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RESUMO

O numero de pacientes diabéticos cresce de forma desenfreada hd mais de uma década e
de acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde, a doenga ja se tornou uma epidemia. O
cendrio urgente de satide publica clama por avanco tecnolégico nos segmentos relacionados
ao diagndstico e acompanhamento da doenca. O trabalho teve como objetivo investigar e
modelar o comportamento 6ptico da glicose e da insulina como ferramenta metodoldgica para
aplicagdo em dispositivos ndo-invasivos de monitoramento glicémico. Dois voluntérios foram
submetidos a um protocolo clinico desenhado a necessidade do estudo. Cada participante foi
submetido a um teste oral de tolerancia a glicose, onde quatro amostras de plasma fluoretado
foram obtidas de cada voluntdrio. As amostras foram destinadas a andlise de concentragdo
dos analitos e ao processamento Optico por varredura. O espectro Optico analisado foi de 700
a 1400 nm. Os resultados de glicose variaram de 89 a 194 mg/dL, enquanto os de insulina
tiveram valores entre 10,66 e 234,20 uUl/mL. A andlise do comportamento 6ptico e da relacao
absorbancia e comprimento de onda evidenciou dois picos de atividade em segmentos diferentes
do espectro analisado. Dois blocos de trés comprimentos de onda situados nos picos de atividade
Optica foram avaliados. A andlise dos resultados revela um padrdo de comportamento 6ptico do
plasma sanguineo. Os valores de absorbancia investigados para cada amostra demonstra que o
comportamento nao segue o que é proposto pela Lei de Beer. O nao cumprimento da linearidade
proposta pela Lei de Beer pelas amostras analisadas limita a modelagem matematica estabelecida
pelo estudo. A metodologia proposta possibilita a andlise completa do padrdo e comportamento
optico de amostras bioldgicas, e o plasma humano apresenta comportamento optico complexo e
que ndo depende apenas de concetracdes dos analitos. A expansao amostral é importante para

validar a reprodutibilidade analitica da metodologia.

Palavras-chave: Coeficiente de extin¢ao. Diabetes. Espectrometria. Glicose. Modelagem.



ABSTRACT

The number of diabetic patients has been growing uncontrollably for over a decade, and according
to the World Health Organization, the disease has become an epidemic. The urgent public health
scenario demands technological advancements in the areas related to diagnosis and monitoring of
the disease. This work aimed to investigate and model the optical behavior of glucose and insulin
as a methodological tool for application in non-invasive glycemic monitoring devices. Two
volunteers underwent a clinical protocol designed to meet the study’s needs. Each participant was
subjected to an oral glucose tolerance test, from which four samples of fluoridated plasma were
obtained from each volunteer. The samples were intended for analysis of analyte concentration
and for optical processing by scanning. The analyzed optical spectrum ranged from 700 to
1400 nm. The glucose results varied from 89 to 194 mg/dL, while the insulin values ranged
between 10.66 and 234.20 Ul/mL. The analysis of the optical behavior and the relationship
between absorbance and wavelength revealed two activity peaks in different segments of the
analyzed spectrum. Two blocks of three wavelengths located at the optical activity peaks were
evaluated. The analysis of the results reveals a pattern of optical behavior of the blood plasma.
The absorbance values investigated for each sample demonstrate that the behavior does not
follow what is proposed by Beer’s Law. The failure to comply with the linearity proposed by
Beer’s Law in the analyzed samples limits the mathematical modeling established by the study.
The proposed methodology enables a complete analysis of the pattern and optical behavior of
biological samples, and human plasma exhibits complex optical behavior that does not depend
solely on the concentrations of the analytes. Expanding the sample size is important to validate

the analytical reproducibility of the methodology.

Keywords: Diabetes. Extinction coefficent. Glucose. Modeling. Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Considerada pela Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) como uma epidemia global, a
diabetes € caracterizada por hiperglicemia persistente, resultante da insuficiéncia ou incapacidade
funcional da insulina. A Federacdo Internacional de Diabetes (FDI) estima que em 2040 o
nimero de pessoas convivendo com a doenga no planeta ultrapasse os 700 milhdes (FDI, 2021).

A epidemia de diabetes vai muito além da barreira da sauide, se tornando uma grave
situacdo de politicas e gastos publicos. Em 2018 os custos do Sistema Unico de Satde (SUS)
brasileiro com diabetes ultrapassaram a marca de R$1 bilhdo. Os valores foram destinados ao
diagndstico, tratamento, manutencio e acompanhamento de pacientes (Fernandes et al., 2018).

A glicemia € a métrica mais importante para a implementacao do tratamento € manejo
correto do acompanhamento do paciente diabético. O controle didrio pode ser feito pelo proprio
paciente atrdves de dispositivos de monitoramento continuo de glicose (MCG) (Pedro; Bertemes-
Filho, 2021b).

O método de MCG mais conhecido € baseado em um sensor eletroquimico e enzimatico.
Apesar de acessiveis, os métodos tradicionais de MCG ainda requerem pequenos volumes de
sangue, geralmente obtidos da polpa digital ou do 16bulo da orelha. Por essa razdo, o método se
torna inconveniente, doloroso e de dificil aderéncia em determinadas popula¢des — criancas e
idosos, por exemplo (Zhang et al., 2021).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de dispositivos ndo-invasivos para MCG ganhou
espaco e se tornou uma urgéncia de saide no cendrio atual da diabetes. Trazendo mais qualidade
de vida aos pacientes, dispositivos que dispensam o uso de sangue podem combinar principios e
técnicas elétricas e opticas.

A combinagdo de diferentes técnicas, como a impedancia elétrica e a fotometria, busca
modelar dispositivos vestiveis, ndo-invasivos, precisos, exatos e adequados, que atendam a
realidade e necessidade apresentada pelo paciente diabético em seus diferentes momentos ao
longo da trajetéria de diagnostico, tratamento e estabilidade do quadro clinico.

Como todo cendrio de inovacdo e tecnologia aplicada a satide, existem diversas limi-
tacdes técnicas e metodoldgicas relacionadas aos dispositivos ndo-invasivos encontrados hoje
no mercado, como a necessidade recorrente de calibragdo e baixo desempenho em cendrios
extremos, de hipoglicemia e hiperglicemia, por exemplo (Batra; Tomar; Kapoor, 2016).

O estudo 6ptico de biomdléculas busca esclarecer a interagdo de moléculas organicas com
a luz e quais as grandezas resultantes. Batra, Tomar e Kapoor (2016) evidenciaram os sensores
Opticos como alternativas funcionais em sistemas de MCG em dispositivos ndo-invasivos.

Um glicosimetro de pulso baseados em 3 LEDS de comprimentos de onda diferentes foi
proposto através de modelagem matematica, aliando a lei de Lambert-Beer e a pletismografia.
Quando associadas em um sistema de medicao, a pletismografia e a lei de Lambert-Beer sao
capazes de identificar pequenas mudancas volumétricas na base microvascular do tecido sob
estudo (Pedro; Bertemes-Filho, 2021a).
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A necessidade de aprimoramento de dispositivos jd existentes, bem como a criagdo
de novos, deve ser unida a necessidade de quebra de limita¢des técnicas e metodoldgicas
das aplicac¢des atuais. Para tanto, conhecer a caracteristica estrutural da glicose e a interagdo
da molécula com o meio € essencial para a construcao de sistemas de medi¢ao confidveis,
reprodutiveis e exatos.

O estudo da interacdo entre moléculas envolvidas no metabolismo da glicose e na
fisiopatologia da diabetes, como a insulina, se torna uma ferramenta poderosa no desenvolvimento
e aprimoramento de dispositivos ndo-invasivos para MCG, abrangendo varidveis bioldgicas,
fisicas e quimicas.

A problematica relacionada a forma de abordagem clinica dos MCGs tradicionais, € 0s
empecilhos metodolégicos associados a dispositivos ndo-invasivos j4 existentes, abre janelas

para a testagem clinica e laboratorial no segmento.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar e modelar a concentragdo de glicose em dispositivos fotométricos ndo-invasivos.

1.1.2 Objetivos especificos

* Investigar o comportamento da absorbancia de amostras de plasma em funcdo da concen-
tracdo de glicose e insulina;

* Desenvolver uma equacio para cdlculo de glicose estimada a partir do coeficiente de

extingdo molar da glicose;

¢ Realizar a coleta de dados clinicos dois voluntarios saudaveis.

1.2 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO
Nessa dissertacdo, o assunto serd tratado da seguinte maneira:

* o capitulo 2 introduz o estado da arte, abordando a fotometria no estudo de biomoléculas,
os principios fisicos da interagdo da luz com a matéria serdo esclarecidos para que,
posteriormente, possam ser empregados na compreensdo do uso da fotometria em técnicas
de caracterizacdo tnica de moléculas - como a luz ¢ utilizada para a investiga¢do do
espectro e da identidade Optica de cada molécula, bem como o comportamento da mesma

em diferentes comprimentos do espectro eletromagnético;

* o capitulo 3 descreve o cendrio global da diabetes através de uma prospec¢@o histo-
rica, trabalhando com estatisticas globais e nacionais. Apds um histérico geral acerca

da doenca e da contextualizacdo epidemioldgica, os métodos de controle da doenca
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serdo descritos com detalhes, chegando aos dispositivos ndo-invasivos € suas principais

caracteristicas, beneficios e desafios na atualidade;

o capitulo 4 reproduz o ensaio clinico conduzido no presente trabalho, retratando a
populacdo, as condi¢des clinicas e os materiais utilizados para a conducdo de todo o

protocolo clinico necessario para a obtencdo de dados;

o capitulo 5 apresenta e discute os resultados obtidos a partir do ensaio clinico. Os
dados serdo expostos no formato de varidveis segmentadas, enquanto a discussao serd

responsavel por unir a significincia clinica e laboratorial dos dados;

por fim, o capitulo 6 conclui o trabalho, recapitulando o que foi apresentado, a relevancia
do trabalho no contexto tecnoldgico, as principais contribuicdes e, também, sugestdes de

trabalhos futuros que possam aprimorar o estudo proposto.
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2 ESTADO DA ARTE

A Optica é um dos mais extensos ramos da fisica. Estudando a luz, suas caracteristicas
fisicas, a propagacdo e a interacdo da luz com a matéria, a 6ptica abrange diversos segmentos
cientificos e tecnoldgicos na atualidade (Azevedo; Sousa; Castro, 2019).

O uso da luz deriva o estudo de diversos parametros em uma mesma fun¢do, como o
estudo das propriedades fisicas da onda eletromagnética e os fendmenos sofridos pela luz ao
interagir com o meio (Zilio, 2017).

O estudo dos fendmenos 6pticos ganhou forca no século XVII com a construcdo de teles-
copios baseados em espelhos e lentes concavas e/ou convexas, que possibilitaram a compreensao
mais dinamica de processos sofridos pela luz ao atravessar diferentes meios (Zilio, 2017).

A compreensdo da luz tem duas derivagdes. Uma delas assume que a luz € constituida de
particulas, teoria que foi aceita totalmente de forma unica até 1830, quando Huygens e Young
formularam experiéncias que demonstraram o comportamento ondulatério da luz (Bagnato;
Pratavieira, 2015).

Os experimentos propostos permitiram a formulacdo de modelos para a propagacgio da
onda e a visualizacdo dos efeitos sofridos pela luz ao longo da dissipagdo no meio, como a
reflexdo, refracdo e difracdo (Bagnato; Pratavieira, 2015).

A compreensdo da natureza eletromagnética da luz facilitou o estudo da propagagdo
da luz no vicuo e em outros materiais. A relacdo da luz com a matéria é baseada nos campos
elétricos e magnéticas da luz que interagem com as cargas da matéria em questao (Tipler;
Llewelin, 2010).

Alguns fendmenos observados a partir do estudo entre a luz e a matéria ndo eram
explicados a partir da teoria ondulatéria puramente. Portanto a luz tem natureza dual reconhecida,
a partir do comportamento ondulatério e corpuscular, que alteram de acordo com a circunstancia
(Zilio, 2017).

Quando a luz atinge uma superficie e atravessa o meio de origem para um novo meio,
parte da luz € refletida, ou seja, volta ao meio de origem, e outra parte € transmitida ou refratada
no novo meio, de acordo com o indice de refracdo (Bagnato; Pratavieira, 2015).

Na figura 1 € possivel observar os fendmenos subsequentes da incidéncia de um raio de
luz em uma superficie. Onde o raio incidente, originado no meio 1, com indice de refracdo nl,
atinge a superficie com angulo 6, onde uma parte € refletida sob dngulo 6 ’, atingindo o meio 2,
com indice de refracdo diferente, n2, e tem refracdo dada sob dngulo 6,.

Alguns aspectos fisicos da teoria ondulatdria sdo essenciais na compreensdo da interacdo
da luz com a matéria. Como todo movimento oscilatdrio, a luz apresenta diferentes comprimentos
de onda (A1) no espectro eletromagnético. O comprimento de onda diz respeito a distancia entre
dois maximos ou minimos de onda (Atkins, 1994).

A frequéncia (v) € o nimero de oscilagdes completas que a onda faz a cada segundo (ciclos

por segundo), onde a unidade de medida é o segundo reciproco ou Hertz (Hz), correspondendo a
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Figura 1 — Incidéncia de um raio de luz na superficie entre dois meios.

Raio incidente Raio refletido
8, 85
Meio 1 (origem) nl
Meio 2 (final) n2
82 Raio refratado

Fonte: A autora.

uma oscilagdo por segundo (Reitz; Milford; Christy, 1982).

A velocidade da luz depende, sobretudo, do meio pelo qual ela atravessa. A velocidade
da luz é representada por ¢, onde no vicuo é igual a 2.998x10% m/s. A velocidade da luz em um
meio que ndo seja o vacuo € demonstrada pela equagdo (1) onde ¢ € a velocidade da luz no vacuo

e n é o indice de refracao do meio em questao.

yo© (1)

A frequéncia se relaciona com a energia (E) da onda, o que pode ser visto na equacao (2),
onde h é a constante de Planck (6.626x1073* Joules/s).

E=hv 2)

Combinando as equagdes (1) e (2), obtem-se a equacgdo (3), onde estabelecemos que a

frequéncia é proporcional a energia e inversamente proporcional ao comprimento de onda.

e
A

As correlacdes matemadticas entre as grandezas fisicas da onda permitem identificar que

E (3)

qunto menor o comprimento de onda, maior a frequéncia e maior a energia, onde o contrario
também € verdadeiro, comprimentos de onda maiores, tem menor frequéncia e menor energia
(Atkins, 1994).
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A figura 2 mostra o espectro eletromagnético e as representagdes de comprimento de
onda, quantidade de energia e a por¢do do espectro que compreende a luz visivel ao olho humano.
Uma boa exposi¢do da relacdo inversamente proporcional entre frequéncia e comprimento de
onda sdo os raios gama, ondas com comprimento de onda muito pequenos, mas com alta energia
e alto poder penetrante, capazes de alterar estruturas celulares, por exemplo, como DNA e

membrana plasmatica (Pratavieira et al., 2011).

Figura 2 — Espectro eletromagnético.
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Fonte: Adaptado de (Santos et al., 2018).

A compreensdo da luz, dos fendmenos que circulam a fisica dptica e a interagao da
luz com a matéria possibilitaram o desenvolvimento de tecnologias que empregam a luz como

principio basico.

2.1 FOTOMETRIA E O ESTUDO OPTICO DE MOLECULAS

Ao longo dos anos, metodologias para andlises quantitativas, equipamentos capazes de
quantificar luz, filtrar comprimentos de onda e realizar medidas relacionadas aos fendmenos
sofridos pela luz ao interagir com diferentes amostras ganharam espaco no cendrio analitico
(Voet; Voet, 1995).

A espectrofotometria ¢ uma das técnicas analiticas mais aplicadas em determinacoes
quantitativas de analitos. A robustez da metodologia, aliada a instrumentacao simples e de baixo
custo contribuem para a popularidade da técnica (Harris, 2005).

A espectrofotometria se baseia em medidas de absorcdo de radiagdo eletromagnética
por espécies em solucdo. A radiacdo pode ser emitida no espectro visivel (400 a 800 nm) ou
ultravioleta (180 a 400 nm) (Harris, 2005).

Quando a luz atravessa uma solug¢do, parte da energia € absorvida pela solucio e outra
parte é transmitida. A quantidade de radiag@o absorvida e transmitida pode ser medida através

de um espectrofotdmetro (Lima, 2013).
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Quando um feixe de luz de intensidade conhecida (/) atravessa uma amostra e a quanti-
dade de luz emergida (I) ¢ medida, a transmitancia (T) pode ser calculada. A figura 3 representa

um feixe de luz (/y) incidindo sobre uma amostra, onde o feixe emergente (/) pode ser medido.

Figura 3 — Transmissdo de um feixe de luz.

Fonte: A autora.

A transmiténcia corresponde ao quociente entre a poténcia da radiacdo de saida (/) e a de

entrada (Ip), respectivamente. A equacdo (4) corresponde a férmula matematica da transmitancia.

1
=1

A absorbancia corresponde ao simétrico do logaritmo da transmitancia, a equagao (5)

T “4)

mostra a relacdo (Lima, 2013).

1 1
A= log(E) = —logT = log(T) )

Quando um feixe incide sobre uma amostra, radiagdes de dados comprimentos de onda
sdo seletivamente absorvida. H4 transferéncia de energia nesse processo de absor¢do, da radiagdo
incidente aos atomos, ions e moléculas da mostra (Voet; Voet, 1995).

A absorc¢do de radiagdo na regido visivel do espectro eletromagnético, vide figura 2, é
responsavel pela coloragdo da matéria. A partir da teoria das cores complementares, € possivel
deduzir em que regido do espectro ocorre a absor¢do de luz (Atkins, 1994).

Uma solucdo que, por exemplo, absorve radiacao na regido do verde (480 a 560 nm), se
apresenta com cor vermelha, sendo correspondente a combinagdo de cores transmitidas pela
solugdo, ou seja, os comprimentos ndo absorvidos (Marczenko, 1976).

A lei de Lambert-Beer estabelece uma relac@o entre a absorbancia de uma amostra
quando submetida a passagem de um feixe monocromatico e a concentra¢do de dado soluto. Em

resumo, a lei de Beer pode ser traduzida pela expressao matematica demonstrada na equagio (6).
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A=¢el.c (6)

Onde:

A corresponde a absorbancia;

€ corresponde o coeficiente de absor¢do molar da espécie em solugdo;

[ corresponde ao caminho percorrido pela radiagdo; e,

¢ corresponde a concentragdo molar da espécie em solucao.

O referido coeficiente € particular e caracteristico de cada analito sob estudo. Corresponde
a medida da capacidade de um analito em absorver radiacdo, sob dado comprimento de onda,
geralmente o de maior absor¢do (A,,,4) (Lima, 2013).

Na pratica analitica, o coeficiente de extingdo molar € aplicado para se estimar concen-
tracdes de espécies em solucdo, quando o caminho 6ptico e o valor minimo de absorbancia sao
fornecidos, utilizando a lei de Beer (Marczenko, 1976).

2.1.1 Meétodos de medicao da atividade optica

Espectrofotdmetros sdo os dispositivos comerciais destinados as medidas espectrofoto-
métricas. A instrumentacdo do espectrofotdometro pode ser dividida em compartimentos: a fonte
de radiacdo, um seletor de comprimento de onda, a compartimentagcdo para amostra, um sistema
de deteccdo e um sistema de andlise e processamento de dados (Vasconcelos, 2019).

A figura 4 representa a estrutura e os compartimentos de um espectrofotdmetro, onde
podemos observar a fonte de radiac@o (1), o monocromador e seletor de comprimento de onda
(2), que permitem que um feixe monocromadtico seja incidido sobre a amostra (3). A radiacdo
emergente ¢ detectada por um sistema detector baseado em sistema elétrico de detecgao (4) e a
leitura, andlise e disposi¢ao dos dados pode ser feita de forma computadorizada, onde os dados
sdo diretamente transportados a um sistema operacional, ou apresentados em mostrador digital
5).

A fonte de energia luminosa precisa ser estdvel e constante. Para atender as exigéncias
analiticas, diferentes ldampadas sdo empregadas nas andlises do espectro visivel, infravermelho e
do ultravioleta. A lampada incandescente de tungsténio € a fonte de radiagdao mais utilizadas em
andlises do espectro infravermelho e visivel, enquanto as 1ampadas fluorescentes de hidrogénio e
hélio sao utilizadas para anélises no ultravioleta (Marczenko, 1976).

O monocromator e o seletor de comprimentos de onda permite filtrar e direcionar um feixe
monocromatico a amostra. Nos espectrofotdmetros comerciais mais utilizados o monocromator
¢ composto por um prisma associado a grades de difracdo (Vasconcelos, 2019).

A fendas de passagem e lentes direcionadoras existem para colimar e direcionar o feixe
de forma adequada a amostra.

A amostra € aportada em cubetas proprias para espectrofotometria. O material da cubeta

deve ser escolhido de acordo com a faixa do espectro eletromagnético a ser trabalhada. Cubetas
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Figura 4 — Estrutura de um espectrofotometro.
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Fonte: A autora.

de quartzo ou silica fundida sdo utilizadas em andlises UV, enquanto andlises que trabalham no
espectro visivel podem ser realizadas com cubetas de pléstico ou vidro (Atkins, 1994).

Os sitemas detectores se baseiam na conversao da energia radiante em energia elétrica.
Um desses sistemas, também um dos mais empregados em espectrofotdmetros sdo as células
fotoelétricas. Tendo como principio fisico o efeito fotoelétrico, quando um f6ton visivel ou UV
atinge a placa detectora, ha liberacdo de um elétron livre. Os elétrons liberados sdo captados por
um eletrodo, produzindo corrente elétrica. (Tipler; Llewelin, 2010).

Mais importante do que detectar a energia emergente, € dispor os resultados em unidades
opticas habituais. Os softwares de andlise e tradu¢do dos dados trabalha com algoritmos e
modelos matematicos que convertem a corrente elétrica produzida em valores de absorbancia
(Vasconcelos, 2019).

2.1.2 Aplicacoes da fotometria na satide interdisciplinar

O diagnostico assertivo e o acompanhamento preciso de métricas laboratoriais e clinicas
¢ o pilar para uma medicina preventiva e terapéutica de sucesso, para isso, andlises quantitativas
sdo essenciais a rotina clinica e analitica (Oliveira, 2012).

Os métodos colorimétricos sao empregados de forma solida nas andlises clinicas hd mais
de uma década. Com eles, a utilizacdo de reagentes para analitos especificos produz produtos
coloridos, cuja intensidade de cor € proporcional ao analito investigado (Motta, 2005).

Os métodos laboratoriais empregados na dosagem de glicose sdo baseados em metodo-
logia 6ptica, onde ha formacdo de produto colorido a partir de um reagente de cor e a leitura
da absorbancia da amostra em comprimento de onda especifico de acordo com o reagente e
fabricante (Cisternas; Varga; Monte, 2005).

Diferentes dispositivos ndo-invasivos empregam a fotometria para coletar dados e sinais

biomédicos, como a oximetria e leitura de pulso cardiaco. No oximetro a fonte emissora de luz sao
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dois diodos emissores de luz e um fotodetector. Os diodos emissores emitem luz monocromatica
em dois comprimentos de onda distintos, 660 e 940 nm, que correspondem aos coeficientes de
extingdo molar da oxihemoglobina e desoxihemoglobina, respectivamente (Andrade, 2009).

Por se tratar de uma metodologia de baixo custo e com instrumentagdo simples, a
fotometria tem alcancado cada vez mais espaco em dispositivos de monitorizacdo da saide e de
acompanhamento de métricas analiticas.

A espectroscopia 6ptica tem sido pontuada como metodologia para a modelagem de
dispositivos ndo-invasivos de quantificacio de glicose. Estudos preliminares sobre o comporta-
mento Optico da glicose identificaram atividade nas regides do infravermelho préximo e médio
no espectro (Laha et al., 2022).

O estudo da perturbacdo Optica provocada por diferentes concentragdes de glicose nessa
regido de comprimento de onda, a partir da intensidade da luz transmitida, refletida ou absorvida,
pode ser empregado no desenvolvimento de modelos matemaéticos e Opticos para a estimativa de
glicemia (Laha et al., 2022).

Em 2016 os sensores Opticos ja surgiam como uma ferramenta barata, acessivel e assertiva
na construcao de dispositivos que visam a estimativa de glicemia de forma nio invasiva, rdpida e

em tempo real, de forma continua (Batra; Tomar; Kapoor, 2016).
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3 CENARIO HISTORICO DA DIABETES

O papiro de Ebers é referido como o primeiro registro médico da diabetes, onde foi
descrita como uma condi¢do que apresentava como caracteristica principal a emissdo constante e
frequente de urina. O antigo documento datava de 1.500 antes de Cristo (aC), mas foi apenas na
Grécia antiga que o termo diabetes foi atribuido pela primeira vez, por Arateus (Gomes, 2016).

Durante o primeiro século depois de Cristo diferentes povos caracterizaram a urina dos
pacientes como adocicada e era frequentemente associada ao mel, devido a alta concentracao
de moscas e formigas proximas a urina dos doentes. Foi apenas nos séculos XVII e XVIII que
houveram provas préticas efetivas de que os pacientes eliminavam actcar através da urina em
formato de glicose, através de estudos propostos por Willis € Dobson (BLISS, 2007).

O inicio do século XVIII foi marcado pelo alto indice de mortalidade entre diabéticos
semanas ou meses apds o diagndstico. A auséncia de tratamento robusto e capaz de atender todos
0s casos, somada a falta de conhecimento sobre o mecanismo patoldgico da doenca, agravava o
cenario (Polonski, 2012).

Os anos ao longo dos séculos XIX e XX foram marcados por importantes estudos relaci-
onados a fisiopatologia da diabetes, que posteriormente serviram como base para a elaboracao
de protocolos terapéuticos, clinicos e diagndsticos. Dez cientistas ganharam prémios Nobel por
estudos relacionados ao metabolismo da glicose e a fisiopatologia celular e metabdlica da doenca
(Polonski, 2012).

A OMS e o Ministério da Saude classificam a diabetes como uma desordem metabdlica
grave que cursa com hiperglicemia persistente e continua. A alta de agticar no sangue pode resultar
da deficiencia produtiva ou funcional de insulina, onde diferentes mecanismos fisiopatolégicos
sdo relacionados. As complicacdes mais associadas a descompensacio da diabetes sdo oculares,
vasculares, renais e cardiacas (BRASIL, 2006).

Existem trés tipificagdes cldssicas da doenga: diabetes tipo 1, tipo 2 e gestacional. Por se
tratar de uma doenga multicausal, diversos fatores sdo considerados ao levar em consideracio
a possibilidade do diagndstico de diabetes: histérico familiar, doengas preexistentes, habitos
alimentares e pratica de atividade fisica sao exemplos de fatores clinicos relevantes dentro do
contexto clinico e laboratorial (Clarke; Foster, 2012).

A diabetes tipo 1, de cardter imunomediado e idiopdtico, € caracterizada por uma doenca
auto-imune, onde as células responsdveis pela producao de insulina sdo destruidas. A perda
progressiva da producdo de insulina endégena condiciona o uso de insulina terapéutica me-
dicamentosa como recurso para controle da doenca e sobrevida do paciente (Rodacki et al.,
2023).

Responsdvel por mais de 90% dos diagndsticos, a diabetes tipo 2 € relacionada a resistén-
cia a acdo da insulina e estd frequentemente relacionada com hébitos alimentares inadequados,
sedentarismo, obesidade e ao envelhecimento (BRASIL, 2006).

A absorcao, o uso e a distribuicao de glicose podem ser afetados durante o estado
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fisiolégico especial instalado durante a gravidez, levando ao quadro hiperglicémico gestacional,
que pode evoluir espontidneamente para a cura ou persistir mesmo apds o parto, com a instalacdo
de um quadro de diabetes tipo 2 (Rodacki et al., 2023).

3.1 ESTATISTICAS GLOBAIS E ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados tratados nesta secdao foram retirados da 10® edi¢do do atlas da Federagdao
Internacional de Diabetes, publicado em 2021 pela propria institui¢ao. O atlas traz dados de 2021
e trabalha com proje¢des estatisticas para os anos de 2030 e 2045 (FDI, 2021).

Em 2021 haviam 536,6 milhdes pessoas convivendo com diabetes no mundo, represen-
tando mais de 9,5% da populagdao mundial. Estatistica que pode escalar para 11,2% em 2045,
previsdo em que mais de 780 milhdes de pessoas estardo vivendo com a doenca.

O atlas reporta que € estimado que mais de 6 milhdes de pessoas tenham morrido em
2021 em decorréncia da diabetes e suas complicacoes.

Mais de 8% da populacdo diagnosticada vive em paises desenvolvidos e com renda média
anual alta - o consumo desenfreado de industrializados e junk foods, o estilo de vida acelerado e
a exposic¢ao a fatores de risco como tabagismo e o consumo de bebidas alcdolicas sdo fatores
que relacionam a alta morbidade da diabetes em paises ricos.

As Américas Central e do Sul somam mais de 30 milhdes de pessoas diabéticas. Estudos
epidemioldgicos estimam que até 2045 o namero de pessoas diagnosticadas nessa mesma regiao
suba para 49 milhdes. Em 10 anos (2011-2021) o Brasil teve aumento de mais de 3 milhdes de
diabéticos, passando de 12,4 para 15,7 milhdes, sendo o 5° pais com maior incidéncia da doenca

no mundo.

3.2 FERRAMENTAS DE CONTROLE E MONITORAMENTO DA GLICEMIA

Os ultimos 200 anos foram marcados por avancos significativos no contexto diagnéstico,
clinico e medicamentoso da diabetes. O estabelecimento de que a forma de agticar encontrada na
urina era glicose aconteceu no inicio do século XIX, e a partir de entdo todos os esforcos foram
destinados ao desenvolvimento de técnicas que possibilitassem a identificagdo e quantificacio de
glicose em amostras bioldgicas (Polonski, 2012).

O controle glicémico deve ser individualizado em pacientes diabéticos, levando em
consideragao a fase clinica do individuo. O controle de glicemia deve ser feito de forma ajustada,
seguindo metas protocolares e dosagens eventuais para acompanhamento do quadro. De forma
geral, um paciente diabético pode precisar medir a glicose entre 3 e 10 vezes ao dia (Pititto et al.,
2023).

A manutenc¢do glicémica garante maior estabilidade e sobrevida aos pacientes, prevenindo
complicagdes resultantes da descompensagdo diabética. A importancia da glicemia como métrica
de diagnostico e tratamendo da doenga abrange dreas de desenvolvimento de diferentes técnicas

qualitativas e quantitativas de investigacdo de glicose (Clarke; Foster, 2012).
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Mudancas na glicemia sdo relacionadas a diferentes fatores como pratica de exerci-
cios, alimentacdo, sono, doengas preexistentes, medicamentos, etc., 0 que a torna uma métrica
altamente varidvel, de dificil controle e predi¢ao (Zhang et al., 2021).

H4 mais de 50 anos o primeiro glicosimetro foi desenvolvido. O dispositivo combinava
quimica seca e fotometria para quantificar glicose no sangue. O desenvolvimento do instrumento
foi um marco e abertura de caminhos para a criacdo e concepg¢do de testes point-of-care (POC) e
de automonitoramento da glicemia capilar (AMGC) como sdo conhecidos atualmente (Clarke;
Foster, 2012).

Os dispositivos de medicao de glicemia sdo divididos em geragdes, baseadas na tecnologia
analitica empregada na andlise. Os glicosimetros de primeira geracdo sdo baseados em medidas
puramente Opticas, a partir da reflectdncia. Instrumentos classificados como de segunda geracao
ainda utilizam a reflectancia como metodologia analitica, mas j4 trabalham com modificag¢do
de amostras bioldgicas. Glicosimetros de terceira e quarta geragdo sdo os que estamos mais
habituados atualmente, utilizando sensores enzimaticos e reagdes bioquimicas como método
(Coster et al., 2000).

3.2.1 Dispositivos invasivos de estimativa da glicemia

Instrumentos que realizam o MCG sdo imprescindiveis na rotina de pacientes diagnosti-
cados com diabetes. Os dispositivos mais comuns de AMGC sdo os glicosimetros de terceira
geragdo, baseados em um sensor e fitas reagentes (Coster et al., 2000).

Os dispositivos mais comuns e de maior facilidade de acesso para o AMGC sdo conside-
rados invasivos, mesmo que de forma minima, necessitando de pequenos volumes de sangue
para a realizacio do teste. A amostra geralmente € obtida da polpa do dedo ou do 16bulo da
orelha, mas puncdes na mao e antebrago também podem acontecer (Mahoney; Lim, 2012).

Mesmo depois de mais de meio século da inven¢do do primeiro glicosimetro, a necessi-
dade de sangue para medir a concentragdo de glicose plasmética ainda gera polémica. O volume
de sangue € obtido através de puncdo via lanceta descartdvel, que utiliza pressao e uma agulha
retratil para realizar o furo (Klonoff; Perz, 2010).

Embora as lancetas sejam constantemente desenvolvidas e trabalhadas para conferir con-
forto e facilidade aos usudrios, a utilizacao de agulhas e de amostras bioldgicas traz desvantagens
fisicas e clinicas, ambientais e econdmicas (Klonoff; Perz, 2010).

A falta de comprometimento com padrdes de seguranca e higiene para o uso de disposi-
tivos de MCG, tanto em casos de uso indiviual, como em sistemas de sadde, aumenta o risco
de transmissao de patdgenos, de infeccdes e contaminagdes cruzadas. Surtos de contaminagao
pelo virus da Hepatite B (HBV) sdo frequentes em casas de cuidado, instituicdes de longa
permanéncia ou em residéncias com pacientes diabéticos, locais de uso frequente de dispositivos
convencionais para AMGC (Mahoney; Lim, 2012).

O sangue capilar obtido precisa entrar em contato com uma fita biossensora descartdvel,

a qual é acoplada em um dispositivo, o glicosimetro propriamente dito. A quantificacdo é
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feita a partir de uma reacao de cor eletroenzimatica, com formacao de produto quantificavel e
proporcional a concentragdo de glicose plasmatica. O resultado € visualizado em um leitor LCD
em unidade de medida padriao (mg/dL) (Moodley et al., 2014).

Existem duas metodologias capazes de operar a reacao eletroenzimdtica necessdria para a
quantificacdo do agticar. As reacdes via glicose-oxidase e glicose-desidrogenase sdo empregadas
por diferentes marcas no mercado comercial atualmente.

A reacdo via glicose-oxidase acontece em dois momentos e pode ser observada na Figura
5. O primeiro dele envolve a oxidacdo da glicose em édcido gluconico e peréxido de hidrogénio,
catalisada por uma oxidase. A a¢do de uma peroxidase configura a segunda etapa, onde o
peréxido de hidrogénio reage com fenol e amino-antipirina, caracterizando a reagdo de Trinder e

formando um produto colorido (Moodley et al., 2014).

Figura 5 — Reacgdo da glicose-oxidase.

Glicose oxidase

Glicose + 2H202+02 - Acido Glucénico + 2H202

Peroxidase

H20: + fenol/amino-antipirina Produto colorido + H20

Fonte: adaptado de (Moodley et al., 2014).

A etapa catalisada pela peroxidase ndo € especifica para glicose, podendo ser reacional a
outros componentes plasmaticos naturalmente presentes em amostras de sangue, como 4cido
ascorbico, bilirrubina e hemologina, por exemplo. A inespecificidade da reacdo enzimatica pode
fazer com que haja superestimag¢do da glicemia por reacdes cruzadas (Burtis; Bruns, 2015).

Por sua vez, a reacdo que acontece via glicose-desidrogenase acontece em um Uinico
momento, a reacdo ¢ demonstrada na Figura 6. A glicose desidrogenase produz um intermedidrio
reduzido, a gluco delta-lactona, e NADH, um intermediario que atua como doador e receptor
de fons em reagdes de oxirredugcdo. O NADH formado € passivel de ser quantificado através de
espectrofotometria (Moodley et al., 2014).

Ambas rea¢des formam produtos coloridos que podem ser quantificados por metodologia
Optica. A absorbancia geralmente € obtida em 505nm para que envolve a enzima oxidase,
enquanto 340nm é o comprimento de onda ideal para determinar a absorbancia de NADH em
reacOes catalisadas pela desidrogenase (Burtis; Bruns, 2015).

O glicosimetro mais vendido no Brasil, e um dos mais conhecidos mundialmente, a linha
Accu-chek®, da marca Roche, utiliza a metodologia da glicose-desidrogenase, por eliminar a
reacdo intermedidria dependente de peroxidase, aumentando a especificidade e acuricia do teste.

Alguns modelos do dispositivo podem ser observados na figura 7.



Figura 6 — Reacdo da glicose-desidrogenase.
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Fonte: adaptado de (Moodley et al., 2014).
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Figura 7 — Modelos comerciais do glicosimetro Accu-chek®.

Fonte: adaptado de (ROCHE, 2020).
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Em 2018 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cancelou o registro
de mais de 10 glicosimetros por ndo cumprirem com o requisito internacional descrito na
Norma da International Organization for Standardization (ISO) 15197:2013. Cinco desses nio
apresentavam a descri¢cdo de qual metodologia analitica era empregada nos testes (Brasil, 2018).

A ISO 15197:2013 especifica os requisitos fundamentais para qualquer sistema de
monitoramento glicémico. Estabelecendo que 95% dos testes realizados nos glicosimetros
nao podem apresentar variacao glicémica maior do que 15% quando comparadas aos testes
padrdo-ouro (Brasil, 2018).

Uma alternativa aos glicosimetros convencionais € o sistema de monitoramento tipo flash
de glicose intersticial através do FreeStyle Libre®, da Abbott. O kit consiste em um sensor
que fica acoplado a pele, que tem funcionabilidade por 14 dias, e um leitor semelhante aos
dispositivos convencionais (Blum, 2018). A figura 8 apresenta o sensor que € acoplado ao

usudrio, o leitor e um smartphone que podem ser utilizados para acompanhar as medi¢des.

Figura 8 — Glicosimetro FreeStyle Libre
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Fonte: adaptado de (ABBOTT, 2024).

O sensor € tido como minimamente invasivo, mesmo preservando o usudrio das espetadas
didrias da glicemia capilar, o biossensor é acoplado a pele através de uma agulha. A metodologia
utilizada pelo FreeStyle Libre® também consiste em reagdo enzimdtica, desta vez, a partir do
liquido intersticial (Blum, 2018).

A tecnologia empregada pela Abbot é "wired enzime", constituida de fases especificas e
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contendo hidrogéis acoplados a eletrodos e transdutores. A primeira etapa também consiste na
oxidacao da glicose e formacao de intermedidrio, neste caso, FAD € reduzido a FADH. O FADH
atua como doador e receptor de elétrons, na segunda etapa, ele transfere os elétrons recebidos na
primeira etapa aos centros de hidrogéis redox, que funcionam como mediadores comunicantes
entre os centros de atividade enzimatica e o eletrodo (Heller; Feldman, 2008).

A Figura 9 possibilita a visualizacdo esquemadtica da funcdo de conexdo de mediadores
entre o sitio de acdo bioldgica a eletronica do dispositivo. No caso da tecnologia empregada pela
Abbot, o mediador reduzido € o FADH, produzido a partir da catdlise da glicose pela glicose
oxidase, e a eletronica € o sensor que fica acoplado a pele do usudrio.

A necessidade de interven¢do com agulhas, seja para a obtencdo de sangue capilar, seja
para o contato de um sensor a pele, € um ponto que ainda nao foi resolvido, mesmo apds anos de

desenvolvimento e melhorias acerca dos métodos de acompanhamento e manejo da diabetes.

Figura 9 — Tecnologia wired enzime.

Mediador
(reduzido)
°<___...._______.._ ° Glicose oxidase
FAD FADH
J Centro Redox

Sitio biologico - sitio
de ac@o enzimdtica

Eletronica (eletrodos,
transdutores, etc.)

Fonte: adaptado de (Kim et al., 2015).

3.2.2 Dispositivos nao-invasivos de estimativa da glicemia

Os desconfortos e desafios relacionados ao monitoramento cldssico da glicemia abrem
espaco para o desenvolvimento de dispositivos livres de agulha e com metodologia totalmente
nao-invasiva (Heinemann, 2008).

As limitagdes tecnoldgicas encontradas para a quantificacdo de glicose de forma ndo-
invasiva envolvem diferentes paradmetros: metodologia analitica (Optica, elétrica, transdérmica,
térmica), geometria do sensor, localizacao corporal do dispositivo, dentre outros (Moses et al.,
2023).

Existem duas formas de monitoriramento de glicose, a intermitente e a continua. Enquanto
a intermitente realiza medi¢des dentro de intervalos estabelecidos, a continua monitora em tempo

real, sem interrup¢des. Monitores intermitentes oferecem valores precisos de medidas pontuais,
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por outro lado, os monitores continuos apresentam valores sequenciais em tempo real ou de
forma retrospectiva (Klonoff, 2005).

O GlucoWatch® foi o primeiro monitor de glicemia classificado como nao-invasivo
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2001. O dispositivo apresentava forma
comercial de reldgio e operava como sensor baseado com iontoforese reversa e circuito ampero-
métrico, quantificando a glicose a cada 10 minutos (Tierney et al., 2001).

Trés tecnologias independentes faziam parte do GlucoWatch®. A iontoforese reversa era
aplicada para a extracdo de glicose, processamento e andlise da glicose extraida por biosensor
amperométrico e o tratamento e conversdo de dados para a leitura em display (Tierney et al.,
2001).

A iontoforese ¢ um método de difusdo facilitada de medicamentos, por exemplo, através
da aplicacdo de corrente elétrica de baixa intensidade. Por sua vez, € possivel retirar substancias
do intersticio de forma seletiva através da pele, sendo esta a iontoforese reversa (Rao; Glikfeld;
Guy, 1993).

A glicose era extraida da pele através de um fluxo eletro-osmético em direcao ao ciatodo
ioneletroforético. Neste caso, uma corrente de 0,3 mA era aplicada durante 3 minutos. Foi
comprovada que a quantidade de glicose extraida pelo método tinha relagdo com o nivel de
glicemia, em intervalo proximo a 20 minutos (Tamada; Bohannon; Potts, 1995).

Os eletrodos do biossensor consistiam em duas camadas. Uma trilha impressa serigrafada
de platina e grafite e eletrodos de referéncia de prata e cloreto de prata. Discos de hidrogel
serviam como eletrdlito de disseminagao idnica associado a glicose-oxidase (Rao; Glikfeld; Guy,
1993).

A quantificac@o de glicose acontecia a partir da formagao do peréxido de hidrogénio
(H,0O,) produzido na oxidacdo da glicose, reagdo que pode ser visualizada na Figura 5. A reacdo
acontecia na superficie catalitica do eletrodo de platina.

O dispositivo necessitava de calibracdo individual a partir de um resultado de glicemia
capilar, de reponsabilidade do paciente. A glicemia capilar inserida servia como base referencial
para o tratamento de dados, célculo e conversdo da corrente elétrica detectada nos eleotrodos em
dados de glicose propriamente ditos (Tamada; Bohannon; Potts, 1995).

O O GlucoWatch® apresentava problemas de exatiddo e precisdo, relacionados a natureza
do método e inespecificidade de reacdo enzimdtica e pureza da amostra extraida por iontoforese
reversa, além de ter sido associado a inimeros casos de irritacao cutanea. Ele foi retirado do
mercado em 2007 (Correia, 2012).

Existe uma forte relacdo entre a glicose intersticial e a plasmdtica, no entanto, em
alteracdes repentinas da glicemia da-se o fendmeno chamado "lag time", um lapso de tempo,
onde ocorre uma defasagem no equilibrio da glicose plasmatica e intersticial, portanto diferengas
significativas entre dosagens intersticiais e plasmdticas podem ser identificadas em situagdes de
hiper e hipoglicemia (Boyne et al., 2003).

A discordancia entre glicose do instersticio e plasmatica em dados momentos € um fator
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limitante para a modelagem de dispositivos baseados de forma exclusiva na técnica de extragao
intersticial. Atrasos em alertas e detec¢do de extremos de glicemia podem trazer consequéncias
aos usudrios (Correia, 2012).

Diferentes monitores baseados em sensores amperométricos surgiram apos o GlucoWatch®,
como o Minimed CGMS® e Minimed CGMSgold®. da Medtronic, atualizados em 2002. Os
dispositivos também necessitavam de calibracdo individual, 4 vezes por dia, a partir de um valor
de glicemia capilar. Os dispositivos da Medtronic tinham vida ttil de 72h e ndo tinham alarme
para hipo e hiperglicemia (Maia; Araujo, 2006).

O peréxido de hidrogenio também é um dos intermedidrios formados na reagdo da Figura
9 e ele pode ser oxidado por um anodo de platina em hidrogénio, oxigénio e elétrons livres, o

que € demonstrado na equacao (7).

H202 - 2H++02+26 (7)

As quantificacdes de glicose por metodologias amperométricas sao feitas de forma
indireta. Nenhuma tecnologia analisa a molécula de glicose propriamente dita, todas elas fazem
célculos indiretos a partir de modelos que se baseiam no consumo de oxigénio, na formagdo ou
decomposicao do peréxido de hidrogénio (Zhang et al., 2021).

Alguns estudos visam aplicar a tecnologia empregada em 6culos com sensores de lactato
e potdssio para a quantificacdo de glicose a partir do suor, com a modifica¢do do sistema de
sensores. O 6culos tem canal bluetooth embutido para o envio dos dados. Um grande desafio
nesse dispositivo € a quantidade de suor necessaria, o uso de produtos cosméticos no rosto, os
diferentes interferentes do suor e da pele (Gao et al., 2016).

E importante pontuar que o monitoramento de muitas varidveis é importante para conside-
rar um sensor que de glicose no suor, visto que a sudorese € diferente entre individuos tanto por
fatores internos, quanto por fatores externos como o nivel de hidratacio, regularidade alimentar
e pratica de atividade fisica, por exemplo (Llobregat et al., 2017).

Dados obtidos a partir de medi¢des indiretas em reagdes de oxidagdo ou reducdo em
superficies de eletrodos precisam ser trabalhados e convertidos em dados glicémicos de fato.
Para isso, diversos algoritmos de processamento de sinais e dados foram criados a partir de
modelos matematicos. Os modelos levam em considera¢ao varidveis plasmaticas e teciduais
(Zhang et al., 2021).

Monitorar a glicemia através de modelos que levam em consideragdo o ambiente fisio-
l6gico traz maior seguranca e confiabilidade ao algoritmo utilizado. Os modelos baseados na
cinética fisioldgica da glicose levam em consideracdo a acdo da insulina, do glucagon, do uso de

glicose e polimeros de glicose pelo organismo (Kovatchev; Breton; Cobelli, 2009).
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4 DESENVOLVIMENTO DE ENSAIOS CLINICOS

Este estudo foi submetido a apreciagdo do comité de ética em pesquisa com seres humanos
e foi aprovado sob o parecer n° 6.318.291, CAAE 69991423.5.0000.0118.

4.1 DELINEAMENTOS DO ENSAIO

4.1.1 Populacido e amostra

2 individuos sauddveis que se encaixavam nos critérios de inclusdo e que ndo atendiam a
nenhum critério de exclusio proposto no delineamento metodoldgico. Os critérios estdo descritos
nos itens 4.1.2 e 4.1.3 do presente documento.

O recrutamento dos voluntérios(as) foi feito através de divulgacao interna institucional
aos alunos do programa de pds-graduacdo em engenharia elétrica (PPGEEL) da UDESC, em
especial aos alunos do laboratério PETBIO. O recrutamento dos voluntarios(as) foi feito por meio
de correio eletronico aos académicos da institui¢do e de forma presencial através de divulgacao
no laboratdrio.

O recrutamento foi realizado em duas etapas. A primeira etapa baseada em divulgacdo
do projeto, sensibilizacdo e triagem do candidato. A divulgacao foi fisica e presencial aos alunos
do PPGEEL. O recrutamento individual e presencial se torna possivel pela caracteristica restrita
e especifica do grupo-alvo, facilitando o contato e aproximando os candidatos. Cada pessoa que
demonstrou interesse em participar da pesquisa, apds as agdes de divulgacgao, recebou todas as
informacdes necessdrias, incluindo o questiondrio de triagem.

Ap6s a avaliacdo da elegibilidade do candidato levando em consideracdo os critérios de
inclusao e exclusdo, o candidato teve o retorno acerca de sua participacdo. Nessa segunda fase
o agendamento da coleta de sangue venoso do voluntario foi realizado, seguindo calendério
aprovado.

As coletas aconteceram em horario comercial e de acordo com o funcionamento do
laboratério de andlises clinicas Proll-Med, contratado para fazer as andlises laboratoriais. Se fez
necessdrio que o voluntdrio se afastasse temporariamente de atividades académicas e/ou laborais
para a participacdo. Entretanto, a flexibilidade na escolha de horérios foi levada em conta para
evitar prejuizos aos voluntarios, mas quando necessario, a emissdo de atestados e comprovantes
de participacdo e comparecimento forai realizada.

Os voluntérios(as) responderam ao questiondrio da Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Teletonico (VIGITEL) que, por sua vez, foi
adaptado para esta pesquisa e pode ser visto no Apéndice (Brasil, 2020)

O questionario foi dividido em trés secdes, sendo a primeira dedicada a reapresentar
pontos e informagdes importantes sobre o projeto de pesquisa ao candidato. A segunda secao
visou coletar dados cadastrais e de contato do(a) voluntario(a) (nome, data de nascimento,

documento de identificacdo, telefone e e-mail). Todas as informacdes pessoais fornecidas pelo
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candidato foram regidas sob sigilo e foram utilizadas para cadastro do voluntdrio em banco
de dados relacionado ao estudo em questdo. A udltima se¢do do questiondrio estd baseada em
perguntas e respostas com o objetivo de identificar os fatores de risco e triar voluntarios(as) de

acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo da pesquisa, apresentados a seguir.

4.1.2 Critérios de inclusao

1. Homens e mulheres saudaveis entre 18 e 50 anos.

4.1.3 Critérios de exclusao

1. Voluntirios que ndo responderam ou responderam parcialmente o questiondrio de triagem;

2. Voluntarios com diagndstico de diabetes mellitus tipo 1, 2 ou gestacional em algum

momento da vida;
3. Voluntdrios com diagndstico de doengas autoimunes;
4. Voluntarios com diagnéstico de outras doengas cronicas ndo transmissiveis;
5. Voluntérias gestantes, independente do tempo gestacional;

6. Voluntarios com sintomas de mal-estar ou estado febril momentos antes da coleta de

Sangue venoso;

7. Voluntdrios que ndo cumprirem com o tempo de jejum minimo de 8 ¢ maximo de 12 horas.

4.2 MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Metodologia clinica: coleta e manejo das amostras

Os dois voluntarios foram submetidos a coleta de sangue venoso, que foi realizada por
um flebotomista capacitado e seguindo as recomendacdes do Ministério da Satide (Brasil, 2001).
As recomendagdes Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para coleta
de sangue venoso em sistema fechado também foram consideradas (Laboratorial, 2010).

A coleta de sangue venoso foi realizada na fossa antecubital, realizada por pungdo a
vacuo, como recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Foram
coletadas 4 amostras de sangue total em tubo fluoretado por voluntario. As amostras foram
destinadas a realizacdo de um teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) adaptado as necessidades
do estudo e para anélises de comportamento Optico (Laboratorial, 2010).

A adaptacdo do TOTG foi feita para que a oscila¢do da glicemia pudesse ser observada de
forma mais detalhada. Uma amostra foi coletada em jejum, considerada como o ponto 0, e mais

trés amostras foram coletadas de forma sequencial: 30 min, 60 min e 90 min apds a ingestao
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de 75g de glicose. As amostras de sangue total foram centrifugadas para a obten¢do de plasma
fluoretado.

Depois de centrifugadas, cada amostra foi dividida em duas aliquotas. A Figura 10 ilustra
o fluxo pré-analitico e analitico das amostras. Cada aliquota foi destinada a anélises quantitativas

distintas que estdo descritas na secio a seguir.

Figura 10 — Fluxo pré-analitico e analitico das amostras coletadas.

Analise
espectrofotométrica

‘ 5

Dosagem bioquimica de
glicose e insulina em
padrao-ouro

Fonte: A autora

4.2.2 Metodologia laboratorial

Para a investigacdo do comportamento 6ptico das amostras o espectrofotdometro Shi-
madzu UV3600Plus. A andlise foi realizada no Laboratério de Analise Instrumental (LAI) do
departamento de quimica de UDESC.

A analise espectrofotométrica de absorbancia das amostras foi feita a partir de varredura,
com comprimentos de onda que foram de 700 a 1400nm. Cubetas de quartzo de Imm de
espessura foram utilizadas como caminho 6ptico.

A faixa de comprimentos de onda trabalhada levou em consideragdo interferentes plasmé-
ticos conhecidos, como a albumina e diferentes globulinas - proteinas em maior quantidade no
plasma. A albumina, proteina mais significativa e em maior quantidade do plasma, 3,5 a 5,2 g/dL
em adultos, tem maior reatividade dptica entre 620 e 640 nm (Doumas; Watson; Biggs, 1971).

As globulinas sdo as protefnas ndo-albumina representantes de outras classes protéicas
dentro da eletroforese de proteinas. Os principais representantes da classe sao os anticorpos. As
globulinas, em geral, reagem bem entre 430 e 450 nm (Neto et al., 2018).

A quantifica¢do dos analitos foi realizada em aparelho bioquimico automético comercial.
A automacdo utilizada € o analisador bioquimico Cobas Integra Plus®, da marca Roche.

A quantificag@o de glicose foi feita através do método enzimatico por hexoquinase e

leitura espectrofotométrica em UV. O NADH formado na reagdo observada na Figura 11 é
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proporcional a quantidade de glicose na amostra. Para cada mol de glicose-6-fosfato oxidado

existe a producdo de um mol de NADH. A absorbancia € lida em 340 nm.

Figura 11 — Método da glicose hexoquinase.
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Fonte: A autora

A concentracdo de glicose em unidade padrao (mg/dL) € obtida por cédlculo através de
reagente padrdao. O reagente padrio tem concentracdo conhecida, nesse caso de 100 mg/dL.
O célculo pode ser feito de maneira direta a partir da absorbancia da amostra e do padrao,
demonstrado na equacao (8).

Nas equacdes, AbsA € a absorbancia da amostra em questdo e AbsP € a absorbancia do
padrio.

Glicose = 100 8)

— X
AbsP
A partir do fator de calibragdo (FC), o célculo envolve duas etapas , representadas pelas

equagoes (9) e (10), e também fornece a concentracio de glicose em mg/dL.

100
FC= 9
AbsP ©)
E para o cdlculo de concentracio final:
Glicose = AbsA X FC (10)

A dosagem de insulina foi realizada através de quimioluminescéncia, método imunoenzi-

matico que possibilita identifica¢do qualitativa e quantitativa de analitos. O teste consiste numa
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fase s6lida contendo um anticorpo especifico para insulina. A adicdo da amostra do participante
da pesquisa forma o complexo anticorpo-antigeno especifico. A representagdo gréfica da fase

final da quimioluminescéncia pode ser visualizada na Figura 12.

Figura 12 — Quimioluminescéncia.
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Fonte: A autora

Para a quantificagdo, um anticorpo acoplado a uma enzima ¢ adicionado. A enzima
catalisa uma reacao quebrando um composto em partes livres energéticas em forma de fotons.
A producao de luz proveniente da reacdo é proporcional a quantidade de insulina na amostra e
inicialmente ligada a fase sélida.

Os resultados dos instrumentos de andlise foram plotados em planilhas elaboradas, no
programa Microsoft Excel, utilizando a técnica de dupla digitacdo, técnica que visou evitar
possiveis erros de transcri¢ao. A andlise qualitativa das varidveis sécio-demograficas também foi
executada no programa.

O programa GnuPlot foi utilizado como ferramenta para a constru¢io de dados adequados
e correlaciondveis em modelos matematicos, implementando varidveis e funcdes de andlise
das varidveis clinicas para determina¢do de correlagdo e significancia entre os dados obtidos
(absorbancia, concentracio de glicose e concentracao de insulina.

A equagdo (5) € manipulada a partir do modelo de absor¢ao de luz ditada pela Lei de

Lamber-Beer, demonstrada na equagdo (11).

[ = [ye ¢ (11)

Num fluido com n substancias opticamente ativas para o0 mesmo comprimento de onda,

relacionando as equacodes (6), (5) e (11), temos que:

A= (ajci+mer+ ...+ ayep)l (12)

Com base na literatura, € possivel expressar a concentracdo de glicose e de insulina em

termos do coeficientes de extin¢cdo molar do plasma, considerando o fluido remanescente (dgua,
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sais, vitaminas, proteinas, componentes celulares, etc.), a propria glicose e insulina. A relagdo

matemdtica pode ser vista na equacdo (13) (Nitzan; Engelberg, 2009).

o = 0,Co + 0;Ci + 0 Cy (13)

Onde:

« representa o coeficiente de extingdo molar do plasma;

0, 0 coeficiente de extingdo molar da glicose;

o; o coeficiente de extingdo molar da insulina;

o o coeficiente de extingdo molar do fluido remanescente; e,

Cq, Ci e Cy so as varidveis que representam a concentrac@o de glicose, insulina e fluido
na amostra, respectivamente.

Manipulando as equacdes (12) e (13), isolando as varidveis e fazendo as devidas substi-
tuicdes, temos que:

Ay = 0,Col + 04Cil + 0t Cyrl (14)

No caso da metodologia aplicada, o jejum da amostra foi considerada como branco,
eliminando interferéncia de fluido remanescente, sendo a variacdo de absorbancia entre as
andlises sendo originada a partir da mudanca das concentragdes de glicose e insulina na amostra,
portanto considera-se:

OCfol:() (15)

Reorganizando a equacdo (14), considerando a equagdo (15), temos:

Al = (OCgCg-i-OC,'C,')l (16)

Isolando os coeficientes de extincdo e as varidveis de concentragdo, tem-se:

A
TA = (0gCy + 04C;) (17)

Algumas adaptagdes das unidades de medida foram feitas para que as varidveis relaciona-
das a concentragio (Cy € C;) ficassem com a mesma unidade e pudessem ser de fato aplicadas na
mesma equagao.

Existem duas unidades de medida convencionalmente utilizadas para a glicemia: mg/dL
e mmol/L. Por padronizacdo, neste trabalho, a escolha foi a utilizacdo de mmol/L.

Os resultados das dosagens laboratoriais de glicose foram obtidos em mg/dL e o fator de

conversao utilizado foi de 1 mg/dL = 0,0555 mmol/L.
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As dosagens analiticas de insulina foram apresentadas em unidade de medida pUI/mL.
Para a conversdo de uUI/mL para mmol/L alguns passos foram tomados. Uma calculadora
médica e farmacoldgica foi utilizada para transformar, inicialmente, 1UI de insulina em mg. A
relacdo encontrada foi de que 1UI de insulina correspondem a 0,0347mg. E também, que 1 UI
=0,001mUL

A adaptacao também contou com a conversdo do mL da unidade de medida em dL, de
forma inicial, onde 1mL é = 0,01dL. Com os dois primeiros passos de conversdao, uma expressao

de conversao matemética foi aplicada no Microsoft Excel, em duas etapas distintas:

e conversdo de pUI/mL em mg/dL;

* conversdo secundaria de mg/dL para mmol/L usando o fator de conversao 0,0555.

Retomando a equagdo (17), os dados experimentais obtidos foram:

A obtida a partir da avaliagdo Optica de varredura em espectrofotémetro;
* [ que representa o caminho Optico (I mm = 0,1 cm);
* C, concentragdo de glicose;

* C; concentracdo de insulina.

A partir do estabelecimento da equagao (17) e das varidveis analiticas obtidas em me-
todologia analitica, as varidveis relacinadas aos coeficientes de extingdo molar (o € ;) ficam
como incégnitas matematicas.

A apresentacao dos resultados, a aplicacao das férmulas estabelecidas e a discussao
acerca do comportamento Optico das amostras estdo apresentados no proximo capitulo desta

dissertacdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados sdo referentes aos testes clinicos e laboratoriais de amostras
de plasma humano obtidos de dois voluntdrios saudaveis. As caracteristicas dos voluntarios sdo

descritas a seguir:

* Voluntéria 1 (V1) - mulher, higida, 26 anos;

* Voluntério 2 (V2) - homem, higido, 36 anos.

Os voluntdrios foram submetidos as condi¢des clinicas descritas no capitulo 4 do presente
trabalho. A tabela 1 mostra os resultados laboratoriais obtidos a partir da dosagem de glicose e

insulina nos voluntarios V1 e V2.

Tabela 1 — Resultados laboratoriais de glicose e insulina para os voluntédrios V1 e V2.

Tempo Glicemia Insulina
(min) (mg/dL) | (uUI/mL)
\4!

0 97 17,87
30 150 91,55
60 194 205,80
90 139 234,20
V2

0 90 10,66
30 128 136,50
60 101 56,61
90 89 34,16

Fonte: dados da pesquisa (2024).

As variagoes glicémicas e insulinicas foram diferentes entre os voluntarios. A regulacio
de picos glicémicos a partir da excre¢do de insulina é comandada por varios mecanismos
metabolicos, estes que sdo influenciados por varidveis inatas e externas, como sexo, idade,
alimentacdo, pratica de exercicio fisico, composicao corporal, qualidade do sono, dentre outras
(Faria et al., 2009).

A interpretagdo do TOTG da V1 no tempo de 60 minutos, de acordo com as diretrizes de
classificacao do diabetes da Sociedade Brasileira de Diabetes, apresenta caracteristicas de um
estdgio de pré-diabetes e resisténcia a insulina (Rodacki et al., 2024).

A interpretacdo dos dados laboratoriais de V1 vai de encontro com o questiondrio de
triagem e anamnese clinica, onde a sindrome dos ovarios policisticos € reportada, condicao que
cursa de forma natural com resisténcia a fnsulina e pré-diabetes.

O curso laboratorial dos resultados de glicemia de V1 ndo coloca em risco a condugao de

outros segmentos laboratoriais da pesquisa. A variacao de glicemia e insulina durante a curva de
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teste do mesmo voluntdrio, e entre os voluntérios, € interessante para a conducdo das discussoes
dos resultados e para avaliar a reprodutibilidade do modelo proposto em diferentes cendrios.

As figuras a seguir mostram os graficos de comportamento optico das amostras em
relacdo ao comprimento de onda. A figura 13 mostra o grafico do comportamento da absorbancia
em relacdo ao comprimento de onda das amostras do voluntario 1.

Figura 13 — Comportamento 6ptico da absorbancia em relacdo ao comprimento de onda das
amostras de V1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A Figura 14 mostra os resultados do comportamento da absorbancia das amostras em
relacdo ao comprimento de onda, agora do voluntério 2.

Os gréficos representados nas Figuras 13 e 14 sdo relevantes para demonstrar o comporta-
mento Optico das amostras e os padrdes de comportamento da absorbancia ao longo do espectro
utilizado. A segmentacdo da representacdo comportamental grafica das amostras foi escolhida
para melhor visualizacdo das concordancias e divergéncias entre as amostras dos diferentes
voluntarios.

Apesar do que foi exposto na Tabela 1, o comportamento Optico espectral entre as
amostras dos dois voluntédrios € muito semelhante, o que pode sugerir que o plasma humano de
individuos saudéveis tenha um comportamento espectral padrdo, servindo como uma impressao
digital optica.

Além do comportamento espectral semelhante entre os voluntarios, também é possivel
identificar dois picos de atividade Sptica a partir da interpretagdo grafica. Os picos acontecem
em dois momentos da varredura de comprimentos de onda, o primeiro entre 900 e 1000 nm e o

segundo entre 1100 e 1200 nm.
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Figura 14 — Comportamento Optico da absorbancia em relacdo ao comprimento de onda das
amostras de V2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os picos entre estas faixas de comprimento de onda demonstram uma possivel atividade
dptica maxima, uma vez que acontece com todas as amostras, independente das concentracdes
de glicose e insulina.

A identificacdo de picos nesta regido do espectro (entre 900 e 1000 e entre 1100 e 1200
nm) corrobora com o que foi identificado em testes preliminares realizados no ano de 2023.
Os testes foram realizados nas mesmas condi¢des analiticas e com os mesmos critérios de
elegibilidade.

A Figura 15 mostra os resultados obtidos para outros dois voluntdrios no ano de 2023 em
testes preliminares do curso do mesmo estudo.

Os valores de absorbancia obtidos com os testes primdrios, em 2023, também se apre-
sentam de forma comportamental semelhante aos resultados obtidos com os testes em V1 e V2,
refor¢cando o comportamento espectral padrdo do plasma sanguineo.

Para compreender melhor e de forma mais proxima o comportamento da absorbancia nas
diferentes amostras, 3 comprimentos de onda dentro do primeiro pico foram escolhidos para a
representacao grafica: 965, 975 e 985 nm.

A Tabela 2 apresenta os dados laboratoriais e as absorbancias nos referidos comprimentos
de onda, para cada amostra e para cada voluntério.

A andlise das colunas relacionadas aos comprimentos de onda 965 e 985nm permite
identificar que os valores de absorbancia ndo se repetem para V1. A mudanga de absorbancia

entre as amostras, com diferentes tempos a partir da ingestao de acticar, sugere que mudangas na
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Figura 15 — Comportamento 6ptico da absorbancia em relagdo ao comprimento de onda de
amostras de plasma com 2 voluntdrios - testes preliminares de 2023.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 2 — Resultados laboratoriais e valores das absorbancias em 965, 975 e 985 nm, para cada
amostra, em V1 e V2.

Tempo Glicemia Insulina Absorbancia

(min) (mg/dL) (uUI/mL) 965 nm 975 nm 985 nm
\"A!

0 97 17,87 0,068 0,068 0,067
30 150 91,55 0,071 0,071 0,071
60 194 205,80 0,070 0,071 0,070
90 139 234,20 0,062 0,062 0,062
V2

0 90 10,66 0,063 0,064 0,063
30 128 136,50 0,065 0,066 0,065
60 101 56,61 0,081 0,082 0,080
90 89 34,16 0,064 0,064 0,063

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

concentracdo de glicose e insulina interferem no comportamento 6ptico do plasma.

Em 975 e 985 nm, para o V2, os valores de absorbancia para as amostras de TO e T90
se repetem, o que ¢ jusitificdvel, uma vez que os valores de concentragdo de glicose sdo muito
proximos, sendo 90 mg/dL para TO e 89 mg/dL para T90. Essa diferenca de 1 mg/dL entre as
concentragdes de glicose entre TO e T90 ndo € suficiente para alterar a absorbancia da amostra
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frente ao instrumento utilizado para as analises, o que sugere limitacao técnica em relagdo a
sensibilidade da instrumentacao proposta.

De acordo com a lei de Beer e a proposta linear entre absorbancia e concentracdo de
analitos, solu¢des com maior concentra¢ido de solutos apresentam maior absorbancia (Lima,
2013). A linearidade proposta pela lei de Beer ndo € observada entre o recorte analisado, como
mostra a Tabela 2. A amostra T60 de V1 tem 44 mg/dL a mais de glicose e 114,25 uUI/mL a mais
de insulina do que quando comparada com a amostra T30 e, mesmo assim, a absorbancia foi igual
(975 nm) ou menor (965 e 985 nm) do que foi obtido na amostra com menores concentragdes
dos analitos.

Observando os resultados de V2, os picos de concentracdo de glicose e insulina acontece-
ram em T30, enquanto os maiores valores de absorbancia foram vistos em T60, com diferencas
de mais de 0,015 em absorbancia quando as amostras sdo comparadas. Nao € possivel assumir de
forma concreta que, nesse recorte de comprimentos de onda, hd predominancia comportamental
Optica maior da glicose ou da insulina, uma vez que os picos de concentracio e de absorbancia
ndo sdo concordantes.

Dois pontos principais precisam ser trazidos a discussdo para sustentar o comporta-
mento observado. Um deles assume que durante periodo intermedidrio entre as andlises, outras
moléculas participantes do processo de regulacdo de glicemia (hormonios, dgua, proteinas e
demais sinalizadores celulares, por exemplo) tenham maior regéncia no plasma e funcionem
como analitos interferentes no processo de incidéncia, absor¢do e transmissao de luz na amostra.
Trabalhando com demais analitos, de diferentes concentragdes, comportamentos e geometrias e
que tem maior atividade em diferentes segmentos de espectro eletromagnético, possivelmente no
recorte trabalhado, € de mais dificil visualizacdo o comportamento puramente relacionado com
insulina e glicose.

A secrecdo de insulina inibe algumas vias metabdlicas, enquanto outras sdo estimuladas.
As vias bioquimicas mais associadas a acao da insulina sdo de regulacdo entre sintese e degra-
dacdo de polimeros de glicose, gorduras e proteinas. A regulacdo bioquimica envolve enzimas
plasmaticas e celulares envolvidas na catélise de diferentes reagcdes das vias metabdlicas. O
recrutamento de enzimas e o aumento de mediadores de biossinalizacdo de cada via regulada
pode ser um dos fatores de interferéncia no comportamento 6ptico de amostras (Carvalheira;
Zecchin; Saad, 2002).

Outro embasamento que deve ser levado em consideracdo € a classificacdo do sangue
total como fluido ndo newtoniano. As diferencas de velocidade de fluxo e a formacao de fluxo
laminar continuo podem interferir na forma em que os analitos fluem e se misturam no vaso,
consequentemente interferindo em como os solutos de comportam no vaso durante a coleta das
amostras (Steudner, 2012).

Para ampliar o espectro de interpretacao dos resultados e as significancia do comporta-
mento Optico das amostras, um novo recorte de 3 comprimentos de onda foi feito, agora no pico

que ocorre entre 1100 e 1200 nm nas Figuras 13 e 14.
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A Tabela 3 traz os resultados laboratoriais e de fotometria desse novo recorte, para todas

as amostras e todos os comprimentos de onda. Os comprimentos de onda investigados agora sao
1135, 1145 € 1155 nm.

Tabela 3 — Resultados laboratoriais e valores das absorbancias em 1135, 1145 e 1155 nm, para
cada amostra, em V1 e V2.

Tempo Glicemia Insulina Absorbancia

(min) (mg/dL) (uUI/mL) 1135 nm 1145 nm 1155 nm
Vi1

0 97 17,87 0,061 0,077 0,088
30 150 91,55 0,066 0,082 0,094
60 194 205,80 0,065 0,081 0,093
90 139 234,20 0,059 0,074 0,086
V2

0 90 10,66 0,058 0,074 0,085
30 128 136,50 0,059 0,076 0,088
60 101 56,61 0,074 0,090 0,102
90 89 34,16 0,060 0,076 0,087

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os valores de absorbancia para cada comprimento de onda ndo se repetem para as
diferentes amostras, padrdo que também foi observado nos comprimentos de onda apresentados
na Tabela 2, o que reforca que mudangas nas concentra¢des dos analitos exercem influéncia no
padrdo de comportamento 6ptico do plasma.

No novo recorte de comprimentos de onda, a linearidade proposta pela lei de Beer ndo
¢ visualizada, onde, novamente, os maiores valores de absorbancia nao foram observados nas
amostras com maiores concentracdes de glicose e insulina.

Observando as amostras TO e T90 dos dois voluntérios para 1135 nm, o mesmo com-
portamento observado nos resultados mostrados no primeiro recorte para 968 nm. Para V1, TO
apresenta 97 mg/dL de glicose e 17,87 pUIl/mL de insulina para uma absorbancia de 0,061,
enquanto a amostra T90, com concentracdes significativamente maiores de glicose e insulina,
apresentam absorbancia menor, em 0,059.

Para V2, nas mesmas amostras, o padrdo € o mesmo observado para o primeiro recorte.
Glicemia semelhante e com pouca variacdo (90 mg/dL para TO e 89 mg/dL para T90) e os
valores de absorbancia seguem pouca variac¢io, possivelmente acompanhando a pouca variagdao
na concentracao de analito. E aqui, novamente, a maior concentragcdo de glicose ndo foi seguida
pelo maior valor de absorbancia.

Nos comprimentos de onda investigados, dentro da metodologia proposta, ndo € pos-
sivel assumir o protagonismo absorvente mais forte ser relacionado a glicose ou a insulina,

principalmente pela auséncia de correlagdo linear entre as varidveis propostas.
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O ndo cumprimento da Lei de Beer e, por consequéncia, a falta de linearidade observada
quando os resultados de absorbancia sao relacionados com as concentracdes dos analitos, nao
permite que o modelo analitico proposto por Pedro e Bertemes Filho (2021a) seja implantado de
forma padrao para dosagens de glicose.

A proposta da equacdo (17) foi baseada em estudos que consideravam a linearidade
proposta pela Lei de Beer e quando aplicada ao presente estudo, perde o contexto de correlagdo
linear das varidaveis (NIETZAN; ENGELBERG, 2009; PEDRO; BERTEMES-FILHO, 2021a).

A proposta da determinacdo do coeficiente de extingdo molar da glicose € a possibilidade
de desenvolver um dispositivo baseado em modelagem matematica universal e que dispensaria
calibragdo recorrente de parametros analiticos.

O cdlculo de o, e o; a partir da equagdo (17) foi feito em software computacional para os
6 comprimentos de onda explorados nos resultados. Os coeficientes calculados estdo dispostos na
Tabela 4 e sdo provenientes do trabalho e modelagem da equagdo proposta. Os erros percentuais,
arredondamentos, correcdes de notagao cientifica e o cdlculo de raizes a partir de A e A foram
realizados pelo software matemaético.

As variaveis relacionadas a concentracao foram trabalhadas em mmol/L como unidade

padrdo.

Tabela 4 — Coeficientes ¢, e o; em diferentes comprimentos de onda, para V1 e V2.

Vi

Coeficientes calculados

965 nm 975 nm 985m 1135 nm 1145 nm 1155 nm
0ty -5,11x1073 | -5,27x1073 | -523x107° | -5,39x107% | -4,16x10° | -3,48x1073
Q 7,52x107° | 7,67x107° | 7,61x107°> | 7,44x107° | 7.29x107> | 7,15x107°
V2
oty -4,53x1073 | -4,52x1073 | -4,74x1073 | -4,91x1073 | -4,55x1073 | -4,20x10~3
0 7,62x107° | 7,67x107° | 7,83x107° | 7,60x107> | 8,49x107> | 8,85x107°

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os coeficientes @, € @; calculados tem valores diferentes para os diferentes comprimentos
de onda, mesmo avaliando o mesmo indivuo. Os coeficientes ¢; encontrados para o primeiro
bloco de comprimentos de onda trabalhado (965 - 985) sdo proximos, quando falamos de valores
para cada voluntario.

As bases exponenciais sdo iguais para cada coeficiente calculado. Os valores de ¢; sdo
menores pois os cdlculos de conversdao da concentracdo de insulina de pUI/mL para mmol/L
envolveram fatores de baixo valor.

A proposta inicial de acordo com o objetivo da presente dissertacdo era trabalhar com
a modelagem matemdtica de uma equacdo baseada na lei de Beer para que o coeficiente de

extingdo molar da glicose pudesse ser determinado.
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O esperado, se o comportamento padrdo do plasma fosse concordante com a lei de
Beer e seguindo a teoria proposta na literatura, € que os coeficientes fossem iguais, ou muito
préoximos com erro descartdvel, e que pudessem ser usados como coeficientes efetivos em dado
comprimento de onda, sendo uma variavel fixa a possivel de ser aplicada em metodologia de
célculo de glicemia aparente por fotometria, em dispositivos ndo-invasivos.

A determinagdo do coeficiente de extingdo molar universal para a glicose avangaria em
passos largos o desenvolvimento de dispositivos nao-invasivos de MCG baseados em metodologia
Optica, visto que seria possivel incluir a varidvel fixa em equacdo programada e o cédlculo de
glicemia seria possivel a partir da medida de absorbancia realizada pelo dispositivo.

A lei de Lambert-Beer tende a falhar em solucdes concentradas e que tendem a ser disper-
sivas. O que pode auxiliar na compreensao dos resultados (Compri-Nardy; Stella; Oliveira, 2009).
O caminho 6ptico utilizado (I = 1 mm) deixa a amostra com menor espaco livre, aumentando a
compressao de solutos, ndo somente de glicose e insulina, e aumentando o poder dispersivo da
amostra.

Considerando o que ja discutido aqui, que cada resposta fisioldgica tem uma velocidade
e um padrdo de excrecao de moléculas reguladoras de glicemia, é possivel supor que os valores
de o, e oy possam ser diferentes entre individuos diferentes, mas que sejam iguais, ou préximos
com erro descartdvel, para o mesmo individuo.

Uma possibilidade de teste da teoria € repetir os testes com 0os mesmos voluntérios e nas
mesmas condi¢des, com as mesmas varidveis trabalhadas na metodologia e que os coeficientes
possam ser calculados novamente, observando se o que foi proposto € vélido.

O uso dos estudos baseados em lei de Beer como referéncia para o estabelecimento da
modelagem matemaética nao devem ser utilizados quando a amostra de referéncia € o plasma
humano, visto que ndo ha proporg¢do linear entre as variaveis de absorbancia e concentragao de
glicose e insulina.

Com o que foi apresentado e discutido, hd duas hipéteses que podem nortear futuras

pesquisas e adaptagdes metodoldgicas:

* Pode existir outra molécula plasmética associada, de forma direta ou indireta, as variacodes
de concentracao de glicose e insulina e que tenha atividade dptica nos comprimentos
de onda utilizados, interferindo de forma direta e continua na relagdo de variacao de

absorbéncia e concentragao dos analitos propostos.

* Deve-se considerar a possibilidade de padronizacdo e estabelecimento de coeficientes de
extingdo molar individuais e relacionados a individualidade de cada pessoa. Para tanto,
outra abordagem matemadtica precisa ser trabalhada, excluindo a linearidade de resposta

e considerando a hip6tese anterior.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do comportamento 6ptico da glicose e da insulina € uma boa ferramenta para
identificar padrdes de comportamento e picos de atividade 6ptica dentro do espectro proposto.

Apesar de ser uma metodologia efetiva, a pura compreensao de padrdes de comporta-
mento em espectro optico ndo € suficiente para entender o padrio absortivo, dispersivo e reflexivo
do plasma humano, visto que a amostra ndo segue o esperado e declarado pela lei de Beer.

A complexidade do plasma humano, de seus constituintes, o dinamismo plasmaético
em cada segmento de resposta fisiologica e a classificagdo do sangue como um fluido ndo
newtoniano corroboram para resultados variantes e ndo-padronizados. Nao foi possivel assumir
se, nos comprimentos de onda utilizados, a influéncia 6ptica é mais fortemente relacionada a
glicose ou insulina.

A metodologia clinica e laboratorial proposta é funcional e adequada para a obtencdo de
amostras e resultados de forma segura e com minima interferéncia humana e instrumental.

Mesmo que a equacdo proposta ndo seja ideal, a metodologia possibilita explorar o
comportamento 6ptico do plasma em diferentes comprimentos de onda e em diferentes momentos

fisioldgicos, com diferentes amostras.

6.1 CONCLUSAO

N3io foi possivel modelar a concentragdo de glicose a partir da equagdo matemdtica
proposta no estudo.

A variacdo de absorbancia em resposta a mudancas na concentracdo de glicose e insulina
pode ser investigada pelo modelo proposto, mas ndo de forma linear.

A equac@o proposta € funcional para o cdlculo proposto a partir dos resultados obtidos,
mas ela ndo € valida de forma analitica e metodoldgica, uma vez que foi baseada em literatura

que segue o padrdo proposto pela lei de Beer.

6.2 TRABALHOS FUTUROS

Os resultados da pesquisa ndo encerram a empregabilidade dos dispositivos ndo invasivos
de medicdo de glicose baseados em fotometria. A compreensao da dinamica do plasma humano
abre caminhos para novas modelagens analiticas.

Uma nova rodada de testes com a mesma metodologia, mas com expansiao amostral, para
observar se o padrao comportamental observado nos resultados € valido para mais individuos
testados.

E imprescindivel compreender a resposta fisiolégica em picos glicemicos, eventualmente
expandir os analitos envolvidos, além da prépria glicose e insulina, para que um padrao de
seguimento seja encontrado e uma nova modelagem matematica seja proposta, sem seguir de

forma linear a lei de Beer, mas que envolva as varidveis analiticas estabelecidas.
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Uma forma de validar o pensamento estabelecido a partir do calculo dos coeficientes
¢ a repeti¢@o do teste com os mesmos voluntdrios e nas mesmas condi¢cdes. Com a obtencao
de novos resultados e novos calculos de coeficientes, serd possivel observar se @, € ¢; possam
ser estabelecidos de forma fixa para cada individuo, propondo a possibilidade de calibragdo

individual baseada nos coeficientes calculados.
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