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RESUMO

Introdugcdo: A prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem aumentado
dramaticamente em propor¢des pandémicas; em 2014 acometeu 8,5% da populacéo
mundial, ou seja, 422 milhées de adultos. A resisténcia a insulina & fator de risco
para intolerancia a glicose (IGT), DM2 e doencas cardiovasculares e pode ser
detectada em individuos assintomaticos.

Objetivo: Examinar a capacidade da analise espectral da fotopletismografia (PPG)
em detectar a resisténcia a insulina em individuos nao diabéticos.

Material e método: Um total de 100 individuos nao diabéticos (glicemia de jejum
<126mg/dL; HbA1c < 6,4%), 43 homens e 57 mulheres com idade entre 20-63 anos
foram avaliados. Estes individuos foram submetidos ao clamp euglicémicos
hiperinsulinémico, e ao exame fotopletismografico com analise espectral para calculo
e obtencdo do algoritmo fotopletismografico — Poténcia Total (PPG-TP). Para
determinar a especificidade e sensibilidade do PPG-TP na deteccao de resisténcia a
insulina foi utilizada a curva Receiver Operating Characteristic (ROC).

Resultados: Houve correlacéo entre o M-value e PPG-TP (r = - 0,64, p <0,0001). Na
analise geral do grupo a curva ROC mostrou que o ponto de corte de maior
especificidade e sensibilidade foi PPG-TP> 406,2. Utilizando este dado a curva ROC
apresentou sensibilidade = 95,7%, especificidade = 84,4% e AUC = 0,929 para
identificar a resisténcia a insulina. Em analises por sexo, a curva ROC apresentou no
grupo das mulheres sensibilidade = 100,0%, especificidade = 85,4% e AUC = 0,926,
enquanto no grupo de homens foi observada sensibilidade = 92,9%, especificidade =
82,8% e AUC = 0,933. Todas as analises das areas sob a curva (AUC) da curva

ROC foram significativas (p <0,0001).



Conclusao: Em relacdo a outros métodos de avaliacdo de resisténcia a insulina, a
analise espectral da fotopletismografia demonstrou ser uma técnica vantajosa, visto
que pode ser realizada de forma simples, rapida e nao invasiva. O uso do marcador
PPG-TP, obtido a partir da analise espectral fotopletismografica pode ser uma
ferramenta utii no rastreio e acompanhamento de resisténcia a insulina,

principalmente em estudos de larga escala.

Palavras-chave: diabetes, resisténcia a insulina, fotopletismografia, clamp

euglicémico hiperinsulinémico



ABSTRACT

Background: Insulin resistance is a strong risk factor of impaired glucose tolerance
(IGT), type 2 diabetes (T2DM) and cardiovascular diseases. The objective of the
study was to examine the ability of spectral analysis of photoplethysmography (PPG)
to detect insulin resistance.

Material and method: A total of 100 nondiabetic subjects, 43 men and 57 women
aged 20-63 years, mean BMI of 28.1 kg/m2 (range 17.9-50.3), 30 lean, 42
overweight and 28 obese, classified according to BMI, were enrolled in the study.
These patients underwent the hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC) and
examination with the PPG spectral analysis and calculation of the PPG Total Power
(PPG-TP). Receiver-operating characteristic (ROC) curves were constructed to
determine the specificity and sensitivity of PPG-TP in detecting insulin resistance.
Results: There is a strong correlation between M-value and PPG-TP (r= - 0.64,
p<0.0001).The ROC curves showed that the most relevant cutoff to the whole study
group was a PPG-TP>406.2. This cut-off had a sensitivity= 95.7%, specificity =
84.4% and AUC=0.929 for identifying insulin resistance. In a separate ROC analysis,
the women group presented a sensitivity=100.0%, specificity=85.4% and AUC=
0.926 (cutoff > 405.2); while the men group was observed at a sensitivity= 92.9%,
specificity=82,8% and AUC=0.941 (cutoff >406.2). All AUC ROC curve analysis were
significant (p<0.0001).

Conclusion: PPG-TP marker, which uses only a finger oximeter, has significant
advantages in comparison with other methods. These advantages are: ease of use,
non-invasive approach, no complex structure, and is cost effective. Therefore, our

results show that the use of the PPG-TP marker measured from the PPG spectral



analysis is a useful tool in screening and follow up of IR, especially in practice as well

as in large-scale studies.

Keywords: Diabetes, Insulin Resistance, Photoplethysmography, Hyperinsulinemic

Euglycemic Clamp.
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1. Introducéao

1.2. Diabetes mellitus
1.2.1. Prevaléncia e impacto socioeconémico

Em contraposicdo as doencas infecciosas, causas de maior mortalidade no
inicio do século 20, atualmente, as doencas de maior mortalidade sao as
denominadas doencas crénicas nao transmissiveis (DCNT), que se concentram
em quatro grandes grupos: as doencas cardiovasculares, o cancer, as doencas
respiratorias e o diabetes mellitus (DM). No ano de 2005, essas doencas eram
responsaveis por 60% de todos os ébitos mundiais, sendo que em paises de
baixa e média renda esse valor era ainda mais expressivo, cerca de 80% (1).
Se por um lado, o avanco do conhecimento cientifico sobre mecanismos de
infeccdo e prevencao, além das melhorias na saude publica e condigbes de
vida, propiciou a diminuicdo as doencas infecciosas; por outro, as mudancas
sociais, econémicas, demograficas e culturais ocorridas ao longo do século, o
aumento da longevidade e habitos de vida inadequados, como sedentarismo,
etilismo, tabagismo, alto consumo de gorduras e alimentos industrializados,
tornaram as DCNT as principais causas de morte (2)

Dentre os quatro grandes grupos das DCNT, devido aos crescentes
indices de prevaléncia e morbimortalidade, o DM é considerado o mais
desafiador em termos de controle e impacto socioeconémico.

Em 2015 o numero de mortes por complicagcdes decorrentes do DM
atingiu a marca de 5 milhdes de pessoas (3). Além da alta taxa de mortalidade,
a prevaléncia dessa doencga tem aumentado em propor¢des pandémicas. Em
1980 a prevaléncia global do DM era de aproximadamente 108 milhdes de

individuos, ja em 2014 esse numero chegou a 422 milhdes de adultos, cerca de
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8,5% da populagcdo mundial. Neste periodo, a prevaléncia de DM quase
quadriplicou, apresentando taxa de crescimento médio de aproximadamente
4,2% ao ano. As estimativas apontam que, em 2040, a prevaléncia mundial de
DM esteja em torno 642 milhdes, ou seja, mais de meio bilhdo de individuos. O
pais com maior prevaléncia de DM é a China, seguida por india, EUA e Brasil.
O Brasil ocupa o quarto lugar em prevaléncia de DM, apresentando 14,3
milh&es de casos (3,4).

A alta prevaléncia de casos de DM gera um impacto econémico
significativo. Mundialmente, o valor total anual dos gastos com o DM atinge a
cifra de US$ 673 bilhdes. Quase metade deste valor, em torno de US$ 320
bilhdes, foi despendido apenas nos EUA; no Brasil, este gasto foi em torno de
US$ 22 bilhdes, ou seja, aproximadamente R$ 94 bilhdes (3). Este valor
representa quase a totalidade da execucao orcamentaria do Ministério da
Saude do Brasil em 2015, que foi de quase R$103 bilhdes. Em termos de
produto interno bruto (PIB), projecdes indicam que em 20 anos a perda no PIB
mundial, em decorréncia do DM, sera em torno de US$ 1,7 trilhdes (4).

Diante destes numeros constata-se que o DM potencializa o aumento
dos custos da saude publica, podendo comprometer significativamente a
sustentabilidade dos sistemas de saude no longo prazo. E além dessa
esfera econbmica, o DM exerce também impactos sociais multiplos, que
refletem consideraveis limitacdes a qualidade de vida, a produtividade e a

funcionalidade dos individuos acometidos.
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1.2.2. Conceito, diagnéstico e classificacao

Conceitualmente o DM é um disturbio metabdlico heterogéneo
caracterizado pela hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo de
insulina, na acao da insulina ou em ambas (5). A hiperglicemia prolongada,
devido a perda da homeostase glicémica, tem efeito glicotoxico, que se
expressa principalmente pela glicacdao de proteinas, hiperosmolaridade e
aumento dos niveis de sorbitol intracelular. Os efeitos da glicotoxicidade estéao
associados a alteracées micro e macrovasculares que promovem ao longo da
evolucdo clinica da doenca lesbes organicas extensas e irreversiveis. Essas
lesdes implicam principalmente em complicagdes cronicas cardiovasculares,
nefropatias, retinopatias e neuropatias (6).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (5,7), os critérios para
diagnédstico do DM se baseiam na glicemia e na hemoglobina glicada (HbA1c).
Utilizando a glicemia sao trés os critérios aceitos para o diagnostico do DM
glicemia de jejum, glicemia de 2 h pdés-sobrecarga de 75 g de glicose, e
glicemia casual, que consiste naquela realizada a qualquer hora do dia, sem se
observar o intervalo desde a ultima refeicao.

Os valores de concentracao glicémica utilizados como diagnéstico para o
DM sao: glicemia de jejum = 126 mg/dL; glicemia de 2 h pds-sobrecarga de 75
g de glicose = 200 mg/L e glicemia casual = 200mg/dL. Os valores de glicemia
considerados normais sao: glicemia de jejum <100 mg/dL; glicemia de 2 h pés-
sobrecarga de 75 g de glicose <140 mg/L (5).

Entre os valores considerados normais e os valores de diagnéstico, existe
uma faixa de valores pertinentes a duas categorias intermediarias entre a

homeostase normal da glicose e o DM. Essas categorias, referidas também



20

como pré-diabetes, sao a glicemia de jejum alterada, ou intolerancia de jejum, e
a tolerancia a glicose diminuida ou intolerancia a glicose. A intolerancia de
jejum alterada ocorre quando a glicemia de jejum esta entre 100 mg/dL e 126
mg/dL. Enquanto a intolerancia a glicose ocorre quando, apos sobrecarga de
75 g de glicose, o valor de glicemia aos 120 minutos situa-se entre 140 e 199
mg/dL (5).

Utilizando-se a Hb1Ac como critério diagnéstico para o DM tem-se como
recomendacado que os individuos com HbA1c = 6,5% sejam diagnosticados
diabéticos, havendo necessidade da confirmacao do valor em segunda coleta.
Enquanto individuos com valores de HbA1c entre 5,7 e 6,4% sao classificados
como intolerantes a glicose. Os valores considerados normais sao o0s
compreendidos abaixo de 5,7% (5).

As avaliagcbes diagnosticas sao recomendadas de acordo com os
sintomas classicos do DM, apresentados pelo individuo. Sendo eles: poliuria,
polidipsia e perda nao explicada de peso (5).

Embora, conhecida desde a antiguidade, somente no ultimo século a
etiologia e fisiopatologia do DM comecou a ser compreendida. Conforme sua
etiologia, o DM pode ser classificado em diferentes tipos: diabetes mellitus tipo
1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus gestacional e outros
tipos especificos, que incluem: defeitos genéticos na funcdo das células 3,
defeitos genéticos na acdo da insulina, doengas no pancreas endocrino,
endocrinopatias, induzidos por drogas, induzidas por infecgbes, formas
incomuns de DM autoimune e outras sindromes genéticas por vezes

associadas ao DM (8).
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Considerando a prevaléncia dos tipos de DM, os de maior importancia
sdo o DM1 e DM2. Sendo que o DM1 compde de 5 a 10% dos casos totais de
DM e o DM2 representa de 90 a 95% dos casos de diabetes em adultos (9).

No DM1 o processo etiolégico responsavel pela hiperglicemia é a
deficiéncia na sintese de insulina por parte das células $ pancreaticas. Este
tipo de DM pode ainda ser subdividido em diabetes mellitus tipo 1A, quando a
destruicdo das células B pancreaticas tem origem autoimune; e em diabetes
mellitus tipo 1B, de natureza idiopatica. A maioria dos casos de DM1 é do tipo
1A (10).

No DM2, o mecanismo fisiopatolégico basico presente é a resisténcia a
acao periférica da insulina (RI). No entanto, o aparecimento clinico do DM2
esta relacionado a um evento posterior ao surgimento da RI, que é a faléncia
das células B pancreaticas que, num determinado momento da evolucéo clinica
do paciente, perde a capacidade de compensar a Rl, com o aumento de sua
secrecao (11-14).

A historia natural do DM2, portanto, poderia ser compreendida da seguinte
forma: alguns anos antes do inicio do DM2,ocorreria a RIl, tendo como
principais consequéncias a diminuicdo da captacao de glicose pelo tecido
muscular esquelético, hepatico e adiposo; o aumento da lipdlise e o bloqueio
da inibicdo da gliconeogénese hepatica (15). Estes efeitos levariam a um
estado de hiperglicemia, caracterizando o quadro clinico de intolerancia a
glicose. Essa hiperglicemia, inicialmente, induziria o aumento da fungao das
células B pancreaticas, que aumentariam a secrecao de insulina a fim
compensar o quadro de RI. Entretanto, ao longo dos anos, devido a fatores

como glicotoxicidade, lipotoxicidade, e mecanismos intrinsecos, as células
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pancreaticas entrariam em faléncia, perdendo sua capacidade secretéria. Essa
perda de secrecao compensatéria, somada a RI, ja instalada anteriormente,
marcariam o inicio do DM2, com a perda total da homeostase glicémica (5,16).
Estudos epidemiolégicos, realizados em diferentes grupos populacionais
corroboram essa sequéncia de eventos que ocorrem entre o surgimento da
resisténcia a insulina e o aparecimento clinico do DM2, permitindo considerar
que a RI é forte fator preditor para o DM2 (12,15,17). Sendo a RI componente
chave na patogénese do DM2, tem-se que ambas apresentam fatores de risco
comuns, como envelhecimento, sedentarismo, historia familiar e obesidade
(18,19). Este ultimo, aparece como um fator de risco dos mais importantes
devido a relacédo praticamente linear entre o ganho de peso e o aparecimento

de resisténcia a insulina (20,21).

1.3. Resisténcia a insulina

1.3.1. Conceito e mecanismos moleculares de acao e resisténcia

insulinica

A insulina € um horménio anabdlico essencial para a manutencao da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular, esse
horménio é secretado pelas células B pancreaticas das ilhotas pancreaticas em
resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose, aminoacidos e acidos
graxos. Regula a homeostase de glicose em varios niveis: reduzindo a
producdo hepatica de glicose, via diminuicdo da gliconeogénese e
glicogendlise; e aumentando a captacao periférica de glicose, principalmente

nos tecidos muscular e adiposo. Estimula a lipogénese no figado e nos
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adipécitos, onde também age reduzindo a lipdlise. E ainda aumenta a sintese e
inibe a degradacao proteica (22,23).

A Rl pode ser definida como um estado metabdlico no qual as
concentracdes fisiolégicas de insulina produzem resposta bioldgica diminuida,
ou seja, um estado patolégico no qual as células alvo tém resposta insuficiente
as concentracdes normais de insulina circulante (15,24,25). Como apresentado
no tépico anterior, sobre a histéria natural do DM, na Rl ha um mecanismo
compensatério de aumento da secrecao pancreatica de insulina, levando a
hiperinsulinemia, para manter a glicemia em concentracdes normais (26). Este
estado foi definido como sindrome de resisténcia a insulina (27). Em
populacdes nao diabéticas a prevaléncia de RI esta entre 20 a 25% dos
individuos (12,28).

Do ponto de vista molecular, de forma simplificada, a sinalizacao intracelular
da insulina em tecidos insulino-sensiveis inicia-se com a ligacao do horménio a
um receptor especifico de membrana, o receptor de insulina. Este receptor &
uma proteina heterotetramérica com atividade tirosina-quinase, composta por
duas subunidades a, extracelulares, onde se localiza o sitio de ligacdo da
insulina, e duas subunidades [, intracelulares, onde se localiza o sitio catalitico.
A ligagao da insulina as subunidades a leva a mudang¢a conformacional da
subunidade B, e consequente autofosforilagcdo, o que ativa sua capacidade
tirosina-quinase (29). Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios
substratos protéicos em tirosina incluindo membros da familia dos substratos
dos receptores de insulina (IRS 1/2/3/4) (30). A fosforilacdo em tirosina das
proteinas IRS promove a ativacao de proteinas chaves responsaveis pelas vias

de sinalizagao intracelular, como a via da Fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K),
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que ativa a proteina Akt, fundamental para a translocacdo da molécula
transportadora de glicose 4 (GLUT4) para a superficie celular e transporte de
glicose para o meio intracelular (31-33); a via da proteina quinase ativadora de
mitose (MAPK), e a ativacdo do proto-oncogene Cbl (34). Essas vias regulam o
transporte de glicose, a sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, o
crescimento e diferenciacao celular, e a expressao génica especifica (35).

Embora existam vias principais de ativacdo primaria, os mecanismos
moleculares de sinalizacédo e acao insulinica envolvem uma complexa rede de
proteinas e moléculas, que vao desde alteragdes conformacionais de proteinas
intracelulares até modulacdo da transcricdo e traducdo génica especifica.
Deste modo, a simples falha, em quaisquer dessas vias que compde essa
complexa rede de sinalizacao, pode levar a resposta diminuida da célula alvo
em relacao a acao insulinica normal.

Considerando essa complexa rede de sinalizacao insulinica, varios modelos
experimentais de resisténcia a insulina tém sido propostos, de modo que o
estudo destes modelos tem auxiliado na elucidacdo dos principais
mecanismos moleculares de resisténcia a insulina.

Os modelos experimentais que se demonstraram mais relevantes apontam
que a autofosforilagcao do receptor de insulina apés a ligacdo do horménio esta
reduzida em diversas situacdes de resisténcia a insulina, assim como esta
reduzida também sua atividade tirosina-quinase (36,37). Outro mecanismo
molecular relevante de resisténcia a insulina acontece quando o IRS-1é
fosforilado em serina por serinas-quinases intracelulares. Uma vez fosforilado
em serina, torna-se incapaz de ser fosforilado em tirosina, impedindo a

ativacao da PI3K, bloqueando a transmissao do sinal insulinico (38,39).
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Além disso, o IRS-1 fosforilado em serina, pode inibir retrogradamente a
ativacao do receptor de insulina, pois uma vez ligado ao receptor, inibe sua
capacidade tirosina-quinase, impedindo a transmissao do sinal de insulina para
outras moléculas de IRS-1, ou ainda para outros substratos deste receptor (40).
Diversas serinas-quinases foram identificadas como capazes de fosforilar o
IRS-1 em serina, como, por exemplo, a c-jun N-terminal quinase 1 (Jnk1) (41) e
o complexo enzimatico com atividade serina-quinase (IKK) (42).

A analise conjunta dos modelos experimentais permite entender que
bloqueios na transmissao do sinal de insulina intracelular podem estar
relacionados a resisténcia as acodes fisiologicas deste horménio. E a reversao
destes bloqueios a sinalizacdo pode resultar em melhora da sensibilidade a

insulina.

1.3.2. Outras doencas e disturbios associados a resisténcia insulinica

Além de fator preditor para o DM2, a RI, senao base fisiopatologica, esta
envolvida com diferentes entidades clinicas prevalentes na populacao.

A sindrome metabdlica, descrita por Reaven (1988) (12) como sindrome
X, e mais recentemente, e ndo por acaso, descrita como sindrome da
resisténcia a insulina, tem a Rl como componente central € elo entre as demais
alteragcdes que podem estar presente nesta sindrome, como obesidade
abdominal, hipertensao arterial, dislipidemia, e alteracao glicEmica (43,44).

Reaven (1988) (12), propds ainda, ser a Rl a causa central da etiologia
da hipertensao arterial sistémica (HAS) e das doencas cardiovasculares (DCV).
De fato, varios estudos confirmaram essa associacéo entre Rl, HAS e DCV

(45-47). Individuos portadores da sindrome de resisténcia a insulina, além de
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maior prevaléncia de hipertensao arterial, possuem disfungcdo endotelial
associada (48,49).

A RI também & associada ao aumento da concentracao plasmatica de
triglicérides, e menor concentracao de HDL (50,51). A presenca de hipertensao
arterial, associada a disfuncao endotelial e dislipidemia, explicaria, em parte, a
grande propensao deste grupo de individuos, portadores de RI, a
morbimortalidade cardiovascular (12).

Estudos epidemioldégicos mostram também que individuos com
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, estdo sob maior risco de desenvolver
neoplasias, e esteato-hepatite ndo-alcodlica (52—-54).

A sindrome dos ovarios policisticos (sop) € uma das desordens
endocrinolégicas mais frequentes em mulheres na idade reprodutiva, e hoje
esta bem estabelecido que a prevaléncia de resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia é significativamente maior nessas pacientes (55,56).

Além das condicbes patoldgicas e disturbios associados a RI, existem
situacgdes fisiolégicas, como a puberdade, a gravidez, a menopausa e a prépria
senescéncia em que a resisténcia a insulina, de forma transitéria ou definitiva,

constitui alteracao fisiopatologica frequente (57).

1.3.3. Funcao endotelial e resisténcia a insulina

A maior parte das complicagdes decorrentes do DM2 €& de origem
vascular, sejam cardiovasculares, ou associadas a acidentes vasculares
encefalicos. Essa relacdao entre DM e alta incidéncia de complicagées micro e
macrovasculares, € explicada, em parte pelos efeitos da Rl sobre o endotélio

vascular (58).
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Através da sua funcao autécrina/paracrina, o endotélio regula a secrecao
de multiplos fatores que podem modificar a funcado plaquetaria, o estado
contratil e proliferativo das células musculares lisas vasculares. Estas
moléculas incluem o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl 2) e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que sao vasodilatadoras e
inibidoras da fungao plaquetaria, adesao leucocitaria e proliferativa das células
musculares lisas (59,60). As células endoteliais podem também produzir
vasoconstritores e promotores de crescimento, como a angiotensina Il,
endotelina-1 (ET-1), tromboxane A2, prostaglandina H2, e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (61).

A disfuncdo endotelial, refere-se a um desequilibrio na producgao
endotelial de mediadores que regulam o ténus vascular, agregacao plaquetaria,
coagulacao e fibrindlise, sendo o tdnus vascular o aspecto mais estudado. Ha
evidéncias de que na disfuncdo endotelial o papel protetor do endotélio esta
diminuido ao passo que a producdo de mediadores vasoconstritores, pro-

agregatérios e pro-mitogénicos estao mantida ou acentuada (62).

1.3.3.1. Acao insulinica no endotélio

Além do controle da homeostase glicémica, a insulina exerce controle
sobre a homeostase vascular. No endotélio, a insulina age por duas vias: a via
da PI3K, e a via da MAPK. Ou seja, a mesma via de ativacao da PI3K, e IRS-1,
que ocorre apoés a ligacao da insulina com seu receptor, essencial para a
captacao de glicose nos tecidos-alvo dependentes de insulina, como o musculo
esquelético e tecido adiposo; esta presente no endotélio, estimulando a

producao de NO endotelial (NOg) mediada pela insulina. A producao de NO,
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derivada da acado insulinica, tem efeito vasodilatador nao apenas
macrovascular, arterial, mas também na microvascularatura, controlando a
resisténcia dos terminais arteriolares; levando ao aumento do fluxo sanguineo
no musculo esquelético e outros tecidos alvos (63). Somado ao seu efeito
vasodilatador primario o NO, promoveria inibicao da adesividade e migracao de
leucdcitos, o primeiro indicador morfolégico de ateroesclerose; reduziria a
permeabilidade endotelial para macromoléculas e lipoproteinas, assim
diminuindo o acumulo subendotelial de LDL colesterol e subsequente formacgao
de células espumosas; inibicdo da proliferacdo e migracdo das células
musculares lisas vasculares; inibicdo da adesividade e agregacao plaquetaria,
a via final comum mediando as sindromes vasculares agudas. Em resumo, a
insulina, em sua acdo normal, estimulando a producdo de NO, tem acéo
inibitéria nas principais vias envolvidas na aterogénese (64).

Se por um lado a ativacdo endotelial da via da PI3K promove efeitos
antiateroscleroéticos, por outro, a via da MAPK, também ativada pela insulina,
pode mediar a expressao de fatores pré-aterogénicos. No endotélio, a via da
MAPK medeia o crescimento celular; a capacidade migratoria das células
endoteliais, do musculo liso vascular e dos monécitos; a producao de fatores
pré-fibrético e trombéticos como o inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-
1), a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesao
celular vascular-1 (VCAM-1); e a producao de um potente vasoconstritor a
endotelina 1 (ET-1) (65).

No endotélio a Rl compromete a via de sinalizagao da PI3K, enquanto as
funcdes mediadas pela via da MAPK operam normalmente. E possivel que na

tentativa de sobrepujar a inibicado da via de sinalizagdo insulinica, a
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hiperinsulinemia possa continuar a estimular a via de sinalizacdo mitogénica da
insulina, exercendo seus efeitos aterogénicos indesejados (62). Assim, a
resisténcia a insulina, através da hiperinsulinemia, contribui para a disfuncao
endotelial, sendo fator de risco independente para doencas cardiovasculares

em individuos saudaveis (58,66,67).

1.3.3.2. Glicotoxicidade, lipotoxicidade e endotélio

A lipotoxicidade e glicotoxicidade, presentes na RI, também contribuem
para a disfuncao endotelial. A hiperglicemia e a dislipidemia levam ao aumento
de ROS, que por sua vez acentuam o comprometimento da sinalizacado
insulinica, e diminuem a biodisponibilidade do NO, (68-70). Alternativamente, o
aumento de acidos graxos livres e metabdlitos lipidicos podem interferir
diretamente na via se sinalizacao insulinica, pela ativacdo de moléculas que

fosforilam o IRS-1 em serina, como a proteina quinase C (PKC) e IKK (71,72).

1.3.3.3. Sistema nervoso autonémico, Rl e funcao endotelial

A insulina exerce ainda, efeito sobre o sistema nervoso autondémico
(SNA), agindo de forma excitatéria sobre o sistema nervoso simpatico (73,74).
A hiperinsulinemia, presente na RI, pode levar a sobrecarga simpatica,
promovendo aumento no ténus basal vascular periférico (75), e contribuindo

assim para a perda da homeostase endotelial vascular (76).
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1.4. Avaliagao da resisténcia a insulina

Apesar da RI possuir um componente genético importante (77), a
mesma pode ser modulada de forma significativa por influéncia ambiental,
principalmente pelo sedentarismo e pela obesidade (12). Assim, intervencdes
no estilo de vida, como a pratica de exercicios fisicos, bem como a perda de
peso e a implementacdo de dietas adequadas, tem sido importantes no
tratamento de individuos com risco para DM2, podendo reverter o quadro de
resisténcia a insulina presente nestes casos (78,79).

Neste contexto, a capacidade de medir e diagnosticar a resisténcia a
insulina € de suma importancia, nao apenas para a melhor compreensao da
etiologia do DM2, mas também para estudos epidemioldgicos, e principalmente

para prevenir ou retardar o aparecimento do DM2 e suas complicacgdes.

1.4.1. Método padrao ouro: Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

Varios meéetodos  tém sido utilizados para avaliar a
sensibilidade/resisténcia a insulina, tanto em estudos clinicos individuais como
em estudos populacionais. O método padrao-ouro para avaliar a resisténcia a
insulina € o clamp euglicémico hiperinsulinémico (CEH), que consiste em
técnica de avaliacao in vivo, que permite avaliar a sensibilidade tecidual a acao
da insulina através da mensuracao da captacao total de glicose em resposta a
hiperinsulinemia constante. A determinacao da resisténcia a insulina pelo
clamp baseia-se no conceito de que em condigcbes glicEmicas e
hiperinsulinémicas constantes, a quantidade de glicose consumida pelos

tecidos seria igual a quantidade de glicose infundida durante o teste, onde a

glicemia € mantida dentro de limites constantes e normais. Durante o teste,
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pressupde-se que a producao hepatica de glicose € completamente suprimida
pela infusdo de glicose realizada, e o estado de equilibrio dindmico da glicemia
€ mantido, tornando a quantidade de glicose infundida reflexo direto da glicose
utilizada pelo organismo. Deste modo, a taxa média da necessidade de infusao
da glicose, no repouso, traduz a medida da sensibilidade insulinica e é
quantificada em miligramas de glicose por quilo de peso por minuto pelo indice
denominado M-Value, ou simplesmente M (57,80,81). Assim, quanto maior o
M-value, maior sera a sensibilidade a insulina, ou seja, menor a resisténcia a
insulina.

O M-value pode ser expresso como a utilizacdo de glicose por quilo de
massa total, ou ainda, pode ser normalizado pela massa magra (FFM) do
individuo, de modo a ser mais fidedigno uma vez que em individuos com
sobrepeso ou obesos nao teria influéncia da massa gorda (28,82).

Considerando que muitos estudos sao realizados de forma comparativa,
em diferentes populacdes e com diferentes taxas de infusdo insulinica, nao ha
consenso sobre os valores de corte do M-value que definam resisténcia a
insulina.

Nesse sentido, Bergman (1985) (83) examinando diferentes trabalhos de
avaliacao de sensibilidade a insulina in vivo, encontrou em estudos
desenvolvidos com o CEH, com taxa de infusdo de 40 mU/m2.min, valores
médios do M-value entre 4,7 a 8,7 mg/kg/minuto; e propés de forma
conservadora, como ponto de corte para diagnostico de resisténcia a insulina,
em populagdes ndo obesas e nao idosas, o valor de 4,7mg/kg/min (81,83).

Outros estudos, realizados em populacdes com diferentes niveis de

tolerancia a glicose, variacbes de idade e peso consideraram, de forma
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arbitraria, valores do M-value abaixo de 4,0 mg/kg/min como corte para
diagnéstico de RI (84).

Uma das mais relevantes avaliacdes realizados com o CEH, liderados
por grupos europeus e americanos de estudos em resisténcia a insulina,
envolvendo mais 2000 individuos ndo diabéticos, utilizando medidas de
sensibilidade e especificidade, encontrou como melhor ponto de corte para Rl o
M-value de 5,0 mg por quilo de massa magra por minuto (85).

Como nao ha consenso sobre o ponto de corte, considerando a
prevaléncia de Rl na populacdo nao diabética (12,85), alguns autores, tém
adotado e sugerido a prépria distribuicdo dos dados do grupo estudado para
estabelecer o parametro de corte, utilizando para isso o valor do quartil inferior
da distribuicado amostral (85—-88). Deste modo, valores abaixo do quartil inferior
da distribuicdo do M-value, indicariam a presenca de RI.

De modo geral, considerando os diferentes métodos de avaliagao da RI,
para qualquer indice, o ponto de corte para a definicdo de RI é arbitrario;
podendo corresponder ao extremo inferior da distribuicdo normal da
sensibilidade a insulina numa populacdo, ou ainda, ao ponto de corte que
apresenta o melhor equilibrio entre especificidade e sensibilidade estatisticas
(89).

Embora o CEH seja considerado um padrdao ouro de avaliacao de
resisténcia a insulina, devido a fatores como alto custo, complexidade,
treinamento especifico de pessoal para realizacéo e duracao do teste, além de
sua natureza invasiva;, nao é pratico ou aplicavel em larga escala, sendo
restrito a estudos clinicos realizados em centros altamente capacitados e com

um numero reduzido de individuos.
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1.4.2. Outros métodos para avaliagao da resisténcia a insulina.

Devido as desvantagens restritivas do CEH, que o inviabiliza para uso
na pratica clinica ou em estudos de larga escala, métodos alternativos de
avaliacao da resisténcia a insulina foram desenvolvidos com base em modelos
matematicos derivados de parametros metabdlicos.

De fato, os primeiros ensaios para avaliacdo da Rl in vivo foram
conduzidos no final dos anos 30. Estes ensaios compreendiam a realizagcao de
duas curvas glicémicas, uma com e outra sem infusdo de insulina intravenosa,
de modo que a sensibilidade a insulina era expressa pela razdo entre as areas
sob as respectivas curvas glicémicas dos dois testes (24). Contudo, somente
em 1968, com os estudos de Berson e Yalow (1968) (90), que descreveram as
técnicas de mensuracao da insulina, foi possivel realizar a primeira descricéo
de RI baseada na concentracdo plasmatica deste horménio. A partir desta
técnica, varios métodos de estimativa dos efeitos fisiolégicos da insulina foram
desenvolvidos (91).

Considerando que a RI se refere frequentemente ao metabolismo da
glicose, os diferentes métodos para avaliacao da RI, sejam eles dindmicos ou
baseados em dados basais, tem como principio dois parametros fundamentais:
as concentracdes plasmaticas de glicose e de insulina circulante no estado de
equilibrio dinamico (steady state).

O mais simples desses métodos € a insulinemia de jejum. Em individuos
resistentes a insulina, as concentracdes plasmaticas de jejum se encontram
elevadas e se correlacionam com a intensidade da resisténcia a insulina

determinada pelo clamp euglicémico hiperinsulinémico (92). A desvantagem
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desta técnica, no entanto, € que apresenta correlacbes fracas com a acéao
insulinica in vivo. Dependendo do ensaio utilizado, pode ter reacao cruzada
com a pré-insulina. A pré-insulina esta tanto, ou mais elevada, quanto mais
resistente a insulina é o individuo. Outro aspecto € que, em estado de jejum, a
glicose & consumida principalmente pelos tecidos nao dependentes da acao da
insulina para a sua metabolizacdo. Além do mais, nao reflete a acdo da insulina
em tecidos dependentes de sua acdao, como os musculos (93).

O indice do modelo de avaliagcdo da homeostase- resisténcia a insulina
(Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance index - HOMA-IR)
também constitui um método simples para avaliacéo da RI, e de maior acuracia
quando comparado a insulinemia, pois seu calculo representa a relacéo entre a
glicemia e a insulinemia de jejum (94,95). O HOMA-IR pode ser calculado pela
formula: [insulina de jejum (mU/mL) X glicemia de jejum (mmol/L)/ 22,5], € um
método pratico e de baixo custo. Sendo alternativo ao CEH, é amplamente
usado em estudos epidemiolégicos. Os valores de corte sado relativos, pois
sofrem influéncia de varios fatores como etnia e idade. O modelo da equacéao
HOMA-IR é util para a avaliagdo da resisténcia a insulina em individuos
normotolerantes, com intolerancia a glicose, com diabetes e outras condi¢cdes
de resisténcia a insulina. Entretanto, em individuos com insuficiéncia na fungao
das células 3, o HOMA-IR pode né&o oferecer bons resultados (96). Em estudos
de larga escala, nos quais se dispde apenas de dados relativos a insulinemia e
glicemia de jejum, o HOMA-IR constitui um método adequado e robusto para
avaliacao da RI (97).

Assim como o HOMA-IR, o indice quantitativo da insulina de jejum

(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index - QUICKI) &€ também um método



35

de avaliacao da RI baseado na glicemia e insulinemia de jejum. No entanto,
para estabelecer a sensibilidade insulinica, os valores das duas variaveis
sofrem transformacao logaritmica permitindo a obtencdo de um indice de
acordo com a seguinte formula: QUICK = 1/log | + log G, onde: G = Glicemia
plasmatica em jejum, medida em mmol/L | = Insulinemia plasmatica em jejum,
medida em mU/L (98). Em sua validacao inicial, em determinados grupos
populacionais, este método demonstrou melhor correlagao linear com o CEH,
menor coeficiente de variagdo e melhor poder discriminatério do que o HOMA-
IR (99,100). Tanto o HOMA-IR como o QUICKI fornecem informacgdes sobre o
estado de jejum refletindo em maior grau o efeito da insulina na supressao da
producao hepatica de glicose e nao a captacao de glicose pelos tecidos.

Como ja mencionado, os primeiros testes de avaliagcdo da RI utilizavam
a curva glicémica, expressa no teste de tolerancia oral a glicose (TTOG).
Dessa forma, além de ser ferramenta diagnéstica para o DM, o TTOG € um
método que pode fornecer diferentes indices para avaliacdo da Rl. O TTOG
padrao consiste na ingestao oral de 75g de glicose, dissolvidos em 300mL de
agua, em até 5 cinco minutos, com determinacdes de glicemia e insulinemia a
cada 15 ou 30 minutos durante 2 ou 3 horas. A razao entre a glicemia e a
insulinemia é calculada para cada ponto e também para toda a curva. Quanto
menor o incremento na glicose por unidade de insulina, mais sensivel o
individuo (16). Além deste calculo, existem varios outros propostos na
obtencao de indices que avaliam a Rl a partir do TTOG. Embora estes indices
utilizem diferentes modelos matematicos, todos se baseiam na dinamica
homeostatica das concentracées de insulina e glicose, seja no jejum ou ao

longo da curva glicémica. Os principais marcadores de sensibilidade a insulina
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obtidos pelo TTOG sao os indices propostos por Hollenbeck (1984) (92),
Cederholm (1990) (101), Gutt (2000) (102), Matsuda (1999) (16), Belfiore
(2001) (103), Stumvoll (2000) (104) e Mari (2001) (105). As criticas ao TTOG
incluem a baixa reprodutibilidade, a variacao da absorcao oral de glicose e seu
efeito na producdo intestinal de peptideos estimuladores da secrecédo de
insulina e a variacao individual da supressao da producao hepatica de glicose
pela sobrecarga de glicose (106).

O teste de tolerancia a glicose intravenosa com amostras frequentes
com Modelo Minimo (Frequently sampled intravenous glucose tolerance test —
FSIVGTT) € um método de avaliacdo de Rl que tem como principio a infusao
aguda intravenosa de glicose (0,3 g/kg de glicose a 50% em 1 min), seguida de
multiplas coletas num periodo de 3 horas, medindo-se as concentracdes de
glicose e insulina. A partir dos valores de insulinemia e glicemia, obtém-se o
indice de sensibilidade a insulina, que representa o clearence de glicose
plasmatica por unidade de insulina plasmatica. Este indice de sensibilidade &
obtido através de modelo computacional que interpreta o padrao insulinémico e
glicémico mensurados durante o teste. Assume-se neste método que o
clearence da glicose plasmatica é dependente de dois componentes distintos:
um independente da resposta insulinica, ou seja, a capacidade da glicose em
induzir a seu proprio metabolismo em termos de sua captacao pelos tecidos ou
supressao da producéao de glicose pelo figado; e outro dependente da resposta
secretoria de insulina. Estes dois componentes sao utilizados na obtencao do
indice de sensibilidade pelo programa computacional (107,108). Embora, o
modelo utilizado neste método seja suficientemente complexo para refletir com

acuracia os mecanismos de desaparecimento da glicose apds sua injecao
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intravenosa, alguns estudos mostram que a sensibilidade a insulina calculada
pode ser superestimada em até 30% (109).

Os métodos de avaliacdo de RI descritos, com excecdo do CEH, sao
considerados métodos indiretos de avaliacdo da RI, pois se baseiam na analise
da insulina endégena, principalmente em condi¢cdes homeostaticas. Como
métodos diretos de avaliacdo, tém-se aqueles que analisam os efeitos da acao
insulinica com base na insulina exégena administrada de forma intravenosa em
quantidade e padrao especifico para cada individuo. Além do CEH, o teste de
tolerancia a insulina (ITT) e o teste de supressao de insulina constituem
meétodos diretos na avaliacao da RI.

O ITT se constitui na injecao intravenosa em bolo de 0,1 Ul de insulina
regular humana por quilo de peso corporal, sendo avaliada a taxa de
decaimento da glicose entre 3 e 15 minutos apés a infusao da insulina. A
sensibilidade a insulina € indicada pela constante de desaparecimento da
glicose (KITT), estimada pela inclinacéo da linha de regressao do logaritmo da
glicemia contra o tempo durante os primeiros 3-15 min, quando a concentracao
de glicose plasmatica cai linearmente. A queda da glicose é determinada por
dois fatores: supressao da producao hepatica de glicose e estimulo a captacao
de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis. A interpretacdo do ITT se baseia
em quanto mais rapida e intensa for a queda da glicose mais sensivel o
individuo € a insulina. O indice corresponde a queda da glicose expressa em %
/ minuto. Quanto maior o KITT maior a sensibilidade a insulina. Assim a queda
da glicose observada nos primeiros 15 minutos apéds o inicio do teste reflete a

captacao de glicose pelos tecidos induzida pela insulina, bem como a inibicéo
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da liberacdo de (glicose pelo figado. Este método apresenta boa
reprodutibilidade e boa correlagdo com o CEH (110,111).

O teste de supressado de insulina pode ser considerado o reverso do
CEH, ou seja, a taxa de infusdo de glicose exdégena durante a infusdo de
insulina € mantida constante enquanto a concentracao plasmatica de glicose
pode variar, de modo que em estado de equilibrio, quanto maior a
hiperglicemia obtida pior a sensibilidade insulinica. O objetivo deste teste é
observar o consumo de glicose injetada a partir de um nivel fixo de
hiperinsulinemia. Com a infusdo de insulina a velocidade fixa, é atingido um
nivel estavel de insulina (steady-state plasma insulin- SSPI). Como nao ha
producao endogena de glicose, o nivel estavel de glicose (steady-state plasma
glucose- SSPG) fornece uma medida da capacidade da insulina em estimular o
consumo de glicose infundida. Durante o teste a glicose € dosada a cada 5 ou
10 minutos visando identificar e caracterizar o SSPG. Assim, quanto maior o
SSPG mais resistente a insulina sera o individuo (112,113). Devido ao fato de
que a hiperglicemia induzida poder estimular a liberacdo endégena de insulina
pode-se utilizar adrenalina ou somatostatina para suprimir a resposta da célula
B pancreatica (112).

Todos estes métodos abordados sao os mais relevantes na avaliacao da

RI, seja por serem os mais frequentemente utilizados, ou ainda por

apresentarem boa correlagdo com o padrao ouro de avaliagdo da Rl, o CEH.
Entretanto, & crescente o numero de novos biomarcadores da Rl propostos nos
estudos cientificos que abordam este tema. Moléculas protéicas, como a

catepsina D, leptina, proteina ligadora de acidos graxos — 4 (114,115);

moléculas do perfil lipidico, como colesterol, triglicérides e HDL(116); e
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moléculas glicadas, como a albumina glicada e a prépria hemoglobina glicada
tém sido alvo de extensa investigacdo em estudos que buscam marcadores
praticos e confiaveis na deteccao de Rl (117-119).

Embora existam métodos de avaliacdo da RI alternativos ao clamp, ou
seja, métodos menos complexos, de menor custo, mais facilmente executaveis;
eles ainda apresentam um revés quando aplicados em larga escala, pois
requerem, pelo menos, uma amostragem de sangue, bem como estrutura
laboratorial minima para coleta, processamento e analise das amostras
sanguineas. Assim, o desenvolvimento de novas técnicas para avaliacao de
resisténcia a insulina que sejam eficientes, simples, precisas, de baixo custo, e
nao invasivas tornam-se cada vez mais importantes, tanto nas investigacoes
clinicas como em estudos populacionais. Essas novas técnicas poderiam
ajudar nao apenas na prevencao do DM2 como também em todas as doencas

associadas ao mesmo.

1.5. Fotopletismografia

Com o avanco tecnolégico, tanto de equipamentos quanto de recursos
computacionais, € crescente o numero de dispositivos e técnicas desenvolvidos
e empregados tanto na avaliacdo de processos fisiolégicos como em
alteracdes patoldgicas. A fotopletismografia (PPG) € uma destas técnicas, que
embora tenha sido validada na década de 30, atualmente &€ amplamente
estudada na analise de variados processos fisiopatolégicos, principalmente, por
ser técnica nao invasiva e apresentar caracteristicas como boa

reprodutibilidade, baixo custo, baixa complexidade e rapida execucgao.
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A PPG consiste na leitura de mensuracdes opticas, utilizadas para
detectar variacbes de volume de sangue no leito microvascular tecidual
(120,121). Este método tem como principio a mensuracao da quantidade de luz
infravermelha absorvida ou refletida pelo sangue, em funcéo das alteracées de
volume no leito microvascular provocadas por variagcdes da pressao sanguinea
nos vasos. Dada a relacdo existente entre o fluxo sanguineo vascular e a
quantidade de luz absorvida ou refletida, € possivel observar a variacdo de
volume com base ha mensuracao da luz detectada (121,122).

O dispositivo que realiza a PPG é composto basicamente de dois
componentes: um éptico, fonte da luz que sera direcionada ao tecido, e um
eletrénico, fotodetector, que ira medir e registrar minimas variagcdes na
intensidade de luz associadas a alteracdbes na perfusdo sanguinea;
convertendo essas variagcdes em sinais elétricos, graficamente representados
por ondas pulsateis (123). Tais ondas refletem diretamente o pulso arterial,
caracterizado pela onda de pulso, que modifica o volume sanguineo
microvascular a cada ciclo cardiaco (124).

A PPG tem sua aplicagao consolidada em diferentes segmentos clinicos,
desde a monitoracdo de parametros fisiolégicos, para avaliar saturacdo de
oxigénio, frequéncia e débito cardiaco, pulsacdo e pressao arterial, como
também em estudos especificos para avaliacdo da funcédo vascular e funcao
autonémica. Sendo realizada conforme orientacdes técnicas do equipamento,
seu uso € seguro, apresenta boa reprodutibilidade, e seus resultados
independem de fatores como etnia, espessura de epiderme e faixa etaria
(123,125). Dentre os diferentes estudos realizados com o emprego da PPG,

destacam-se os relacionados a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca
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(125,126), da disfuncdo endotelial (127,128), rigidez arterial (129,130),
sindrome metabdlica (131), e diabetes (132,133). De fato, com o auxilio de
programas computacionais e de novos recursos tecnolégicos, uma ampla
variedade de algoritmos e modelos derivados da analise da PPG tem sido
desenvolvidos para o estudo e compreensdao de doencas nas quais as
alteragcdes no sistema nervoso autbnomo e na funcdo vascular estejam
associadas, incluindo neste sentido o DM e outros disturbios metabdlicos
(122,134,135). A partir de referéncias padrao de variaveis fisiolégicas, minimas
alteracbes detectaveis em estados patologicos, poderiam determinar o
diagnéstico precoce, bem como auxiliar no acompanhamento e tratamento
dessas doencas.

Neste contexto, este estudo se justifica a fim de testarmos a hipotese de
que a analise espectral da fotopletismografia possa ser utilizada como
ferramenta de rastreamento da RI, uma vez que apresente resultados
compativeis e significativos em relagcdo ao padrao ouro de avaliacdo da RI, o

CEH.
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2. Objetivos

2.2. Objetivo geral
e |Investigar a capacidade da analise espectral da fotopletismografia

em identificar a resisténcia a insulina em individuos nao diabéticos.

2.3. Objetivos especificos

e \Verificar a prevaléncia de resisténcia a insulina na populacao

estudada.

e Comparar a andlise espectral da fotopletismografica com o padrao
ouro de avaliagcao de resisténcia a insulina, o clamp euglicémico

hiperinsulinémico.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Sujeitos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias
Médicas - Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), sob o parecer n°
542/2010; e aderiu aos principios éticos da Declaracao de Helsinki. Todos os
individuos assinaram consentimento informado para participar do estudo,
incluindo a permissao de uso dos dados para fins de pesquisa. Tratou-se de
estudo transversal, onde a populagao de estudo se concentrou em individuos
da comunidade universitaria, bem como seus amigos e familiares. Através de
contato pessoal e telefénico, o protocolo de pesquisa foi apresentado, € o
convite a participacdo realizado. De um total de aproximadamente 120
individuos convidados, aproximadamente 5% apresentaram algum critério de
exclusdo e 11%nao aceitaram participar. Dessa forma, foram avaliados 100
individuos. Os participantes se propuseram a participar do estudo de forma
voluntaria, € num primeiro momento, apos aceite ao protocolo de pesquisa,
foram submetidos a exame médico preliminar, incluindo o preenchimento de
questionario médico detalhado, exame fisico, avaliagdo antropométrica e coleta
de amostras de sangue para exames laboratoriais, ap6s um periodo minimo de

8h a 10h de jejum.

3.2. Critérios de Inclusao e Exclusao
Os critérios de inclusao foram: glicose plasmatica em jejum <126 mg/dL e

HbA1c <6,5%, caracterizando estes individuos como ndo diabéticos, de acordo
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com os critérios da American Diabetes Association (ADA) (5,136); e bom
estado de saude em geral, determinado por exame fisico e questionario
meédico.

Foram excluidos do estudo os individuos que: 1) apresentavam doenca em
o6rgaos como o coragao, pulmao, rim, figado ou do sistema nervoso, além de
doencas do sistema endécrino e vascular; 2) faziam uso de medicamentos
conhecidos por afetar a homeostase da glicose; 3) estavam gravidas; 4)
apresentavam implante de dispositivos cardiacos como marca-passo ou
cardioversor; 5) tiveram corantes recentemente introduzidos na corrente
sanguinea, como o azul de metileno, verde de indocianina, indigo carmim e
fluoresceina; 6) apresentaram concentracdes significativas de hemoglobina
disfuncional, como carboxiemoglobina ou metemoglobina; 7) apresentavam
qualquer fator de interferéncia na precisao da saturacao periférica de oxigénio

da hemoglobina arterial (SpO2%), medidos pelo oximetro de pulso.

3.3. Local do Estudo

Todos os procedimentos do estudo foram realizados na Unidade Metabdlica
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
Essa unidade esta localizada no sexto andar do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas, cujo endereco é rua R. Vital Brasil, 251 -
Cidade Universitaria, Campinas - SP, 13083-888; e o horario de funcionamento

é das 7h as 17:30h.
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3.4. Procedimentos Experimentais e Métodos Analiticos

Todos o0s sujeitos tiveram a composicdo corporal avaliada por
bioimpedanciometria elétrica, com o aparelho de bioimpedancia Biodynamics
310e (Biodynamics Corp., Seattle, WA, EUA). O indice de massa corporal
(IMC) foi calculado com base na relacao entre a massa corporal (em kg) e a
estatura ao quadrado (em metros), obtidos por balanca Welmy (Mod. R110)
com estadibmetro acoplado. A pressao arterial foi avaliada por
esfigmomanometria  utilizando-se  esfigmomandémetro  anerdide Tycos
(WelchAllyn, NY, USA). A glicemia plasmatica foi analisada pelo método
enzimatico da glucose-oxidase, utilizando-se o bioanalisador de glicose YSI-
2300 (YSI 2300 STAT plus; YSI, Yellow Springs, OH, EUA). A hemoglobina
glicada (HbA1c) foi analisada pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com o equipamento HPLC Variant Il (BioRad Laboratories, Inc.,

Hercules, CA, EUA).

3.4.1. Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

Os individuos incluidos neste estudo, apés exame médico inicial, foram
previamente agendados para realizacéo do CEH.

As recomendacdes prévias ao exame foram: realizar jejum minimo de
12h prévio ao exame; manter a alimentacao padrao habitual, e n&o realizar
atividade fisica exaustiva, fora do padrao habitual, no dia anterior ao exame.

O ambiente da sala de realizacao dos procedimentos foi climatizado com
temperatura média de 25°C.

O CEH foi realizado seguindo a técnica previamente proposta por

DeFronzo et al., 1979 (28). Consistindo em periodo basal de estabilizacdo de
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120 minutos, seguido de periodo experimental de 120 minutos, com infusao
insulinica e controle euglicémico por infusdo de glicose; e posteriormente,
periodo minimo de 60 minutos para observacao do paciente apés o término da
infusdo insulinica. A insulina foi administrada a taxa de 40mU por minuto por
m? de superficie corporal, de modo a manter estado hiperinsulinémico. Dois
catéteres intravenosos foram utilizados para acessos venosos. O primeiro em
veia antecubital para a infusdo de insulina e glicose, e o segundo, em veia do
punho, inserido de forma retrograda para coleta das amostras de sangue
arterializado. Para obtencao de amostra sanguinea arterializada, a mao na qual
houve a puncéao para a coleta, foi inserida e mantida em caixa termostatica com
temperatura entre 50-60°C (137). Apés inicio da infusdo constante de insulina,
a 40mU/m2.min, a glicemia foi mantida dentro do valor de concentracao basal,
com variacao de +10%, ajustando-se a infusao de solucéo de glicose a 10%,
conforme as determinacgdes glicEmicas que ocorriam a cada 5-10 minutos no
bioanalisador de glicose (YSI 2300 STAT plus; YSI, Yellow Springs, OH, EUA).

Para a analise da resisténcia a insulina, foi calculada a taxa média de
infusdo exdégena de glicose, ou seja, a glicose consumida pelo organismo (M-
value) expressa em miligramas de glicose por quilograma de peso por minuto,
durante a segunda hora do CEH, periodo considerado de estabilizacao
metabdlica. O M-value foi normalizado por quilograma de massa livre de
gordura (FFM), e como ponto de corte para diagnéstico de RI foi considerado o
valor do quartil inferior da distribuicao amostral do M-value.

Dessa forma, individuos que apresentaram M-value < 4,8 mg / kgerm-

min foram considerados resistentes a insulina (85,87,89,92).



47

3.4.2. Analise Espectral da Fotopletismografia

A leitura e analise fotopletismografica foi realizada com o oximetro de
dedo do dispositivo ES Complex (LD Tecnologia, Miami, Florida, EUA) (Figura
1) (138), trinta minutos antes das punc¢des venosas necessarias ao CEH. O
oximetro emprega técnica Optica simples e nao invasiva, pela qual, através da
analise e processamento de feixe de luz infravermelho emitido sobre o tecido, e
posteriormente absorvido e refletido, pode-se avaliar a onda de pulso, oriunda
dos ciclos cardiacos, e que refletem o volume e fluxo sanguineo microvascular
(123). O oximetro foi colocado no dedo indicador direito do paciente, exibindo
em tempo real, a onda fotopletismografica. A partir da onda de pulso captada
pelo oximetro, através do software computacional do ES Complex, foi realizada
a andlise espectral dessa onda, de modo a se obter algoritmo especifico
denominado de indice da poténcia total fotopletismografica (PPG-TP)
(132,138).

A analise espectral da fotopletismografia, na obtencdo do PPG-TP, foi
realizada inicialmente com a primeira derivada e, em seguida, utilizando a
transformacao rapida de Fourier (FFT) (Figura 2). O registro total da onda
fotopletismografica ap6s a transformacao rapida de Fourier fornece trés
frequéncias: alta (HF) (de 2,57 a 5 Hz ), baixa (LF) (1,47-2,56 Hz) e muito
baixas frequéncias (VLF) (0-1,46 Hz). Cada area de frequéncia foi medida e
expressa em milissegundo ao quadrado (ms?) (132,135). Os componentes
harménicos espectrais: amplitude, largura e area, sao expressos
respectivamente em Volts/segundo (V/s), Hertz (Hz) em milissegundos ao
quadrado (ms?). O PPG-TP corresponde a soma das trés areas/poténcias das

ondas fotopletismograficas de alta, baixa e muito baixa frequéncia.



Figura 1 — EsComplex — dispositivo utilizado na
andlise fotopletismografica. Integracdo do
oximetro de pulso com o software
computacional.
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Original PTG Waveform
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Figura 2 - Analise Espectral Fotopletismografica, PPG-TP. A1= Amplitude de
frequéncia muito baixa (VLF), A2= Amplitude de baixa frequéncia (LF), A3= Amplitude
de alta frequéncia (HF). S1= Area de frequéncia muito baixa (VLF), S2= Area de baixa
frequéncia (LF), S3=Area de alta frequéncia (HF). W1= Largura de frequéncia muito
baixa (VLF), W2= Largura de baixa frequéncia (LF), W3= Largura de alta frequéncia
(HF).
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3.4.3. Analise estatistica

Para analises de correlagdo entre as variaveis estudadas foi utilizado o
coeficiente de Spearman.

As analises de comparacdo entre os grupos resistentes e nao
resistentes foram realizadas com aplicacao do teste U de Mann Whitney para
amostras independentes.

Para avaliacdo do desempenho diagnostico, ponto de corte e
capacidade discriminativa, foi utilizada a curva ROC, que permitiu verificar a
especificidade e sensibilidade do PPG-TP em detectar um M-value <4,8
Mg/Kgrem . Min.

Os dados sado apresentados como médias + EPM (erro padrao da
média). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
Com base nos resultados preliminares, com tamanho amostral de 100
individuos, assumindo um erro a=0,05, o poder do teste analitico foi de 90%
para detectar diferenca significativa entre os sujeitos com e sem resisténcia a
insulina.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software MedCalc

para Windows (versao 12.6.1, Ostend, Be).
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4. Resultados

De um total de 120 individuos convidados ao estudo, 100, foram
avaliados, sendo 57 mulheres e 43 homens, com idade entre 20-63 anos.
Deste grupo amostral, 30 individuos eram eutréficos, 42 com sobrepeso e 28
obesos, classificados de acordo com o indice de massa corporal (IMC), foram
avaliados. O IMC médio foi de 28,1 kg/m2 (17,9-50,3).

De acordo com critérios da ADA, pela concentracao de HbA1c, 25%
foram identificados com intolerancia a glicose [28].

As caracteristicas basais dos individuos estudados, estratificadas por
resisténcia a insulina pelo método do CEH, sdo apresentadas na tabela 1. O
IMC, massa gorda, pressao arterial, HbA1c e PPG-TP foram significativamente
maiores no grupo dos individuos com Rl do que no grupo de individuos sem RI

(Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas dos participantes do estudo, agrupados de acordo com

a presenca ou auséncia de resisténcia a insulina pelo método do CEH.

M-value<4,8 M-value>4,8 p-value*

Numero 23 77 -
Sexo (Masculino/Feminino) 14/9 33/44 -
Idade (anos) 32,021 33,5+1,0 ns
Glicemia plasmatica de jejum (mg/dL) 87,0+1,2 86,2+0,6 ns
Hb1Ac (%) 5,6+0,06 5,3+0,04 0.001
Pressao arterial sistélica (mmHg) 124 5+4,0 111,9+1,6 0.001
Pressao arterial diastolica (mmHg) 83,5+2,7 74,3+1,2 0.0001
indice de massa corporal (kg/mz) 34,5417 26,7+0,5 <0.0001
Massa gorda (%) 37,215 29,3+0,8 <0.0001
PPG-TP (m/s?) 527,29+24 15  327,7+10,7 <0.0001

*P-value indicando a comparacgao entre os individuos com (M-value<4,8) e sem (M-

value>4,8) resisténcia a insulina.
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A resisténcia a insulina, avaliada pelo CEH, esteve presente em 23%
dos individuos, com M-value < 4,8. No grupo feminino a RI esteve presente em
15,8% dos voluntarios, enquanto que entre os homens chegou a 32,6% (Figura
3). A prevaléncia de Rl conforme o IMC foi de 3,3% nos individuos eutréficos,

23,8% nos individuos com sobrepeso e 42,8% nos obesos (Figura 4).
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Figura 3 — Prevaléncia de individuos resistentes e nao resistentes conforme o sexo. E
prevaléncia total de individuos com RI.
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Figura 4 — Prevaléncia de individuos resistentes e n&o resistentes conforme
classificacdo pelo IMC.
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Nas analises de correlacdo o PPG-TP apresentou correlacao negativa
com o M-value, r = - 0,64 e p <0,0001, conforme a Figura 5; e correlacao
positiva com o IMC, r = 0,69 e p < 0,0001 (Figura 6); massa gorda, r=0,70e p
< 0,0001 (Figura 7); e HbA1c, r = 0,34 e p = 0,0006 (Figura 8). Nao houve

correlagao significativa entre o PPG-TP e a glicemia.
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Figura 5 — Correlagéo entre o M-value (mg/kgera-min) e o indice fotopletismografico,
PPG-TP (m/s?), em individuos ndo diabéticos (n=100) (r=-0.64; p<0,0001; 95%
Intervalo de confianga: - 0.743 a - 0.507).
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Figura 6 — Correlacdo entre o IMC (kg/m?) e o indice fotopletismografico, PPG-TP
(m/s?), em individuos ndo diabéticos (n=100) (r = 0.69; p<0,0001; 95% Intervalo de
confianca: 0,568 a 0,779).
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Figura 7 — Correlagédo entre Massa Gorda (%) e o indice fotopletismografico, PPG-TP
(m/s®) em individuos ndo diabéticos (n=100) (r = 0,70; p<0,0001; 95% Intervalo de
confianca: 0,589 a 0,791).
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Figura 8 — Correlagao entre HbA1c (%) e o indice fotopletismografico, PPG-TP (m/s?),
em individuos nao diabéticos (n=100) (r = 0,34; p=0,0006; 95% Intervalo de confianca:
0,153 a 0,501).

A analise da curva ROC mostrou que o ponto de corte mais relevante
para a deteccdo de resisténcia a insulina foi um PPG-TP>406,2 (m/s%). Com
este ponto de corte a curva apresentou sensibilidade = 95,7%, especificidade =
84,4%, e area sob a curva (AUC) = 0,929 na identificacdo da resisténcia a
insulina (Figura 10). Analisando separadamente o grupo do sexo feminino, a
curva ROC apresentou sensibilidade = 100,0%, especificidade = 85,4% e AUC
= 0,926 (PPG> 405,2) (Figura 11); enquanto que no grupo do sexo masculino
foi observada sensibilidade = 92,9%, especificidade = 82,4%, e AUC = 0,933
(PPG>406,2) (Figura 12). Em todas as analises da curva ROC, as areas sob as

curvas, AUC, apresentaram p <0,0001, demonstrando-se significativas.
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Figura 9 — Analise da curva ROC, utilizando o algoritmo PPG-TP para detectar
resisténcia a insulina (n = 100). (Erro padrao: 0,025; Intervalo de confianca de 95%:

0,860 a 0,971).
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Figura 10 — Analise da curva ROC, utilizando o algoritmo PPG-TP para detectar
resisténcia a insulina no grupo do sexo feminino (n = 53). (Erro padrao: 0,034; Intervalo
de confianca de 95%: 0,825 a 0,978).
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Figura 11 — Analise da curva ROC, utilizando o algoritmo PPG-TP para detectar

resisténcia a insulina no grupo do sexo masculino (n = 47). (Erro padrao: 0,037
Intervalo de confianga de 95%: 0,814 a 0,987).
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5. Discussao

Em nosso estudo, o diagnéstico da RI foi realizado através do CEH. Os
individuos que apresentaram um M-value < 4,8 mg / kgegm - min foram
considerados resistentes a insulina. Como ndo ha consenso nos valores de
corte que definam RI, este valor foi adotado por representar o quartil inferior da
distribuicao amostral do M-value, obtido em nossa populacéo de estudo, como
sugerido em estudos com individuos nao diabéticos (12,85,87,92).

A prevaléncia geral de RI foi de 23%. Este resultado € semelhante a RI
encontrada em individuos nao diabéticos na literatura, com prevaléncias que
variam de 20% a 25% (12,16,46). Entretanto, publicagcbes mais recentes
apontam para o crescimento da prevaléncia de Rl na populagéo (Stern, 2005).
O estilo de vida da sociedade atual, no qual fatores de risco para RI, como
sedentarismo e dietas inadequadas, estdo presentes em uma parcela
crescente da populagdo, corroboram o aumento da prevaléncia de Rl nos
estudos mais recentes (139,140).

Assim, como encontrado na literatura (141,142), o grupo do sexo
feminino apresentou maior sensibilidade a insulina do que o do sexo masculino.
Este resultado pode estar associado as diferencas de sexo quanto a
distribuicdo de gordura abdominal, onde o padréo ginecdide relacionado a
fatores como maior adiponectinemia, promoveria maior sensibilidade a insulina
(141,143,144).

A prevaléncia de RI nos individuos eutréficos, com sobrepesos e obesos
foi de 3,3%%, 23,8% e 42,8%, respectivamente. Essa prevaléncia de RI,
aumentando de acordo com a elevacao do IMC ja era esperada; uma vez que a

relacdo entre Rl e obesidade, na qual quanto maior a massa gorda, maior
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também sera a prevaléncia de RI, esta bem estabelecida na literatura cientifica
(82,145).

Dentro do subgrupo de individuos intolerantes a glicose, classificados
pela HbA1c, a prevaléncia de RI foi de 44%. Embora este subgrupo tenha
alteracdao no metabolismo da glicose, é provavel que a causa primaria dessa
alteracao, pelo menos em parte destes individuos, seja a deficiéncia secretoria
das células B pancreaticas, associada a fatores genéticos de predisposicéo
(77,146,147).

Nos estudos de validacao e comparacédo de métodos de avaliacao da Rl
grupos com alteragcdo no metabolismo da glicose sao incluidos, visando uma
analise ampla do poder diagnéstico do método (16,81,85,91,118,148). Assim,
neste grupo €& possivel avaliar o processo etiolégico envolvido na alteracdo do
metabolismo da glicose, Rl ou deficiéncia secretéria das células 8 pancreaticas;
e também, considerando a histéria natural do DM e aumento progressivo da RI,
avaliar possiveis diferencas na intensidade da Rl (91,95,146,149,150). A
discriminacao desses diferentes graus de intensidade da Rl sdo importantes na
validacao dos métodos de avaliacdo, pois poderdo ser uteis no
acompanhamento da RI, verificando progressao ou regressdo da mesma.

Nas analises de correlacdo obtivemos correlagdo negativa moderada
entre o M-value e o algoritmo PPG-TP, r = -0,64 e p < 0,0001.0s principais
indices derivados do TTOG, utilizados com maior frequéncia nas avaliagcdes in
vivo, foram objeto de correlacdo com o M-value, do CEH, em diferentes
estudos (16,92,97,101-105). As correlacdes obtidas nestes, variaram de
0,61(p=0,001) a 0,96 (p<0,0001. A correlacao obtida em nosso estudo foi

semelhante a essa faixa de valores de correlacao encontrados. E embora
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tenha sido moderada, foi superior a pelo menos trés indices, frequentemente
usados na pratica clinica, avaliados nestes estudos. Sendo eles: a area sob a
curva de insulina de Holenbeck (1984) (92), r=0,61 e p=0,001; indice de
sensibilidade a insulina proposto por Cederholm (1990) (101), r=0,62 e
p<0,0001; e indice de sensibilidade a insulina de Gutt (2000) (102), r=0,63 e
p<0,001.

As correlagcdes do IMC e massa gorda com o PPG-TP encontradas
(IMC: r = 0,69; Massa gorda: r = 0,70), evidenciam a possivel associacao entre
o marcador PPG-TP com a RI. Havendo forte correlacdo entre IMC e massa
gorda com a RI (27,53,82,145,151), seria esperado que o PPG-TP também se
correlacionasse bem com a RI, o que de fato ocorreu.

A correlacado entre HbA1c e PPG-TP (r=0,34), embora fraca, indica que
alteracdes endoteliais consequentes da RI, e captadas pela fotopletismografia,
poderiam estar associadas a alteracbes em moléculas glicadas, como a
hemoglobina.

Os resultados da analise da curva ROC na avaliacdo do desempenho
diagnostico do algoritmo PPG-TP na deteccdo da RI foram significativos. A
sensibilidade e especificidade geral encontrada (sensibilidade = 95,4%,

especificidade = 83,0%; AUCroc = 0,930), bem como os resultados por sexo

(mulheres: sensibilidade = 100%, especificidade = 83,0%; AUCgroc = 0,926;
Homens: sensibilidade = 92,2 %, especificidade = 86,7%, AUCroc = 0,941)
mostraram resultados mais consistentes do que os obtidos em outros estudos
com métodos e indices anteriormente consolidados na avaliacao de RI (152).

Qu H et al. (153), utilizando o HOMA-IR para avaliar a Rl em 1.854 americanos

de origem mexicana obteve sensibilidade de 64,1%, especificidade de 81,8% e
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AUCRroc = 0,809 na avaliacao do método. Em outro estudo, Lee et al. (154),
analisando diferentes pontos de corte do HOMA-IR e do QUICKI, obteve 62,8%
de sensibilidade, 65,7% de especificidade e AUCroc = 0,672 para o HOMA; e
sensibilidade = 61,2%, especificidade = 66,8% e AUCgroc = 0,671 para um
QUICKI. George et al. (155) comparando a insulinemia de jejum, o HOMA-IR, o
Quicki e outros indices derivados de TTOG, em obesos jovens, obteve valores
da area sob a curva ROC variando de 0,888-0,946.

Em concordancia com os resultados dos estudos supracitados, que
investigaram, através da curva ROC, métodos de avaliagdo da Rl comuns na
pratica clinica e pesquisa cientifica; neste projeto, a sensibilidade,
especificidade e AUCgroc encontrados no diagnéstico da RI pelo algoritmo
PPG-TP, em comparacdao com o método padrao-ouro, demonstram a
importancia e relevancia deste novo método como ferramenta de rastreio da R,
tanto na pratica clinica como em populacdes.

Os resultados por nés encontrados, neste trabalho, podem ser
explicados pelas alteracdes exercidas pela Rl na fungdo endotelial vascular. O
comprometimento das vias de sinalizacao da insulina no endotélio, seja pela
via de inducado do NOg, ou pela via de expressao da ET-1, poderia levar desde
sutis a significantes alteragdes no fluxo e volume sanguineo no leito
microvascular tecidual, de modo que as minimas alteracbes poderiam ser
detectadas pela analise espectral fotopletismografica (123,132,135).

A inibicdo do NO. basal reduz a complacéncia arterial e aumenta a
resisténcia vascular sistémica (156). Dessa forma, a RI inibindo a via da
Akt/IRS, responsavel pela producao de NOe, alteraria a homeostase vascular

endotelial basal (157). Se por um lado a via do NO, € comprometida na RlI, por
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outro, a via da MAPK é hiperestimulada pela hiperinsulinemia, resultando no
aumento da producédo de ET-1. A ET-1, que agindo sobre as células
musculares lisas vasculares, promove vasoconstricdo e altera a onda de pulso
arterial. Além disso, a ET-1 esta associada a rigidez arterial, contribuindo
também para a perda da homeostase vascular (158). A hiperinsulinemia
também pode contribuir com alteracdes vasculares endoteliais a medida que
esta associada ao aumento da atividade simpatica e atenuacdo do balanco
simpato-vagal (58,74,159).

Tanto a inibicdo do NO. quanto a regulacdo aumentada da ET-1
presentes na Rl promovem alteracdes na onda de pulso arterial, que poderiam
ser detectadas pela fotopletismografia. A analise espectral fotopletismografica
poderia discriminar minimas alteracées na homeostase vascular, detectadas
pela fotopletismografia e traduzidas através do algoritmo PPG-TP.

Assim, pode-se considerar que a relacdo entre todas as etapas de
evolucdo do DM, da resisténcia a insulina, passando pelo estagio de pré-
diabetes, até o aparecimento do diabetes propriamente, incluindo suas
complicagcbes, poderiam ser analisadas, e identificadas precocemente pela
analise espectral fotopletismografica.

Frente ao atual cenario do DM2, e seu impacto negativo sobre a saude,
sociedade, economia e politica publica, o diagnéstico precoce desta doenca
tornou-se extremamente importante para o seu controle e tratamento. No
entanto, 45,8% dos individuos diabéticos ndo sao diagnosticados (160). Essa
alta prevaléncia de diabéticos nédo diagnosticados poderia ser explicada, entre
outros motivos, pela lenta progressdao do DM2. O inicio insidioso, com

caracteristica oligo/assintomatica do DM leva os individuos a realizarem os
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testes diagnosticos tardiamente, quando complicagdes micro ou
macrovasculares, refletidas em quadros de retinopatia, nefropatia ou doenca
arterial coronariana, ja se instalaram (161,162).

No intuito de incentivar e divulgar o diagnéstico precoce do DM2, a
organizacao mundial da saude (OMS) recomenda de forma enfatica o
desenvolvimento de métodos e técnicas de rastreio do DM (163).
Considerando-se que a R, associada a disfun¢des das células 3 pancreaticas,
precedem o desenvolvimento do DM2 (12,17), o diagnéstico da RI poderia
permitir a intervencao médica e / ou alteracdes do estilo de vida do individuo
com o objetivo de prevenir ou retardar o aparecimento do DM2, tornando
igualmente importante o desenvolvimento de métodos diagndsticos da RI.

Embora existam varios métodos disponiveis para avaliar a RI, os mais
precisos consistem em testes de analise in vivo; e incluem tanto o CEH, como
o teste de tolerdncia endovenoso a glicose com amostras frequentes
(FSIVGTT) (107,108). Estes testes sao utilizados em um grande numero de
estudos como referéncia para correlacdo e validacdo de outros métodos de
avaliacao da RI (16,155,164,165). Estas técnicas, no entanto, sdo complicadas,
trabalhosas, de alto custo, e em geral, nao adequadas para estudos de grande
escala ou exames clinicos de rotina. Alternativamente, por apresentar boa
correlagdo com o CEH, ser mais simples e de menor custo, o teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG), além de método diagnostico para DM e
intolerancia a glicose, € o método de avaliacao in vivo utilizado com maior
frequéncia para medir a Rl (92,97,105,166). Além destes métodos de avaliagao
in vivo para investigacao da RI, indices mais simples, tem sido desenvolvidos,

dentre estes indices se destacam o HOMA-IR e QUICKI (97,164,165). Estes
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indices possuem boa correlacdo com o CEH; sdao mais simples de serem
obtidos, uma vez que constituem métodos indiretos de avaliacdo; e sao
rapidos, pois nao exigem grande periodo de tempo para que o paciente realize
o exame. No entanto, a obtencao destes indices exige pelo menos uma coleta
de amostra sanguinea para analise; bem como, estrutura laboratorial minima
para processamento e analise dos parametros sanguineos que irdo compor 0s
calculos necessarios ao indice; esses fatores constituem fatores limitantes para
a realizacao de determinados estudos, seja pela auséncia de estrutura
laboratorial, comum em muitas regiées brasileiras, ou mesmo pela natureza
invasiva da coleta sanguinea, aversiva a muitos individuos.

Varias tecnologias tém sido desenvolvidas e utilizadas como alternativas
a estes métodos classicos de avaliacdo. Essas tecnologias se baseiam na
analise de variaveis fisiolégicas — captacao dessas variaveis, através de
biossensores; interpretacao e correlagcéo, através de algoritmos especificos e
programas computacionais; e avaliacdo/expressao de resultados e
diagnésticos (135,138,167).

Nossos resultados apontam que a fotopletismografia em conjunto com
0S nhovos recursos tecnoldgicos de processamento e interpretacao de dados,
através da analise espectral, pode abrir novas perspectivas no diagnostico e
monitoramento da RI.

Estudos sobre a analise fotopletismografica tem reforcado a utilizacao
deste método como ferramenta de deteccdo de alteragcbes endoteliais
significativas, associadas tanto a doencas cardiovasculares como a disturbios
metabdlicos. A maioria dos estudos, que utilizam de forma especifica a analise

espectral processada por modelos matematicos e computacionais, ainda séo
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incipientes, contudo, demonstram resultados promissores no desenvolvimento
de novas técnicas de diagndstico e controle.

Em estudo de doenca cardiovascular, Gandhi (2014) (132), utilizando
outro componente da analise espectral, caracterizado pela soma da amplitude
da anadlise espectral fotopletismografica, encontrou, através da curva ROC,
sensibilidade de 86,1% e especificidade de 87,3% para detectar a disfuncao
endotelial em pacientes com doenca arterial coronariana em comparagao com
o grupo controle. Ja em um estudo metabdlico, Lewis (2014) (135), utilizando o
mesmo marcador de analise fotopletismografica do trabalho de Gandhi (2014)
(132), demonstrou ao longo do TTOG correlagcdes significativas entre as
concentracbes de glicose, insulina e peptideo-C com o PPGi. Este estudo
mostra que além das disfungdes endoteliais, a analise fotopletismografica,
pode ser correlacionada a estes parametros, diretamente alterados na RI. Em
um estudo com 1.096 individuos, Maarek (2016) (168), utilizando a analise
espectral fotopletismografica encontrou sensibilidade de 785% e
especificidade de 90,2% na deteccao de pacientes diabéticos.

Nossos resultados corroboram estes achados, permitindo verificar que
além do uso da analise espectral fotopletismografica na deteccdo de doencas
ja instaladas, essa ferramenta poderia ser utilizada na identificacdo de
alteragdes precoces que possibilitem a intervencao no processo fisiopatogénico
do DM em populagdes similares as avaliadas neste estudo.

Atualmente o diagnéstico do DM é realizado com base na glicemia e
HbA1c (5). Entretanto, antes das alteracbes destes parametros, seja no
diagnostico de DM como de intolerancia a glicose, € possivel a detecgcao de RI.

Essa deteccao precoce permitiria o controle/intervencéo na progressao da RI,
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evitando ou minimizando a exaustao das células 3 pancreaticas, e postergando
o surgimento do DM, e por conseguinte melhorando a qualidade de vida do
individuo.

Embora o avanco cientifico traga melhorias significativas no tratamento
do DM, o controle glicémico absoluto é dificil de ser alcancado, de modo que
por maior que seja o0 acompanhamento e controle, as complicacdes associadas
ao DM, embora em menor intensidade, poderao ocorrer. Assim, a melhor
estratégia no controle do DM ainda é prevencéao, que pode ser feita através do
diagnéstico da RI, e posteriormente intervencao para que haja regressao ou
progressao diminuida da mesma (2,19).

O uso da PPG como ferramenta de screening seria util na detecgcao da
RI, trazendo beneficios aos individuos e impactando positivamente nos gastos
com saude publica, que hoje emprega uma quantia significativa no tratamento
do DM e complicagdes associadas a essa doenca (160)

Frente ao crescente aumento na prevaléncia do DM, atingindo
propor¢cdes pandémicas, programas de saude publica que incentivem a
institucionalizacao da prevencao do DM, através do diagnéstico precoce da R,
seriam de extrema importancia nas estratégias de combate e prevencao do DM
e suas complicacgoes.

Neste contexto, a analise espectral da fotopletismografia, através do
marcador PPG-TP, pode ser considerada uma ferramenta util no rastreio e
acompanhamento da RI, especialmente em estudos de grande escala.

O emprego da analise espectral fotopletismografica, em relacao a outros
métodos, se justificaria principalmente por caracterizar-se como um meétodo

nao invasivo, indolor, rapido, de facil realizacdo, que nao requer estrutura
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complexa, sem riscos ao individuo, e apresentar boa relacao custo-beneficio.
Além disso, demonstrou relevante correlacdo e poder diagnoéstico quando
comparado com o CEH, padréo ouro de avaliacao da RI.

Além de confirmar o possivel uso da analise fotopletismografica na
deteccao da RI, nossos resultados abrem perspectivas para o desenvolvimento
de novas técnicas de diagnostico e controle de doencgas, que tenham como

base a mesma tecnologia e principio utilizado neste estudo.
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6. Conclusao

e A analise espectral da fotopletismografia, de acordo com os resultados

obtidos, foi capaz de identificar a Rl na populacéo estudada.

e A prevaléncia de Rl na populacao estudada foi de 23%.

e Através dos indices de sensibilidade, especificidade e AUC da curva
ROC, os resultados de deteccao da Rl pelo marcador PPG-TP em comparacao
com os resultados de deteccao da RI obtidos pelo método padrao ouro, o CEH,

foram satisfatorios e significativos na populacao estudada.



69

7. Referéncias

10.

Abegunde DO, Mathers CD, Adam T, Ortegon M, Strong K. The burden
and costs of chronic diseases in low-income and middle-income countries.
Lancet. 2007; 370:1929-38.

Ezzati M, Riboli E, Doll R, Peto R, Ezzati M, Henley SJ, et al. Can
noncommunicable diseases be prevented? Lessons from studies of
populations and individuals. American Association for the Advancement of
Science; 2016, 337(6101):1482-7.

International Diabetes Federation, 2015. Available from:http://www.idf.org/

WHO | Global report on diabetes. WHO. World Health Organization. 2016.
Available from: http://eds.a.host.com/eds/pdfviewer/pdfviewer?sid6-8443-
ce78@sessionmgr4001&id=4108

Cefalu, W. American Diabetes Association standards of medical care in
diabetes—2015. Diabetes Care. 2015; 38 (1): 9-10.

Tadeu Ferreira L, Hideo Saviolli I, Engracia Valenti V, Carlos de Abreu L.
Diabetes mellitus: hyperglycemia and its chronic complications. Arquivos
Brasileiros de Ciéncias da Saude; 2011;36(3):182-8.

Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus. Diabetes Care. 1997; 20(7): 183-97.

Sociedade Brasieira de Diabetes - Tratamento e acompanhamento do
Diabetes Mellitus. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes.
Scientific Research Publish. 2015; Available from:

http://www.scirp.org/reference/Papers.aspx?ReferencelD=1652953

Centers for Disease Control and Prevention. National Diabetes Statistics
Report: Estimates of Diabetes and its Burden in the United States. US

Department of Health and Human Services. 2014.

WHO and ADA criteria for the diagnosis of diabetes mellitus [cited 2016

May. Available from: http://eds.a.host.com/eds/pdfviewer/pdfviewer?sid6-



70

8443-ce78@sessionmgr4001&id=4108.

11. Olefsky J, Farquhar JW, Reaven G. Relationship between fasting plasma

12.

13.

insulin level and resistance to insulin-mediated glucose uptake in normal
and diabetic subjects. Diabetes. 22 (7): 507-13.

Reaven GM. Role of insulin resistance in human disease. Diabetes.
1988; 37(12): 1595-1607.

Levy J, Atkinson AB, Bell PM, McCance DR, Hadden DR. Beta-cell
deterioration determines the onset and rate of progression of secondary
dietary failure in Type 2 diabetes mellitus: the 10-year follow-up of the
Belfast Diet Study. Diabet Medicine. 1998; 15(4):290-6.

14. Matthews DR, Cull CA, Stratton IM, Holman RR, Turner RC. UKPDS 26:

15.

16.

17.

18.

19.

20.

sulphonylurea failure in non-insulin-dependent diabetic patients over six
years. Diabet Medicine. 1998;15(4):297-303.

DeFronzo R a. Pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Medical Clinics
of North America. 2004; 88 (4) :787-835.

Matsuda M, DeFronzo RA. Insulin sensitivity indices obtained from oral
glucose tolerance testing: comparison with the euglycemic insulin clamp.
Diabetes Care. 1999; 22 (9) :1462-70.

Lillioja S, Mott DM, Spraul M, Ferraro R, Foley JE, Ravussin E et al.
Insulin resistance and insulin secretory dysfunction as precursors of non—
insulin—dependent diabetes. Prospective Study of Pima Indians. N Engl J
Med. 1993; 329: 1988-92.

Howard B V, Rodriguez BL, Bennett PH, Harris MI, Hamman R, Kuller LH,
et al. Prevention Conference VI: Diabetes and Cardiovascular disease:
Writing Group: epidemiology. Circulation. 2002; 105 (18): 132—7.

Redberg RF, Greenland P, Fuster V, Pyérala K, Blair SN, Folsom AR, et
al. Prevention Conference VI. Diabetes and Cardiovascular Disease:
Writing Group lll: risk assessment in persons with diabetes. Circulation.
2002; 105(18):e144-52.

Ohlson LO, Larsson B, Svardsudd K, Welin L, Eriksson H, Wilhelmsen L,



21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

71

et al. The influence of body fat distribution on the incidence of diabetes
mellitus. 13.5 years of follow-up of the participants in the study of men
born in 1913. Diabetes. 1985; 34 (10 ):1055-8.

. MANSON, J EC COLDIZ. GRAHAM KC. A prospective study of obesity and

risk os coronary disease in woman. New Engl J Med; 1990; (13): 332.

Sonksen P, Sonksen J. Insulin: understanding its action in health and
disease. British Journal of Anaesthesia. 2000; 85 (1): 69-79.

Cahill GF. The Banting Memorial Lecture 1971. Physiology of insulin in
man. Diabetes. 1971; 20 (12): 785-99.

Himsworth HP. RBK. Insulin-sensitive and insulin-insensitive types of
diabetes mellitus. Clinical Science. 1939; 4: 119-52.

Taylor Sl, Accili D, Imai Y. Insulin resistance or insulin deficiency. Which is
the primary cause of NIDDM?. Diabetes. 1994; 43 (6): 735—40.

Polonsky KS, Given BD, Hirsch L, Shapiro ET, Tillil H, Beebe C, et al.
Quantitative study of insulin secretion and clearance in normal and obese
subjects. J Clin Invest. 1988 ; 81(2):435—-41.

Rao G. Insulin resistance syndrome. American family physician. 2001; 63
(6):1159-63, 1165-6.

DeFronzo R a, Tobin JD, Andres R. Glucose clamp technique: a method
for quantifying insulin secretion and resistance. American Journal of
Physiology. 1979; 237(3): 214-23.

Patti M-E, Kahn CR. The Insulin Receptor - A Critical Link in Glucose
Homeostasis and Insulin Action. J Basic Clin Physiol Pharmacol. 1998 ;
(9): 2 - 4.

Saad MJ, Araki E, Miralpeix M, Rothenberg PL, White MF, Kahn CR.
Regulation of insulin receptor substrate-1 in liver and muscle of animal
models of insulin resistance. J Clin Invest [Internet]. American Society for
Clinical Investigation; 1992; 90 (5): 1839—-49.

Kohn AD, Summers SA, Birnbaum MJ, Roth RA. Expression of a



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

72

Constitutively Active Akt Ser/Thr Kinase in 3T3-L1 Adipocytes Stimulates
Glucose Uptake and Glucose Transporter 4 Translocation. J Biol Chem.
271 (49): 1372-8.

Czech MP, Corvera S. Signaling Mechanisms That Regulate Glucose
Transport. J Biol Chem. American Society for Biochemistry and Molecular
Biology. 1999; 274(4):1865-8.

Brozinick JT, Roberts BR, Dohm GL. Defective signaling through Akt-2
and -3 but not Akt-1 in insulin-resistant human skeletal muscle: potential
role in insulin resistance. Diabetes. 2003; 52 (4): 935—41.

Ribon V, Saltiel AR. Insulin stimulates tyrosine phosphorylation of the
proto-oncogene product of c-Cbl in 3T3-L1 adipocytes. Biochemical
Journal; 1997 (3):839-45.

Carvalheira JBC, Zecchin HG, Saad MJA. Vias de Sinalizagao da Insulina.
Arq Bras Endocrinol Metabol. 2002; 46 (4): 419-25.

Reddy SS, Lauris V, Kahn CR. Insulin receptor function in fibroblasts from
patients with leprechaunism. Differential alterations in binding,
autophosphorylation, kinase activity, and receptor-mediated
internalization. J Clin Invest [Internet]. American Society for Clinical
Investigation; 1988; 82 (4): 1359-65.

Saad MJ, Folli F, Kahn JA, Kahn CR. Modulation of insulin receptor,
insulin receptor substrate-1, and phosphatidylinositol 3-kinase in liver and
muscle of dexamethasone-treated rats. J Clin Investigation; 1993; 92 (4):
2065-72.

Paz K, Hemi R, LeRoith D, Karasik A, Elhanany E, Kanety H, et al. A
Molecular Basis for Insulin Resistance: elevated serine/threonine
phosphorylation of irs-1 and irs-2 inhibits their binding to the
juxtamembrane region of the insulin receptor and impairs their ability to
undergo insulin-induced tyrosine phosphorylation. J Biol Chem. 1997; 272
(47): 29911-8.

Aguirre V, Uchida T, Yenush L, Davis R, White MF. The c-Jun NH2-

terminal Kinase Promotes Insulin Resistance during Association with



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

73

Insulin Receptor Substrate-1 and Phosphorylation of Ser307. J Biol Chem.
2000 ;275(12):9047-54.

Hotamisligil GS. IRS-1-mediated inhibition of insulin receptor tyrosine
kinase activity in TNF-a<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>