM é um dos principais desafis sistemas de saude e seu
manejo implica, aléem das mudancas no estilo de, viskvas estratégias politicas de
desenvolvimento na area de prevencdo e promoc¢&auwde. Tem sido demonstrado que
pessoas com diabetes tém uma reducdo da qualidaeepectativa de vida quando
comparadas a individuos ndo diabéticos. Além dissdjabetes e a tolerancia a glicose
diminuida estdo aparecendo cada vez mais entregses®is jovens, com subito aumento na
faixa etéria abaixo de 30 anos. Esta incidénciaeatada de DM2 resultou em crescentes
taxas de complicacbes da doenca, em especial camplicacbes cardiovasculares
(SCHWARTZ et al., 2008).
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Sendo assim, o critério diagnostico foi modificadam 1997, pela American
Diabetes Association (ADA), posteriormente aceitdapOrganizacdo Mundial da Saude
(OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (S&#Djlo em vista a prevencédo de
complicacbes na macro e microcirculacdo ocasionpdls DM. Atualmente, sdo trés os
critérios aceitos para o diagnostico de DM: (1L)tamimas de polidria, polidipsia e perda
ponderal acrescidos de glicemia casual > 200 mg/dlompreende-se por glicemia casual
aguela realizada a qualquer hora do dia, indepésahemte do horario das refeicdes; (2)
glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dln{ihol) — em caso de pequenas elevacbes
da glicemia, deve-se confirmar o diagndstico pelgeticdo do teste em outro dia; e (3)
glicemia de duas horas pés-sobrecarga de 75 giaesglacima de 200 mg/dL. Lembrando
sempre que as fitas com reagentes ndo sédo tasgweguanto as dosagens plasmaticas,
podendo trazer consigo uma erro de aproximadamidi®te dependendo do fabricante, nédo
devendo utiliz&-las para o diagndstico (ENGELGAW@Iet1997).

Como ja foi visto, o diagnéstico de DM é rotineiemte definido com base na
avaliacdo da glicemia de jejum que caracteriza adeptes como euglicémicos (70-99
mg/dL), pré-diabéticos (100-125 mg/dL) e diabétignaior que 126 mg/dL). No entanto, um
segundo marcador utilizado € a hemoglobina gliqada), que informa a persisténcia da
hiperglicemia nos ultimos 4 meses e a repercuss@gossiveis complicagdes futuras.

A A, também denominada hemoglobina glicosilada ouodi@moglobina, é
conhecida ainda como HhAe, mais recentemente, apenas com@ Bmbora seja utilizada
desde 1958 como uma ferramenta de diagndstico aldagéio do controle glicémico em
pacientes diabéticos, a dosagem dapassou a ser cada vez mais empregada e aceita pela
comunidade cientifica apds 1993. Esta mudancaecadepois de ter sido validada através de
dois estudos clinicos mais importantes sobre aagé@a do impacto do controle glicémico
sobre as complicacdes cronicas do diabetes: oslosstDCCT - Diabetes Control and
Complications Trial (1993) e o UKPDS - United Kimgd Prospective Diabetes Study
(2003). Atualmente, £ abaixo de 7% € considerada como uma das principatas no
controle do diabetes. Os dois estudos acima citemitisaram que as complicacdes cronicas
comecam a se desenvolver quando 0s niveis;gde#tdo em niveis superiores a de 7%. No
entanto, algumas sociedades médicas, dentre Slasiedade Brasileira de Diabetes, adotam
metas terapéuticas mais rigidas de 6,5 % paralosesade Ac (DCCT, 1993; MANLEY,
2003).

A espectroscopia no infravermelho com Transforndel&ourier (FT-IR) associada

a programas de andlise multivariada tem se toroat ferramenta de grande utilidade para
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fins diagndsticos (WANG & MIZAIKOFF, 2008). Com esinetodologia, tem sido possivel
obter dados de quantificacdo simultanea, rapidaleado custo de componentes bioquimicos
oriundos de fluidos bioldgicos e tecidos humanos diversas condi¢des fisioldgicas e
patolégicas. Um exemplo € a determinacéo de glisasguinea, plasmatica ou sérica usando
técnicas como transmissdo e reflexdo total atengad@®) nas regides do infravermelho
médio (MIR) ou préximo (NIR), visando a triagem eomitoramento de pacientes com
diabetes (HEISE et al., 1989; JANATSCH et al., 19BEISE et al.,, 1994; HEISE &
BITTNER, 1998; SHAW et al.,, 1998; VONACH et al., ) WERNER et al., 1998;
PETRICH et al, 2000; LOW-YING et al., 2002; PETRI@Hal., 2002).

Dessa forma, o presente estudo busca, atravéspdatrescopia no infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) associada disen@nultivariada, a obtencdo de
modelos de correlacédo entre os parametros biogosnage glicose e A. Justifica-se visto a
importancia destes no diagndstico e manutencdoMac@n espectro infravermelho, com
objetivo de prever os valores encontrados a pdotrtestes de referéncia.

3 METODOLOGIA

Foi conduzido um experimento com pacientes amhigégodo departamento de
Clinica Médica do Hospital Santa Cruz e encaminbat#s unidades basicas de saude (UBS)
do municipio de Santa Cruz do Sul, no periodo deona outubro de 2011.

Foram incluidos no estudo individuos de ambos wssseom idade entre 18 a 59
anos, que apresentassem glicemia de jejum entr@2®@ng/dL e/ou teste oral de tolerancia
a glicose com 75g (TTG 75) igual ou superior a g4idferior a 200 mg/dL, ou seja, em
niveis pré-diabéticos.

Os critérios de exclusao foram: diagndstico pré&eoDM, uso de hipoglicemiantes
orais ou insulina, doenca renal clinica (creatinklg5 mg/dL), doenca cardiovascular
definida (acidente vascular cerebral, doenca aftedronariana ou doenca aterosclerotica
clinica) e diagnostico de neoplasias nos ultimos&ges.

Além dos pacientes que preencheram os critériosatiesdo, também foram aceitos
individuos convidados que tiveram adesao voluni@oigrojeto e ndo pertenciam ao grupo

anterior.
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Coletas sanguineas foram realizadas através déipwegpiosa antecubital apds 12
horas de jejum noturno. Todas as andlises sanguioean realizadas no mesmo laboratério
e em triplicata. Foram feitas as analises de @& cpor testes de referéncia.

No momento da coleta venosa antecubital, foramradpa aliquotas de 5 pL em triplicata
sem anticoagulante para analise por FT-IR. As aslde sangue foram armazenadas a 2-8 °C
até o processamento. O material utilizado parata®le armazenamento do sangue foi
descartado conforme rotina de descarte de matséiiaisgicos do LAFISA. Triplicatas de 5
ML de sangue total (antecubital ou periférico) fiomaisturadas com 150 mg de brometo de
potassio, liofilizadas por 2h15min a 17i@rr e -50°C (Labcomco Lyofilyz&), analisadas
em espectrometro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR SpeattemPerkin Elmef) laser HeNe de
633 nm com acessoOrio para espectroscopia de @il@at difusa no infravermelhdike
Technologies, Madisgrtom Transformada de Fourier na faixa de 40000ac8®", 4 cni' de
resolucao e 16 scans.

Os espectros foram adquiridos em absorbancia, tieedas, convertidos em
extensdo *.csv, organizados em planilMarosoft Office ExceR010 e submetidos a analise
de regressdo multivariada via método dos Minimosadfados Parciais (PLS) com
transformac@o de correcdo de espalhamento de I&CIM pré-processamento por auto-
escalamento em softwarirouette 4.0 (nfometriy. Os modelos de calibragdo foram
validados por validagdo cruzada com mutua excldsdb por vez. Os modelos de calibracéo
foram otimizados utilizando como critério o vala doeficiente de correlacdd Bcima de
0,99 e 0 menor valor da raiz quadrada do erro mielialidacédo cruzada (RMSECYV).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comitétida ém pesquisa da Universidade
de Santa Cruz do Sul, processo 2686/10. Os pamit@p foram devidamente orientados e

assinaram termo de consentimento livre e esclarecid

4 RESULTADOS

O presente estudo foi composto por 46 pacientee &2t a 59 anos, com o IMC
entre 21,94 e 40,88 Kgfincom valores de glicemia de jejum entre 71,67 ®rhg/dL e de
Aicde 5,3 a 7,2 %. Trata-se de um grupo bastanteogéteco, sendo que existem pacientes
euglicémicos, pré-diabéticos e diabéticos. As igude mérito dos modelos PLS-DRIFTS
para glicose e A encontram-se na Tabela 1 e 0s respectivas cuevasrelagdo entre os
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valores preditos pelos respectivos modelos e o®resl experimentais encontra-se

representados na Figura 1.

Tabela 1 — Figuras de mérito da modelagem de PLS-DIRTS entre amostras de sangue

total e niveis séricos de glicose (mg/dL) e de A1%).

Modelo Regido Espectral (cth R2 RMSECV VRA N° Fatores
Axc 4000-2401, 2300-600 0,993 0,06 44,1 5
Gli 4000-2401, 2300-600 0,995 1,37 44,6 6

RMSECV = erro quadratico médio padrdo de validag@zada; B= coeficiente de correlacdo de validacdo
cruzada; VRA = variancia relativa acumulada (%); ¥ kariaveis latentes; f=Hemoglobina Glicada (%); Gli

= glicemia de jejum (mg/dL)

A tentativa de selecédo de frequéncias ndo encontatmwres de R2 melhores que os
encontrados a partir da correlacdo com a faixacespele 4000-2401, 2300-600 ¢m

Figura 1 - Graficos de correlacdo de modelagem deegressdo PLS-DRIFTS, entre
amostras de sangue total e triglicerideos séricosplesterol total e colesterol HDL, para

pacientes diabéticos, pré diabéticos e euglicémicos
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Para o modelo de A foi encontrado um RMSECV de 0,06 % e R? de 0,993.
Normalmente, o resultado do exame se apresenta@iéneira casa decimal, dessa forma o
erro encontrado praticamente nao iria ter efeitra fins diagnosticos, mostrando a mesma
acuracia quanto o teste de referéncia.Para os didgbcemia de jejum o RMSECV foi de

1,37 mg/dL e R2=0,995. Esse valor de erro encootéathferior ao das fitas reagentes para
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teste de glicemia capilar, método amplamente atltizpor pacientes com DM e esse valor é
préximo ao aceitavel pelos testes de referéncia.

Tendo em vista que laboratérios de andlises cBnitacessitam de diferentes
reagentes para cada exame com a FT-IR, com aperaaaliguota de sangue da polpa digital
€ possivel quantificar glicemia de jejum g.Alambém é possivel avaliar outros parametros
bioguimicos simultaneamente e sem uso de reagespesificos para cada quantificacdo. A
partir da Figura 1 podem ser criados modelos deyém de pacientes, tracando planos
verticais nos valores de corte para diagnosticgsaldorma a FT-IR associada a analise
multivariada pode servir como método de triagemupaponal como uma ferramenta de
baixo custo, alta reprodutibilidade e menos invasans pacientes semelhante a outros
modelos ja obtidos (HEISE et al., 1989; JANATSCHilet1989; HEISE et al., 1994; HEISE
& BITTNER, 1998; SHAW et al., 1998; VONACH et all998; WERNER et al., 1998;
PETRICH et al, 2000; LOW-YING et al., 2002; PETRI@Hal., 2002) porém com erros de
previsdo menores.

No entanto, tendo em vista que a FT-IR é uma méigdo oriunda da quimica
analitica, pode-se, em um primeiro momento, netaes$e profissionais especializados para
interpretar e quantificar esses parametros. Cont@wno a maioria das técnicas de analises,
pode ser treinada e ensinada a fim de consolidar fesramenta como técnica de auxilio no
diagnostico de DM como em outras patologias.

5 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado foi possivel conclyjue a espectroscopia no
infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IRyaxiada a analise multivariada se
mostrou sensivel para predizer os parametros biogo$ de glicemia de jejum e;Acom
uma margem de erro pequena, atendendo aos regustaliticos da ANVISA para
guantificacdo destes parametros. Se comparado samtuais testes utilizados para controle
diario, as fitas reagentes para glicemia capilartgmente com seu custo e margem de erro
apresentada pelos fabricantes a FT-IR, € amplamantajosa, principalmente por apresentar
erros consideravelmente menores. Por fim, a té@sttalada se mostra promissora, apesar de

necessitar mais estudos com populagbes maioreslteEéntricas, a fim de que se possa
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futuramente utilizar esta técnica como um examgndistico € para 0 monitoramento de
pacientes com o diagnéstico de DM.
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