E—
ipen

AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Utilizagao da espectroscopia de fluorescéncia para mensuramento de
moléculas autofluorescentes em individuos diabéticos

CINTHIA ZANINI GOMES

Dissertacdo apresentada como parte
dos requisitos para obtencdo do Grau
de Mestre em Ciéncias na Area
de Tecnologia Nuclear - AplicagGes

Orientadora:
Profa. Dra. Maria Helena Bellini

Sado Paulo
2011



AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Utilizacao da espectroscopia de fluorescéncia para
mensuramento de moléculas autofluorescentes em
individuos diabéticos

CINTHIA ZANINI GOMES

Dissertacao apresentada como parte dos requisitos para
obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias na Area de Tecnologia
Nuclear — Aplicagoées.

Orientadora: Prof. Dr. Maria Helena Bellini

Sao Paulo

2011



DEDICATORIA

A minha familia



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela saude e por todas as oportunidades e pessoas
maravilhosas colocadas em meu caminho.

A minha familia, pela forca, compreenséo, carinho, dedicacao, por acreditar
sempre em mim e ndo me deixar desistir.

Aos meus amigos, proximos e distantes, pelas risadas, desabafos e
companheirismo.

A todos do Laboratério de Biologia Celular e Molecular, aos que ja
passaram e aos que permanecem, € aos colaboradores por compartilhar duvidas,
problemas, conselhos e solugdes.

A Dra Maria Helena Bellini pela oportunidade de crescimento profissional e
pessoal.

Ao Seu Pedro por nos levar e trazer sempre com gentileza, educagéo e
bom humor. Que esteja em paz.

A todos os voluntarios participantes deste estudo pela confianga na
seriedade deste trabalho e pela contribuigdo ao avango da ciéncia.

A todos que contribuiram de maneira direta ou indireta para
desenvolvimento e conclusao deste trabalho.



Utilizacao da espectroscopia de fluorescéncia para mensuramento de
moléculas autofluorescentes em individuos diabéticos

Cinthia Zanini Gomes

RESUMO

Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica complexa, causada pela secregéo
diminuida ou ausente de insulina pelas células beta pancreaticas, levando a
hiperglicemia. A hiperglicemia promove a glicagdo de proteinas e, conseqlientemente, o
aparecimento de produtos finais da glicagdo avangada (AGEs). Atualmente, os pacientes
diabéticos sao monitorados pela determinacdo dos niveis de glicemia e hemoglobina
glicada (HbA1c). As complicagdes geradas pela hiperglicemia podem ser divididas em
micro e macrovasculares, representadas por retinopatias, nefropatias, neuropatias e
doencas cardiovasculares. A albumina (HSA) é a proteina sérica mais abundante no
organismo humano e esta sujeita a glicagdo. A protoporfirina XI (PpIX) € a molécula
precursora da sintese do heme, componente estrutural da hemoglobina. Ensaios in vitro e
em animais indicaram que a hiperglicemia promove uma diminui¢do de sua concentragao
em eritrocitos. A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica bastante utilizada na
area biomédica. A autofluorescéncia corresponde a fluorescéncia intrinseca presente em
algumas moléculas, estando esta associada a estrutura das mesmas. O objetivo deste
trabalho foi utilizar a técnica de espectroscopia de fluorescéncia para mensurar os niveis
de autofluorescéncia da PplX eritrocitaria e AGE-HSA em pacientes diabéticos e
individuos saudaveis e compara-los com os niveis de glicemia e HbA1c. Este estudo foi
realizado com 151 individuos (58 controles e 93 diabéticos). Os dados epidemiolégicos
de pacientes e controles foram obtidos nos prontuarios médicos. Para os individuos
controle, os valores de glicemia foram adquiridos dos prontuarios médicos e os niveis de
Hb1Ac obtidos pela utilizagao de kits comerciais. A determinagdo da autofluorescéncia da
PplX foi realizada com excitagdo de 405 nm e emisséo de 632 nm. Para a determinagéo
do AGE-HSA foi realizada excitagdo de 370 nm e emisséao de 455 nm. Aproximadamente
50% dos diabéticos apresentaram lesbes micro ou macrovasculares decorrentes da
hiperglicemia. N&o foram observadas diferencgas significativas nos valores de intensidade
de emissdo de PplX entre os grupos estudados (P=0,89). Na analise do AGE-HSA
observou-se diferencas significativas dos valores de intensidade de emissao entre os dois
grupos, sendo este valor 1,45 vezes maior para o grupo de individuos diabéticos
(P<0,0001). Os pacientes com complicagdes diabéticas apresentavam intensidade de
emissdo de fluorescéncia 1,19 vezes maior que os individuos sem complicagbes
decorrentes da doenca (P= 0,01), mesmo ndo havendo diferencas significativas nos
valores de HbA1c entre os dois grupos. Concluimos que a espectroscopia de
fluorescéncia foi uma técnica eficaz na identificacédo da autofluorescéncia da PplX e do
AGE-HSA. A PpIX néo foi um biomarcador eficiente para o acompanhamento do DM. A
determinagédo dos niveis de autofluorescéncia do AGE-HSA foi eficiente para a
discriminacdo entre os grupos e para o monitoramento da progressdo da doenca,
podendo ser mais eficiente que a dosagem de HbA1c. A espectroscopia de fluorescéncia
€ uma técnica simples, rapida e de baixo custo para o acompanhamento de individuos
diabéticos.

Palavras-chave: PpIX, AGE-HSA, Espectroscopia de fluorescéncia, Complicagcbes
diabéticas.



Use of fluorescence spectroscopy to measure molecular autofluorescence
in diabetic subjects

Cinthia Zanini Gomes

ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) comprises a complex metabolic syndrome, caused by reduced or
absent secretion of insulin by pancreatic beta cells, leading to hyperglycemia.
Hyperglycemia promotes glycation of proteins and, consequently, the appearance of
advanced glycation end products (AGEs). Currently, diabetic patients are monitored by
determining levels of glucose and glycated hemoglobin (HbA1c). The complications
caused by hyperglycemia may be divided into micro and macrovascular complications,
represented by retinopathy, nephropathy, neuropathy and cardiovascular disease.
Albumin (HSA) is the most abundant serum protein in the human body and is subject to
glycation. The Protoporphyrin IX (PplX) is the precursor molecule of heme synthesis,
structural component of hemoglobin. The in vitro and animals studies have indicated that
hyperglycemia promotes a decrease in its concentration in erythrocytes. The fluorescence
spectroscopy is a technique widely used in biomedical field. The autofluorescence
corresponds to the intrinsic fluorescence present in some molecules, this being
associated with the same structure. The aim of this study was to use fluorescence
spectroscopy to measure levels of erythrocyte PplX autofluorescence and AGE-HSA in
diabetic and healthy subjects and compare them with levels of blood glucose and HbA1c.
This study was conducted with 151 subjects (58 controls and 93 diabetics).
Epidemiological data of patients and controls were obtained from medical records. For
control subjects, blood glucose levels were obtained from medical records and levels of
Hb1Ac obtained by using commercial kits. The determination of the PplX
autofluorescence was performed with excitation at 405 nm and emission at 632 nm.
Determination of AGE-HSA was performed with excitation at 370 nm and emission at 455
nm. Approximately 50% of diabetic had micro and macrovascular lesions resulting from
hyperglycemia. There were no significant differences in the PplX emission intensity values
between groups (P = 0.89). In the analysis of AGE-HSA was observed significant
differences in the values of emission intensity between the two groups, and this value was
1.45-fold greater for the group of diabetic (P <0.0001). Patients with diabetic complications
had fluorescence emission intensity of 1.19-fold higher than individuals without disease
complications (P = 0.01), even with no significant differences in HbA1c values between
the two groups. We conclude that fluorescence spectroscopy was an effective technique
in the identification of the PpIX autofluorescence and AGE-HSA. The PpIX was not an
effective biomarker for the monitoring of diabetes. The determination of AGE-HSA
autofluorecéncia was efficient for the discrimination between groups and monitoring
disease progression, may be more effective than HbA1c dosage. The fluorescence
spectroscopy is a simple, fast and low cost for the monitoring of diabetic patients.

Keywords: PplX, AGE-HSA, Fluorescence spectroscopy, Diabetes complications.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) corresponde a uma complexa sindrome metabdlica,
causada pela secrecdo diminuida ou ausente de insulina ou pela diminuicao da
sensibilidade dos tecidos a mesma (1).

Disfuncdes na produgédo ou absorgéo da insulina pelos tecidos véao levar a
dificuldades no metabolismo de lipideos, carboidratos e proteinas gerando
hiperglicemia cronica, freqlientemente associada a dislipidemia, hipertensao
arterial e disfuncao endotelial (1).

Os danos celulares causados pela hiperglicemia irdo ocorrer nas células
que nao possuem habilidade para reduzir o transporte de glicose para seu interior,
como as células endoteliais e mesangiais, fazendo com que a concentragédo
interna de glicose fique bastante elevada, levando ao estresse oxidativo,
responsavel pelo desencadeamento dos danos (2).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, 2006, o DM pode ser
classificado como (3):

e DM tipo 1: doenca auto-imune érgdo especifica, causada pela
destruicdo seletiva das células beta pancreaticas. E considerada
uma das doengas cronicas mais comuns em criangas e
adolescentes (4). Seu aparecimento esta ligado a fatores
hereditarios, sendo que fatores ambientais, como infec¢des virais,
introdugéo de gluten e leite de vaca precocemente na dieta, toxinas
e estresse emocional, podem contribuir para o desenvolvimento
desta patologia (5). A suscetibilidade genética para o
desenvolvimento do DM tipo 1 varia de acordo com a etnia dos
individuos. Sabe-se que individuos caucasianos apresentam maior
suscetibilidade para o desenvolvimento da doenca, sendo as regides
da Finlandia e Sardenha (ltalia) os locais de maior prevaléncia
mundial. Paises Asiaticos e Sul Americanos apresentam as menores
taxas de desenvolvimento da doenca (6).

e DM tipo 2: causado por producgado insuficiente de insulina pelas
células beta pancreaticas e resisténcia a insulina (RIl) pelos tecidos

alvo (7), caracterizando 90% a 95% dos casos de diabetes.
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O surgimento do DM tipo 2 ira ocorrer apenas em individuos que
desenvolvem tanto Rl quanto defeitos nas células beta pancreaticas,
e embora ainda haja alguns debates a respeito de qual seria o
evento inicial no desenvolvimento da doenga, estudos confirmam
que o surgimento da Rl antecede os defeitos das células beta, sendo
a anormalidade inicial desta patologia (8). E considerado um dos
maiores problemas de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento, estando associado, principalmente, ao estilo de
vida — dieta, sedentarismo e estresse (9). A suscetibilidade de
desenvolver o DM tipo 2, assim como ocorre no DM tipo 1, também
varia de acordo com a etnia, sendo canadenses e indios americanos
as populac¢des mais propensas a desenvolver a doenga (10).

DM gestacional: corresponde a qualquer alteracdo na tolerancia a
glicose com inicio ou diagnéstico no periodo da gestacéo,
ocorrendo, assim como no DM tipo 2, devido a produc¢ao insuficiente
de insulina pelas células beta pancreaticas e resisténcia a insulina
pelos tecidos alvo (3). Geralmente apds o periodo de gestacdo o
quadro de diabetes tende a ser revertido, porém faz-se necessario a
reavaliacdo dessas mulheres de quatro a seis semanas apo6s o parto
para verificar se realmente houve o desaparecimento da doenca
(11).

Outros tipos especificos de DM: correspondem a casos de DM
menos freqlientes onde a causa pode ser identificada, incluindo
defeitos genéticos nas células beta ou na agéo da insulina, doencas
do pancreas exocrino, entre outros (3). Dentro dessa classificagéo
destaca-se o diabetes MODY (do inglés — Maturity Onset Diabetes of
the Young), que corresponde a um tipo de diabetes monogénico, ou
seja, causado por mutagbes em um unico gene, decorrente de
heranca autossémica dominante (12), que se caracteriza por uma
forma leve de DM (hiperglicemia leve e assintomatica), nao
dependente de insulina, acometendo, geralmente, individuos nao
obesos e com forte historico familiar de DM tipo 2 (envolvendo no

minimo trés geracdes) (3, 13).
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Segundo Wild S e colaboradores, 2004, a alta prevaléncia do DM esta
relacionada com o crescimento e envelhecimento populacional, urbanizacgéo, e
aumento da prevaléncia de obesidade e sedentarismo. A TABELA 1 mostra a
prevaléncia do DM no ano de 2000 e a estimativa para o numero de individuos

acometidos no ano de 2030, em diversos paises (14).

TABELA 1 - Prevaléncia mundial do DM no ano 2000 e estimativa para 2030 (14).

2000 2030

Paises Numero de individuos diabéticos (milhdes)
india 31,7 79,4
China 20,8 42,3
EUA 17,7 30,3
Indonésia 8,4 21,3
Japao 6,8 8,9
Paquistao 52 13,9
Brasil 4,6 11,3
Bangladesh 3,2 11,1
Mundial 171,2 366,2

Os danos causados pela presenca do diabetes podem ser divididos em
micro e macroangiopaticos (ou micro e macrovasculares) (15). A hiperglicemia
aparece como fator determinante para o aparecimento de complicagdes micro e
macrovasculares e a resisténcia a insulina desempenha importante papel no
desenvolvimento de complicagdes macrovasculares (16).

Atualmente quatro hipoteses s&o aceitas para explicar os danos micro e
macrovasculares causados pela hiperglicemia (2):

e Aumento da ativagdo da via dos poliois: A glicose intracelular
aumentada é convertida em sorbitol, que se acumula no interior das
células levando ao aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo
intracelular (17).

e Aumento da formacdo de AGEs: os produtos finais da glicagao
avangada (do inglés advanced glycation end-products — AGEsSs),
levam a modificagcbes nas proteinas intracelulares, na matriz
extracelular e em proteinas circulantes no sangue (2). Os AGEs

serdo vistos em maior detalhe mais adiante.
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e Ativacdo da proteina quinase C (PKC): a hiperglicemia leva ao
aumento da producéo de diacilglicerol que ativa diversas isoformas
da PKC levando a anormalidades no fluxo sanguineo e na
permeabilidade vascular, além de causar vasoconstrigdo (18).

e Aumento da ativagdo da via da hexosamina: a glicose intracelular
em excesso € metabolizada pela via da hexosamina que tem como
produto substancias que modulam proteinas que agem como fatores

de transcrigcéo, alterando a expresséo de diversos genes (17).

Todas as vias citadas vao levar ao surgimento de estresse oxidativo devido
a super producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS - do inglés reactive
oxygen species), representadas por radicais superéxido (Oy), peroxido de
hidrogénio (H2O>) e radical hidroxil (OH"), capazes de danificar lipideos, proteinas
e DNA (15).

As principais complicagbes microvasculares desencadeadas pela
hiperglicemia ocorrem na retina, nas células mesangiais dos glomérulos renais,
nos neurbnios e nas células dos nervos centrais e periféricos, causando
retinopatia, nefropatia e neuropatia central e periférica respectivamente (18).

Os danos macrovasculares gerados pelo DM correspondem as lesbes
causadas as células do endotélio arterial, levando a complicacdes
cardiovasculares como aterosclerose e acidente vascular cerebral (AVC) (2, 15).

O diagnéstico do diabetes é realizado pela dosagem de glicemia, por coleta
de sangue venoso apos jejum de 8 a 12 horas. O limite maximo da normalidade
da glicemia de jejum atualmente utilizado corresponde a 99 mg/dl, sendo que
valores entre 100 e 125 mg/dl caracterizam o quadro de pré-diabetes (19), que
corresponde a um estado intermediario entre o normal glicémico e o DM (3).

Além da glicemia de jejum, realiza-se também o teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG), para obtencéo da confirmacgao do diagnéstico. Este teste consiste
em uma coleta de sangue apos jejum de 8 a 12 horas, seguida de administrag&o
de 75 g de glicose e posteriores coletas, a cada meia hora, num periodo que varia
de duas a quatro horas (20).

A TABELA 2 tras os valores de glicose plasmatica utilizados para
diagnostico do DM, segundo a American Diabetes Association, 2003, tanto para o

teste de glicemia de jejum quanto para o TOTG (19).
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TABELA 2 - Valores de glicose plasmatica utilizados para diagnéstico do DM,
tanto para o teste de glicemia de jejum quanto para o TOTG (19).

Categoria Jejum (8 h)* 2h apods ingestao de 75 g de glicose*

Normal <100 <140
Pré-diabetes de 100 a 125 de 140 a 200
Diabetes mellitus >125 >200

*Unidade: mg/dl

Apds o diagnéstico, € preciso que se faga um acompanhamento do
individuo para monitorar os niveis glicémicos. Este acompanhamento é realizado
pela dosagem de hemoglobina glicada (HbA1c) (21). A HbA1c corresponde ao
produto da reacgao irreversivel de ligacdo da hemoglobina A (HbA) com moléculas
de acgucar (3).

A dosagem de HbA1c se mostra bastante eficiente para monitoramento do
DM, pois sua porcentagem varia de acordo com a concentracédo de glicose
sanguinea, permitindo que se possa verificar os niveis glicémicos do individuo
nos ultimos trés meses, que corresponde ao tempo médio de vida do eritrocito.
Quanto maior for a concentracédo de glicose sanguinea, maior sera a porcentagem
de HbA1c, sendo que valores até 6,2% sao considerados normais (20) e valores
acima de 7% estdo relacionados com o aumento progressivo do risco de
desenvolvimento de complicagdes crbnicas (3). Sua dosagem deve ser rotineira,
realizada pelo menos duas vezes por ano no individuo diabético para que se
possa avaliar o grau de controle glicémico nesses individuos (22).

Os métodos laboratoriais mais comuns para mensurar a HbA1c
correspondem a imunoensaios e ensaios de cromatografia. Esses métodos séo
caros e complexos, necessitando de equipamentos especificos, diversos
reagentes e uso intensivo de mao de obra, acarretando em baixo grau de
reprodutibilidade. Frente a esta problematica, torna-se necessario o
desenvolvimento de uma técnica mais simples e de menor custo para o

acompanhamento dos individuos diabéticos (22).

1.2 Produtos Finais da Glicagao Avan¢ada (AGEs)

Os produtos finais da glicagdo avancada (AGEs — do inglés advanced
glycation end-products) correspondem a um complexo grupo de moléculas
produzidas a partir de reagdes nédo enzimaticas de acgucares com lipideos,

aminofosfolipideos, proteinas, ou acidos nucléicos (23).
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Sua formacgdo ocorre através da reacdo de Maillard, também conhecida
como glicagcdo. A reagao de Maillard inicia-se com a condensac&o do grupo
carboxila de um acucar (como a glicose) com um grupo amina proveniente de
uma proteina, lipideo ou acido nucléico, formando a base de Schiff. Por ser muito
instavel a base de Schiff sofre rearranjos formando os produtos de Amadori, que
possuem grupos carbonilas reativos (23, 24). A FIGURA 1 mostra

simplificadamente a formacao da base de Schiff e do produto de Amadori.

NH,

2 (o] OH
, N ,
(Proteina) : /C —C—R (Acucar)
|
H H

OH
|
®—N —CH—CH—R (Base de Schiff)
o]
I _
—MNH —CH—C—R (Produto de Amadori)

FIGURA 1 - Formagao da base Schiff e do produto de Amadori (22).

Os grupos carbonilas reativos dos produtos de Amadori se condensam com
aminas primarias dando origens aos AGEs. A hemoglobina glicada e a
frutosamina representam os produtos de Amadori mais conhecidos (23, 24). A

FIGURA 2 tras a reagéo de Maillard, mostrando a formacao dos AGEs.
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INMICIADCORES PROPAGADORES PRODUTOS AVANCADOS
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FIGURA 2: Reagéo de Maillard e formagdo dos AGEs. CML: carboximetilisina;
CEL: carboxietilisina; DOGDIC: ligagdo cruzada imidazolina derivada de 3-
deoxiglicosona; DOLD: dimero de lisina e 3-deoxiglicosona; GOLA: glioxal lisina
amida; GOLD: dimero de glioxal-lisina, GALA: acido glioxilico lisina amida;
GODIC: ligagéo cruzada imidazolina derivada de glioxal; MODIC: ligagdo cruzada
imidazolina derivada de metil glioxal; MOLD: dimero de metilglioxal-lisina (25).

Por formar um grupo complexo e heterogéneo de moléculas, apenas
alguns AGEs sao claramente identificados, sendo a carboximetilisina (CML), a

pentosidina e a pirralina os AGEs melhor caracterizados (26). A FIGURA 3 mostra

a estrutura molecular desses AGEs.
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FIGURA 3 - Estrutura molecular dos AGEs Pentosidina, CML e Pirralina (24).

As moléculas atualmente conhecidas podem ser classificadas como
fluorescentes ou nao fluorescentes, dependendo da estrutura molecular de cada
AGE formado, estando esta caracteristica relacionada com a presenca de anéis

aromaticos (27, 28).
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Sua formacgdo é, em maior parte, um processo enddgeno, porém essas
moléculas também podem ser introduzidas no organismo de maneira exdgena,
através da alimentacéo e do fumo. Alimentos ricos em lipideos e carboidratos sé&o
a principal fonte exégena de AGEs e métodos de preparo utilizando altas
temperaturas e baixa umidade, como fritar, grelhar ou assar, podem potencializar
a formacgao dessas substancias (29).

Em relacdo ao fumo, os AGEs sado produzidos e volatilizados pela
combustdo do tabaco e sao absorvidos pelos pulmdes, podendo reagir com
proteinas séricas (25).

Sob condigbes fisioldgicas a formacao de AGEs € um processo lento que
afeta, geralmente, moléculas de meia vida longa, como componentes da
membrana basal e componentes estruturais da matriz extracelular (24), porém em
situagdes de hiperglicemia essa formag¢do aumenta significativamente (2).

Atualmente se conhece trés mecanismos de danos causados pelos AGEs
as células, representados por (24, 25, 30):

¢ Modificagao de estruturas intracelulares: A formacao intracelular de
AGEs pode levar a alteragcdes gendmicas, devido a interagdes com
nucleotideos, histonas ou proteinas envolvidas na transcricao
génica. Os danos causados ao DNA correspondem a quebras de fita
dupla, prejudicando a integridade do material genético.

e Interacdo com proteinas da matriz extracelular e membranas basais:
a formacdo de AGEs compromete a conformagéo geométrica das
proteinas da matriz, diminui a solubilidade e digestibilidade
enzimatica, levando a anormalidades estruturais e funcionais
irreversiveis. Propicia alteragcbes na membrana basal, além de levar
a diminuicdo da ades&do das células endoteliais a matriz. As
principais moléculas afetadas pela formacédo de AGEs incluem
colageno, elastina, mielina, tubulina, fibrinogénio e Ilaminina,
mostrando sua relagdo com o processo de envelhecimento e rigidez
da vasculatura.

e Modificacdo de proteinas e lipideos sanguineos: a modificagao
dessas proteinas pode levar a producéo de citocinas inflamatérias e

fatores de crescimento, desencadeando alteragbes vasculares.
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Dentre as proteinas presentes no organismo passiveis a glicagdo, pode-se
citar a albumina (HSA - do inglés human serum albumin), proteina sérica de
baixo peso molecular (67 kDa) mais abundante (aproximadamente 40 mg/ml)
nos seres humanos (31, 32). Ela é responsavel pela manutencdo da
osmolaridade do plasma e dos fluidos intersticiais, transporte de substancias,
além de apresentar acédo antioxidante (33). A HSA apresenta cadeia unica com
585 residuos de aminoacidos, trés dominios homodlogos (I, Il e IlI), e uma
estrutura helicoidal. Possui ainda um residuo de triptofano, relacionado com as
caracteristicas fluorescentes da molécula (31). Sua forte tendéncia a glicacéo se
deve a presenca de residuos de lisina e arginina. A FIGURA 4 mostra a estrutura

da molécula de albumina (32).

FIGURA 4 - Estrutura da molécula de albumina (32).

Durante o processo de glicagdo a molécula sofre alteragdes ou perda na
sua estrutura helicoidal e diminuicdo do numero de a-hélices. (33). Novas
alteracbes estruturais, pela reagdo com grupos amina, vao originar o AGE-HSA.

O AGE-HSA apresenta caracteristicas fluorescentes devido as alteragbes
moleculares causadas pelos rearranjos (31), e quanto maior o grau da
modificagdo da molécula, maior sera a fluorescéncia por ela emitida (34).

Em individuos adultos saudaveis, cerca de 10% da HSA aparece glicada.
Este valor pode ser aumentado de 2 a 3 vezes em condigbes hiperglicémicas,
fazendo com que a HSA glicada seja um bom marcador para o monitoramento
da hiperglicemia a curto prazo (de 2 a 4 semanas) (35).

Diversos estudos, in vitro, utilizam a albumina sérica bovina (BSA — do
inglés bovin serum albumin) para simular o processo fisiopatoldgico da formagao
do AGE-HSA (36), devido a similaridade da BSA com a albumina humana (37).
Para esta analise realiza-se a indugédo do processo de glicacao pela incubacgéo

de BSA com glicose em elevadas temperaturas por um periodo de tempo que
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pode variar entre 6 e 12 semanas, gerando a BSA glicada, que sofre novos
rearranjos formando o AGE-BSA (38).

O aumento dos niveis de AGE-HSA pode levar ao surgimento de espécies
reativas de oxigénio intracelular que ativam uma cascata de sinalizagao
culminando na ativacdo de fatores de transcricdo, que levam ao
desencadeamento de processos inflamatérios. Todo este processo esta
diretamente relacionado com o surgimento de danos microvasculares, como
retinopatias, nefropatias e neuropatias (32).

Por se relacionar com o surgimento de complicagdes decorrentes do
diabetes, a mensuracdo dos niveis de AGE-HSA se faz util para
acompanhamento da progresséo da doenca (39). Apesar de nao haver um
método universalmente aceito (30), sua mensuragdo pode ser realizada por
HPLC, espectroscopia de massa, testes imunoreativos ou espectroscopia de

fluorescéncia (25).

1.3 Protoporfirina IX

Porfirinas correspondem a compostos que possuem anéis organicos
heterociclicos, conhecidos como porfinas (40, 41), que aparecem como unidades
centrais de diversas moléculas, como a hemoglobina, clorofila e vitamina By,
tendo altas taxas de fotoatividade e fotoreatividade (41, 42).

O acido 1,3,5,8-tetrametil-2,4-divinilporfina-6,7-dipropiénico, também
chamado de protoporfirina IX (PplX) (42), compreende uma porfirina precursora
da sintese do heme, componente estrutural da hemoglobina (43). A FIGURA 5

mostra as moléculas de porfirina e PplX.
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FIGURA 5 - Molécula da porfirina (A) e da PplX (B) (42).
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A formagdo da PplX se inicia dentro da mitocondria, onde a unido do
aminoacido glicina com o intermediario do ciclo de Krebs succinil-CoA forma o
acido gama-aminolevulinico (ALA). Essa reacao ocorre na presenga da enzima
ALA-sintetase e do cofator piridoxina (vitamina Bg). No citoplasma, duas
moléculas de ALA se unem para formar o porfibilinogénio. Quatro moléculas do
porfibilinogénio se unem para formar a uroporfinogénio Ill e esta sofre
descarboxilagdo para formar a coproporfirinogénio lll. De volta a mitocéndria, a
coproporfirinogénio Il € convertida em protoporfirinogénio IX e posteriormente em
protoporfirina IX (44). Através da agéo da enzima ferrocatalase uma molécula de
ferro é inserida a molécula da PplX, convertendo-a em heme (45).

Normalmente, uma pequena por¢cédo da PplX escapa deste processo e
pode ser encontrada nos eritrécitos na forma livre ou ligada a outros metais, como
o zinco (ZnPplX), que representa um quelante alternativo, sendo também
introduzido na molécula pela enzima ferrocatalase (45). Em individuos adultos
saudaveis pode-se encontrar uma propor¢ao de aproximadamente 50 moléculas
de ZnPplX para cada 1X10° moléculas de heme presentes no sangue (46).

A sintese do heme ocorre nos eritroblastos, eritrocitos imaturos ainda na
medula 6ssea e no figado, e alteragdes durante sua formacao podem levar a
prejuizos na célula madura. Metabolismo anormal da PplX eritrocitaria tem sido
observado em diversas doengas como o cancer, envenenamento por chumbo,
anemia por deficiéncia de ferro e porfirias agudas (43).

Além das desordens citadas, estudo in vitro realizado por Doss M e
colaboradores, 1981, utilizando cultura de células de figado aviarias, mostrou que
0 aumento da glicose pode causar diminuicdo da biossintese do heme pela
inibicao da enzima ALA sintetase e diminui¢cdo da sintese de protoporfirina (47).

Recentemente, estudo in vivo, utilizando camundongos onde se induziu
diabetes pelo uso da estreptozotocina, mostrou que nos camundongos diabéticos
havia diminuicdo significativa dos niveis de PplX em relagdo aos camundongos

saudaveis, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

1.4  Autofluorescéncia
Defini-se por fluorescéncia a emissédo de luz por diversas moléculas, que
ocorre em estagios eletronicamente excitados. Corresponde a uma categoria de

luminescéncia com excitagdo no estagio singleto, onde o elétron excitado esta
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emparelhado com um elétron em estado fundamental. Este emparelhamento
permite que o elétron excitado retorne para o seu estado fundamental, ocorrendo
emissao de um féton (48).

O processo de excitagdo se da pela iluminagcdo da molécula com luz
(ultravioleta ou visivel). Esta luz é absorvida, levando a molécula a um maior nivel
de energia vibracional. No processo de emissao ocorre a perda desta energia
absorvida, fazendo com que a molécula volte para seu estado fundamental de
energia vibracional (48).

Os processos de absorgédo e emissao da luz ocorrem em escala de tempo
muito maior (10'15 segundos) que 0s processos vibracionais, fazendo com que a
energia de emissao da molécula seja menor que a energia absorvida, sendo,
portanto o comprimento de onda de excitagdo menor do que o comprimento de
onda de emissao (49).

Na FIGURA 6 pode-se observar o espectro eletromagnético da luz,
mostrando a relagéo entre os comprimentos de onda de excitagcdo e emissao com
a faixa de cores da luz visivel (50).
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FIGURA 6 — Espectro eletromagnético da luz (50).

O espectro eletromagnético representa o conjunto de todas as ondas
vibracionais elétricas e magnéticas que se propagam no ar (51), ordenando as
diferentes radiagdes de acordo com seus comprimentos de onda. A regido
correspondente a luz visivel inclui comprimentos de onda que véao de 400 nm a
700 nm, contendo neste intervalo, as radiagdes correspondentes a todas as cores
que o olho humano consegue identificar (52).

Moléculas que interagem com a luz recebem o nome de cromoforos, que
possuem a capacidade de influenciar diretamente na emissao de fluorescéncia.

Os trés principais tipos de cromoéforos encontrados sao representados por (53):
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e Fluoroforos: moléculas que absorvem a luz e a transformam em

fluorescéncia.

e Absorvedores: moléculas que absorvem a luz, porém ndo a

transformam em fluorescéncia.

e Espalhadores: moléculas que modificam a dire¢cado do féton com o qual

interagem, sem modificar seu comprimento de onda.

As caracteristicas fluorescentes das substancias vao depender da
concentragao e distribuicao dos fluoréforos presentes e das propriedades 6pticas
do solvente em que as moléculas estao dissolvidas. A concentragao e distribuicéo
de moléculas absorvedoras e espalhadores pode afetar a propagacao da luz,
influenciando na amplitude do sinal fluorescente (54).

Os fluoréforos sao representados por moléculas aromaticas, apresentando
fluorescéncia tipica. Essas moléculas podem ser divididas em dois grupos:
fluoréforos  intrinsecos, (ou ainda autofluorescentes ou endbgenos),
representados por aqueles que ocorrem naturalmente; e extrinsecos (ou
exdgenos), sendo aqueles adicionados a uma amostra que n&o possui
caracteristicas espectrais desejaveis (48).

Diversas moléculas biolégicas apresentam fluoréforos enddégenos (49)
sendo esta caracteristica relacionada com a estrutura das mesmas (presenca de
anéis aromaticos). Os principais aminoacidos com caracteristicas fluorescentes
sdo representados pelo triptofano, tirosina e fenilalanina (55). A FIGURA 7 mostra

a estrutura molecular desses aminoacidos.
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FIGURA 7 - Estrutura molecular dos aminoacidos Triptofano (A), Tirosina (B) e
Fenilalanina (C) (55).

A TABELA 3 mostra as diversas moléculas autofluorescentes presentes no
organismo com seus respectivos comprimentos de onda de excitagao e emissé&o
(49, 54). Cada molécula apresenta um comprimento de onda de excitagcao e

emissao especifico, permitindo sua identificagao (54).
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TABELA 3 - Comprimentos de onda de excitacdo e emissao de fluoroforos

endogenos (54).

Excitacao Emissao
Fluoréforos Endégenos (nm) (nm)
Aminoacidos
Triptofano 280 350
Tirosina 275 300
Fenilalanina 260 280
Proteinas Estruturais
Colageno 325 400, 405
Elastina 290, 325 340, 400
Enzimas e Coenzimas
FAD, flavinas 450 535
NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464
Vitaminas
Vitamina A 327 510
Vitamina K 335 480
Vitamina D 390 480
Componentes da Vitamina
B6
Piridoxina 332, 340 400
Piridoxamina 335 400
Piridoxal 330 385
Acido piridéxico 315 425
Piridoxal 5-fosfato 330 400
Vitamina B12 275 305
Lipideos
Fosfolipideos 436 540, 560
Lipoficsina 340-395 540, 430-460
Ceroides 340-395 430-460, 540
Porfirinas 400-450 630, 690

1.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia, que se baseia na detecgéo da emisséo

de fétons (53) é, atualmente, uma das técnicas mais utilizadas na area biomédica

para determinacdo da energia absorvida e emitida por diversas moléculas (54).

A FIGURA 8 mostra o esquema geral

de funcionamento de um

espectrofotdmetro de fluorescéncia que utiliza ldampada de xendnio como fonte de

excitacdo. A amostra é colocada no equipamento, que emite luz num determinado

comprimento de onda, especifico para a molécula que se quer analisar. Antes de

atingir a amostra, esta luz passa por um monocromador, responsavel pela
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separacao da luz que atingira a amostra. Através de uma série de espelhos
adequadamente posicionados, a luz chega até a amostra e provoca excitagdo das
moléculas, que emitem luz num outro comprimento de onda, que também passa
por um monocromador e é captado pelo fotomultiplicador e convertido em imagem
(56).

Lampada de
Xenbdnio
-~
~
N
Monocromador
de excitagédo
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- -
Amostra Monocromador de Microcomputador

FIGURA 8 - Esquema geral de funcionamento de espectrofotdmetro de
fluorescéncia que utiliza lampada de xendnio como fonte de excitagéo.

As fontes de luz, utilizadas para excitagcdo das amostras, podem variar de
acordo com o tipo de espectrofotdmetro usado, sendo as mais utilizadas as
lampadas de xendbnio, mercurio e LED (do inglés - light-emitting diode). A fonte de
luz utilizada pode ser descrita em termos de comprimento de onda (A), dado em
nandmetros (nm), frequéncia (v) ou nimero de ondas, dado em cm™, dependendo
do equipamento utilizado (56).

A espectroscopia de fluorescéncia se caracteriza por ser uma técnica de
alta sensibilidade, rapida e que possibilita analise em tempo real, sendo muito
vantajosa para estudos biolégicos e acompanhamento de diversas doencas (43),
podendo elucidar caracteristicas chave dos tecidos, como taxa de metabolismo
celular, vascularidade, oxigenacéo intravascular e alteragbes na morfologia dos
tecidos, de maneira ndo ou minimamente invasiva (49).

Na area meédica, a espectroscopia de fluorescéncia vem sendo muito
explorada para diagnéstico e acompanhamento de diversos tumores pela
identificacéo e dosagem de fluoréforos endégenos encontrados nesses tecidos. A
utilizacao de fluoréforos exdgenos também pode ser observada pela utilizagéo de
fotossensibilizadores que se acumulam no tecido tumoral permitindo sua
identificacéo (49, 57).
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2. OBJETIVO

Verificar a aplicabilidade da espectroscopia de fluorescéncia na
determinacao dos niveis de autofluorescéncia da PplX eritrocitaria e AGE-HSA
em individuos diabéticos e controles saudaveis e avaliar sua possivel correlagéo
com os valores de glicemia e HbA1c, principais marcadores utilizados para

diagnostico e acompanhamento da doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Recrutamento de Individuos diabéticos e controles saudaveis

Foram recrutados 93 pacientes com diabetes tipo 1 e tipo 2 no Ambulatério
de Diabetes da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), no periodo entre
Junho e Outubro de 2009.

As 58 amostras de individuos saudaveis, utilizados como controles foram
obtidas no Instituto do Sono da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) no
periodo entre Dezembro de 2009 e Maio de 2010.

Apoés total esclarecimento sobre a pesquisa e os procedimentos a serem
realizados os individuos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sé&o
Paulo (UNIFESP) (CEP 0278/09).

Dados epidemiolégicos e bioquimicos foram obtidos através das fichas
ambulatoriais e entrevista realizada com os individuos. O recrutamento dos
mesmos foi realizado de forma que se pudesse obter um emparelhamento de

sexo e idade entre os grupos estudados.

3.2 Coleta de Amostras

Aproximadamente 7 ml de sangue foram coletados por pungéo venosa da
veia do antebraco de cada individuo.

Todas as amostras foram coletadas em tubos contendo heparina ou
fluoreto de sodio, para evitar a coagulagao, e mantidas a 4T até o momento de

seu processamento.

3.3 Processamento das Amostras

As amostras foram processadas no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), ap6s um ou
dois dias da data da coleta.

Separou-se 1 ml de sangue total de cada individuo para posterior analise
de HbA1c e o restante foi centrifugado a 664 g por 5 minutos para separacao do
plasma. O plasma e as hemacias foram separados e armazenados a -20C e a

4<C, respectivamente.
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3.4 Extragao da PpIX

Para extracdo da PplX utilizou-se 400 ul de hemacias e acrescentou-se
1200 pl de acetona para andlise (PA), numa razdo de 1:3. Essa mistura foi
agitada em Vortex® por 15 segundos e mantida em gelo por 5 minutos. Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 1699 g por 15 minutos. O
sobrenadante foi retirado e armazenado a 4T em tubo envolto por papel
aluminio.

Todas as amostras foram extraidas em duplicata.

3.5 Determinagao do AGE-HSA

Para determinacdo de AGE-HSA, realizou-se adaptagdo do protocolo
descrito por Galler A e colaboradores, 2003, pela diluicao de 10 vezes do plasma
em PBS seguida de filtracao da amostra em filtros de polietileno com didmetro de
13 mm e poros de 0,22 uym (26).

O procedimento foi realizado em temperatura ambiente e apos filtragdo as
amostra também foram envoltas em papel aluminio.

Todas as amostras foram processadas em duplicata.

3.6 Analise espectroscopica das amostras de PpIX e AGE-HSA

As amostras processadas foram analisadas por espectroscopia de
fluorescéncia no Centro de Laser e Aplicagbes no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, utilizando o equipamento Fluorolog Horiba Jobin Yvon,
com lampada de xendnio de 150 W. Cubetas de quartzo com caminho 6ptico de
10 mm foram utilizadas para essas analises.

Para analise da PplX, a abertura do slit, que compreende a fenda que
define a quantidade de luz que atingira a amostra, utilizada foi de 4 mm. As
amostras foram excitadas em 405 nm e o pico maximo de emissédo analisado em
632 nm.

Para analise de AGE-HSA, a abertura do slit foi de 5 mm. As amostras

foram excitadas em 370 nm e o pico maximo de emissao analisado em 455 nm.
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3.7 Obtencao de espectro de fluorescéncia padrao da PpIX
Para obtencédo de espectro de fluorescéncia padrao da PplX analisou-se
uma solucao de PplX sintética (Sigma) de 100 ng/ml, sob os mesmos parametros

utilizados para identificagdo de PplX nas amostras dos individuos.

3.8 Preparacdo do AGE-BSA

Para obtencao de AGE-BSA, realizou-se modificagdo do protocolo descrito
por Oldfield MD e colaboradores, 2001, onde preparou-se uma indugéo de
glicagéo pela diluicao de 50 mg de BSA (Sigma) e 450 mg de glicose em 5 ml de
agua Milli Q®. Para controle da reacdo diluiu-se apenas BSA em agua Milli Q®.
Ap6s diluicdo as amostras foram filtradas em filtros de polietileno com didmetro de
13 mm e poros de 0,22 um e mantidas em tubos envoltos com papel aluminio. As
amostras foram incubadas a 37T por 49 dias e apdés o periodo de incubagéo
foram dialisadas contra agua Milli Q® para retirada da glicose livre (58). A analise
espectroscopica se deu sob os mesmos parametros utilizados para as amostras
de AGE-HSA nos individuos estudados.

3.9 Preparacao de curva padrao da BSA

Para preparagcdo de uma curva padrao de BSA diluiu-se 200 mg de BSA
(Sigma) em 4 ml de PBS e a partir desta solugéo realizou-se uma diluicao seriada.
Os pontos obtidos nesta diluigdo foram: 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml e 6,25
mg/ml.

Apoés preparacao as amostras foram mantidas em tubos envoltos por papel
aluminio até o momento da analise, que se deu sob os mesmos parametros

utilizados para identificagdo do AGE-HSA nas amostras dos individuos.

3.10 Determinagcao de Hemoglobina Glicada (Hb1Ac)

Para as amostras dos individuos diabéticos utilizou-se os valores
encontrados nos prontuarios médicos dos mesmos, considerando-se valores de
no maximo trés meses antes da data da coleta.

A determinag&o dos niveis de HbA1c dos individuos controles se deu pela

utilizagc&o de kit comercial (BioTécnica — Biotecnologia Avancada).
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A analise consiste no método turbidimétrico, onde ocorre interacao entre
antigeno e anticorpo para determinacgao direta da Hb1Ac, a partir de amostras de

sangue total (coeficiente de variagdo de 1,26%).

3.10.1 Reagao

Inicialmente, pipetou-se 1 ml do reagente hemolisante (Azina 0,5 g/L) em
tubos de ensaio e acrescentou-se 20 ul de amostras (tanto para individuos quanto
para calibradores) em seus respectivos tubos. Essa mistura foi mantida em
temperatura ambiente por 5 minutos.

Apbs esse passo inicial, aqueceu-se o reagente 1 (Latex 0,13% e tampao
glicina 20 mmol/L) por 3 minutos a 37C. Pipetou-se em tubo de ensaio, para o
branco 700 pl do reagente 1, para os calibradores, 700 pl do reagente 1 e 20
das amostras calibradoras hemolisadas, para as amostras dos individuos
controles 700 pl do reagente 1 e 20 uyl das amostras hemolisadas e incubou-se
por 5 minutos a 37C. Logo apos, acrescentou-se, em todas as amostras, 250 pl
do reagente 2 (tampéao glicina 80 mmol/L; anticorpo monoclonal de camundongo
anti-HbA1c humana 0,05 mg/ml; anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de
camundongo 0,08 mg/dl; estabilizantes), homogeneizou-se e incubou-se por 5
minutos a 37C. Apos este procedimento analisou-se a absorbéncia das amostras
no espectrofotdmetro Genesys 6 (Thermo Scientific) em 630 nm. As medigbes
foram feitas na seguinte ordem: branco, calibradores em ordem crescente de

concentragcdo e amostras dos individuos controles.

3.11 Obtencao dos valores de glicemia

Para determinacdo dos valores de glicemia, tanto para individuos
diabéticos quanto para controles, utilizou-se os valores encontrados nos
prontuarios médicos dos mesmos, considerando-se valores de no maximo trés

meses antes da data da coleta.

3.12 Analises Estatisticas

Para dados com distribuicdo normal foi utilizado o teste t Student,
apresentados como média £ DP. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para as
analises ndo paramétricas com dados expressos como mediana [25% - 75%)].

Para as analises nao paramétricas, com mais de dois grupos foi utilizado o teste
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Student-Newman-Keuls, com dados também expressos como mediana [25% -
75%). Para analise de correlagao entre os sexos foi utilizado o teste de Fisher.
Significancia foi estabelecida em P <0,05. Os programas Excel 2007 e Sigmastat

1.0 foram utilizados para realizagéo das analises.
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4 RESULTADOS

O presente trabalho analisou 151 individuos, sendo 93 diabéticos e 58
controles saudaveis. Inicialmente realizou-se analise estatistica para
comprovacgdo da homogeneidade entre os dois grupos. Na TABELA 4 pode-se
observar a similaridade, tanto para idade quanto para distribuicdo dos sexos nos

grupos estudados.

TABELA 4 - Idade média e distribuicdo dos sexos nos grupos diabético e controle.
Diabéticos (N=93) Controles (N=58) P
Homem/Mulher 30/63 21/37 0,72

Idade (anos) (x £ DP) 56,1+ 12,8 56 + 15 0,96
Sexo = teste de Fisher, idades = teste t student.

Posteriormente, compilou-se os dados epidemiologicos dos individuos
diabéticos. A maior parte dos individuos atendidos no periodo entre Junho e
Outubro de 2009, apresentam diabetes tipo 2 (84,5%). A presenca de histérico
familiar para a doenca foi bastante observada entre os individuos (84,5%), sendo
na maior parte, parentesco em primeiro grau (72,3%). Patologias secundarias
decorrentes da hiperglicemia aparecem em 49,5% dos pacientes, sendo
representadas por complicagbes microvasculares, subdivididas em retinopatias,
nefropatias e neuropatias, e macrovasculares. A TABELA 5 mostra o resumo dos

dados epidemiologicos observados.
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TABELA 5 - Dados epidemiologicos dos individuos diabéticos.

Diabéticos
Parametros N (%)
DM tipo 1 15 (16,5)
DM tipo 2 78 (84,5)
Historico familiar de DM 78 (84,5)
Dieta controle DM 67 (72)
Consumo de bebida alcodlica 8 (8,6)
Uso de tabaco 10 (10,7)
Presenca de complicagbes diabéticas 46 (49,5)
Retinopatias 30 (32,2)
Nefropatias 17 (18,3)
Neuropatias 14 (15)
Macroangiopatias 5 (5,3)
Uso de medicamento para controle hiperglicémico 92 (99)

Por se tratar dos marcadores bioquimicos mais utilizados para diagnédstico
e monitoramento do diabetes, os valores de glicemia e HbA1c dos dois grupos
foram analisados comparativamente.

No grupo dos diabéticos, a mediana dos valores glicémicos encontrada foi
de 153 [121,5-198,3] mg/dl, com amplitude de 63 mg/dl a 427 mg/dl. No grupo
controle, os valores encontrados foram de 91[86 - 93] mg/dl e amplitude 59 mg/dl
a 99 mg/dl. A FIGURA 9 mostra os valores das medianas de glicemia de ambos
0os grupos, mostrando que ha diferengca estatistica significativa entre eles
(P<0,0001).
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FIGURA 9 - Mediana dos valores de glicemia do grupo diabético e controle.
P<0,0001 (Teste de Mann-Whitney).
Os individuos diabéticos apresentaram uma concentracdo de HbA1c
mediana de 8[7 - 10,3]%, com amplitude de 5,9% a 16,1%. O valor da mediana

de HbA1c dos individuos controles encontrado foi de 4,95[4,3 - 6,5]%, com
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amplitude de 2,8% a 6,2%. A FIGURA 10 mostra os valores das medianas de
HbA1c de ambos os grupos. Os grupos foram estatisticamente diferentes para

este marcador (P<0,0001).
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FIGURA 10 - Medianas dos valores de HbA1c do grupo diabético e controle.
P<0,0001 (Teste de Mann-Whitney).

Observou-se que 92 individuos diabéticos utilizavam algum tipo de

medicamento para controle da hiperglicemia, como mostra a TABELA 6.

TABELA 6 - Medicamentos utilizados para controle hiperglicémico no grupo de
individuos diabéticos (N=92).

Medicamento N (%)
Insulina 30 32,3
Metformina 20 21,5

Outros medicamentos 3 2,8
Medicamentos combinados 39 42,3

Nos casos de terapéutica com utilizacdo de apenas um medicamento, a
insulina (32,3%), seguida da metformina (21,5%), droga que atua na diminuicao
da producdo hepatica de glicose e aumento da sensibilidade a insulina pelos
tecidos periféricos (59), sdo as drogas mais utilizadas. Glibenclamida, repaglinida
e glimeperida, que agem aumentando a secre¢do de insulina pelas células beta
pancreaticas (60), sao utilizadas com menor frequéncia (0,93% dos individuos nos
trés casos). A insulina e metformina sdo empregadas no tratamento conjugado
para 24 individuos (22,5%). Combinagbes entre insulina e glimeperida (3,1%),

metformina e glicazida (2,5%), meftormina e glimeperida (2,9%), metformina e
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glibenclamida (7,5%) e ainda insulina, metformina e glimeperida (1,9%) e insulina,
metformina e glibenclamida (1,9%) também foram utilizadas. Observou-se que a
terapéutica conjugada é mais freqiiente que a monoterapia no grupo estudado.

A utilizagdo de outros medicamentos, além dos utilizados para o controle
da hiperglicemia, foi observada em 88 individuos no grupo diabético.
Medicamentos para controle de hipertensao, controle do colesterol, diuréticos e
anticoagulantes apareceram prescritos com maior freqiéncia, como mostra a
TABELA 7.

TABELA 7 - Medicamentos utilizados pelos individuos do grupo diabético (N=88).

Tipo de medicamento N (%)
Anti-hipertensivo 79 89,7
Controle de colesterol 41 46,6
Diurético 30 34
Anticoagulante 46 52,3

4.1 Analise espectroscopica da PpIX

A PplX sintética (Sigma), na concentragéo de 100 ng/ml foi excitada em um
comprimento de onda de 405 nm. O espectro de emissao resultante esta
apresentado na FIGURA 11. O pico principal (632 nm) foi o utilizado para as

analises quantitativas.
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FIGURA 11 - Perfil do espectro de fluorescéncia de 100 ng/ml de PplX sintética
(Sigma). MCPS: Milhées de contagens de fétons por segundo.

Na populacdo estudada nao foi observada distribuicdo normal dos dados,

portanto, realizou-se analise estatistica ndo paramétrica.
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Nos individuos diabéticos a mediana de intensidade de emissao PplX foi de
0,180[0,126 - 0,255] MCPS, com amplitude de 0,02 a 0,779 MCPS. No grupo
controle, a mediana foi de 0,188[0,128 - 0,230] MCPS com amplitude de 0,067 a
0,907 MCPS. A FIGURA 12 A mostra as medianas de intensidade de emiss&o da
PpIX nos dois grupos e a FIGURA 12 B mostra a representacao do espectro de
autofluorescéncia desse individuos. Nao houve diferenga significativa entre os

individuos diabéticos e controles (P=0,89).
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FIGURA 12 — A: Mediana das intensidades de emissdo da PplX no grupo
diabético e controle. P=0,89 (Teste de Mann-Whitney). B: Espectro de
autofluorescéncia da PplIX no grupo diabético (1) e controle (I1). MCPS: milhdes de
contagens de fétons por segundo.

4.2 Analise espectroscopica do AGE-HSA

A fluorescéncia do AGE-HSA foi verificada com excitacdo em 370 nm e
pico maximo de emissao analisado em 455 nm.

Preliminarmente, realizou-se testes para confirmar a inexisténcia de ruidos
ou picos de emissdao que nao correspondiam a molécula de HSA. Para tal,
analisou-se os espectros de emissado da lampada de xendnio, utilizada como fonte
de excitagdo, como mostra a FIGURA 13 A, e os espectros de emissao da cubeta
de quartzo com agua Milli Q® e com tampso fosfato salino (PBS — do inglés
phosphate buffered saline), sob excitagdo em 370 nm, comparando essas duas
ultimas com o espectro da BSA, como mostra a FIGURA 13 B. Nao se observou
interferéncias na fluorescéncia da BSA, mostrando que os espectros obtidos

correspondem apenas a emissao da molécula analisada.
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FIGURA 13 - A: Espectro de emissado da lampada de xendnio. B: Espectro de
emissao da cubeta de quartzo com PBS (l), com agua Milli Q® (1), e espectro de
emissao da BSA (lll) em concentracdo de 50 mg/ml. Amostras analisadas com

excitagcdo em 370 nm. MCPS: milhées de contagens de fétons por segundo.

A utilizacao da BSA em estudo in vitro para comparagao com a HSA no
estudo in vivo se deu devido a alta similaridade entre as duas moléculas (38).
Além de sua utilizagdo no ensaio para determinagéo de ruidos, a BSA também foi
utilizada para determinacédo de espectro padrao utilizado na comparagédo com o
estudo in vivo. Para tal, realizou-se uma indugdo de glicagdo, através da
incubagédo de BSA (Sigma) com glicose por 49 dias, levando a formagéo de AGE-
BSA, sendo o controle da reagcdo a amostra de BSA incubada na auséncia de
glicose. A intensidade do BSA encontrada foi de 0,99 + 0,3 MCPS e a do AGE-
BSA de 3,16 £ 0,29 MCPS, sendo, portanto 2,7 vezes maior que a intensidade
encontrada para o BSA (P<0,001), como mostra a FIGURA 14.
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FIGURA 14 - Espectro de fluorescéncia do BSA (A) e do AGE-BSA (B). Dados de

emissao obtidos no comprimento de onda de 455 nm. P<0,001. MCPS: milhdes
de contagens de fétons por segundo.
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Realizou-se também uma curva padrdo a partir de BSA (Sigma), como
mostra a FIGURA 15, para comprovar a sensibilidade do equipamento em relagao

a diferentes concentragdes.
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FIGURA 15 - Curva padrao da BSA. I: Espectro de fluorescéncia da BSA em
diferentes concentracgdes. Il: Dados analisados no programa Excel 2007. A: 6,25
mg/ml; B: 12,5 mg/ml; C: 25 mg/ml; D: 50 mg/ml. Dados de emisséo obtidos no
comprimento de onda de 455 nm. MCPS: milhdes de contagens de fétons por
segundo.

Como observado com a PplX, os dados de AGE-HSA n&o apresentaram
distribuicdo normal, portanto, aplicou-se analise estatistica ndo paramétrica.

A mediana de intensidade de emissdao do AGE-HSA nos individuos
diabéticos foi de 1,62[1,34 — 1,93] MCPS, com amplitude de 0,785 MCPS a 3,846
MCPS. Para o grupo controle a mediana encontrada foi de 1,11[0,97 - 1,46]
MCPS, com amplitude de 0,137 MCPS a 2,294 MCPS. Na FIGURA 16 A pode-se
observar as medianas de emissao do AGE-HSA nos grupos de individuos
diabéticos e controles e na FIGURA 16 B a representacédo do espectro de

autofluorescéncia desses individuos.
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FIGURA 16 — A: Mediana das intensidades de emissédo do AGE-HSA no grupo
diabético e controle. P<0,0001 (Teste de Mann-Whitney); B: Espectro de

autofluorescéncia do AGE-HSA no grupo diabético (1) e controle ().

De acordo com os dados observados houve diferencas significativas dos
valores de intensidade de emissdo de AGE-HSA entre individuos diabéticos e
controles pelo método utilizado (P <0,0001), sendo este valor 1,45 vezes maior
para os individuos diabéticos em relagéo ao grupo controle.

Outra caracteristica observada foi a presenca de complicagbes
relacionadas ao diabetes e sua relagao com a intensidade de emissdo do AGE-
HSA. A mediana de intensidade de emissdo do AGE-HSA para os individuos com
complicagdes (N=46) foi de 1,69[1,47 - 2,13] MCPS, com amplitude de 1,109 a
3,846 MCPS. Para os individuos sem complicagbes (N=47) a mediana de
intensidade de emissao foi de 1,5[1,22 - 1,85] MCPS, com amplitude de 0,785 a
2,925 MCPS, como mostra a FIGURA 17 A.

Observou-se que ha diferenga estatistica significativa entre os individuos
com e sem complicagdes diabéticas (P=0,01), sendo este valor 1,19 vezes maior
para os individuos com complicagbes em relacdo aos individuos sem
complicagdes, mesmo ndo havendo diferencas significativas entre os valores de
HbA1c entre os dois grupos, representados por 8,2[7 — 10,4]% para o grupo com
complicagdes e 8[7 — 10,2]% para o grupo sem complicagbes (P=0,81), como
mostra a FIGURA 17 B.
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FIGURA 17 - A: Medianas de intensidade de emissdo do AGE-HSA dos
individuos diabéticos com e sem complicagdes e controles. Controles versus
diabéticos com complicagbes (P<0.05); controles versus diabéticos sem
complicagdes (P<0.05); diabéticos com complicagdes versus diabéticos sem
complicagdes (P<0.05) (teste Student-Newman-Keuls).(B): Mediana do valor de
HbA1c de individuos diabéticos com e sem complica¢des e controles. Controles
versus diabéticos com complicagdes (P<0.05); controles versus diabéticos sem
complicagdes (P<0.05); diabéticos com complicagdes versus diabéticos sem
complicag¢des (P=0,81) (teste Student-Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

Nos Uultimos anos tem-se observado um aumento surpreendente na
prevaléncia de diabetes mellitus (14), sendo que cerca de 90 a 95% dos casos
correspondem ao tipo 2, que estd associado diretamente ao estilo de vida dos
individuos, caracterizado por estresse, sedentarismo e dieta hipercalorica e hiper-
gordurosa (3, 9). As complicagbes crénicas decorrentes desta doenca estao entre
as dez principais causas de morte em todo o mundo (14) e em paises
desenvolvidos as complica¢des vasculares sao a principal causa de morte (61).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a aplicabilidade da
espectroscopia de fluorescéncia na determinacao dos niveis de autofluorescéncia
da PplX eritrocitaria e AGE-HSA em individuos diabéticos e controles saudaveis e
avaliar sua possivel correlagdo com os valores de glicemia e HbA1c, principais
marcadores utilizados para diagnéstico e acompanhamento da doenca.

O numero de individuos analisados neste estudo foi de 93 diabéticos e 58
controles. Numeros semelhantes foram utilizados no estudo de Galler A e
colaboradores, 2003, que \verificou a diferenca de intensidade de
autofluorescéncia de AGEs em 99 individuos diabéticos e 60 individuos controle
(26).

O grupo diabético utilizado neste estudo foi majoritariamente composto por
individuos acometidos pelo DM tipo 2. O mesmo foi observado em estudo
realizado na Republica Tcheca por Kalousova M e colaboradores, 2002, onde 34
dos 52 individuos diabéticos estudados (65,4%) eram acometidos pelo DM tipo 2
(62). Esta alta prevaléncia também pode ser observada em paises desenvolvidos
como os Estados Unidos da América (EUA), onde o estilo de vida da populagéo
(estresse, sedentarismo e dietas inadequadas) favorece o desenvolvimento dessa
doenca (9).

Apesar de 92 individuos no grupo estudado realizarem o controle glicémico
pelo uso de drogas, o grupo, de maneira geral, apresentou valores de glicemia e
HbA1c acima dos valores considerados normais, sendo estes 1,68 e 1,61 vezes
maior do que os valores encontrados no grupo controle, composto por individuos
saudaveis. O estudo de Franciosi M e colaboradores, 2011, também mostra a
presenca de valores de HbA1c superiores aos considerados normais para

pacientes com DM tipo 2 sob tratamento com anti-hiperglicemiantes orais. Neste
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estudo os individuos apresentavam valores de HbA1c entre 7% e 9%, mesmo
fazendo uso de metformina ou outras drogas orais para controle da hiperglicemia
(63).

O espectro de autofluorescéncia da PplX analisado teve amplitude de 600—
730 nm com um pico principal em 632 nm, utilizado para as analises
quantitativas, e um pico secundario em 690 nm. Parametros semelhantes podem
ser observados no estudo de Bugaj A e colaboradores, 2004, onde a molécula foi
excitada em 408 nm e sua emissdo analisada com amplitude de 600 —700 nm,
com pico principal em 632 nm (64).

A analise comparativa dos valores de autofluorescéncia da PplX entre o
grupo diabético e o grupo controle ndo mostrou diferenca significativa entre eles
(P=0,89). Este resultado difere do encontrado por Doss M e colaboradores, 1981,
com cultura de células de figado aviarias, onde a indugao de hiperglicemia levou a
diminuig&o significativa dos niveis de PplX nessas células (47). Também contradiz
os resultados de Fauaz G e colaboradores, 2010, que observaram que a
fluorescéncia da PplX eritrocitaria reduziu em camundongos diabéticos nao
tratados. Neste modelo, a hiperglicemia constante provocou um desequilibrio
metabdlico nos animais, podendo ter afetado a biossintese do heme (65). Essa
discordancia entre os resultados experimentais e o observado na populagéo
diabética estudada pode ser justificada, pois os pacientes estavam recebendo
medicamentos anti-hiperglicemiantes e certamente passaram por periodos de
normalidade, impedindo que a biossintese do heme fosse afetada como
observado no estudo com animais. Frente a essas observagdes, conclui-se que a
PplX n&o é um bom biomarcador para monitorando de individuos diabéticos.

Dando continuidade ao estudo, decidiu-se avaliar a autofluorescéncia do
AGE-HSA para verificar sua aplicabilidade no monitoramento dos pacientes
diabéticos.

Atualmente, o monitoramento da glicagdo é realizado pela dosagem da
HbA1c, determinada por ensaios bioquimicos baseados em imunoensaios e
ensaios de cromatografia, sendo este ultimo o mais utilizado. Esses ensaios, em
especial a cromatografia, ttm um custo bastante elevado e sdo complexos,
necessitando de diversos equipamentos e reagentes especificos (22). Neste

contexto, a utilizacdo da mensuragédo dos niveis de AGE-HSA, pela utilizagdo da
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técnica de espectroscopia de fluorescéncia, seria uma opgéo de baixo custo e
rapida execugao para o acompanhamento dos individuos diabéticos.

A utilizacdo da espectroscopia de fluorescéncia para o mensuramento dos
niveis de AGE-HSA tem sido utilizada em diversos trabalhos. Os comprimentos
de onda de excitagdo e emissao utilizados para tal analise podem ser observados
na TABELA 8.

TABELA 8 - Comprimentos de onda de excitagdo e emissao para moléculas de
AGE-BSA e AGE-HSA.

Referéncia Molécula Excitagdao (nm) Emissao (nm)

Tupe R, et al, 2010 (37) AGE-BSA 325 450

De La Maza, et al, 2007 (66) AGE-BSA 350 430
Rubio-Ruiz ME, et al, 2008 (67) AGE-BSA 370 440
Oldfield MD, et al, 2001 (58) AGE-BSA 370 440
Gallicchio MA, et al, 2006 (68) AGE-BSA 370 440
Neumann A, et al, 1999 (69) AGE-BSA 370 440
Coussons P, et al, 1997 (70) AGE-HSA 350 425
Wong RKM, et al, 2002 (71) AGE-HSA 370 450
Rashid G, et al, 2006 (72) AGE-HSA 370 440

De acordo com os dados encontrados na literatura, os comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo utilizados para a identificagdo do AGE-HSA
(também utilizados para o AGE-BSA) podem variar de 325 nm a 370 nm para
excitacao e de 425 nm a 450 nm para emissao.

Neste trabalho a analise do AGE-HSA se deu pela utilizagdo dos
comprimentos de onda de excitagcdo e emissao de 370/455 nm, respectivamente,
baseado na observacédo in vitro do AGE-BSA, estando de acordo com o
observado em estudos prévios encontrados na literatura, como mostra a TABELA
8.

Os resultados da determinagéo espectroscopica da autofluorescéncia do
AGE-BSA validaram a analise do AGE-HSA, pois a homologia entre essas
moléculas é de aproximadamente 80% (37, 73).

A glicacao da BSA promoveu um aumento da intensidade de emissao de

fluorescéncia semelhante ao observado no estudo de Bhatwadekar AD e
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colaboradores, 2005, que observaram um aumento de 3,9 vezes na intensidade
de emissao da BSA glicada em relacédo a BSA sem a presenca de glicose (74).

Esse resultado mostra a formacdo do AGE-BSA devido ao tempo de
exposicéo da proteina a alta concentragéo de glicose, de maneira similar ao que
ocorre no organismo com a albumina humana. O tempo de exposi¢éo utilizado foi
de 49 dias, estando de acordo com o estudo de Sattarahmady N e colaboradores,
2007, que descreve que o tempo necessario para a formacao de AGEs in vitro
esta entre 28 e 35 dias, correspondendo a fase tardia da reagédo de Maillard (31).
O aumento da fluorescéncia observado se deve as alteragbes causadas a
molécula de BSA devido a presenca de glicose, visto que quando maior o grau de
modificacdo da molécula, maior sera a fluorescéncia emitida (34).

Nossos dados revelaram diferenca significativa na concentragdo do AGE-
HSA entre o grupo diabético e controle (P<0,0001). Esses dados sao
corroborados pelos de Galler A e colaboradores, 2003, onde se observou
diferencas significativas entre a concentragdo de AGEs (P<0,001), analisado com
excitacdo e emissdo em 370/445 nm, respectivamente (26). Essa diferencga
também foi encontrada no estudo de Kalousova, M e colaboradores, 2002, onde
individuos com DM tipo 2 apresentavam niveis de fluorescéncia de AGEs
significativamente maiores que os valores encontrados na populagdo saudavel
(P<0,001) pela utilizacédo da espectroscopia de fluorescéncia, com excitacdo e
emissao de 350/440 nm, respectivamente (62).

Diversos estudos tem mostrado a relagéo entre a concentracdo aumentada
dos AGEs e o surgimento de complicacdes diabéticas tais como retinopatias,
catarata, aterosclerose, glomeruloesclerose, insuficiéncia renal e neuropatias (2,
27). O estudo de Vlassara H e colaboradores, 1994, utilizando ratos, mostra que
em animais com esclerose glomerular houve acumulo de AGEs no tecido renal
aproximadamente 50% maior que nos animais controles, além de concentracdes
no plasma 2,8 vezes maior que os animais saudaveis (75).

Estudos mostram que o aumento dos niveis de AGE-HSA pode levar ao
desencadeamento de processos inflamatérios devido a ativacédo de fatores de
transcricdo pelas espécies reativas de oxigénio geradas (32). Esses processos
inflamatorios podem levar ao surgimento de complicagdes diabéticas, como visto
no estudo de Wong RKM e colaboradores, 2002, onde individuos com

complicagdes diabéticas microvasculares apresentavam nivel de AGE-HSA dez
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vezes maior que o nivel encontrado para individuos com complicagbes
macrovasculares e estes, por sua vez, apresentavam nivel trés vezes maior que
os individuos nao diabéticos (71).

Nosso estudo confirma essas observacdes. As complicagcdes decorrentes
do diabetes foram encontradas em quase metade dos individuos estudados,
sendo representadas por retinopatias, nefropatias, neuropatias e
macroangiopatias, mesmo com a utilizacdo de medicamentos para prevencéo e
controle do desenvolvimento de complicagdes pela maioria dos individuos. Este
grupo apresentou intensidade de fluorescéncia maior que o grupo sem
complicagdes (P=0,01), mesmo ndo havendo diferenca significativa entre os
valores de HbA1c entre os dois grupos.

Frente aos dados observados, pode-se concluir que a mensuragéo da
autofluorescéncia de AGE-HSA € um método eficiente para o acompanhamento
do diabetes, podendo estar relacionado com a progressao da doenca e ser mais
sensivel que a dosagem de HbA1c para este acompanhamento.

O estudo de revisdo de Beisswenger PJ, 2010, mostra que esta cada vez
mais claro que a utilizagdo da HbA1c como marcador para identificagdo de risco
de desenvolvimento de complicagcbes diabéticas possui significantes limitacdes
(76). Isso pode ser visto no estudo Borch-Johnsen K e colaboradores, 1992, onde
um subgrupo de individuos com DM tipo 1 apresentou desenvolvimento de
nefropatias mesmo com os valores de HbA1c dentro dos niveis considerados
normais (77).

Essas limitacdes podem ser explicadas pelo fato de que a HbA1c nao
mostra informagdes sobre a amplitude e freqiiéncia das oscilagdes glicémicas,
fazendo com que individuos que possuam grandes oscilagbes nos valores de
glicemia apresentem niveis normais de HbA1c, embora estejam expostos aos
dados causados pela hiperglicemia (78, 79). O estudo de Peter AL e
colaboradores, 1997, mostra que os niveis de HbA1c podem permanecer normais
ou minimamente elevados, mesmo com valores de glicemia maiores que 200
mg/dl no periodo poés-prandial (80). Além disso, a HbA1c se mostra incapaz de
identificar produtos do processo de glicacdo/oxidacdo responsaveis pelo
surgimento dos danos (79, 81).

Os prejuizos causados pelas flutuagcdes glicémicas podem ser

comprovados quando se analisa a freqiéncia do desenvolvimento de
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complicagdes. Sabe-se que individuos acometidos pelo DM tipo 1 apresentam
flutuagbes com freqiéncia muito maior que os individuos com DM tipo 2,
possuindo também uma significativa prevaléncia no surgimento de complicagdes
(79).

De acordo com Beisswenger PJ, 2010, um bom biomarcador para
acompanhamento do diabetes deve ser mensurado de forma minimamente
invasiva e de maneira reprodutivel, identificar os estagios iniciais da doencga, além
de ter correlagdo com a progressao e com a resposta terapéutica empregada
(76).

Muitas vezes o diagnéstico do diabetes se da muitos anos apds o
surgimento da doenca e, mesmo que a partir do seu diagnéstico, o individuo
mantenha os niveis de HbA1c dentro da normalidade, este pode ter passado por
longos periodos de hiperglicemia, estando exposto a seus efeitos nocivos (3).

A utilizacao da autofluorescéncia do AGE-HSA para o acompanhamento da
progressao do diabetes mostra-se util, pois pode ser realizada de maneira pouco
invasiva, através da coleta de sangue venoso, e possibilita a identificagdo da
dimenséo dos efeitos da hiperglicemia, mesmo com a presenca de oscilagbes
glicémicas, propiciando um melhor controle sobre a evolu¢cdo da doencga. Além
disso, os AGEs refletem as vias de atividades quimicas que levam as
complicagdes (76), que muitas vezes sao silenciosas, sendo diagnosticadas
quando a doenca ja esta em estagios mais graves. Frente a esta observagao, um
intenso acompanhamento da progressao do diabetes, desde seu diagndéstico, se
mostra imprescindivel para evitar maiores danos aos individuos acometidos (3).

A utilizagcéo da técnica de espectroscopia de fluorescéncia tem se mostrado
bastante util em diversos segmentos da area biomédica (43). O estudo de Lin Y e
colaboradores, 2010, utilizou esta técnica para analise de agregacéao plaquetaria
pelo mensuramento da autofluorescéncia do triptofano, presente nas proteinas
estudadas (82). Ja o estudo de Parracino A e colaboradores, 2010, utilizou a
espectroscopia de fluorescéncia para a caracterizagdo de nano particulas,
utilizadas em diversas aplicagbes bioldégicas, como segmentacdo de drogas,
separacgao celular, terapia contra cancer, biossensores, entre outros (83).

Na medicina, a espectroscopia de fluorescéncia vem sendo muito utilizada

para diagnoéstico e acompanhamento de diversos tumores, tanto pela identificacao
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e dosagem de fluoréforos enddgenos encontrados nesses tecidos, quanto pela
dosagem de fluoréforos exégenos que se ligam aos mesmos (49, 57).

O estudo com animais de Hariri LP e colaboradores, 2010, utilizou a
espectroscopia de fluorescéncia para identificacdo de acumulo de colageno e
NADH/FAD em ovarios neoplasicos de ratas (57). Inaguma M e colaboradores,
1999, compararam o espectro de fluorescéncia da PplX em tecido de carcinoma
oral humano e tecido oral de individuos saudaveis, mostrando a presenca de
acumulo da PplX na maioria dos individuos do primeiro grupo, tanto em tecidos
tumorais viaveis quanto em areas necroéticas, elucidando que esta técnica pode
ser eficiente para a identificagcao de tecido tumoral (84).

A utilizagdo da espectroscopia de fluorescéncia para o acompanhamento
dos individuos diabéticos se mostra util ndo apenas por ser eficiente na dosagem
da autofluorescéncia de moléculas, mas também por ser uma técnica de facil
execucao, ser rapida e de baixo custo.

A TABELA 9 mostra a comparagcédo entre os dois principais métodos
utilizados atualmente para o acompanhamento do diabetes com a espectroscopia

de fluorescéncia, quanto ao custo e tempo estimado para realizagdo das técnicas.

TABELA 9 - Tempo e custo estimado para realizacdo de diferentes métodos

laboratoriais.

Custo
Método Tempo estimado estimado
Reacgao Analise
Imunoensaio 25 minutos 20 segundos R$ 42,00
Cromatografia 10 minutos 2 minutos R$ 88,00
Espectroscopia de fluorescéncia 5 minutos 30 segundo R$ 10,00

A estimativa para o ensaio de cromatografia foi realizada de acordo com o
custo do teste de dosagem de HbA1c realizado em laboratérios de referéncia. A
estimativa para o imunoensaio e para a espectroscopia de fluorescéncia se deu
de acordo com os ensaios realizados em nosso estudo.

Frente a estes dados pode-se concluir que a espectroscopia de
fluorescéncia € uma técnica eficaz, simples, rapida e de baixo custo para o
acompanhamento do diabetes, tornando a rotina laboratorial mais simples e

limitando os custos.
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CONCLUSOES

e A PplX ndo se mostrou um marcador eficiente para o0 acompanhamento do
DM pela utilizacdo da espectroscopia de fluorescéncia na populagéo
estudada.

e Os niveis de AGE-HSA plasmaticos foram significativamente superiores
nos individuos diabéticos em relagdo aos controles.

e Observou-se correlagdo entre os niveis do AGE-HSA e a presenga de
complicagdes diabéticas, principalmente microvasculares.

e A dosagem de AGE-HSA pode ser mais eficiente para o acompanhamento
da progressao do diabetes que a dosagem de HbA1c.

e A espectroscopia de fluorescéncia € um método analitico eficaz, simples,
rapido e de baixo custo, capaz de detectar a autofluorescéncia da PplIX e
do AGE-HSA.

e A espectroscopia de fluorescéncia &€ uma ferramenta util para o

monitoramento de pacientes diabéticos.
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