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RESUMO

A glicose é um carboidrato essencial para 0 metabolismo energético celular, cuja homeostase é
regulada por insulina e glucagon. Alteracdes nesse equilibrio podem levar ao desenvolvimento
de diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), cuja identificacdo precoce é fundamental para mitigar
complicagdes. O objetivo deste estudo é avaliar a viabilidade da técnica de espectroscopia ATR-
FTIR aliada ao algoritmo machine learning como um método alternativo na deteccdo do SNP
-866G/A do gene UCP2 e na analise glicémica de soro humano para identificacdo de
predisposicdo a DM2. Foram coletados e analisados dados clinicos e bioquimicos de 59
pacientes, incluindo glicemia, hemoglobina glicada, colesterol total e triglicerideos A técnica
de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexdo Total
Atenuada (ATR-FTIR) foi utilizada para a obtengéo dos espectros de 59 amostras de soro e 52
amostras de DNA amplificado pela PCR (reacdo em cadeia da polimerase). A genotipagem foi
realizada pela técnica de PCR-RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo em 52 amostras de DNA obtido do sangue total dos pacientes. A analise de cluster
hierarquico e redes neurais artificiais foram utilizadas para a separagdo dos grupos em relacéo
as concentracgdes sericas de glicose. As técnicas de analise de componentes principais (PCA) e
machine learning (KNN e SVM) foram utilizadas ,para a a classificagéo dos grupos em relagéo
ao tipo de SNP (AA, GA ou GG) do gene UCP2. A analise da genotipagem revelou uma
distribuicdo equilibrada entre as variaveis bioguimicas e os diferentes genétipos, apresentando
diferenca significativa apenas nos niveis de insulina, que foram mais elevados no genétipo GA
(19,75 pU/mL) em comparacdo aos genétipos GG (11,00 pU/mL) e AA (14,48 pU/mL). A
analise de cluster hierarquico demonstrou eficacia na separacdo das amostras de Soro em grupos
com concentracdes de glicose acima e abaixo de 100 mg/dL, atingindo uma acuracia de 78%.
Modelo redes neurais artificiais (ANN) aplicados a essas amostras obtiveram 83% de precisao,
com recall de 91% para a classe 1. A analise de machine learning como o KNN-Cosine,
alcancou acurécia de 74% na classificacdo entre os gendétipos AA e GG, e de 73,5% entre GA
e GG, na faixa espectral de 1170-1800 cm™, A andlise de ATR-FTIR combinada com o
alogaritmo machine learning foi demonstrada como uma abordagem promissora, menos
invasiva e mais acessivel que os métodos tradicionais. Essa técnica demonstrou capacidade de
distinguir os grupos baseados nos diferentes niveis de glicose p e genétipos do SNP -866G/A.

Palavras-chave: Diabetes tipo Il; predicdo; espectroscopia ATR-FTIR; machine learning;
gene UCP2, polimorfismo -866G/A.



ABSTRACT

Glucose is an essential carbohydrate for cellular energy metabolism, whose homeostasis is
regulated by insulin and glucagon. Alterations in this balance can lead to the development of
type 2 diabetes mellitus (T2DM), and early identification is crucial to mitigating complications.
This study aims to evaluate the feasibility of the ATR-FTIR spectroscopy technique combined
with a machine learning algorithm as an alternative method for detecting the -866G/A SNP of
the UCP2 gene and analyzing human serum glucose levels to identify predisposition to T2DM.
Clinical and biochemical data from 59 patients were collected and analyzed, including glucose,
glycated hemoglobin, total cholesterol, and triglycerides. The Attenuated Total Reflectance
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) technique was used to obtain spectra
from 59 serum samples and 52 DNA samples amplified by PCR (polymerase chain reaction).
Genotyping was performed using the PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
technique on 52 DNA samples obtained from whole blood. Hierarchical cluster analysis and
artificial neural networks were used to separate groups based on serum glucose concentrations.
Principal component analysis (PCA) and machine learning techniques (KNN and SVM) were
applied to classify groups according to the SNP type (AA, GA, or GG) of the UCP2 gene.
Genotyping analysis revealed a balanced distribution between biochemical variables and
different genotypes, with a significant difference observed only in insulin levels, which were
higher in the GA genotype (19.75 pU/mL) compared to the GG (11.00 pU/mL) and AA (14.48
pU/mL) genotypes. Hierarchical cluster analysis demonstrated effectiveness in separating
serum samples into groups with glucose concentrations above and below 100 mg/dL, achieving
78% accuracy. Artificial neural network (ANN) models applied to these samples achieved 83%
precision, with a recall of 91% for class 1. Machine learning analysis using KNN-Cosine
achieved 74% accuracy in classifying AA and GG genotypes and 73.5% accuracy for GA and
GG genotypes in the spectral range of 1170-1800 cm™. The ATR-FTIR analysis combined with
machine learning algorithms proved to be a promising, less invasive, and more accessible
approach than traditional methods. This technique demonstrated the ability to distinguish
groups based on different glucose levels and the -866G/A SNP genotypes.

Keywords: Type Il Diabetes; prediction; ATR-FTIR spectroscopy; machine learning; UCP2
gene; -866G/A polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A glicose é um carboidrato essencial para o corpo, pois constitui uma das principais
fontes de energia para as células, sendo obtida principalmente pela digestdo de carboidratos. A
manutencdo dos niveis de glicose no sangue é realizada pela acdo de dois hormonios, ambos
produzidos pelo pancreas: a insulina e o glucagon (Liemburg-Apers et al., 2011; Kuo et al.,
2015). A insulina promove a absorc¢do celular da glicose, enquanto o glucagon atua como um
agente hiperglicemiante ao ocasionar a quebra do glicogénio hepatico e liberacéo de glicose na
corrente sanguinea (Brown, 2000).

Anormalidades na homeostase da glicose, especialmente niveis elevados, podem
favorecer o desenvolvimento da Diabetes Mellitus (DM), especialmente o tipo 2 (DM2),
resisténcia a insulina, pré-diabetes e sindrome metabdlica. Essas doengas, quando
diagnosticadas precocemente, podem ser tratadas, o que aumenta a sobrevida do individuo,
melhora sua qualidade de vida e promove, em alguns casos, como na condi¢do da preé diabetes,
a atenuacdo parcial ou completa dos sintomas, caracterizando a remicao da doenca (Lee; Park;
Choi, 2022).

As manifestacfes clinicas da DM2, de acordo com a OMS incluem sede excessiva,
polacidria e cansaco, além de sintomas sutis que dificultam o diagnéstico precoce. Conforme
diretrizes estabelecidas pela Sociedade Brasileirade Diabetes (2024), o diagnostico da doenca
deve ser realizado por meio de exames de rotina, como glicemia em jejum, hemoglobina glicada
e teste de tolerancia oral a glicose. Entretanto, esses testes possuem limitacdes, como
desconforto gastrico, com possivel sensacdo de desmaio, ansia de vomito ou até mesmo vomito,
e custos elevados (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

Fatores ambientais e comportamentais, tais como sedentarismo e alimentacdo
inadequada, sdo relevantes para a patogénese da DM2 (Bandeira et al., 2013), aumentando o
risco de desenvolvimento desta doenca (Shamoon, 1992). A atividade fisica regular melhora a
sensibilidade a insulina, enquanto uma alimentagéo equilibrada ajuda a prevenir a doenca (Bird;
Hawley, 2016). No entanto, é importante ressaltar que a predisposi¢do genética pode tornar o
individuo ainda mais propenso ao desenvolvimento dessa condi¢do (Morcillo et al., 2008;
Sanchez et al., 2019).

Dentre as alteracOes genéticas que estdo associadas ao desenvolvimento da DM2,
destaca-se o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) -866G/A localizado no gene UCP2, cuja
variante do alelo A esta associada a niveis mais baixos de insulina e maior risco dessa doenca,
(Morcillo et al., 2008; Sanchez et al., 2019; Gomathi et al., 2019; Hou et al., 2020).
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A andlise do SNP -866G/A do gene UCP2 pode detectar uma alteracéo pontual no DNA
dos individuos e prever a propensdo ao desenvolvimento da DM2 antes mesmo que alteraces
bioquimicas nas concentragdes de glicose no sangue possam ser diagnosticadas. Dessa forma,
esse SNP constitui um potencial biomarcador molecular para predisposicdo da DM2 (Sasahara
et al., 2004; Hou et al., 2020; Lapik; Ranjit; Galchenko, 2021).

Recentemente, a analise de Especrosopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) associada a técnicas de aprendizado de méaquina (do inglés: machine learning) tem
mostrado resultados promissores na classificacdo de gendtipos do tipo SNPs e identificacdo de
predisposicdo doengas, tais como a DM2, oferecendo uma alternativa econdmica e eficiente
para diagnostico e acompanhamento de diversas condi¢des de satde (Gomes Rios et al., 2021;
Caixeta et al., 2023).

FTIR é uma técnica inovadora, acessivel e rapida para a caracterizacdo bioquimica de
amostras bioldgicas. As suas aplica¢fes requerem pequenas quantidades de amostra, permitindo
diagndsticos em tempo real e a identificacdo de alteragdes na composi¢cdo quimica amostral
antes gue se tornem visiveis (Kahn et al., 2009). Além disso, os métodos como a Reflectancia
Total Atenuada (ATR) associados ao FTIR tem conseguido facilitar a analise de amostras
liquidas e sélidas (Kazarian; Chan, 2006).

Desse modo, a espectroscopia ATR-FTIR é uma excelente ferramenta que pode ser
utilizada na classificacdo dos individuos de acordo com as concentragdes glicémicas e, quando
associada ao algoritmo machine learning, na classificacdo genotipica dos individuos de acordo
com o seus tipos de SNP, tais como o SNP -866G/A do gene UCP2. As vantagens de ser uma
técnica mais acessivel e rapida em comparacdo com a analise molecular, aliada ao seu potencial
de identificar a predisposi¢do DM2, pode incentivar mudangas no comportamento do individuo,
no sentido de leva-lo a adquirir habitos mais saudaveis e reduzir os riscos para desenvolvimento

dessa patologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade da técnica de espectroscopia ATR-FTIR aliada ao algoritmo
machine learning como um método alternativo na deteccdo do SNP -866G/A do gene UCP2 e
na analise glicémica de soro humano para identificacdo de predisposicdo a Diabetes Mellitus

tipo 2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o avaliar, por meio da técnica de PCR-RFLP, o SNP rs659366 (-866G/A)
localizado no gene UCP2;

. comparar os dados bioguimicos de insulina, glicemia, hemoglobina glicada,
colesterol total e triglicerideos dos individuos com os resultados da analise genotipica do SNP
rs659366 (-866G/A);

. verificar a eficiéncia da técnica de ATR-FTIR na diferenciacdo de individuos de
acordo com a concentracdo sérica de glicose;

. avaliar a eficiéncia da técnica de ATR-FTIR associada a algoritmos machine
learning na diferenciacao de individuos de acordo com a concentracao sérica de glicose e na
diferenciacéo de individuos de acordo com o tipo de SNP rs659366 (-866G/A).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIABETES

A glicose é uma das moléculas mais importantes para o funcionamento celular por ser
o principal produto para formacgdo de energia em forma de adenosina trifosfato (ATP)
(Liemburg-Apers et al., 2011).

A glicose é um monossacarideo obtido por meio da digestao de carboidratos, compostos
ricos em carbono e hidrogénio, que quando consumidos passam pela agdo das enzimas amilase
salivar, presente na boca, e da amilase pancreética, presente no intestino delgado; sendo
absorvida no jejuno, porcédo intermediaria do intestino delgado, onde ha maior concentracédo de
transportadores de glicose-sodio dependentes (SGLT-1) e transportadores de glicose (GLUT)
(Ghezzi et al., 2018) Apos a absorcao intestinal, a glicose passa pelo figado, 6rgao responsavel
por armazena-la em forma de glicogénio ou distribui-la para outros tecidos do organismo que a
utilizam como fonte de energia. A homeostasia das moléculas glicémicas é controlada por dois
horménios, insulina e glucagon, ambos secretados no pancreas e sintetizados pelas células das
ilhotas de Langerhans (Kuo et al., 2015).

O aumento da glicose no sangue leva ao estimulo de secre¢do de insulina nas células
beta das ilhotas de Langerhans no pancreas, o que aumenta a captacdo desse carboidrato pela
familia de transportadores GLUT para o intersticio das células do musculo, figado, tecido
adiposo, cérebro, e demais érgdos. O figado, musculo e o tecido adiposo sdo 0s que mais sofrem
a acdo da insulina. No figado, hé estoque de glicogénio para necessidades futuras, no musculo
também héa estoque de glicogénio, porém sua funcéo € garantir energia intramuscular, ja o tecido
adiposo recebe 0 excesso de glicose circulante para sintese de triacilglicerol (Petersen;
Shulman, 2018).

Assim que a concentragdo de glicose se normaliza na corrente sanguinea, as células
betas pancreéaticas passam a reduzir a liberacdo de insulina, isso porque a concentragdo de
glicose se encontra menor que no estagio inicial de sua obtengdo por meio da digestdo de
carboidratos. A concentracdo de ATP dentro desta célula passa a ser menor, sinalizando assim
o silenciamento das células beta pancreéaticas (Tokarz; McDonald; Klip, 2018). Quando as
concentragdes glicémicas ficam reduzidas, uma nova célula passa a produzir outro hormonio,
responsével pelo controle positivo da glicose circulante, o glucagon. Esse horménio é liberado
pelas células alfa pancreaticas e sua sintese comeca a partir do momento em que a concentragao

de ATP ¢ reduzida, fazendo com que o glicogénio estocado passe a circular para os demais
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tecidos. Além disso, outros mecanismos fisioldgicos sdo acionados e o tecido adiposo passa a
realizar quebra de gordura para formacdo de novas moléculas de glicose, processo esse
denominado gliconeogénese (Zeigerer et al., 2021).

O desequilibrio metabdlico ocorre quando o corpo ndo consegue regular adequadamente
0s niveis de glicose no sangue, que pode ser causado pela resisténcia a insulina, onde a
capacidade das células em captar a glicose estdo comprometidas em resposta ao horménio
insulina, levando a hiperglicemia e a disfuncdo metabolica em diversos tecidos. Essa condi¢éo
complexa envolve multiplos mecanismos patogénicos, incluindo alteracdes na sinalizacdo da
insulina, inflamacdo cronica de baixo grau e disfuncdo mitocondrial, e estd intimamente
associada ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (Lee; Park; Choi, 2022).

A diabetes mellitus (DM) é uma condicdo caraterizada pela auséncia da producdo de
insulina de forma fisioldgica pelas células beta pancreéaticas ou pela incapacidade do corpo em
usar a insulina de forma eficiente na captacdo de glicose na corrente sanguinea (American
Diabetes Association, 2014). De acordo com Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), a
incidéncia mundial da doenca em 2021 foi de 537 milhdes de adultos diagnosticados, sendo
gue 3 em cada 4 individuos diabéticos vivem em paises de baixa renda, levando a 4 milhdes de
mortes por ano (International Diabetes Federation, 2021).

No Brasil, aproximadamente 10,2% da populacéo é afetada pelo diabetes mellitus, com
uma maior prevaléncia entre as mulheres (11,1%) em relagdo aos homens (9,1%). Destacam-se
os estados de: Sao Paulo e o Distrito Federal, onde 12,1% da populacgéo esta diagnosticada com
a doenca, seguidos por Porto Alegre com 12% e Natal com 11,8% (Brasil, 2023). Os tipos mais
comuns de diabetes incluem diabetes mellitus do tipo 1 (DM1), pré diabetes, diabetes
gestacional e diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (Muzy et al., 2021).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a DM2 é caracterizada pela
resisténcia a insulina e pela secrecéo insuficiente de insulina pelas células beta pancreéticas,
além das disfungdes na secrecdo de incretinas (Ahlqvist et al., 2018). De acordo com o
Ministério da Saude, cerca de 90% das pessoas com diabetes tém o tipo 2 da doenca e a
manifestacdo clinica geralmente aparece na fase adulta (Peer; Balakrishna; Durao, 2020).

O controle das taxas de glicose sdo essénciais para o metabolismo normal do organismo,
onde o descontrole dos niveis glicémicos leva a inimeras disfuncdes celulares, como: doencas
cardiovasculares, doencas renais, doengas oculares, neuropatia sistema imune comprometido,
ma circulacdo, e problemas de cicatriza¢do (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Sadde, os sintomas da DM2 sdo: sede

excessiva e boca seca, miccao frequente, falta de energia para atividades simples, feridas com
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cicatrizagao lenta, infecgdes recorrentes na pele, visdo turva e formigamento ou dorméncia nas
maos e nos pés. Esses sintomas podem também ser silenciosos, causando um atraso no
diagnostico da doenca e até mesmo complicacbes que podem ser desencadeadas pela
hiperglicemia frequente. As complicacGes causadas por uma DM2 descompensada, onde o
individuo se mantém com as concentragdes de glicose acima do esperado, consistem em perda
de visdo, doenca renal diabética, riscos cardiovasculares, hipertensdo arterial, insuficiéncia
cardiaca, neuropatia periférica, pé diabético, ulceras, doenca hepatica gordurosa,

hipogonadismo e doengas arteriais periféricas (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

3.2 DIAGNOSTICO DA DM2

O diagndstico da DM2 é concretizado pela identificacdo de hiperglicemia, e para isso
podem ser usados glicemia plasmatica em jejum (GJ), hemoglobina glicada (HbA1C) e teste de
tolerancia a glicose por via oral (TTGO) (Harreiter; Roden, 2023). Para a analise da glicemia
plasmatica em jejum (GJ) € necessario que o paciente se apresente para a coleta com pelo menos
8 hora de jejum, assim é possivel analisar niveis séricos de glicose na corrente sanguinea do
individuo (Filho et al., 2002). Para a avaliacdo da HbAlc, o jejum ndo é necessario, pois a
concentracdo medida corresponde a uma proteina presente nos glébulos vermelhos que interage
com a glicose. Como a vida média dessas células é de aproximadamente 120 dias, 0 exame
reflete o controle glicémico ao longo desse periodo (Kahn et al., 2013). Contudo, para a analise
do TTGO o individuo passa pela coleta de sangue incialmente em jejum, como na andlise de
GJ, e logo em seguida é administrado 759 de glicose via oral. Uma hora apds é realizada uma
nova coleta de sangue (TTGO-1) ou duas horas depois da sobrecarga glicémica (TTGO-2)
(Bergman et al., 2024).

Os resultados dos exames laboratoriais sdo avaliados de acordo com a concentragdo do
marcador solicitado. Na tabela 1 estdo ilustrados os critérios laboratoriais para o diagnostico da

DM de acordo com a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes.
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Tabela 1 - Critérios laboratoriais para diagnéstico de DM.

Critério Normal Pré-diabetes DM
GJ (mg/dL) <100 100-125 >126
TTGO-1 (mg/dL) <155 155-208 >209
TTGO-2 (mg/dL) <140 140-199 >200
HbA1C (%) <5,7 5,7-6,4 >6,5

Legenda: GJ: glicose em jejum; TTGO: teste de tolerancia a glicose oral; HbAlc: hemoglobina glicada.
Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2024).

O diagndstico preciso da DM2 é obtido pelo conjunto de marcadores alterados, néo
bastando apenas um sendo estabelecido quando a taxa de GJ for maior que 126 mg/dL,
juntamente com os resultados de HbAlc superiores a 6,5%. Caso o exame de TTGO for
solicitado, valores de TTGO-1 acima de 209 mg/dL diagnosticam DM2 e sdo importantes
também para controle de pré-diabetes. Ja TTGO-2 é um teste pouco utilizado, ja que o anterior
demonstra boa sensibilidade (Selvin et al., 2007). Apesar dos métodos descritos acima
apresentarem uma boa acuracia no diagnostico de DM2, eles possuem algumas limitacdes que
devem ser consideradas, tais como a necessidade de jejum, custo alto e baixa precisao de alguns
exames, como a HbA1C e TTGO. O jejum é um fator que gera desconforto para a maioria dos
pacientes, além de poder causar hipoglicemia e desmaios quando realizado por periodos
prolongados. Cabe ressaltar, que os resultados podem sofrer interferéncia quando o jejum nao
é realizado conforme solicitado, resultando em perda total da amostra e a necessidade de uma
nova coleta.

Mesmo que a HbAL1C seja um parametro que possibilita a avaliagdo a longo prazo das
concentragdes glicémicas, a analise da hemoglobina glicada é um exame de custo mais elevado
em relacdo aos outros exames bioquimicos, ndo leva em consideracdo a variabilidade do
produto de glicagéo proteica, além de ser menos sensivel para o diagndstico. O TTGO é um
teste mais oneroso e desconfortavel pela ingestdo de 75g de glicose em solucdo, podendo causar
enjoos, vomitos e desconforto gastrico, além de tornar necessario que o paciente fique no local

da coleta por um periodo de tempo (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

3.3 FATORES DE RISCO

Os fatores ambientais e comportamentais exercem um papel crucial no desenvolvimento
do DM2. Entre esses fatores estdo a alimentagdo rica em carboidratos, alimentos
industrializados, obesidade (IMC elevado) e sedentarismo. Além disso, outros fatores de risco
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também podem aumentar a chance de desenvolvimento da doenca tais como, stress, sono
inadequado e predisposicdo genética (Bandeira et al., 2013), onde individuos que j& apresentam
predisposicdo genética podem desencadear a DM2 com mais facilidade ou até mesmo agrava-
la se tiverem um estilo de vida ruim (Moore; Florez, 2008).

O consumo excessivo de carboidratos simples, como monossacarideos e dissacarideos
que possuem baixo peso molecular, constitui risco para o desenvolvimento da DM2 em relagéo
a individuos que possuem uma dieta rica em fibras (Reynolds et al., 2019). De acordo com o
Guia Alimentar da Populacdo Brasileira, publicado em 2014, a alimentacdo saudavel respeita a
regido e os costumes de uma populacdo, porém traz a conscientizacdo da importancia do
consumo de frutas, verduras e legumes diariamente e a baixa frequéncia no consumo de
alimentos industrializados (alimentos processados e ultraprocessados) para garantir a salde e a
longevidade.

Um estudo demonstrou que o consumo médio de calorias da populacdo brasileira entre
2008 a 2018 era de 1754kcal, sendo 11,28% alimentos processados e 19,69% alimentos
ultraprocessados, justamente a classe de alimentos que demonstra um risco maior para 0
desenvolvimento de DM2 (Louzada et al., 2023). Durante a pandemia de Covid-19 houve
aumento de consumo de alimentos ultraprocessados e bebidas acucaradas no Brasil, fatores que
associados a inatividade fisica podem desencadear aumento no indice glicémico e
consequentemente levar a condicdo de pré-diabetes ou até mesmo a DM2 (Andrade et al.,
2023). De acordo com o Atlas do Diabetes, o niUmero de pacientes diagnosticados com diabetes
no mundo aumentou de 463 milhGes em 2019 para 537 milhdes em 2021, sendo o sedentarismo,
ma alimentacdo uns dos principais fatores (International Diabetes Federation, 2021)

Outro trabalho realizado com 492 pessoas pertencentes a comunidade indigena do
Canada demonstrou que os individuos que consumiam com alta frequéncia carne bovina e
alimentos processados apresentavam risco aumentado do desenvolvimento do DM2 em relagéo
aos individuos que possuiam uma alimentacdo balanceada (Reeds et al., 2016). Sob a mesma
perspectiva, Ley et al. (2016) relatou que a qualidade das gorduras e dos carboidratos
consumidos sdo mais importantes que as quantidades destes no desenvolvimento do DM2,
mostrando que manter uma alimentagdo focando em carboidratos complexos, fibras e gorduras
insaturadas € uma forma de reduzir os riscos de desenvolver o diabetes, mas claro que as
quantidades devem ser fracionadas de acordo com cada individuo. Dietas desequilibradas,
pobres em fibras e nutrientes e com altas concentrac6es de ultraprocessados levam ao ganho de
peso, fator que influencia na baixo sensibilidade a insulina. Este fato foi evidenciado em muitos

estudos, como os de Chen et al., (2016), Barengolts (2016) e Guiducci; lervasi e Quinones-
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Galvan (2014). Estes autores, ao avaliar o TTGO de individuos obesos ou propensos a
obesidade, observaram aumento da glicemia p6s prandial tardia avaliada trés horas ap6s carga
glicémica em 32% dos casos. Neste estudo verificou-se também que em 12% dos individuos o0s
niveis de insulina estavam baixos, aumentando o risco do desenvolvimento da DM2.

A obesidade € um dos principais fatores que aumentam o risco do desenvolvimento da
DM2. Os individuos considerados obesos possuem o IMC (indice de massa corporal) com
valores maiores que 30 kg/m? (Organizacdo Mundial da Saude, 1997). Além do IMC, a medida
da circunferéncia abdominal, muitas vezes é utilizada para caracterizar a obesidade, consistindo
em valores maiores que 102 cm para os homens e maiores que 88 cm para as mulheres (1
Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica, 2004).

Malone e Hansen (2019) associaram a obesidade ao risco aumentado de desenvolver
DM2, levando em consideracdo que os habitos alimentares do obeso podem levar o individuo
para um diagnostico mais rapido do DM2, principalmente aqueles que apresentam
predisposicdo genética. Contudo, esses autores observaram que a obesidade em si ndo foi um
fator que causa alteragdes metabolicas quando ndo esta associada a predisposicao a DM2, mas
a condicdo de resisténcia inerente a insulina pode resultar em alteragdes metabolicas que
favorecem o armazenamento de gordura e consequentemente a obesidade.

O sedentarismo também tem um impacto em um maior risco de desenvolvimento da
DMZ2, considerando que a falta de atividade fisica contribui para a diminuicdo da sensibilidade
a insulina (Etchegoyen et al., 2018; Arrieta-Cruz et al., 2022; Pippi et al., 2022). O estudo de
Ledn-Latre et al. (2014) mostrou que individuos que passam mais de 6,6 horas sentados
apresentam niveis mais altos de glicose, insulina e HOMA-IR, independentemente da atividade
fisica. Esse efeito ocorre devido a baixa ativacdo muscular, que reduz a captacao de glicose e
aumenta a resisténcia a insulina, além de estar associado a um estado inflamatério crénico,
contribuindo para a disfuncdo metabdlica e o risco de diabetes tipo 2.

Biddle et al. (2018) analisaram 435 individuos e acompanharam os niveis de glicose,
insulina e outros marcadores bioquimicos para associar o comportamento fisico dos individuos
com os marcadores metabolicos e concluiu que quanto mais tempo os individuos passavam em
pé e em movimento melhor eram os resultados dos marcadores bioquimicos em relacdo aos
participantes que passavam mais tempo sentados. Além disso, sabe-se que a atividade fisica
contribui para o ajuste das concentragdes glicémicas, uma vez que a captacdo de glicose pelo
musculo ocorre por difusdo facilitada, mediada pelos transportadores de glicose GLUT4. Em

contrapartida, em repouso, a captagdo de glicose é predominantemente regulada pela a¢do da
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insulina nos tecidos. Essa analise demonstra que a atividade fisica recorrente pode melhorar a
sensibilidade a insulina (Bird; Hawley, 2016).

Outros estudos associaram o stress com uma maior predisposicdo a DM2. Em situacdes
de altos niveis de estresse a producdo descontrolada de cortisol influencia diretamente na
sensibilidade a insulina. 1sso acontece porque receptores de glicocorticoides sdo expressos em
células beta pancreéticas, causando resisténcia a insulina quando as concentragdes de cortisol
se mantém acima do normal por um longo periodo de tempo (Hackett; Steptoe, 2017). Um
estudo que incluiu 3500 pessoas relatou que individuos diagnosticados com DM2 mantinham
niveis normais de cortisol durante o dia enquanto durante a noite as concentra¢fes do horménio
se elevavam em comparacdo aos individuos saudaveis (Hackett; Steptoe; Kumari, 2014). Ortiz
et al. (2019) analisaram a relacdo entre o cortisol sérico matinal e o metabolismo da glicose em
uma amostra de 4.206 afro-americanos. Os resultados indicaram que niveis mais altos de
cortisol estavam associados a maior glicemia de jejum (FPG) e menor fungéo das células beta
em participantes sem diabetes, e a niveis mais altos de FPG e hemoglobina glicada (HbA1c)
em participantes com diabetes. A analise revelou que o cortisol elevado aumentava a
probabilidade de DM2, sugerindo que o cortisol matinal pode ser um marcador relevante no
estudo da glicemia e do risco de diabetes.

Outro fator relevante é o sono inadequado, a privacao cronica de sono e até mesmo o
excesso, podem ser fatores importantes no desenvolvimento do DM2. Antza et al. (2021)
realizaram uma meta-andalise que envolveu 12 artigos de populacdes diferentes entre 2010 a
2018 que demonstrou que pessoas que dormem menos que 6 horas possuem duas vezes mais
chances de serem diagnosticas com DM2. Por outro lado, esse estudo demonstrou que pessoas
que dormem mais que 9 horas por dia possuem 60% de chances de desenvolver DM2 em relagéo
a pessoas que dormem uma quantidade de sete a oito horas de sono por noite.

Desse modo, fatores ambientais e o estilo de vida desempenham um papel crucial no
desenvolvimento do DM2, no entanto, quando associados a fatores genéticos, a suscetibilidade
a essa patologia aumenta significativamente como demonstrado nos achados de Fan et al.
(2016) onde conduziram um estudo prospectivo com 2.293 individuos na Finlandia, analisando
a capacidade de polimorfismos genéticos nos genes PPARG e CAPN10 de prever o risco de
DM2. Apoés até 12 anos de acompanhamento, foi observado que variantes nesses genes
elevavam de forma expressiva o risco de DM2, especialmente em individuos com glicemia de
jejum elevada e alto indice de massa corporal. Esses achados sugerem que, embora fatores
ambientais e o estilo de vida sejam essenciais, polimorfismos genéticos especificos podem ser

valiosos para prever o risco de DM2 em determinadas populagdes.
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Ligthart et al. (2021) analisaram 15.671 individuos de ascendéncia europeia com 45
anos ou mais, participantes do ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) e do Rotterdam
Study, para estimar o risco vitalicio de diabetes tipo 2 com base em 403 variantes genéticas. Os
participantes foram categorizados em risco genético baixo (menos de 20% de variantes
genéticas), intermediario (20-80% de variantes genéticas) e alto (mais de 80% de variantes
genéticas), e o impacto do IMC foi avaliado. O risco de diabetes foi maior entre aqueles com
alto risco genético, chegando a 47,6% no ARIC e 35,5% no Rotterdam Study.

Salauddin et al. (2023) investigaram a associacdo dos polimorfismos rs12255372 (G/T)
e 157903146 (C/T) no gene TCF7L2 com a suscetibilidade ao DM2 em uma amostra de 300
pacientes diabéticos e 234 controles saudaveis em Bangladesh. Os resultados mostraram que
ambos os polimorfismos estavam significativamente associados ao DM2, com o alelo de risco
"T" de rs12255372 apresentando uma associacdo mais forte. Foi observado que o gendtipo TT
de rs12255372 estava mais presente em diabéticos em comparacao aos controles.Sendo assim,
fatores ambientais e genéticos se encontram intimamente correlacionados com o

desenvolvimento da DMZ2.

3.4 POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos genéticos sdo variacGes na sequéncia de DNA que ocorrem dentro de
genes, podendo estar presentes em suas regides promotoras, codificantes (éxons), ndo
codificantes (introns) ou até mesmo em regides intergénicas. Diferente das mutacdes, que
possuem uma frequéncia alélica inferior a 1%, uma variante s6 é classificada como
polimorfismo se sua frequéncia alélica for superior a 1% na populacdo mundial,
independentemente do tipo de mutacdo que a originou, do tamanho do segmento de DNA
envolvido ou se ela leva ao desenvolvimento de uma patologia ou ndo. Dependendo do tipo do
polimorfismo, da sua localizacéo e da influéncia de fatores ambientais, ele pode predispor a
doencas ou alteracdes metabdlicas, tais como a DM2; como também néo levar a qualquer
alteracdo fenotipica e surgimento de doencas (Nussbaum; Mclnnes; Willard, 2016).

Diversos tipos de polimorfismos sdo encontrados no genoma humano. Entre os menos
frequentes estdo os polimorfismos de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), os
polimorfismos de numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR), também conhecidos
como minissatélites, e as repeti¢des em série curtas (STR), chamadas de microssatélites. O tipo
mais comum, no entanto, é o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), que corresponde a uma

alteracdo em apenas um nucleotideo da sequéncia de DNA. Aproximadamente metade dessas
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alteracbes polimorficas afeta a sequéncia de aminoacidos que compdem uma proteina, sendo
classificadas como alteragdes nao-sindnimas.

As variacdes dos SNPs podem ser silenciosas, quando a troca de nucleotideo nao
modifica o aminoacido codificado; de sentido trocado (missense), quando o codon alterado gera
um aminodcido diferente, o que pode ou ndo resultar em alteragdes funcionais significativas na
proteina; ou sem sentido (nonsense), em que a modificacdo transforma o coédon em um sinal de
término. Além dos SNPs, existem os polimorfismos de insercdo/delecdo, ou indels, que
envolvem a adi¢cdo ou remocao de nucleotideos, podendo variar de uma Unica base até cerca de
mil nucleotideos (Nussbaum; Mclinnes; Willard, 2016).

Vaérios estudos da literatura tem relacionado SNPs especificos com a predisposicdo a
alteracdes metabdlicas e disturbios multifatoriais (Martinez-Lopes et al., 2007; XIE et al, 2017;
Ishimaru et al., 2017; Ghafar et al., 2019; Uaska Sartori et al., 2020). Martinez-Lopes et al.,
(2007) estudaram a associagéo entre o polimorfismo A54T do gene FABP2 e os fatores de risco
cardiovascular em individuos obesos mexicanos. Foram analisados 114 adultos obesos, sendo
47% resistentes a insulina, 49% com hipercolesterolemia e 45% com hipertrigliceridemia com
a técnica molecular PCR-RFLP resultando em uma frequéncia do genotipica: 39% AA, 54,8%
AT e 6,2% TT. O grupo AT/TT apresentou maior IMC, circunferéncia abdominal, niveis de
triglicerideos, colesterol total, LDL e VLDL em comparacdo ao grupo AA, indicando maior
risco cardiovascular, o que atribuiu ao alelo T54 do gene FABP2 uma maior associacdo ao
aumento do risco cardiovascular em obesos.

Xie et al. (2017) investigaram a associacao entre quatro SNPs (rs10738760, rs6921438,
rs6993770 e rs4416670) mapeados no gene VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
com o desenvolvimento da depressdo, uma patologia que afeta individuos globalmente. O
estudo foi conduzido na populagdo chinesa, composta por 437 pacientes diagnosticados com
depressdo e 477 individuos saudaveis gue serviram como grupo controle. A técnica molecular
utilizada foi PCR alelo-especifica competitiva (KASP) acoplada a um sistema de genotipagem
baseado em FRET e foi observado entre os SNPs analisados, que apenas 0 SNP rs4416670
mostrou associacgéo significativa com o aumento do risco de desenvolver depressdo nesses
individuos. Ishimaru et al. (2017) avaliaram a relacdo do polimorfismo de delecdo no gene
UGT2B17 com o prognostico do cancer pediatrico na populacdo japonesa pela técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) em 145 amostras de DNA de tecidos tumorais. Os resultados
deste estudo mostraram que as criangas com a auséncia do polimorfismo de delegéo

apresentaram taxas de recidiva significativamente maiores em comparacdo as que possuiam o
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polimorfismo, indicando que esse SNP desempenha um papel relevante no progndstico de
canceres pediatricos.

O SNP -344C/T do gene CYP11B2 foi relacionado com a hipertensdo e hipertrofia
ventricular esquerda na populacdo egipcia em um estudo que avaliou 100 individuos
hipertensos e 50 individuos saudéaveis como grupo controle. As amostras de DNA extraidas do
sangue foram genotipadas pela técnica de PCR-RFLP e determinou-se que a frequéncia alélica
do alelo mutante (-344T) mostrou alta associagdo com o grupo de pacientes hipertensos quando
comparados com o alelo selvagem (-344C) mais presentes no grupo controle, demonstrando
que este SNP pode ser relacionado com a predisposicao a hipertenséo (Ghafar et al., 2019).

Os estudos de analise de SNPs e sua associagdo com distdrbios multifatoriais na
populacdo brasileira estdo em menor numero quando comparado com as demais populacdes da
maioria dos paises (RIOS et al., 2010; SARTORI et al., 2020); WOBETO et al., (2009)
investigaram a relacdo entre os polimorfismos da haptoglobina (Hp) e a nefropatia diabética
(ND) em 265 pacientes diabéticos brasileiros, sendo 95 com diabetes tipo 1 e 170 com tipo 2,
todos com historico da doenca por pelo menos 10 e 5 anos, respectivamente. Os resultados
mostraram que ndo houve associacdo significativa entre 0s gendtipos da Hp e a presenca de
ND, nem correlacdo com a excre¢do de albumina urinéria ou hipertensao arterial sistémica.

Wollinger et al. (2015) avaliaram a associa¢do entre os polimorfismos genéticos do gene
da enzima conversora de angiotensina (ACE) e do gene do angiotensinogénio (AGT) com a
suscetibilidade ao DM2 em uma populacdo do sul do Brasil. A pesquisa, um estudo de caso-
controle, incluiu 228 pacientes com DM2 e 183 individuos saudaveis como controles. Néo foi
encontrada associacdo significativa entre o polimorfismo InDel do gene ACE e a DM2,
contudo, o polimorfismo rs699 do gene AGT mostrou uma associagdo significativa com a
doenca, com o genotipo AG sendo mais frequente nos pacientes com DM2.

Em uma amostra da populacdo brasileira, Sartori et al. (2020) com o objetivo de avaliar
o perfil genético dos individuos diagnosticados com hanseniase analisaram 19 marcadores
genéticos do tipo SNPS, distribuidos entre 11 loci pré associados com a hanseniase. A amostra
foi constituida por seis individuos brasileiros, sendo dois casos com relato de recidiva, um de
reinfecgdo e trés pacientes ja infectados por hanseniase e curados. O DNA foi obtido pelo
sangue periférico dos pacientes e 0s SNPs analisados por Real Time-PCR. Este estudo concluiu
que a combinacdo de alelos entre os 19 diferentes genes pode resultar na predisposi¢édo
aumentada para recorréncia da doenga.

Um outro estudo realizado com a populacdo brasileira buscou a relacdo da doenca

multifatorial arterial coronariana (DAC), com os SNPs 511C>T e -174G>C, localizados na
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regido promotora dos genes IL-1B e IL-6, respectivamente, utilizando a técnica de PCR-RFLP.
Os autores analisaram 667 individuos, sendo 253 afro-brasileiros e 414 caucasianos-brasileiros
e identificaram que esses SNPs eram mais prevalentes em homens com DAC, diagnosticados
com DM2 e que faziam uso de medicamentos para controle de colesterol, em comparacdo com
0s respectivos grupos de controle (Rios et al., 2010).

A associagdo de SNPs especificos com o desenvolvimento da DM2 foi observada em
muitas populacdes, como Lyssenko et al. (2005) revelaram que variantes nos genes PPARG e
CAPN10 em participantes finlandeses estavam associadas a um risco aumentado de DM2,
especialmente em individuos com niveis elevados de glicose em jejum e alto indice de massa
corporal (IMC). Morcillo et al. (2008) observaram que os SNPs do alelo -75A do gene APOA
(-75G/A) e do alelo Arg64 do gene ADRB3 aumenta o risco do desenvolvimento da DM2 em
uma populacédo do sul da Espanha. Dora et al. (2010) identificaram que a homozigose Ala92Ala
do SNP Thr92Ala do gene D2 esta associada ao aumento do risco de desenvolver DM2 em
participantes do sul do Brasil. Perez-Luque et al. (2012) detectaram que o SNP -308G/A do
gene TNF-a é um fator de risco para o desenvolvimento da DM2 em mexicanos. Ainda na
populacdo mexicana, Sanchez et al. (2019) detectaram que o alelo G do SNP +45T/G do gene
ADIPOC apresentou efeito protetor contra distdrbios metabdlicos relacionados a DM2,
Salauddin et al. (2023) desmonstraram que o polimorfismo genético rs7903146 do gene
TCF7L2 esta associado ao risco de DM2 em individuos da populagdo de Bangladesh.

3.5 GENE UCP2

O gene UCP2 (Uncoupling Protein 2), localizado no brago longo do cromossomo 11 no
genoma humano, pertence a familia de genes UCPs e codifica uma proteina homénima que
regula o transporte de ions pela membrana mitocondrial, influenciando diretamente a cadeia
respiratoria dessa organela e, consequentemente, a sintese de ATP (Hashemi et al., 2014). O
UCP?2 é expresso em diversos tecidos do corpo, como o tecido adiposo, musculos, cérebro,
pulmdes, rins e pancreas, desempenhando um papel crucial no metabolismo de lipidios e na
regulacdo da secre¢do de insulina (Liu et al., 2013; Rezapour et al., 2021). A atuacdo da proteina
codificada pelo UCP2 na membrana mitocondrial impacta a producéo e liberagdo de adenosina
trifosfato (ATP), uma vez que ela controla o transporte de anions para fora e de prétons para
dentro da mitocondria, fatores que favorecem a cadeia respiratéria e a geracdo de ATP como
produto final. Quando sua expressdo esta aumentada, a proteina UCP2 pode reduzir a sintese
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de ATP, o que afeta tanto a funcdo mitocondrial quanto as atividades celulares normais
(Cadenas, 2018).

Além disso, o gene UCP2 também regula a formacao e liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), frequentemente subprodutos toxicos resultantes da cadeia respiratoria
mitocondrial. As ROS, como superoxidos (O27) e peroxidos de hidrogénio (H20.), estdo
associadas ao estresse oxidativo e a processos inflamatdrios, sendo responséaveis por danos
intracelulares (Brand, 2016). Estudos de Mailloux e Harper (2011) mostraram que 0 aumento
da concentracdo de ROS liberadas pela mitocéndria ativa as proteinas UCP2 e UCP3, reduzindo
seus niveis. De forma semelhante, Bai et al. (2005) observaram que a expressao aumentada do
gene UCP2 em camundongos diminuiu a liberagdo de ROS, enquanto a sua reducdo da
expressao aumentou a liberacdo dessas espécies reativas.

Diversos polimorfismos do tipo SNPs associados a patologias tém sido identificados no
gene UCP2, com destaque para o0 -866G/A (rs659366), que tem sido associado ao
desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Shen et al., 2014; Cadenas, 2018; XU et al., 2021). O SNP
-866G/A esta localizado na regido promotora do UCP2, onde o alelo G é considerado o tipo
selvagem, enquanto o alelo A é a variante mutante. A presenca do alelo A, seja em homozigose
ou heterozigose tem sido associada ao aumento da expressdo do gene UCP2, como nos achados
de Boschini et al. (2005) que revisaram a regulacdo da expressdo génica das proteinas
desacopladoras UCP2, com foco em como fatores como dieta, jejum e exercicio fisico
influenciam essa expressdo. O estudo inclui dados de resultados em humanos e animais,
destacando que o alelo A do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 pode estar associado a um
aumento na expressao do gene, impactando funcdes metabdlicas e adaptativas relacionadas a
homeostase celular.

A quantidade de pesquisas que buscam a relacdo entre o polimorfismo -866G/A do gene
UCP2 e o desenvolvimento de DM2, ou patologias relacionadas a diabetes, como retinopatia
diabética e sindrome metabolica, tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos, com um
maior destaque para a populagéo asiatica. Sasahara et al. (2004) foram os pioneiros a estudar a
relacdo desse polimorfismo com a DM2 na populacio da Asia. Este trabalho analisou na
populacéo japonesa a diferenga genotipica entre 413 participantes com diagndstico de DM2 e
172 individuos néo-diabeéticos. A presenca do SNP -866G/A foi avaliada pela técnica de PCR-
RFLP com a enzima de restricdo Mlul em amostras de DNA extraidas de sangue periférico.
Estes autores ndo observaram diferencas significativas entre os genotipos mutante e selvagem

entre os grupos, contudo foi possivel identificar que os participantes portadores do alelo A
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possuiam niveis de insulina mais baixos que os individuos ndo-diabéticos portadores do alelo
G.

Wang; Ke e Lin (2012) investigaram 370 participantes chineses com 2 DM2 e 166
individuos saudaveis, demonstrando que o tratamento com repaglinida foi mais eficaz nos
pacientes portadores do alelo selvagem G em comparacao aos portadores do alelo mutante A,
que apresentaram maior resisténcia ao medicamento. De forma complementar, Chai et al.,
(2012). exploraram a associacdo desse mesmo polimorfismo com o risco de desenvolvimento
de ataque isquémico transitorio (AIT), conhecido como "mini AVC". O estudo incluiu 844
pacientes chineses com DM2, divididos em dois grupos: 404 que sofreram AIT e 440 que nédo
apresentaram histdrico dessa condigdo. Por meio da analise de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) com sondas TagMan especificas, os autores observaram que o alelo mutante A estava
significativamente associado a um maior risco de AIT em individuos com DM2. Em contraste,
Qin et al. (2013) obtiveram resultados divergentes, ndo encontrando associagéo significativa
entre o polimorfismo -866G/A e o desenvolvimento de DM2 na populagdo chinesa. Nesse
estudo, foram analisadas amostras de DNA de 715 individuos, extraidas de sangue periférico e
submetidas a técnica de PCR-RFLP, seguida de digestdo enzimatica com Mlul. Os autores
concluiram que ndo houve evidéncias de relacdo entre o polimorfismo -866G/A e a
predisposicdo ao DM2.

O estudo de Hou et al. (2020) identificaram que os individuos chineses portadores do
alelo A (mutante) do SNP -866G/A possuiam baixos niveis de insulina e aumento do risco do
desenvolvimento de pré-diabetes ou DM2. Lapik, Ranjit e Galchenko (2021), por meio da
comparacao entre a presenga dos alelos selvagens G ou mutantes A com o0s exames bioquimicos
dos participantes, concluiram que nas mulheres russas com diagnostico de DM2 a presenca do
gendtipo mutante AA estava associado a niveis glicémicos e lipidicos elevados e o genétipo
selvagem GG estava associado a niveis normais de glicémia. Os resultados de Gomathi et al.
(2019) mostraram que na populagdo indiana, o gendtipo AA estava significativamente
associado a altos niveis de hemoglobina glicada e baixos niveis de insulina no sangue quando
comparado com os gen6tipos GA e GG, concordando com os resultados de estudos prévios
sobre a relagdo do gendtipo AA com o desenvolvimento da DM2.

Os achados de Din et al. (2023) demonstraram a relacédo entre a polimorfismo do gene
UCP2 e a predisposi¢do a DM2 na populacio de Caxemira, norte da india, onde foram incluidos
850 participantes, sendo 425 com DM2 e 425 controles saudaveis. Os resultados mostraram
que as mutagdes no gene UCP2, particularmente o genotipo AA no locus -866, estdo associadas

a uma reducdo expressiva na expressao do UCP2, com impacto negativo nos parametros
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metabolicos. Pacientes com idade superior a 50 anos e IMC > 25 apresentaram uma diminui¢ao
significativa na expressdo do UCP2, sugerindo que essas caracteristicas aumentam o risco para
DM2.

Por outro lado, os achados de Bulotta et al (2005) que analisaram 746 pacientes com
DM2 e 327 controles saudaveis de origem caucasiana, todos residentes da regido de Gargano,
Itdlia mostraram que o alelo -866A estava associado a um risco reduzido de DM2, com o0s
portadores apresentando risco progressivamente menor conforme o ndmero de alelos A
aumentava. Por outro lado, o geno6tipo -866G/G conferiu risco aumentado, atribuindo cerca de
12% de risco populacional ao desenvolvimento de DM2. Andersen et al. (2012) investigaram
a relagdo entre o polimorfismo -866G>A do gene UCP2 e DM2 em uma amostra de 17.636
dinamarqueses. A genotipagem foi realizada utilizando a técnica KASPar (KBioscience), com
uma taxa de sucesso de 97% e sem discrepancias em 965 amostras duplicadas aleatoriamente.
Os resultados ndo mostraram diferencas significativas nas frequéncias alélicas ou na
distribuicdo dos genotipos entre os casos de DM2 e os controles, nem em anélises prospectivas
de conversdo para diabetes ap06s cinco anos de acompanhamento. Conclusivamente, 0 SNP -
866G/A ndo apresentou associacdo significativa com o risco de desenvolvimento de DM2.

Huang et al. (2021) avaliaram a associa¢do dos polimorfismos UCP1-3826A/G, UCP2-
866G/A e Ala55Val, e UCP3-55C/T com a suscetibilidade ao DM2. A andlise incluiu 38
estudos de caso-controle envolvendo diferentes etnias e utilizou odds ratios (ORs) com
intervalos de confianca de 95% para estimar a forca da associagdo. Os resultados mostraram
gue o polimorfismo UCP2 -866G/A estava associado a uma redugdo do risco de DM2 em
asiaticos, enquanto o polimorfismo UCP2 Ala55Val estava relacionado a um aumento do risco
em populacdes asiaticas.

Na populagdo brasileira, a investigacdo do SNP -866G/A do gene UCP2 em relacdo a
predisposicdo a DM2 até o momento somente foi realizada em apenas um estudo, o qual se
limitou a amostra exclusivamente de individuos de descendéncia europeia. Neste estudo, ndo
foram identificadas diferencas significativas entre os alelos A e G do SNP -866G/A em relacéo
a regulacdo da insulina, da glicose ou de outros marcadores diagnosticos para DM2 (De Souza
etal., 2013).

Atualmente, diversas técnicas sdo utilizadas para identificar SNPs, incluindo PCR-
RFLP, gPCR Genotyping, Tetra-primer ARMS-PCR; SNP Array, entre outras. Embora essas
metodologias sejam precisas, seguras, ndo invasivas e capazes de detectar alteragdes
relacionadas a predisposi¢do ao desenvolvimento de doencas antes mesmo do seu surgimento,

elas apresentam limitacOes significativas. Entre essas limitacdes, destacam-se o alto custo, o
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tempo prolongado para obtengdo dos resultados, a complexidade da técnica que exige
profissionais especializados e o elevado risco de contaminacdo devido aos diversos
processamentos amostrais realizados durante as etapas experimentais (Medrano; De Oliveira ,
2014; Matsuda, 2017; Cheung; Bi, 2018; Gomathi et al., 2019). Assim, a implementacédo de
técnicas mais rapidas e simples, como a analise de espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), podem oferecer resultados complementares que sejam mais

precisos e robustos em relacdo as analises moleculares e bioguimicas.

3.6 ATR-FTIR APLICADA A AREAS MEDICAS

A técnica de FTIR possui o potencial de caracterizar diferentes moléculas de diversos
materiais bioldgicos, como os tecidos, plasma sanguineo, acidos nucleicos, entre outros. O
diagndstico é baseado nas variagdes espectrais observadas entre as diferentes amostras, nas
quais os modos vibracionais das moléculas sdo absorvidos em comprimentos de onda
especificos da radiacdo infravermelha. Essas diferencas espectrais permitem a identificacdo e
caracterizacdo das amostras analisadas. As alteracdes podem ser visualizadas por meio de um
espectro médio da faixa 4000 a 400 cm™, que revela a identidade espectral caracteristica de
cada amostra (Lewis et al., 2010). Uma das principais vantagens desta técnica é sua
simplicidade de execucdo, requerendo apenas pequenas quantidades de amostra, além de ser de
facil manuseio, proporcionar resultados rapidos e apresentar um custo reduzido na obtencao
dos resultados (Kahn et al., 2009).

A Reflectancia Total Atenuada (ATR) é uma das tecnologias de amostragem mais
utilizadas na espectroscopia FTIR. O método ATR baseia-se na reflexdo interna total, onde a
onda evanescente penetra superficialmente na amostra. A profundidade de penetragcdo do
infravermelho é determinada pelo comprimento de onda da radiacéo e pelos indices de refragdo
do cristal ATR e da amostra. A variacdo de medida entre as amostras sélidas acaba resultando
em espectros com a mesma aparéncia. Por isso, a razdo do uso da técnica ATR combinada com
a espectroscopia FTIR permite a avaliacdo de amostras liquidas ou solidas de uma forma mais
limpa, simplificando a analise de praticamente todas as amostras (Kazarian; Chan, 2006).

O uso da espectroscopia no infravermelho possui muitas vantagens em relacgao a técnicas
tradicionais de diagndstico, com resultados em tempo real ou que podem ser caracterizados por
meio de processamento de dados por softwares automatizados e com a possibilidade de
diagndstico ndo invasivos ou minimamente invasivos. Além disso, esta técnica possui

especificidade na determinacdo das mudancas bioguimicas que acontecem no individuo, que
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podem indicar futuras alteracbes morfoldgicas quando as mesmas ainda ndo se manifestaram
micro e macroscopicamente (Rein et al., 2020).

Varios estudos tém aplicado a técnica de ATR-FTIR na analise de tecidos e no diagndstico
de varios tipos de neoplasias humanas. Li et al. (2005) realizaram o diagnostico de cancer
colorretal em quatro pacientes chineses durante procedimentos cirdrgicos, utilizando um cristal
ATR esterilizado previamente. O cristal foi colocado diretamente sobre a superficie do tecido
irregular e analisado em tempo real por meio da técnica de FTIR ao longo da cirurgia. Além
disso, o estudo incluiu a analise de um quinto paciente, também chinés, que foi avaliado antes
da cirurgia por FTIR em um tecido irregular localizado a 3 cm de distancia do anus. Os
resultados, indicaram que essa técnica permite a identificacdo de canceres colorretais de forma
significativamente mais simples e eficiente. Os achados de Dong et al. (2023) possibilitaram a
identificacdo da metastase em linfonodos de cancer gastrico, com a analise de 80 amostras de
linfonodos metastaticos e 80 amostras de linfonodos ndo metastéticos, utilizando espectros
obtidos por meio da espectroscopia FTIR. Apds a Anélise dos Componentes Principais (PCA)
e a Andlise Discriminante de Fisher (FDA) foi possivel diferenciar de maneira eficaz os
linfonodos metastaticos dos ndo metastaticos.

Adicionalmente, além de sua aplicacdo em tecidos, a espectroscopia FTIR tem sido
utilizada para fins diagnosticos em diversos materiais bioldgicos, incluindo saliva, soro, urina,
sangue total. Um estudo recente de Kino et al. (2024) coletou amostras de plasma de 84
pacientes com glioma antes do inicio do tratamento e de 72 participantes saudaveis no Japao.
Os espectros foram processados pelo método Savitzy-Golay (segunda derivada), revelando
diferencas de absorcdo nos comprimentos de onda 1700-1500 cm™! (associados aos grupos
amida | e 1l) e 1200-840 cm™! (relacionados a metabdlitos de lipidios e aglcares). Essas
diferengas entre os grupos em determinados comprimentos de onde foram submetidas & Analise
Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), resultando em um potencial
mecanismo para o prognostico do glioma.

Elmi et al. (2017) coletaram 43 amostras de soro de pacientes com cancer de mama e 43
amostras de pacientes controle. Apos a coleta, as amostras de soro foram armazenadas a -80°C
até a analise por espectroscopia ATR-FTIR. O processamento dos espectros foi realizado
utilizando o método elastico e a normalizacdo foi aplicada pelo método vetorial. Para a
discriminagdo dos grupos, a Analise Discriminante Linear (LDA) foi combinada com a PCA
com o objetivo de agrupar os dados de acordo com variaveis independentes. Esse processo
permitiu a separacdo clara entre os dois grupos. O critério mais relevante para essa distingéo foi

a faixa de comprimento de onda de 3090 — 3700cm™ caracterizada pelo perfil proteico, que
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apresentou alteracdes significativas nas pacientes com cancer de mama em comparagao as
mulheres saudaveis.

Em um estudo de triagem diagnostica para endometriose avancada, utilizando o soro
como amostra bioldgica, as amostras foram secas e analisadas por meio da espectroscopia ATR-
FTIR. O estudo incluiu 29 pacientes previamente diagnosticadas com endometriose, 24
pacientes sem endometriose, mas com outras condi¢des patoldgicas, como cistos, leiomiomas
ou neoplasias, e um grupo controle composto por 18 participantes saudaveis, todas de origem
polonesa. Os dados espectrais foram processados por PCA e PLS-DA. Os resultados
apresentaram padrdes de sensibilidade, especificidade e precisdo superiores a 80%,
demonstrando uma clara separagao entre 0s grupos analisados (Kokot et al., 2022).

Para o diagnostico de paracoccidioidomicose, uma micose sistémica granulomatosa,
foram utilizadas amostras de soro de 132 pacientes infectados pelo fungo causador da doenca,
sendo 50 pacientes saudaveis e 42 pacientes diagnosticados com outras infeccbes fungicas. As
amostras foram analisadas pela espectroscopia ATR-FTIR e os dados espectrais foram
submetidos a analise quimiométrica, utilizando a PCA e a analise discriminante de minimos
quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA). Essa abordagem mostrou-se significativamente
mais rapida e sensivel para o diagndstico precoce da paracoccidioidomicose, alcangando 100%
de especificidade na separacdo dos dois grupos analisados (Koehler et al., 2022).

Nurdalila et al., (2015) avaliaram o gene 16S de peixes para classificacdo taxondmica
de duas localizagbes geograficas distintas, utilizando125 amostras de sequéncias isoladas de
DNA. A analise foi conduzida por espectroscopia ATR-FTIR e os dados foram processados por
meio da PCA para uma primeira identificacdo dos grupos. Trés réplicas de cada amostra foram
agrupadas em um cluster discreto, demonstrando que o PCA foi capaz de diferenciar os
individuos com base em suas amostras. No grafico de dispersdo das pontuagdes foi possivel
identificar claramente dois grupos distintos, relacionados as diferentes localizagdes dos peixes,
evidenciando a eficacia da técnica para essa aplicacao.

Além das analises convencionais por espectroscopia FTIR para discriminacdo dos
grupos, algumas amostras requerem metricas individualizadas para otimizar a distingdo entre
dados complexos. Nesse contexto, mais recentemente algoritmos de machine learning tém sido
aplicados em varios estudos da literatura para otimizar os resultados obtidos pela anélise de
FTIR. No estudo de Du et al. (2023) foram avaliadas 383 amostras de novas substancias
psicoativas de diferentes categorias, utilizando técnicas de aprendizado de maquina para
deteccéo de alteragOes estruturais das substancias. Para otimizagéo, foram empregados diversos

algoritmos, como o k-Nearest Neighbors (KNN), que prevé a classe de um pico espectral com
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base na proximidade de outros e o Support Vector Machines (SVM), utilizado para classificar
e diferenciar amostras em um plano especifico. Algoritmos baseados em arvores de decisdo,
como Random Forest (RF) e Extra Trees (ET), tambem foram aplicados. No algoritmo RF, o
modelo é treinado para gerar decisOes a partir da agregacdo de multiplos agrupamentos e,
posteriormente, selecionar uma média das previsdes. O algoritmo ET, por sua vez, realiza uma
analise aleatdria dos dados, utilizando um conceito semelhante ao do RF.

Outro estudo realizado por Du et al. (2023), testou individualmente e em combinacao
seis modelos de machine learning KNN, SVM, RF, ET, voting e artificial neural networks
(ANNs) para classificar substancias psicoativas, considerando sua grande diversidade
estrutural. Embora alguns algoritmos néo tenham conseguido separar 100% das amostras, 0s
resultados demonstram um grande potencial para a classificacdo dessas substancias,
especialmente com o0 modelo Voting, que apresentou os melhores indices de precisdo e recall.
Novos estudos sdo necessarios para aprimorar a analise, mas as abordagens de machine learning
aplicadas revelam-se promissoras para a otimizagdo da discriminagdo de compostos quimicos

Zhang et al. (2024) utilizaram a técnica de espectroscopia FTIR para analisar puparios
vazios de cinco espécies diferentes de moscas, conseguindo distinguir com sucesso 0s espectros
entre as espécies, confirmando a capacidade da técnica em discriminar taxonomicamente
insetos com base em seus espectros. Para a classificacdo das espécies, foram utilizados trés
modelos de aprendizado de maquina: SVM, KNN e RF. O modelo SVM apresentou o melhor
desempenho, atingindo uma precisao de 100% na identificacdo das cinco espécies analisadas,
especialmente ao utilizar a regido de impressao digital biologica (1800—1300 cm™), que se
mostrou a mais eficiente para a identificacdo das espécies de puparios vazios.

Zhang et al. (2024) utilizaram a espectroscopia de ATR-FTIR e os algoritmos de
machine learning SVM, RF, KNN e ANN para a otimizacdo na identificacdo de casos de morte
cardiaca subita. Para isso, os autores utilizaram sangue total de 77 pacientes com o diagnostico
da causa de morte. O primeiro grupo consistiu em 34 individuos cuja causa principal de morte
foi doenca cardiaca coronaria, enquanto o segundo grupo incluiu 43 participantes com laudos
forenses de outras causas de morte. Dentre eles, 0 algoritmo SVM apresentou a maior eficiéncia
na classificacdo dos grupos distintos, com 95.83% de acuracia. No entanto, os autores destacam
que novos estudos com um maior numero de amostras sdo necessarios para validar Os
resultados obtidos e 0 método utilizado.

A espectroscopia FTIR combinada com machine learning tem sido aplicada na
identificacdo de gendtipos, como no estudo de Harta et al. (2020), que analisaram genitores de

Streptocarpus x hybridus e suas progénies F1 usando marcadores SRAP e FTIR. O SRAP
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(Sequence-Related Amplified Polymorphism) é um marcador molecular que amplifica
seletivamente regides codificantes do DNA, permitindo identificar polimorfismos por meio de
perfis de bandas gerados na eletroforese. No estudo, o tipo 111 do SRAP foi o mais eficiente na
identificacdo dos hibridos, pois revelou bandas especificas herdadas exclusivamente do genitor
paterno. Isso permitiu confirmar a identidade dos hibridos, ja que a presenca dessas bandas
indica a transmissdo de segmentos do DNA do pai para a progénie. A analise FTIR (800-1800
cm™) detectou variagdes estruturais no DNA, como vibragdes do esqueleto fosfato-agucar e
interacdes de bases nucleotidicas. A analise multivariada (PCA e HCA) diferenciou genitores
e hibridos com base nas diferencas quimicas, evidenciando variagcBes genéticas Uteis no
melhoramento de Streptocarpus.

Na literatura, apenas o estudo de Gomes Rios et al. (2021) utilizaram a técnica ATR-
FTIR como ferramenta para estratificar diferentes genotipos de SNPs. Estes autores utilizaram
material genético bovino na avaliagdo do SNP C > T na posi¢do 1547 do gene bGH. A técnica
PCR-RFLP foi utilizada para a identificagdo dos genotipos, em um total de 60 amostras, das
quais 20 eram homozigotas CC, 20 heterozigotas CT e 20 homozigotas TT. O produto da PCR
foi aplicado no cristal de ATR pela técnica de sobreposi¢do. No espectrometro FTIR, foram
realizadas 10 varreduras, e o tratamento inicial dos espectros foi realizado utilizando o
algoritmo machine learning pelo método SVM.

Apos a andlise PCA e separacdo dos grupos, um algoritmo de machine learning
supervisionado foi aplicado para classificar as amostras conforme seus grupos correspondentes.
As analises realizadas incluiram a analise discriminante linear e quadratica, SVM e KNN. Para
avaliar a precisdo do modelo de classificacao, foi utilizada a validagdo cruzada leave-one-out
(LOO-CV). A acurécia total do modelo foi de 75% na distingdo entre os trés grupos genotipicos
(CC, CT e TT). Os resultados mais precisos foram obtidos pelos modelos KNN e SVM,
alcancando acurécia de até 95% na distin¢do entre os genotipos CD e DD, 90% para CC e CD,
e 82,5% para CC e DD. Assim, o estudo demonstrou que a combinacdo de ATR-FTIR e
machine learning pode ser uma abordagem eficaz para estratificar os diferentes gendtipos
bovinos.

Os resultados desses estudos demonstram que a espectroscopia FTIR é uma técnica
eficaz na diferenciacéo bioquimica entre diferentes grupos amostrais. Quando combinada com
algoritmos de machine learning, apresenta potencial para discriminar genotipos, permitindo o
treinamento do sistema para uma classificacdo mais precisa e eficiente das amostras. Além
disso, essa abordagem se destaca como uma alternativa mais econdmica, reduzindo os custos

elevados associados a métodos tradicionais de analise genética.
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3.7 ATR-FTIR APLICADA AO DM2

A técnica de espectroscopia ATR-FTIR também tem sido eficaz na estratificacdo de
individuos com diagndstico de DM2 e sem DM2, utilizando saliva e sangue como amostra
biologica. Caixeta et al. (2023) analisou por espectroscopia FTIR 68 amostras de saliva de
participantes, dos quais 23 eram ndo diabéticos e 45 apresentavam DM2 n&o controlada. O teste
de Kolmogorov—-Smirnov foi aplicado para verificar a normalidade das variaveis e o teste t de
Student foi utilizado para analise estatistica das areas das bandas espectrais. Os resultados
indicaram um aumento significativo nas bandas em 2962 cm™' (CHs de lipidios), 1641
cm™! (amida 1) e 1073 cm™! (carboidratos e proteinas glicosiladas) nos individuos com DM2
ndo controlada em comparacdo aos nao diabéticos. As analises revelaram taxas de sensibilidade
de 93,3% (42/45), especificidade de 74% (17/23) e precisdo de 87%, evidenciando o potencial
da técnica de espectroscopia ATR-FTIR como uma alternativa promissora para a triagem e
monitoramento de pacientes com DM2 (Caixeta et al. 2023).

Sanchez-Brito et al. (2021) desenvolveram uma metodologia baseada na espectroscopia
ATR-FTIR em amostras de saliva para caracterizar pacientes com diagnostico de DM2
controlada com pacientes com DM ndo controlada, além de estimar valores especificos de
glicose. Foram analisadas 540 amostras de saliva obtidas de pacientes com DM2 entre 30 e 80
anos.Os espectros foram analisados na faixa de 4000-2000 cm™ (regido de ligagdo de
hidrogénio) e 1800-800 cm™! (regido de impressdo digital biologica) usando trés modelos de
aprendizado de maquina: ANN, SVM e regressdo linear (LR). Os melhores resultados foram
obtidos com ANN, que alcancou precisdo de 100% na classificacdo entre os pacientes com
diagndstico de DM2 controlada e dos pacientes com DM2 ndo controlada e obtencdo de alta
correlagédo (R? > 99,5%) na estimativa dos valores de glicose.

Andrade et al. (2023) propuseram o uso de uma técnica baseada em Evolutionary Neural
Architecture Search (NAS) para otimizar arquiteturas de redes neurais convolucionais (CNN)
com o objetivo de classificar espectros ATR-FTIR de saliva de pacientes com DM2 e individuos
ndo diabéticos. O estudo incluiu 68 participantes (23 ndo diabéticos e 45 com DM2 nao
controlada).O modelo foi treinado com 51 espectros e validado em 17 amostras. A metodologia
utilizou um Algoritmo Genético (GA) para ajustar hiperparametros como numero de canais,
numero de camadas conectadas, taxa de dropout e taxa de aprendizado. A melhor configuracéo,
composta por duas camadas convolucionais com 2 e 64 neurdnios, e duas camadas totalmente

conectadas com 128 e 16 neurdnios, alcangou uma acurécia balanceada de 83%, macro F1-
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score de 86% e area sob a curva (AUC) de 91%. A analise de SHAP indicou que as bandas
vibracionais associadas as proteinas foram as mais relevantes para a classificacao.

Hosafci et al. (2006) desenvolveram um método baseado em espectroscopia ATR-FTIR
para analise de glicose em amostras de sangue, plasma sanguineo e urina sem a necessidade de
reagentes. Foram adquiridos espectros na faixa de 1760 a 800 cm™ de 367 amostras de plasma
sanguineo, 372 amostras de sangue total e 231 amostras de urina. Para as amostras de sangue
total, foi utilizado fluoreto de sédio (NaF) para inibir a glicélise e evitar a metabolizacdo da
glicose apo6s a coleta. A calibracdo foi realizada por regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS), com erro quadratico médio de previsdo (RMSEP) de 7,5 mg/dL para plasma, 7,6 mg/dL
para sangue total com NaF e 5,2 mg/dL para urina. Os resultados para as amostras de urina
indicaram um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,985 e erro de previsao de 5,2 mg/dL,
demonstrando alta precisdo na determinacédo dos niveis de glicose.

Caixeta et al. (2023) e Farooq e Zezell (2023) avaliaram a concentracdo de glicose em
amostras de urina de ratos Wistar por meio de espectroscopia FTIR-ATR, demonstrando o
potencial da técnica para monitoramento de DM2. Caixeta et al. (2023) obtiveram uma
separagdo dos grupos com 99% de precisdo, identificando o pico em 1074 cm™ como o mais
relevante para glicose urinaria, com correlagdo de 78,9% com métodos enzimaticos
tradicionais. Farooq e Zezell (2023) analisaram 149 amostras de urina e aplicaram analise
discriminante 3D-PCA-LDA, obtendo acurécia, sensibilidade e especificidade de 100%, com
picos em 1643 cm™, 1587 cm™ e 1075 cm™ associados a biomarcadores metabolicos. Os
resultados reforcam a eficiéncia da espectroscopia FTIR-ATR para o diagnostico e
monitoramento de DM2.

No contexto clinico, Richardson et al. (2023) aplicaram a espectroscopia FTIR-ATR
para deteccdo precoce da doenca renal diabética (DKD) em pacientes humanos, evidenciando
a aplicabilidade da técnica em condicdes patoldgicas associadas ao DM2. Foram analisadas 177
amostras de urina, sendo 64 de pacientes com normoalbumindria, 61 com microalbumindria,
30 com macroalbumindria e 22 de individuos saudaveis. A analise espectral foi realizada na
faixa de 4000 a 800 cm ™, utilizando um cristal de diamante ATR, com 40 varreduras e resolugéo
espectral de 4 cm™'. Os espectros foram processados por PCA para identificar padroes
associados a albumindria. Para classificacdo, foram aplicados modelos de PLS-DA e SVM-DA.
O modelo SVM-DA apresentou o0 melhor desempenho, alcangando sensibilidade de 97%,
especificidade de 100% e area sobre a curva de 1.0 para diferenciacdo entre normoalbumindria

e micro/macroalbumindria. Além disso, foi realizada analise de regressao para quantificacdo de
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albumina, com erro médio quadratico (RMSE) de 17 mg/L e 44 mg/L para pacientes com normo
e microalbumindria, respectivamente.

Lietal. (2017) utilizaram o sangue total obtido de 60 pacientes chineses para determinar
a concentracdo de glicose e colesterol usando a técnica de espectroscopia no infravermelho
médio com equipamento de resolucdo de 6 cm™ acoplada ao cristal de ATR. Na analise dos
dados foi realizado o método de espectros derivativos para detectar caracteristicas sutis entre as
bandas, 0 método de fusdo de Minimos Quadrados Parciais (PLS) e algoritmo SPXY para
otimizar a separacdo dos grupos. Os resultados apresentaram alta precisdo, com coeficiente de
determinacdo (R2) de 0.995 para glicose e 0.947 para colesterol, além de baixos erros de
previsdo (RMSEP de 0.365 e 0.194, respectivamente), demonstrando-se promissores no sentido
de propiciar um diagnéstico mais rapido e de baixo custo.

Huang et al. (2021) utilizaram a espectroscopia FTIR-ATR em amostras de sangue total
para o diagndstico de DM2, combinando a técnica com o algoritmo de extreme gradient
boosting (XGBoost) para classificagdo dos espectros. O estudo incluiu 51 pacientes com DM2
e 55 voluntarios saudaveis, totalizando 113 amostras coletadas na China. Os espectros foram

obtidos na faixa de 4500 a 600 cm™ com resolugdo espectral de 2 cm™, sendo
submetidos ao método de suavizacdo de Savitzky—Golay e a PCA para reducdo de ruido e
selecdo de variaveis. O modelo XGBoost foi otimizado usando um algoritmo de busca em
grade, alcancando sensibilidade de 95,23%, especificidade de 96% e acuracia de 95,65% no
conjunto de teste. Os picos mais relevantes para diferenciacdo foram identificados na regido de
1000 a 1500 cm™, associados a liga¢des fosfodiéster e vibragcdes de C—O e C—N.

Pais e Araujo et al. (2019) desenvolveram um sistema Optico baseado na técnica de
infravermelho proximo (NIR) para medigdo ndo invasiva dos niveis de glicose. A metodologia
baseou-se em um sistema composto por emissores e receptores de faixas de frequéncia
infravermelha, configurado para medir a concentracdo de glicose em solucGes preparadas com
valores de 40, 70, 120 e 200 mg/dL. A calibracdo foi realizada utilizando a Lei de Beer-
Lambert, com uma curva de resposta em tensao e regressao linear para determinar a tendéncia
do sistema em relacdo a cada valor de glicose. O dispositivo desenvolvido, baseado em um
maodulo Orange Pi Zero e um conversor analogico-digital MCP3208, alcangou uma variagéo de
niveis de glicose de aproximadamente 17 mg/dL.

Os estudos apresentados demonstram que a técnica de espectroscopia ATR-FTIR tem
se consolidado como uma ferramenta promissora para o diagnéstico e monitoramento de DM2.
A aplicacdo da técnica em diferentes amostras biologicas, como saliva, sangue e urina,

associada a métodos avancgados de analise de dados, como aprendizado de maquina e analise



37

multivariada, tem proporcionado resultados de alta acuracia, sensibilidade e especificidade. A
capacidade de identificar biomarcadores especificos de DM2 de forma rapida, precisa e ndo
invasiva destaca o potencial da espectroscopia ATR-FTIR para complementar os métodos
diagnosticos tradicionais, oferecendo uma alternativa viavel e de baixo custo para a triagem e
acompanhamento clinico de pacientes com DM2. Esses avancos reforcam a relevancia da
técnica na prética clinica e sugerem que futuras pesquisas podem expandir ainda mais sua
aplicabilidade, melhorando a estratificacdo e o tratamento personalizado de pacientes com
DM2.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo € constitui uma parte do projeto auxilio pesquisa intitulado “Polimorfismos
genéticos e espectroscopia FTIR como ferramentas na identificacdo da predisposicdo a
disturbios multifatoriais”, aprovado pela agéncia FAPESP (processo n° 2023/16314-6) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAP
(CAAE n°62978022.0.0000.5503 , parecer n° 7.294.487 ) (Anexo A). A coleta das amostras e
a analise bioquimica foram realizadas no Centro de Diagnéstico Laboratorial — CDLab
pertencente a Faculdade de Ciéncias da Saude, UNIVAP e toda a parte experimental foi
desenvolvida no Laboratério de Genética Molecular — GeneLab e Central Multiusuario

pertencentes ao Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, IP&D, UNIVAP.

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue periférico obtidas de participantes voluntarios que frequentam o
Centro de Praticas Supervisionadas (CPS) da Univap foram coletadas apos estes autorizarem e
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com a Resolugéo
510/2016 (Anexo B). O acesso ao histérico pessoal e aos dados clinicos referentes ao
diagndstico de DM2 foi obtido pela anélise das respostas de um questionario aplicado a todos
os participantes (Anexo C) e pelos dados da andlise bioquimica de exames de glicose,
hemoglobina glicada, insulina, colesterol total e triglicérides (Apéndice A). Os participantes
apresentavam idade entre 18 a 80 anos e dependendo do histdrico pessoal e clinico de cada um
deles, pertenceram a um dos grupos estabelecidos do estudo.

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue periférico obtidas de 67 participantes
onde foram realizadas as seguintes analises: analises bioquimicas realizadas no sangue total em
67 amostras; genotipagem pela PCR-RFLP no DNA extraido da papa leucocitaria obtida do
sangue total em 52 amostras; espectroscopia por ATR-FTIR nas amostras de soro obtidas do
sangue total dos pacientes em 59 amostras e as analises de ATR-FTIR aliada ao algoritmo
machine learning realizada tanto nas amostras de soro obtidas do sangue total em 59 amostras
quanto nas amostras de DNA amplificado pela PCR em 52 amostras (Apéndice B).

O procedimento operacional padrdo para a coleta de sangue venoso foi realizado
conforme as recomenda¢des da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC). Foram
coletados e identificados quatro tubos de sangue, cada um com volume entre 3 a 4 mL, por

puncao venosa. Dois tubos continham acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (tampa roxa),
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sendo um destinado a extracdo de DNA para a realizacdo das analises moleculares e o0 outro
utilizado para andlises bioquimicas (hemoglobina glicada). Os outros dois tubos, sem
anticoagulante (tampa amarela), foram utilizados para as demais analises: um tubo foi destinado
as outras andlise bioquimicas (glicose sérica, insulina, colesterol total e triglicerideos), enquanto
0 outro foi utilizado para a separacdo do soro, posteriormente analisado por espectroscopia
ATR-FTIR.

Primeiramente, apds a realizacdo das analises bioquimicas, foi realizada a analise de
espectroscopia ATR-FTIR nas amostras de soro obtidas de 59 participantes distribuidos em
dois grupos de acordo com a concentracao de glicose, o grupo A constituido por 40 individuos
com glicemia menor a 100 mg/dL e hemoglobina glicada abaixo de 6,5%, € 0 0 grupo B
constituido por 19 individuos com glicemia superior a 100 mg/dL e hemoglobina glicada
superior a 6,5%. Esta analise tem o objetivo de separar os individuos por meio da concentragdo
glicémica. Vinte e duas amostras ndao foram consideradas nesta analise pois 0s pacientes
tomavam medicamentos para o controle da diabetes, o que pode levar a classificacdo erronea
dos grupos que foi realizada pelo nivel de glicose no sangue. Na amostra de soro de 59
individuos também foi realizada a analise de FTIR aliada ao machine learning seguindo a
mesma diviséo dos grupos A e B.

Na segunda etapa do estudo, os participantes foram classificados com base em seus
gendtipos do SNP -866G/A do gene UCP2, obtidos previamente pela técnica de PCR-RFLP,
em 52 amostras de produto amplificado pela PCR para posterior analise de ATR-FTIR aliada
ao algoritmo machine learning. O grupo 1 incluiu 18 individuos genotipados pela PCR-RFLP
como AA, o grupo 2 incluiu 21 individuos que apresentam o gendtipo G/A e o grupo 3 foi
constituido por 13 individuos que apresentam o gendtipo G/G.

4.2 ANALISE BIOQUIMICA

Para a realizacédo da analise bioguimica o sangue coletado foi centrifugado a 3.500 rpm
durante 15 minutos, utilizando uma centrifuga (HITACHI — CF16RN) para posicionar o gel
dentro do tubo de coleta no centro, separando assim as células sanguineas da fracdo liquida
(soro).

A anélise bioquimica foi conduzida no equipamento LAB MAX PLENNO, da marca
LABTEST, utilizando a metodologia enzimatica colorimétrica. As analises incluiram glicemia

(Glicose oxidase PAP Liquiform, ref. 84 - Labtest), HbAlc (Imunoensaio turbidimétrico de
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inibicdo), insulina (Eletroquimioluminescéncia), colesterol total (Colesterol liquiform, ref.76 -
Labtest) e triglicérides (Triglicérides liquiform, ref.87 — Labtest). Os parametros laboratoriais
de referéncia seguiram os valores adotados rotineiramente pelo CPS (Centro de Praticas

Supervisionadas — UNIVAP), conforme detalhado na Tabela 2.

Tabela 2 - Pardmetros laboratoriais utilizados para dosagem de glicose, hemoglobina
glicada, insulina, colesterol total e triglicerideos.

Exame Laboratorial Valor de normalidade (em ambos 0s sexos)

Glicose 70 a99 mg/dL

Hemaoglobina Glicada Inferior a 5,7 %

Insulina De 2,6 a 24,9 uUl/mL

Colesterol Total Superior a 19 anos de idade: até 190 mg/dL
2 a 19 anos de idade: até 170 mg/dL

Triglicerideos Superior a 19 anos de idade: até 175 mg/dL

2 a 19 anos de idade: até 100 mg/dL
Fonte: Autora (2024).

4.3 GENOTIPAGEM

4.3.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue foi realizada pelo método fenol:cloroférmio
(Kirby, 1957). Ap0s a coleta do sangue total, as amostras de sangue foram centrifugadas e, ap6s
a separacdo das fases, o plasma sanguineo e as hemaécias foram descartados, enquanto a papa
leucocitéria foi transferida para um novo tubo. Na papa leucocitéria, foi adicionada a solu¢do
de tampdo Hemalise-RBC 1X para degradar as hemécias excedentes, e 0s tubos foram levados
ao vortex para agitacdo constante, sendo posteriormente incubados a temperatura ambiente,
protegidos da luz. Os tubos foram centrifugados novamente, e o sobrenadante foi descartado,
mantendo-se apenas o pellet. Essa etapa foi repetida tantas vezes quanto necessario até que o
pellet ficasse com pouca ou nenhuma presenca de hemaécias.

No pellet, foram adicionadas solugdes de acetato de sddio 0,2M para estabilizagdo, SDS
10% para remover as camadas lipidicas, e proteinase K para degradacdo de proteinas, sendo
entdo incubados a 37°C durante a noite. Apds a digestdo enzimatica, o sobrenadante foi
descartado, e a solucdo de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, na proporcdo de 25:24:1, foi

adicionada para remover componentes celulares indesejaveis, eliminar reagentes do processo e
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evitar a formacéo de espuma durante a agitacdo no vortex. As amostras foram centrifugadas, e
0s sobrenadantes transferidos para um novo tubo. Essa etapa e outras com apenas cloroférmio
foram repetidas, se necessario.

Em seguida, foi adicionado alcool etilico absoluto gelado ao sobrenadante, promovendo
a precipitacdo do DNA, que pode ser observado na forma de pellet no fundo do tubo Eppendorf.
As amostras foram armazenadas a -20°C durante a noite e, em seguida, o alcool foi removido,
e o pellet foi seco em um dessecador a vacuo . Apos essa etapa, o pellet foi ressuspendido em
solucdo tampdo TE ou agua livre de nucleases. Se necessario, uma nova etapa de precipitacao

e lavagem do DNA foi realizada

4.3.2 Andlise da integridade e qualidade do DNA

A quantificacdo e a qualidade do DNA de cada amostra foram avaliadas por
espectroscopia de absorcdo ultravioleta, utilizando o equipamento NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) e pela eletroforese em gel de agarose a 1%,
respectivamente. As razfes 260/280 e 260/230 foram analisadas para verificar contaminacéao
por proteinas e reagentes, considerando que 0 DNA absorve luz a 260 nm, as proteinas a 280
nm, e os reagentes a 230 nm. As razfes consideradas aceitaveis variaram entre 1,8 e 2,0 para a
primeira, e entre 1,7 e 2,2 para a segunda (Apéndice D).

Para a avaliacdo da integridade, foi utilizado aproximadamente 500ng de DNA para a
eletroforese em gel de agarose a 1,0% em Tris-Borato-EDTA 1X (TBE) corado com brometo
de etideo, reagente no qual se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA permitindo a
visualizacdo da banda de DNA gendmico total, de acordo com o marcador de peso molecular
de 100pb (Invitrogen).

A partir dos valores obtidos, foi possivel avaliar a adequagdo do processo de extracao,
garantindo a integridade e pureza das amostras de DNA. A auséncia ou baixa concentracdo de
proteinas e reagentes, bem como a ndo degradacdo do DNA, indicam que o procedimento de
extracdo foi realizado corretamente, assegurando a qualidade das amostras para anélises

subsequentes.
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4.3.3 PCR do gene UCP2

A PCR foi utilizada para amplificar uma regido de 363 pares de bases (pb) contendo o
SNP rs659366 (-866G/A), localizado na regido promotora do gene UCP2. Os iniciadores que
flanqueiam este SNP possuem as seguintes sequéncias: 5'-CACGCTGCTTCTGCCAGGAC-3’
(forward) e 5'-AGGCGTCAGGAGATGGACCG-3’ (reverse). A reagédo de PCR foi realizada
em um termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler) com um volume final de 25 pl,
contendo 100 ng de DNA. A mistura de reacdo incluiu 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI (pH
8,3), 1,5 mM de MgClz, 200 uM de dANTP, 0,6 uM de cada primer e 2U/uL de Tag DNA
Polimerase.

O protocolo de amplificacdo consistiu em uma desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C,
seguida por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, anelamento por 30 segundos a 70°C, e extensdo de 1
minuto a 72°C, com uma extensé&o final de 6 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,6%
eo marcador de peso molecular utilizado foi de 100 pb. A obtencéo dos resultados foi realizada
por meio da visualiza¢do dos produtos de DNA amplificados em forma de banda no gel de
agarose apos a eletroforese. A incidéncia da luz ultravioleta (UV), que permite a visualizacdo
das bandas no gel, foi controlada pelo equipamento Transilluminator-D Pro MiniBIS (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd) e as imagens foram capturadas com o software GelCapture para a

analise posterior.

4.3.4 Analise de PCR-RFLP

Apos a amplificacdo da sequéncia de DNA contendo o SNP -866G/A, o produto
amplificado foi digerido pela enzima de restricdo Mlul, que reconhece a sequéncia alvo e rompe
as ligacdes fosfodiéster do DNA no sitio AJCGCGT. A solugdo para digestdo enzimatica foi
preparada utilizando 5 pL de produto de PCR, 12 pL de H-0, 1,5 pL de tampao 10X e 1,5 uLL
de enzima de restri¢do, e a mistura foi incubada a 37°C por 1 hora.

A identificagdo do SNP de cada amostra foi realizada por meio da analise da atividade
enzimatica, com a clivagem ou ndo do produto amplificado pela enzima MLUI visualizada em
gel de agarose a 1,6% sob luz ultravioleta, utilizando o equipamento Transilluminator-D Pro
MiniBIS (DNR Bio-Imaging Systems Ltd).
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A presenga do sitio de restricdo para a enzima Mlul nos dois alelos, ou seja, individuo
homozigoto para a presenca do alelo A, resultara em dois fragmentos (duas bandas no gel) de
295 pb e 68 pb visualizados no gel de agarose apos a PCR-RFLP e eletroforese. A auséncia do
sitio de restricdo nos dois alelos, individuo homozigoto para a presenca do alelo G, resultara
em apenas um fragmento de 363 pb, pois ndo ocorrerd a digestdo pela enzima. A presenca do
sitio de restricdo em um alelo e a auséncia no outro alelo resultara em trés fragmentos de 295pb,
68pb e 363pb, formando trés bandas no gel de agarose. Assim, o individuo homozigoto
apresentara o genétipo AA, o individuo heterozigoto o genétipo GA, e o individuo homozigoto
apresentard o gendétipo GG. As bandas visualizadas no gel foram analisadas, correspondendo
aos diferentes tipos de polimorfismos AA, GA ou GG.

4.4 ANALISE DA GENOTIPAGEM VS BIOQUIMICA

Os genotipos GG, GA e AA do SNP -866G/A no gene UCP2 foram determinados por
meio da técnica de PCR-RFLP. Em seguida, os dados bioquimicos, incluindo glicose de jejum,
hemoglobina glicada, insulina, triglicerideos e colesterol total, foram comparados entre 0s
grupos genotipicos. As medias e os desvios padrdo foram calculados para cada variavel,
estratificados pelos genotipos, de forma a descrever as caracteristicas metabdlicas de cada
grupo.

Para avaliar a significancia estatistica das diferencas entre 0s grupos genotipicos, foram
aplicados testes estatisticos apropriados. Inicialmente, utilizou-se o teste ANOVA (Anélise de
Variancia) para verificar a existéncia de diferencas nas variaveis quantitativas entre os grupos.
Posteriormente, para identificar quais grupos apresentavam diferencas significativas entre si,
foi aplicado o teste post hoc de Tukey. Ambos os testes consideraram um nivel de significancia
de p < 0,05.

Os dados obtidos foram organizados utilizando o programa Microsoft Office Excel®.
Para comparacao dos resultados, foi realizado ANOVA com teste de Tukey (p<0,05), realizado
com o software SISVAR verséo 5.6 (Ferreira, 2014; Ferreira, 2019).
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4.5 ANALISE DE ATR-FTIR

45.1 Amostras

Neste estudo, como ja descrito, as anélises de ATR-FTIR foram realizadas em dois tipos
de amostras: amostras obtidas do sangue total, onde o produto utilizado foi o soro, e amostras
de DNA amplificadas previamente pela PCR (amplicon) do SNP rs659366 (-866G/A) do gene
UCP2. No primeiro caso, foi realizada a analise de ATR-FTIR em 59 participantes, sendo 40
do grupo A com glicemia menor a 100 mg/dL e hemoglobina glicada abaixo de 6,5%, e 19
participantes no grupo B com glicemia superior a 100 mg/dL e hemoglobina glicada superior a
6,5%. Além disso, foi realizada a analise aplicando-se o alogaritmo machine learning (escrever
0S grupos e em guantas amostras). No segundo caso, um total de 52 amostras foi utilizada para
a analise de genotipagem, sendo 13 amostras homozigotas GG, 21 amostras heterozigotas GA
e 18 amostras homozigotas AA.

Apds a obtencdo das amostras de soro e as amostras de DNA amplificado (amplicon),
estas foram armazenadas em freezer a -80°C e -20°C, respectivamente, onde depois de
coletadas, as amostras de soro foram separadas da parte coagulada do sangue em microtubos
de 2 ml, e o amplicon em microtubos de 0,2 ml. Posteriormente, estas foram avaliadas no
equipamento ATR-FTIR.

4.5.2 Obtencéo dos espectros

O equipamento para obtencdo dos espectros foi o espectrofotometro FTIR (Spotlight
400 FTIR Imaging System, Perkin EImer) acoplado a unidade de ATR (superficie de diamante)
(Attenuated Total Reflection) com uma resolugdo de 4 cm™. As amostras do soro foram
descongeladas simultaneamente em temperatura ambiente, posicionando 3 pLL de cada amostra
sob a superficie do diamante, e secas completamente utilizando um jato de ar ultra puro para
garantir a secagem completa. Para obtencéo de leituras espectrais precisas, foram realizadas 10
varreduras pelo equipamento de espectroscopia, onde a média resultava no espectro final.

Os procedimentos para a andlise de FTIR com as amostras do amplicon foram
praticamente 0s mesmos, com exce¢do que as mesmas foram descongeladas unidade por
unidade, evitando assim a contaminac¢do da amostra. O backgorund de 10 scans foi realizado
antes de cada analise.
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4.5.3 Anélise de cluster hierarquico para separagdo dos grupos em relacao aos

niveis de glicose

Nos 59 espectros obtidos das amostras de soro, separadas em grupo A com 40 espectros
(glicose abaixo de 100mg/dL e HbAlc abaixo de 6,5%) e grupo B com 19 espectros (glicose
acima de 100mg/dL e HbAlc acima de 6,5%) foi realizado um tratamento prévio com o objetivo
de garantir a qualidade e consisténcia dos dados espectrais.

Inicialmente, outliers (valores atipicos) foram identificados e removidos para minimizar
interferéncias que poderiam prejudicar a analise. Em seguida, aplicou-se um filtro Savitzky-
Golay de nove pontos para o célculo das derivadas de primeira e segunda ordem dos espectros,
0 que permitiu aprimorar a resolucdo das bandas espectrais e corrigir deslocamentos da linha
de base. Esses passos foram essenciais para garantir a integridade e comparabilidade dos dados.

Os espectros tratados foram entdo submetidos & anélise de cluster hierarquica (HCA),
utilizando o algoritmo de Ward para agrupar amostras com base na similaridade espectral. A
métrica de distancia foi obtida pelo método scaling to the first range of scale (escalonamento
para o primeiro intervalo de escala), o que permitiu padronizar a escala e otimizar a
discriminacdo entre as amostras. Todo o processo de processamento e analise dos espectros foi
realizado no software OPUS 8.0 (Bruker Optik GmbH, Alemanha).

45.4 ATR-FTIR machine learning para separacdo dos grupos em relacédo aos

niveis de glicose

Os 59 espectros, 40 do grupo A e 19 do grupo B obtidos pela anélise de ATR-FTIR
foram convertidos para arrays NumPy para melhor aplicacdo no algoritmos de aprendizagem.
A técnica SMOTE (Técnica de Sobre amostragem Sintética de Minorias) foi aplicada para gerar
amostras sintéticas da classe minoritéria. Isso garantiu um balanceamento adequado das classes
e evitou que o modelo apresentasse viés para a classe majoritaria durante o treinamento. Em
seguida, os dados foram divididos aleatoriamente em dois subconjuntos: 80% para treinamento
e 20% para teste, utilizando a fungdo train-test-split com uma semente aleatéria (Random-state)
para assegurar a reprodutibilidade dos resultados. Os dados foram normalizados e padronizados
utilizando o Standard Scaler, garantindo que todas as caracteristicas tivessem média 0 e desvio

padrdo 1, o que € essencial para a estabilidade do treinamento do modelo.
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A arquitetura do modelo de Rede Neural Artificial (ANN) foi definida com vérias
camadas densas (fully connected), pois esse tipo de arquitetura é eficaz para capturar relacées
complexas em dados. A camada de entrada, com 128 neurdnios, utiliza a funcdo de ativagédo
ReLU (Unidade Linear Retificada), que permite a aprendizagem de padrdes complexos ao
ativar apenas valores positivos e introduzir n&o-linearidade ao modelo. As camadas
intermediérias, com 64 e 32 neurdnios e ativacdo RelLU, reduzem progressivamente a
dimensionalidade dos dados, 0 que ajuda 0 modelo a extrair representacdes relevantes de
maneira eficiente. Foram incluidas camadas de Dropout, com uma taxa de 50%, que desligam
aleatoriamente metade das unidades durante o treinamento, sendo essenciais para evitar o
overfitting, situagdo em que o modelo memoriza os detalhes e ruidos dos dados de treinamento
e perde a capacidade de generalizar para novos dados.

Além disso, foi aplicada regularizacdo L2 em todas as camadas densas, pois ela penaliza
pesos elevados, limitando a complexidade do modelo e reduzindo ainda mais o risco de
sobreajuste.

A camada de saida é composta por um Gnico neurdnio com ativacao sigmoide, ideal
para problemas de classificacdo binaria. Essa funcéo transforma as saidas em valores entre 0 e
1, permitindo interpretar as respostas como probabilidades de pertencimento a classe positiva,
o0 que facilita a classificacdo. O modelo foi compilado com o otimizador Adam, que se destaca
por sua capacidade de adaptar a taxa de aprendizado durante o treinamento, acelerando a
convergéncia. A taxa de aprendizado inicial foi configurada em 0,001 para equilibrar
estabilidade e eficiéncia. A funcédo de perda binary-crossentropy foi utilizada por ser apropriada
para medir o erro em problemas de classificacdo binéria, enquanto a acurécia foi definida como
métrica principal para avaliar a proporcao de previsdes corretas durante o treinamento.

Para garantir uma avaliagdo robusta e evitar vieses, foi aplicada a técnica de K-Fold
Cross-Validation com cinco divisdes. Essa abordagem permite que o modelo seja treinado e
validado em todas as amostras, utilizando partes diferentes dos dados para validacdo em cada
iteragdo, o que melhora a confiabilidade das métricas de desempenho. Durante cada iteragéo do
K-Fold, o modelo foi treinado por até 100 épocas e os historicos de perda e acuracia foram
registrados, o que auxilia no monitoramento do desempenho do modelo ao longo do
treinamento e permite identificar a iteracdo com melhor desempenho. Para unificar os
resultados, os histéricos foram alinhados com base no menor nimero de épocas entre as
iteracBes e suas médias foram calculadas, oferecendo uma visdo consolidada do desempenho

geral do modelo.
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Ap0s selecionar o melhor modelo durante a validacg&o, ele foi avaliado em um conjunto
de teste contendo dados inéditos. As previsdes foram classificadas com base em um limiar de
0,5, sendo que valores iguais ou maiores foram atribuidos a classe positiva (1), enquanto valores
menores foram atribuidos a classe negativa (0). Esse processo foi fundamental para verificar a
capacidade do modelo de generalizar para novos dados e garantir sua eficacia tanto no
treinamento quanto no teste (Rufino et al., 2016, Tomas et al., 2022). Todo o processamento

de machine learning foi realizado no Google Colaboratory.

455 ATR-FTIR machine learning do polimorfismo -866G/A do gene UCP2

As 52 amostras de DNA amplificado, classificadas em 13 amostras homozigotas GG,
21 amostras heterozigotas GA e 18 amostras homozigotas AA, foram analisadas utilizando
técnicas de aprendizado de maquina. Inicialmente, os dados espectrais foram normalizados
aplicando a técnica Standard Normal Variate (SNV), que elimina variagcBes sistematicas
indesejadas e padroniza os espectros, garantindo a comparabilidade entre as amostras.

Para reduzir a dimensionalidade dos dados e destacar as variaveis espectrais mais
relevantes, foi utilizada a Analise de Componentes Principais (PCA). Essa técnica identificou
0s componentes principais mais informativos, permitindo representar as caracteristicas
espectrais de forma compacta e eficiente, reduzindo o ruido e otimizando a etapa subsequente
de classificacéo.

Na etapa de classificacdo, diversos algoritmos de aprendizado de maquina foram
empregados para desenvolver modelos robustos, capazes de distinguir os gen6tipos com alta
precisdo. O modelo K-Nearest Neighbors (KNN) foi testado utilizando diferentes métricas de
distancia, incluindo cosine, cubic e fine, para avaliar qual abordagem proporcionava melhor
desempenho. Paralelamente, 0 modelo Maquina de Vetor de Suporte (SVM) foi explorado com
diferentes funcdes kernel, como linear, cubico e quadratico, a fim de identificar a configuracdo
mais adequada para a classificagdo dos gendtipos.

Os modelos foram treinados com 0s componentes principais extraidos pela PCA e
validados por meio da técnica de validagéo cruzada leave-one-out (LOO-CV). Essa abordagem
consiste em iterar sobre todas as amostras, removendo uma amostra do conjunto de treinamento
e utilizando-a como teste, até que todas as amostras sejam avaliadas. Esse método assegura uma
avaliacdo rigorosa do desempenho do modelo, garantindo sua robustez e capacidade de

generalizagéo.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Das 67 amostras obtidos em nosso estudo, 64,43% sé&o do sexo feminino e 33,33% do
sexo masculino, com idade média de 49,52 anos. Do total dos 67 participantes, 24,69% ja
haviam sido diagnosticados com DM2 antes da pesquisa, 67,90% néo se declararam diabéticos
ou pré-diabéticos, e 7,41% relataram ser pré-diabéticos. Em relacdo ao historico familiar,
70,37% dos participantes confirmaram que pai, mae, irmaos ou avos apresentam DM2 e 29,63%
ndo possuem familiares proximos com o diagndstico da doenga. Dos 19 participantes que
compuseram o grupo experimental, 52,63% responderam néo ter diabetes tipo 2 (DM2) ou pré-
diabetes no questionario, enquanto 31,58% relataram ser portadores de DM2 e 15,79% se
identificaram como pré-diabéticos

Em relacdo ao estilo de vida foi levantado que 87,65% dos participantes ndo fumam,
7,41% sdo fumantes e dois individuos relataram ter fumado no passado, mas ndo fumam mais
atualmente. Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas, 87,65% afirmaram ndo consumir
nenhum tipo de alcool, enquanto 10 participantes possuem o habito de tomar bebida alcoolica.

Sobre a prética de atividade fisica e habitos alimentares, 59,26% declararam realizar
atividades fisicas regularmente, enquanto 40,74% ndo praticam. Em relagdo a alimentacéo,
82,72% afirmaram seguir uma dieta saudavel com inclusdo de frutas, legumes e verduras,
enquanto 17,28% indicaram ndo adotar esse padrdo alimentar.

No que diz respeito aos dados antropométricos, 22,22% dos participantes apresentaram
eutrofia, com IMC abaixo de 24,9 kg/m?; 28,40% estavam em sobrepeso, com IMC entre 25 e
29,9 kg/mz; e 49,38% foram classificados como obesos, com IMC acima de 30 kg/m2 (Apéndice
C).

Na avaliacdo bioquimica, 25,93% apresentaram glicose acima de 100 mg/dL, 17,28%
tinham hemoglobina glicada (HbAZ1c) superior a 6,5%, 16,05% apresentaram colesterol total
acima de 200 mg/dL e 20,99% tiveram triglicerideos acima de 150 mg/dL, valores que

ultrapassam os limites de referéncia estabelecidos.

5.2 GENOTIPAGEM

No total, das 67 amostras, 67 amostras de sangue passaram pela extracdo do DNA,

porém 52 delas foram utilizadas para a etapa de genotipagem do polimorfismo -866G/A do
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gene UCP2, onde a média das concentra¢des de quantificacdo do DNA por espectroscopia de
absorcdo do ultravioleta do grupo genotipado foi de 662,16 ng/uL. A média de absorbancia
260/280 obtida no total de amostras de DNA analisadas, que é o parametro indicativo da
qualidade do DNA em relacédo a contaminacdo por proteinas, foi de 1,82. Este resultado esta
dentro da faixa recomendavel de 1,8 a 2,0, sugerindo que as amostras de DNA obtidas sdo de
6tima qualidade, com minima contaminacgdo proteica. A média de absorbancia 260/230, que é
o0 parametro indicativo da qualidade do DNA em relacdo a a presenca de contaminantes como
carboidratos, solventes organicos ou reagentes utilizados na extracdo, foi de 1,69. Este valor
esta ligeiramente abaixo do intervalo ideal de 2,0 a 2,2, o que indica uma possivel presenca de
alguns contaminantes que podem interferir na qualidade do DNA obtido. No entanto, o valor é
considerado aceitavel e que ndo interferira na analise genotipica, considerando que a analise é
pontual realizada em alguns SNPs especificos (Apéndice D).

Na figura 1 é possivel observar a alta integridade dos DNAs extraidos de algumas
amostras por meio da visualizacdo das bandas de DNA gendmico total em eletroforese em gel
de agarose a 1%. As bandas resultantes mostram uma distribuicdo consistente de DNA, com
presenca de bandas nitidas e intensas, indicando que as amostras estdo integras e sem

degradacéo significativa (Figura 1).

Figura 1 - Amostras de DNA visualizadas pelas bandas de DNA genémico total em
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio.
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Legenda: amostra de DNA extraido da papa leucocitaria do sangue total
Fonte: Autora (2024).

Na figura 2, observa-se a presenca de bandas distintas que correspondem aos produtos
amplificados. O gel inclui padrdo de peso molecular (Ladder 100 pb) a esquerda, que foi

utilizada como referéncia para confirmar o tamanho esperado dos fragmentos amplificados.
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Na figura 2 estd apresentada a eletroforese em gel de agarose da amplificacdo de
sequéncia de DNA que contém o SNP -866G/A do gene UCP2 de quatro amostras de DNA do
sangue dos pacientes, mostrando o alto rendimento da reacdo de PCR. Vale ressaltar que a
sensibilidade da PCR foi extremamente alta, sendo capaz de amplificar a regido flanqueada
pelos primers mesmo em amostras com concentragcdes mais baixas de DNA, como a amostra
10 que apresentou apenas 41,2 ng/uL. de DNA. A intensidade homogénea das bandas mostra
que a eficiéncia da amplificacdo foi consistente entre as diferentes amostras, indicando a alta

reprodutibilidade da reacdo de PCR realizada nas 52 amostras do estudo.

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose (1,6%) com marcador de peso molecular 100pb
(Ladder) seguido da amplificacdo de sequéncia de DNA que contém o SNP -866G/A do gene
UCP2 das amostras de DNA obtida do sangue total.

Ladder 2 4 8

Legenda: ampliacdo do gene UCP2
Fonte: Autora (2024).

A anélise do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 realizada por PCR-RFLP em 52
amostras identificou os trés tipos de gendtipos. A presenca do sitio de restricdo da enzima Mlul
em ambos os alelos do gene UCP2 (gendtipo homozigoto AA) foi observada em 18 amostras,
detectada pela presenca de dois fragmentos (295 pb e 68 pb), correspondentes aos dois alelos

do gene, visualizados apds eletroforese em gel de agarose.
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A auséncia do sitio de restricdo em ambos os alelos do gene UCP2 (gendtipo
homozigoto GG) foi observada em 13 amostras, identificada pela presenca de um dnico
fragmento de 363 pb em ambos os alelos. Os genoétipos heterozigotos (genétipo GA),
caracterizados pela presenca do sitio de restricdo em um alelo e sua auséncia no outro, foram
observados em 21 amostras. Esse genotipo foi detectado pela presenca de trés fragmentos: uma
banda de 363 pb, relativa a um alelo, e duas bandas de 295 pb e 68 pb, referentes ao outro alelo
(Apéndice D).

Figura 3 - Gel de agarose com ladder de padrdo de peso molecular de 100pb e trés amostras
digeridas de PCR-RFLP sendo a primeira GA a segunda GG e a terceira GA do polimorfismo -
866G/A do gene UCP2.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia da técnica de PCR-RFLP para a
genotipagem do polimorfismo -866G/A no gene UCP2, evidenciando a capacidade de
distinguir com preciséo os genotipos homozigotos AA e GG, bem como os heterozigotos GA.
A alta integridade e qualidade do DNA extraido, aliada a consisténcia dos produtos
amplificados e digeridos visualizados em gel de agarose, reforca a confiabilidade do protocolo
utilizado.

A distribuicdo equilibrada dos genotipos entre as amostras genotipadas é consistente
com estudos populacionais prévios, e a identificacdo dos fragmentos caracteristicos de cada

gendtipo confirma a robustez da técnica.
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5.3 Analise estatistica: bioquimica vs molecular

Na comparacao entre os diferentes gendtipos do SNP -866G/A (AA, GA e GG) e cada
um dos indices bioguimicos avaliados (insulina, glicose, hemoglobina glicada (HbAlc),
colesterol total, triglicérides). A analise estatistica realizada pelo teste ANOVA indicou que h&
uma diferenca significativa nos niveis medios de insulina entre os trés grupos de genotipos (F
= 4,191, p = 0,0205). A analise realizada revelou diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
onde o valor de F refletiu a razdo entre a variacdo média das diferencas entre 0s grupos e a
variacdo dentro de cada grupo. As médias de insulina foram de 11,00 pU/mL para o grupo GG,
14,48 uU/mL para o grupo AA e 19,75 uU/mL para o grupo GA, sugerindo que 0s gendtipos
influenciam os niveis de insulina. Para identificar o grupo que apresentou a diferenca estatistica,
foi realizado o teste de Tukey, onde o grupo GA apresentou uma média de nivel de insulina
significativamente maior quando comparado aos grupos com os gendtipos GG e AA.

Em contrapartida, na avaliacdo das médias obtidas para os valores da analise de glicose,
hemoglobina glicada, colesterol e triglicérides ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na comparacao entre os grupos de acordo com os diferentes
genotipos (AA, GA e GG) do SNP -866G/A do gene UCP2. As médias das concentracdes das
analises bioquimicas estdo descritas abaixo e na tabela 3.

Tabela 3 - Média das concentragdes bioquimicas de glicose, hemoglobina glicada, insulina,
colesterol total e triglicerideos de acordo com o genétipo do SNP -866G/A do gene UCP2.

Insulina  Colesterol

e Glicose HbAlc Trigliceride

Genotipo ydL) (%) (“li')’ m (rTT]g}jL) 0s (mg/dL)
G/G 95,96 5,86 11,00 163,06 123,50
A/A 96,01 5,67 14,47 177,67 104,22
G/A 106,35 6,14 19,74 172,52 126,33

Legenda: HbAlc: hemoglobina glicada
Fonte: Autora (2024).

Esses resultados sugerem que, embora haja variacfes nas médias, ndo existem diferencas
significativas entre esses grupos para essas variaveis quando realizado o teste ANOVA. As
médias obtidas da analise de glicemia foram de 95,96 mg/dL no grupo GG, 96,01 mg/dL no
grupo AA e 106,35 mg/dL no grupo GA resultou em um p = 0,4629, ndo apresentando
significancia estatistica, assim como nas médias de hemoglobina glicada foram 5,67% para AA,
5,86% para GG e 6,14% para GA onde p = 0,5029. Com relac&o ao colesterol, as médias foram
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163,06 mg/dL para o genotipo GG, 172,52 mg/dL para o genétipo GA e 177,67 mg/dL para
0 gendtipo AA com resultado de p = 0,5998. Os valores das médias para a analise dos
triglicerideos foram 104,22 mg/dL para o gendtipo AA, 123,50 mg/dL para o genoétipo GG e
126,33 mg/dL para o genotipo GA e p = 0,5541.

5.4 Analise de cluster hierdrquico para concentracéo de glicose

A analise de cluster foi aplicada para avaliar os niveis de glicose sérica dos 59 pacientes,
sendo 40 deles com concentracdo de glicose abaixo de 100mg/dL e com HbAlc menor que
6,5% e 19 deles com concentracao de glicose acima de 100mg/dL e HbAlc acima de 6,5%. As
amostras foram agrupando com base nas similaridades dos dados espectrais obtidos a partir do
soro sanguineo. Os resultados indicaram um desempenho significativo, com uma acuracia de
78% na faixa espectral de 1139-1024 cm™!, mostrando que o modelo foi eficiente em separar
pacientes com diferentes concentragdes de glicose (figura 4).

Figura 4 - Dendrograma resultante da analise de cluster utilizando o algoritmo de Ward, aplicado
aos dados espectrais do soro sanguineo na faixa de 1139-1024 cm™, apds normalizagdo vetorial.
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5.5 ATR-FTIR aliada ao machine learning na concentracéo de glicose

O modelo de rede neural desenvolvido apresentou uma acuracia de 83% no conjunto de
teste, evidenciando sua capacidade de realizar previsdes precisas na tarefa de classificacdo
binéria. O relatorio de classificacdo revelou que a performance foi equilibrada entre as classes,
com uma precisdo de 83% tanto para a classe 0 quanto para a classe 1. No entanto, o
comportamento em termos de recall variou entre as classes: a classe 0 alcangou 71% de recall,
enguanto a classe 1 atingiu 91%, indicando que o modelo teve maior facilidade para identificar
corretamente as instancias da classe 1.

O F1-score foi de 77% para a classe 0 e 87% para a classe 1, refletindo um desempenho
mais consistente para a segunda classe. O valor médio das métricas, calculado como macro
average, apresentou 82% para F1-score e 81% para recall, sugerindo que o modelo lidou bem
com a distribuicdo das classes. A média ponderada, que considera o niUmero de amostras em
cada classe, mostrou valores de 83% tanto para precisdo quanto para F1-score e acurécia,

reforcando que o desempenho foi consistente no geral.

Tabela 4 - Desempenho do modelo de rede neural artificial na classificagdo da
concentragdo de glicose.

Precisdo Recall F1-score Suporte

Grupo B 0.75 0.86 0.80 7
Grupo A 0.90 0.82 0.86 11
Acurécia 0.83 18
Macro média 0.82 0.84 0.83 18
Média ponderadaa 0.84 0.83 0.83 18

Legenda: Classe O referente ao grupo experimental, portanto o grupo B e a classe 1
representada pelo grupo controle, sendo assim o grupo A.
Fonte: Autora (2024).

Os gréficos gerados durante o treinamento e validag&o indicaram que as curvas de perda
e acuracia se comportaram de maneira proxima, com uma diminuigcdo progressiva na perda e
aumento na acuracia ao longo das épocas. A convergéncia dos valores entre treino e validagédo
sugere que o modelo foi capaz de generalizar bem, minimizando o risco de overfitting. A
aplicacédo de técnicas como Dropout e regularizacdo L2 foi essencial para evitar sobre ajuste,
enguanto o uso do SMOTE garantiu que ambas as classes fossem representadas de forma justa

durante o treinamento.
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Figura 5 - Evolucdo da perda e da acuracia durante o treinamento e validacdo ao longo das

épocas.
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Fonte: Autora (2024).

O modelo se mostrou eficiente em capturar padrfes relevantes nos dados espectrais e
utilizar esse conhecimento para classificar corretamente novas amostras. Durante o
treinamento, o modelo passou por multiplas épocas, que sdo ciclos completos em que o
algoritmo processa todos os dados de treinamento e ajusta seus parametros, refinando
gradualmente sua capacidade de identificar padrdes complexos. A combinacéo das abordagens
aplicadas permitiu que o modelo equilibrasse as métricas entre precisdo, recall e F1-score,
resultando em um desempenho robusto e confiavel, com destaque para sua capacidade de

identificar corretamente a classe 1.

5.6 ATR-FTIR aliada ao machine learning do polimorfismo -866G/A do gene UCP2

Uma avaliagdo prévia da média dos espectros de cada grupo genotipico (Figura 6)
apresenta os espectros médios de absorcdo no infravermelho para os grupos de pacientes com
gendtipo GG, GA e AA do polimorfismo -866G/A do gene UCP2. Os espectros mostram
padrdes semelhantes entre os grupos, com algumas variagdes sutis em regides especificas. Na
faixa entre 3500-3000 cm ™, o grupo AA apresentou maior intensidade de absorcdo, o que pode
indicar uma maior presenca de ligacdes de hidrogénio, como em grupos hidroxila ou amina. Na
regido de 1650-1200 cm™, o grupo GA demonstrou um leve aumento na absor¢éo em torno de

1350 cm™, sugerindo diferencas estruturais em proteinas ou compostos nitrogenados. Ja na
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regido de 1050-750 cm™, o grupo GG apresentou uma absorgao ligeiramente maior em torno
de 950 cm™, o que pode estar relacionado a diferencas em estruturas de carboidratos ou

compostos semelhantes.

Figura 6 - Espectros médios de absorvancia FTIR dos genétipos AA, GA e GG.
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Legenda: Espectros médios de absorvancia FTIR dos genotipos AA (vermelho), GA (preto) e GG
(azul)

Fonte: Autora (2025).

A andlise dos desvios médios sugere que, apesar das variacbes observadas, ha
sobreposicdo dos intervalos de desvio padrdo entre os grupos (Figura 7). Essa sobreposicdo
indica que as diferengas observadas podem ndo ser estatisticamente significativas, sugerindo
que as variacdes detectadas nos espectros podem resultar de flutuagdes naturais ou variagdo

biologica entre os individuos
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Figura 7 - Desvio médiodos espectros de absorvancia FTIR dos genotipos AA, GA e GG.
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Legenda: Espectros médios de absorvancia FTIR dos genotipos AA (vermelho), GA (preto) e GG
(azul), com desvio padrao indicado pelas areas sombreadas.
Fonte: Autora (2025).

O pré-processamento dos espectros foi realizado utilizando a técnica SNV (Variacao
Normal Padrdo), com o objetivo de eliminar variacdes indesejadas e normalizar os dados,
garantindo maior consisténcia entre as amostras analisadas. Em seguida, foi aplicada a Analise
de Componentes Principais (PCA) para identificar variacOes espectrais que pudessem separar
0s grupos genéticos AA, GA e GG. Para isso foram avaliadas quatro faixas espectrais: 400-
4000 cm™ espectro completo para uma analise ampla (PC1); 800-1800 cm™ faixa associada a
proteinas e &cidos nucleicos (PC2); 1170-1800 cm ™' regido critica para biomarcadores proteicos
(PC3) e 2800-3000 cm™ regido associada a lipidios ¢ compostos organicos (PC4). A PCA
permite reduzir a dimensionalidade dos dados espectrais, destacando os componentes principais

responsaveis pelas maiores variacfes entre as amostras como demonstra a figura 8.
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Figura 8 - Graficos de dispersdo com combinacdes diferentes entre os componentes principais (PC1,

PC2, PC3, PC4) sendo preto: grupo AA, azul: grupo GA e vermelho: grupo GG.
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Fonte: Autora (2024).

A anélise de PC1 vs PC2 revelou que ndo houve uma separacao clara entre 0s grupos
AA, GA e GG. Embora alguns graficos tenham mostrado a separacdo entre alguns pontos, a
maioria das amostras apresentou sobreposicdo significativa, indicando que 0Ss grupos
permanecem misturados nos componentes principais analisados. Esses resultados sugerem que
a 0s componentes principais 1 e 2 ndo sdo capazes de identificar padrdes espectrais suficientes

para distinguir de forma consistente os trés grupos.
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Figura 9 - Graficos de dispersdo com combinacdes diferentes entre os componentes principais (PC1,
PC2, PC3, PC4) sendo preto: grupo AA, azul: grupo GA.
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Fonte: Autora (2024).
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Na figura 9, outras correlacfes foram realizadas agora comparando dois genotipos por

vez e foi possivel identificar que PC2 e PC4 (22 linha, 52 coluna), apresentou uma leve separacéao

entre os pontos AA e GG, sugerindo que esses dois componentes sdo capazes de distinguir

parcialmente esses grupos. Além disso, o gréfico espectral (22 linha, 72 coluna), onde PC3 é

destacado em amarelo, revelou trés picos importantes: um em torno de 1000 cm™ e dois entre

1400-1800 cm*, faixas associadas a proteinas.

De forma semelhante, o gréfico PC2 vs PC3 (32 linha, 42 coluna) mostrou uma separagao

parcial entre os grupos GA e GG. Esses resultados sugerem que PC3, em conjunto com PC2,

possui potencial para distinguir os grupos GA e GG. Novamente, no grafico de PC3 (32 linha,

72 coluna), as assinaturas associadas a proteinas ficaram evidentes, confirmando que essas

assinaturas bioquimicas sdo as principais responsaveis pela separacdo observada entre os

grupos.

Para complementar a PCA, foram aplicados algoritmos de aprendizado de maquina,

como KNN e SVM. Essas técnicas foram avaliadas em diversas faixas espectrais para verificar

sua capacidade de classificagdo, sendo que o KNN-Cosine apresentou a maior acurécia global

de 54% ao ser aplicado na faixa mais ampla de 400-4000 cm™. Em termos de desempenho

especifico, 0 modelo SVM Linear demonstrou uma boa performance na faixa 2800-3000 cm™,
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indicando que essa regido do espectro pode conter informagdes importantes para a diferenciacéo
dos genotipos, possivelmente relacionadas a padrdes especificos de grupos funcionais.

Entretanto, os dados nao apresentaram a melhor performance na faixa 800-1800 cm™
para a classificacdo global. Para garantir uma andlise abrangente, aplicamos todas as técnicas
de ML em todas as faixas espectrais, e alguns resultados especificos se destacaram. Na faixa de
1170-1800 cm™, o modelo KNN-Cosine atingiu a maior acuracia para os pares AA vs GG
(74%) e GA vs GG (73,5%). Esses resultados sugerem que essa faixa espectral é
particularmente eficaz para a discriminacdo dos gendtipos AA e GG, assim como GA e GG,
indicando que pode haver padrdes estruturais especificos capturados nessa regido.

J& na faixa espectral entre 800-1800 cm™ embora ndo tenha apresentado a melhor
performance geral, ela mostrou ser Gtil na discriminacdo entre AA vs GA, com uma acuracia
de 72% utilizando KNN-Cubic. Esse desempenho indica que, para esse par especifico de
genotipos, a aplicagdo do modelo com funcéo de kernel clbica conseguiu capturar as variagdes
relevantes nos dados espectrais.

Para representar o grau de precisar das técnicas empregadas foi realizado um grafico

que ilustra o desempenho dos modelos em separar 0s genétipos GA, GG e AA (figura 10).

Figura 10 - Precisdo (%) dos diferentes métodos de aprendizado de maquina aplicados nas faixas
espectrais 1170-1800 cm ™, 2800-3000 cm ™, 400-4000 cm™! e 800-1800 cm™! para a classificagdo
dos gendtipos GA, AA e GG.
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Fonte: Autora (2024).
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Esses resultados revelam que a escolha da técnica de machine learning e da faixa
espectral analisada tem impacto direto na precisdo da classificacdo. A técnica KNN-Cosine se
destacou como a mais eficiente, especialmente nas comparacgdes entre AA vs GG e GA vs GG.
A utilizacdo da métrica de cosseno para a medida de similaridade parece ser eficaz na detec¢do
de padrbes relevantes nas faixas espectrais analisadas. A SVM Linear, por outro lado,
apresentou um bom desempenho em faixas espectrais mais restritas, sugerindo que essa técnica
é adequada para padrdes especificos e concentrados. Ja 0 KNN-Cubico se mostrou Gtil na faixa

de 800-1800 cm™, onde outras técnicas ndo alcangcaram o mesmo nivel de acuracia.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o potencial da combinacdo ATR-FTIR com algoritmos de
aprendizado de maquina como uma alternativa rapida e acessivel aos métodos moleculares e
bioquimicos estabelecidos para a identificacgio de biomarcadores de risco para 0
desenvolvimento da DM2. Na anélise do perfil bioquimico dos participantes, a observacao de
valores médio de glicose (130,97 mg/dL) e HbAlc (7,08%) no grupo experimental, constituido
por individuos diabéticos, confirmam a presenca da desregulacdo glicémica, considerando que
os valores de referéncia para o diagnéstico de DM2 estabelecido pela diretriz da Sociedade
Brasileira de Diabetes é de glicose 120mg/dL e 5,7% de HbAlc. Neste grupo amostral de
individuos com DM2 fica claro a necessidade de intervencGes terapéuticas e tratamento clinico
adequado para mitigar os riscos associados a hiperglicemia crénica como preconizado pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (2024).

Entre os participantes do nosso estudo que declararam ter DM2, quatro deles utilizam
medicacdo de rotina, especificamente 0 medicamento Glifage 500 mg, para controle. Contudo,
apesar do tratamento, as suas concentracées séricas de glicose permaneceram acima dos valores
recomendados. A média da glicose no grupo foi de 126,77 mg/dL, e a hemoglobina glicada
apresentou um valor médio de 7,1%, ambos acima dos limites de normalidade. Todos os quatro
participantes medicados utilizavam. Os demais participantes com diagnéstico de DM2 que
estavam sob tratamento medicamentoso e apresentaram concentracGes de glicose dentro da
normalidade ndo entraram na amostragem utilizada para a anélise de FTIR, pois esta analise
estratificou os grupos de acordo com as concentracGes de glicemia.

A presenca dos trés perfis genotipicos do SNP -866G/A do gene UCP2 identificados
em nosso estudo, sendo AA observado em 34,61% das amostras (fragmentos de 295pb e 68pb),
GA (fragmentos de 363pb, 295 pb e 68pb) detectado em 40,38% das amostras e GG (fragmento
de 363pb) do SNP -866G/A do gene UCP2 em 25% das amostras, confirmou a heterogeneidade
desse polimorfismo na nossa populacdo. Na comparacdo com estudos publicados em outras
populacdes de varios paises (Wang; Ke; Lin, 2012; de Souza et al., 2013; Shen et al., 2014; Qin
et al., 2013; Gomathi et al., 2019; Bulotta et al., 2005; Andersen et al., 2013), observa-se que
a frequéncia do genétipo AA é maior em nossa populacao.

Andersen et al. (2013), pela avaliagdo de uma amostra de 17.636 individuos
dinamarqueses, observaram a frequéncia genotipica de AA: 17% para o0 genotipo AA, 48%
para o genétipo GA e 35% para o gen6tipo GG, com menor prevaléncia do gendtipo AA quando
comparado com nosso estudo que foi de 34,61%. Bulotta et al. (2005), em um estudo com 1.073
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individuos da populagdo italliana, observaram a frequéncia de 25% para o gendétipo AA 50%
para 0 genoétipo GA e 25% para o gendétipo GG, valores que também diferem da nossa amostra,
especialmente na menor frequéncia do genotipo AA e maior frequéncia do gendtipo GA.

Em populaces asiaticas, variacdes significativas também foram observadas. Gomathi
et al. (2019) analisaram 630 individuos do sul da india e encontraram AA: 14%, GA: 46% e
GG: 40%, revelando a menor prevaléncia do genotipo AA dentre todos os estudos revisados.
Ja Hou et al. (2020), estudando 1.476 chineses do norte, reportaram AA: 15%, GA: 48% e GG:
37%, com uma distribuicdo semelhante a de Qin et al. (2013), que avaliou 715 chineses de
Hubei e encontrou AA: 21%, GA: 50% e GG: 29%.

Em Taiwan, Wang; Ke e Lin (2012) analisaram 604 individuos, relatando AA: 23%,
GA: 47% e GG: 30%, enquanto Sasahara et al. (2004), em um estudo com 585 japoneses,
identificaram uma maior proporcao do gendtipo AA (29%), seguida de GA: 51% e GG: 20%,
aproximando-se do nosso estudo no que diz respeito a frequéncia do genotipo AA. Xu; Chen;
e Zhan (2021), em uma meta-analise de diversas populacfes asiaticas, reportou AA: 22%, GA:
49% e GG: 29%, enquanto Shen et al. (2014), analisando 958 chineses, encontrou AA: 20%,
GA: 50% e GG: 30%.

No Brasil, até 0 momento, apenas um estudo de Souza et al. (2013) investigou 0 SNP -
866G/A do gene UCP2. Estes autoresanalisaram individuos brasileiros e encontraram uma
distribuicdo de 17,2% para o genotipo de AA,47,8% para 0 gendtipo GA e 35% para 0
gendtipoGG: Esses valores diferem significativamente dos observados em nosso estudo, onde
a frequéncia do gendtipo AA observada foi quase o dobro da relatada por de Souza et al.,
(2013), enquanto a frequéncia dos genotipos GA e o GG apresentaram distribuicbes mais
préximas.

Em comparagdo, a maior frequéncia do gendtipo AA observada em nosso estudo
(34,61%) se aproxima mais dos valores encontrados na populacgao japonesa (29%) (Sasahara et
al., 2004), sendo superior as proporcgoes relatadas em todas as demais populacfes analisadas
(Wang; Ke e Lin, 2012; de Souza et al., 2013 ; Shen et al., 2014; Qin et al., 2013; Gomathi et
al., 2019). A frequéncia de 40,38% para o genédtipo GA observada em nossa amostra foi inferior
a observada em estudos de outras populagdes , com a frequéncia desse genotipo variando entre
46% e 51%. Para 0 genotipo GG (25%) a frequéncia foi similar ao encontrado na populagéo
italiana (Bulotta et al. 2005) e chinesa (Qin et al. 2013), mas inferior ao reportado na populacéo
do sul da India (40%) (Gomathi et al. 2019).

As variagOes observadas entre os diferentes estudos podem estar associadas a diferencgas

étnicas e geograficas, além de fatores ambientais e amostrais que influenciam a distribuicdo dos
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genotipos do gene UCP2 em diferentes populacdes. O estudo de de Souza et al. (2013)
representa, até o momento, a Unica investigacdo que busca relacionar esse SNP com a
predisposicdo a DM2 realizado no Brasil, evidenciando a necessidade da realizacdo de
pesquisas adicionais para esclarecer a sua distribuicao e impacto na populacao brasileira.

A maior concentragdo de insulina observada no grupo com o genétipo GA do SNP -
866G/A do gene UCP2 quando comparada com 0s grupos com o0s genotipos GG e AA sugere
que individuos gue possuem o genodtipo GA apresentarem maiores niveis de insulina. Alguns
estudos (Krempler et al., 2002; Sesti et al., 2003; Gomathi et al., 2019; Hou et al., 2020;
Andersen et al., 2013) também pesquisaram essa relacdo, contudo os resultados foram
diferentes quando comparados com o presente estudo. Resultados semelhantes aos resultados
encontrados neste estudo foram os de Gomathi et al. (2019), que observaram concentracdes
mais elevadas de insulina em individuos com os genotipos GA e GG do SNP -866G/A em
comparagdo com aqueles portadores do gendtipo AA, neste estudo, realizado com 318
pacientes com diagndstico de DM2 e 312 individuos controle na populacéo do sul da India, os
niveis médios de insulina em jejum foram 17,6 £ 1,9 pU/mL para o gendtipo GG, 15,8 £ 2,2
pU/mL para GA e 13,4 + 1,7 pU/mL para AA (P < 0,005), evidenciando uma redugdo
significativa nos niveis de insulina nos individuos portadores do gen6tipo AA. Os resultados de
Hou et al. (2020) corroboram essa tendéncia, demonstrando que individuos com o genétipo AA
apresentaram menores concentracdes de insulina em jejum e pos-prandial em comparagdo com
os portadores dos gendtipos GG e GA. No grupo com pré-diabetes, os niveis médios de insulina
em jejum foram de 9,22 + 3,18 mU/mL para GG, 8,56 + 2,72 mU/mL para GA e 7,65 * 3,83
mU/mL para AA (P < 0,001). No grupo com diagnostico de DM2 , os valores foram de 8,13 +
2,74 mU/mL para GG, 7,92 + 2,73 mU/mL para GA e 6,38 + 2,50 mU/mL para AA (P <0,001).
A reducédo da insulina nos portadores do alelo A sugere um comprometimento na secrecéo
pancreatica, possivelmente associado a uma maior expressdo do gene UCP2.

Krempler et al. (2002) ao avaliarem uma populacéo branca europeia, demonstraram que
0 genotipo GG foi associado a uma maior resposta insulinica aguda (314,1 + 145,2 mU/L) em
comparagdo com GA (264,3 £ 187,9 mU/L) e AA (233,4 £ 160,2 mU/L) (P = 0,015), além de
um maior indice de disposigdo, indicando uma melhor fungdo das células B pancreaticas. O
estudo de Sesti et al. (2003) também reforca essa relagédo, evidenciando que o polimorfismo
UCP2 -866G/A esta diretamente ligado as concentragdes de insulina, sendo que os portadores
do gendtipo AA apresentam uma secre¢do reduzida em comparagdo aos individuos GG e GA.
Durante o teste oral de tolerancia a glicose, os individuos AA apresentaram menores indices de

secrecdo na primeira (P = 0,03) e na segunda fase (P = 0,04), sugerindo uma reducéo na
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capacidade das células B pancreaticas de responder a glicose. Essa redugdo foi confirmada na
andlise de ilhotas pancreaticas isoladas, onde as células de individuos AA liberaram menos
insulina (39 pU/mL) em resposta a glicose (16,7 mmol/L) do que as de individuos GG (89 £+ 19
pU/mL) e GA (50 £ 10 pU/mL). Ja os estudo de Andersen et al. (2013), ao analisarem o
polimorfismo UCP2 -866G>A em 17.636 individuos da populacdo da Dinamarca, constataram
que o genotipo GG foi associado a niveis mais elevados de insulina em jejum (P = 0,002) e
maior resisténcia a insulina (P = 0,0007). Esses achados sugerem que a menor expressao do
gene UCP2 pode afetar a funcdo mitocondrial e aumentar o estresse oxidativo, contribuindo
para a resisténcia insulinica.

A andlise espectral da concentracdo de glicose nos individuos levou em consideracéo a
regido espectral de 1300-900 cm™, que contém o pico de absorgao caracteristico da glicose,
conforme relatado por diversos estudos (Li et al. 2005; Li et al. 2017; Caixeta et al. 2023). Essa
regido se destaca por sua relevancia na investigacao das diferencas na composicéo bioquimica
entre os dois grupos de pacientes analisados. Por esse motivo, foi selecionada para a anélise de
cluster, permitindo a classificacdo dos grupos de acordo com os niveis de glicose.

Li et al. (2005) destacou a regido em torno de 1035 cm™ como crucial para a absorgdo
de glicose no infravermelho. Além disso, os achados de Guang et al. (2020) sugeriram que a
faixa espectral de 1000-1500 cm™* ¢ essencial para diferenciar grupos de pacientes com DM2
e individuos saudaveis. Neste estudo, foram analisadas amostras de sangue total de 51 pacientes
diagnosticados com DM2 e 55 voluntarios saudaveis por meio de espectroscopia FTIR-ATR,
combinada com o algoritmo XGBoost para classificacdo. A analise espectral revelou que os
individuos com DM2 apresentaram intensidade de absorcdo reduzida na regido de 1000-1500
cm™!, indicando alteragdes metabolicas significativas. Mateus Pereira de Souza et al. (2023), ao
avaliarem 74 amostras de plasma sanguineo (14 com sindrome metabdlica e 60 amostras do
grupo controle) para a diferenciacdo de pacientes com sindrome metabdlica na populagdo
brasileira, identificaram vibracdes especificas entre 1020-1050 cm™!, associadas a concentragéo
de glicose. O estudo utilizou espectroscopia ATR-FTIR acoplada a modelagem quimiométrica
supervisionada (OPLS-DA), atingindo 100% de sensibilidade e especificidade na diferenciagédo
entre sindrome metabolica e individuos controle. As principais diferengas espectrais ocorreram
nas regides de 1717—1703 cm™ (C=0 e N-H), 1166-1137 cm™ (C-OH e C-0), 1113-1040 cm ™!
(PO2 e C-OH) e 1027-1008 cm ™! (C-O e CH20OH)), refletindo alteragdes bioquimicas associadas
a sindrome metabdlica

A regido espectral determinada em nosso estudo é similar as regides escolhidas de

absorcéo de glicose dos trabalhos prévios (Li et al., 2005; Li et al., 2017; Caixeta et al., 2023)
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fortalecendo assim a validade de nossa abordagem e refor¢ando a importancia da andlise da
regido espectral de 1139-1024 cm™ na diferenciacdo entre os grupos de participantes que
apresentam alto e baixo nivel de glicose.

Com o objetivo de aumentar a acuracia de 78% da analise de clusterizacdo observada
em nosso estudo na estratificacdo do grupos dos pacientes com diferentes concentracdes de
glicose na faixa espectral da glicose (glicose acima e abaixo de 100mg/dL) foi aplicado o
modelo de treinamento ANN, que aumentou a acuracia dessa classificacdo para 81% com
excelente equilibrio entre as classes, conforme demonstrado pelo F1-score (77% para classe 0
e 87% para classe 1). Alguns modelos de treinamento foram empregados em estudos publicados
recentemente para a classificagdo dos individuos baseado nos niveis glicose e para a
classificacdo de patologias como o cancer (Guevara et al., 2018; NAO CONSTA; Sanchez-
Brito et al., 2021; Tomas et al., 2022; Caixeta et al., 2023; Song et al., 2023;NAO CONSTA;
MITURA et al., 2024).

Guevara et al. (2018) utilizaram espectroscopia Raman combinada a modelos de
aprendizado supervisionado, como ANN e SVM, para discriminar pacientes com DM2 de
individuos saudaveis. Os autores relataram acuracia entre 88,9% e 90,9% para ANN e entre
76,0% e 82,5% para SVM, destacando o melhor desempenho da ANN, resultado que esta
alinhado com a acurécia de 83% obtida pelo modelo de rede neural desenvolvido neste estudo.
Assim como nos resultados apresentados por Guevara et al. (2018), o modelo desenvolvido
neste trabalho também apresentou um desempenho superior na identificacdo da classe associada
a DM2 (classe 1), com recall de 91%, evidenciando que a ANN foi mais eficiente na deteccédo
de casos positivos.

Sanchez-Brito et al. (2021) também utilizaram espectroscopia FTIR-ATR em amostras
de saliva associada a ANN para classificar pacientes com DM2 controlada e ndo controlada,
atingindo acuracia de 100%. Embora o modelo desenvolvido neste estudo tenha apresentado
acuracia inferior (83%), o desempenho em termos de precisdo e F1-score de 83% reforca a
capacidade de discriminacgdo equilibrada entre as classes. A diferenca na acuracia pode ser
explicada pela natureza das amostras e pelas variacGes nos padrdes espectrais associados a
diferentes condi¢Ges metabolicas. No entanto, o valor médio do F1-score (82%) e do recall
(81%) sugere que 0 modelo lidou bem com a distribuigéo das classes, o que refor¢a sua robustez
mesmo em um cenario mais complexo.

Caixeta et al. (2023) obtiveram uma acurécia de 87% na discriminacg&o entre individuos
com DM2 e nédo diabéticos por meio de espectroscopia FTIR em amostras de saliva, com

sensibilidade de 93,3% e especificidade de 74%. O modelo desenvolvido neste estudo
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apresentou um comportamento semelhante, com recall de 91% para a classe positiva e 71%
para a classe negativa, indicando uma tendéncia a uma maior capacidade de identificacdo de
casos positivos. Essa diferenca na identificacdo entre as classes reflete o desafio inerente a
classificacdo de condi¢Ges metabolicas, sendo parcialmente compensada pelo equilibrio geral
observado nos valores de F1-score e preciséo (83%).

Song et al. (2023) relataram resultados mais elevados (R? = 0,9928) na previséo de
glicose em amostras de sangue por espectroscopia Raman combinada com aprendizado de
maquina, indicando uma correlacao quase perfeita entre os valores previstos e 0s valores reais.
Embora o modelo desenvolvido neste trabalho tenha apresentado valores inferiores em termos
de correlacdo direta, a capacidade de classificacdo bindria com valores consistentes de precisdo,
recall e F1-score reforca a aplicabilidade da técnica para analise metabdlica.

Caixeta et al. (2023) também utilizaram espectroscopia FTIR-ATR em amostras de
urina de ratos Wistar para andlise de DM2, com acurdcia, sensibilidade e especificidade de
100%, superando o desempenho do modelo desenvolvido neste estudo. No entanto, o equilibrio
entre as metricas obtidas neste trabalho (F1-score de 77% para a classe 0 e 87% para a classe
1) sugere que o modelo foi eficiente na discriminacdo entre 0s grupos, mesmo em um contexto
de menor controle sobre a variabilidade das amostras.

Hosafc1 et al. (2006) relataram coeficiente de determinacdo (R?) de 0,985 e erro de
previsao de 5,2 mg/dL na andlise de glicose em urina, utilizando espectroscopia FTIR associada
a modelos quimiométricos. Embora os métodos utilizados sejam diferentes, a capacidade do
modelo desenvolvido neste estudo de alcancar uma precisdo consistente de 83% sugere que 0
uso de espectroscopia FTIR combinada com aprendizado de maquina é promissor para
monitoramento e diagnéstico metabdlico.

Bhandare et al. (1993) relataram que a combinacdo de PLS com ANN melhorou a
precisdo na determinacdo de glicose em sangue total, com erro padréo de predicdo de 15,6
mg/dL, superando os modelos PLS (21,5 mg/dL) e PCR (24,0 mg/dL). A alta precisdo e o
equilibrio obtidos pelo modelo desenvolvido neste estudo reforcam o papel das redes neurais
na modelagem de dados espectroscopicos complexos, permitindo uma analise robusta e
confiavel dos niveis de glicose.

Em sintese, 0 modelo de rede neural desenvolvido neste estudo apresentou desempenho
consistente e equilibrado entre as classes, com acuracia e precisdo de 83% e F1-score médio de
82%. Esses resultados estdo alinhados com os estudos prévios, evidenciando que a combinacao
de espectroscopia FTIR-ATR com aprendizado de maquina é uma ferramenta promissora para

o0 diagndstico e monitoramento de DM2 em diferentes matrizes biologicas.
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Os resultados obtidos em nosso estudo também mostraram a eficécia da combinacéo da
espectroscopia ATR-FTIR com técnicas de aprendizado de maquina, como PCA, KNN e SVM
em amostras de amplicons da sequencia de DNA que contem o SNP -866G/A do gene UCP2,
com o objetivo de discriminar os diferentes genotipos presentes na populacdo brasileira
referente a este SNP: GG, GA e AA. Entre os algoritmos testados, 0 modelo KNN-cosine obteve
o melhor desempenho, com uma acuracia média de 74% na faixa espectral de 1170-1800 cm™
na diferenciacdo entre AA e GG, e 73,5% na separacdo entre GA e GG.

Em nosso estudo, 0 SVM também apresentou bom desempenho, capturando padrdes
espectrais relacionados a variagdes no DNA na faixa de 2800-3000 cm™. A separagdo entre 0S
genotipos AA e GA atingiu 69,2% de acurdcia, enquanto a discriminagdo entre AA e GG foi de
58,1%. Além disso, a analise de PCA permitiu a reducdo dimensional dos espectros, destacando
regibes espectrais criticas associadas a alteragdes estruturais no DNA.

Os achados do nosso estudo estdo em concordancia com os resultados do trabalho de
Taillandier e Liquier (1992), que aplicaram a espectroscopia FTIR na caracterizagdo das
estruturas secundarias do DNA em diferentes estados fisicos, como solu¢des, filmes hidratados
e cristais. Os autores identificaram as conformacfes A, B e Z do DNA, associadas a bandas
espectrais entre 1800 e 700 cm™', abrangendo bases nitrogenadas, aglicares e grupos fosfato. Ja
em nosso estudo, regibes espectrais especificas foram relacionadas a estrutura do DNA, como
1220-1260 cm™ e 1070-1090 cm™', associadas as vibragdes dos grupos fosfato (PO+),
permitindo a distincdo entre as diferentes conformacdes estruturais do DNA. A regido entre
1710-1660 cm™ foi atribuida as ligagdes C=0 das bases nitrogenadas, enquanto a faixa de
1490-1450 cm™ indicou variagdes nas interagdes agucar-base. A andlise espectral revelou que
a transicdo da conformacéo B para A ocorre em baixa umidade, enquanto a indugédo da forma
Z é favorecida pela presencga de ions metélicos (Taillandier e Liquier, 1992). Esses achados
reforcam a aplicabilidade da espectroscopia FTIR na avaliacdo de modificagdes estruturais do
DNA, incluindo interagdes com proteinas, farmacos e fatores ambientais.

Resultados consistentes tambeém foram observados no estudo de Brasileira et al. (2003),
que utilizou modelos supervisionados, como SVM e KNN, para discriminar genétipos de arroz
geneticamente modificados. O SVM apresentou acurdcia de 90,5%, seguido pela analise
discriminante linear (87,2%) e KNN (84,6%) na diferenciacdo entre plantas resistentes e
sensiveis. Embora o material genético seja distinto, 0 uso das mesmas técnicas de aprendizado
de méaquina reforca a aplicabilidade desses algoritmos na discriminacao de gendétipos com base
em espectros FTIR, o que é corroborado pelo desempenho do KNN e do SVM em nosso estudo.
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Outro paralelo pode ser tracado com o trabalho de Leskovar et al. (2020), que investigou
a preservacdo de DNA em restos 6sseos humanos utilizando espectroscopia ATR-FTIR
combinada com algoritmos de aprendizado de maquina, como RF e ANN. Os autores
identificaram regides espectrais criticas, incluindo 1035 cm™ (fosfatos), 1240 cm™
(fosfodiéster), 1400 cm™! (carbonatos), 1545 cm™ (amida II) e 1650 cm™ (amida I), que foram
fundamentais para discriminar amostras com DNA bem preservado daquelas degradadas,
atingindo acuracia de até 82%. Em nosso estudo, a regido entre 1170-1800 cm™' também se
destacou na diferenciacdo genotipica, indicando que essas bandas espectrais podem refletir a
integridade estrutural do DNA, similar ao que foi observado por Leskovar et al. (2020).

Em relacdo a aplicagdo de aprendizado de méaquina em espectros FTIR de DNA
amplificado por PCR, o0 nimero de estudos publicados € limitado. Gomes Rios et al. (2021)
analisaram polimorfismos do gene do horménio de crescimento bovino (bGH) utilizando PCA,
SVM e KNN, alcancando acurécia de 90% na separacao entre os genotipos CC e TT, 76% entre
CCeCTeb64%entre CT e TT. Apesar de os algoritmos e analises serem semelhantes, a acuracia
obtida em nosso estudo foi inferior, 0 que pode ser explicado pela diferenca nas sequéncias
gendmicas, no numero de amostras e na composic¢ao dos grupos genotipicos (13 GG, 21 GA e
18 AA). A menor quantidade de amostras em alguns grupos pode ter reduzido a capacidade dos
modelos de capturar padrBes espectrais consistentes, impactando diretamente na acuracia final.

Adicionalmente, o estudo de Kahn et al. (2009) sugere que a composigédo das regides
flanqueadoras pode influenciar a resposta espectral do DNA. Os autores demonstraram que
sequéncias ricas em citosina e guanina conferem maior rigidez estrutural ao DNA, enquanto
sequéncias ricas em adenina e timina aumentam a flexibilidade e distor¢des conformacionais,
0 que impacta diretamente nas assinaturas espectrais capturadas pelos modelos de aprendizado
de maquina. O modelo SVM empregado por Kahn et al. (2009) apresentou uma acuracia de
91,2%, reforcando a influéncia das sequéncias flanqueadoras na estabilidade estrutural e nos
padrdes espectrais. Assim, € plausivel que variagcdes na composi¢édo das regides flanqueadoras
do SNP -866G/A do gene UCP2 também tenham influenciado a resposta espectral em nosso
estudo, contribuindo para a diferenca na acuracia entre os modelos.

Portanto, os resultados obtidos em nosso estudo ndo apenas confirmam a aplicabilidade
da espectroscopia ATR-FTIR na discriminacdo de genotipos com base em assinaturas
espectrais, como também demonstram que fatores gendmicos, estruturais e metodoldgicos
podem impactar o desempenho dos modelos de aprendizado de maquina. A combinacdo de

espectroscopia FTIR e aprendizado de maquina revela-se, assim, uma abordagem promissora
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para a analise genotipica, com potencial para aplicacbes em estudos de variacdes genéticas e
suas implicacdes bioldgicas.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu genotipar o polimorfismo -866G/A do gene UCP2 por
meio da técnica de PCR-RFLP, além de demonstrar que individuos com o gendétipo GA
apresentam concentragdes de insulina estatisticamente maiores em comparagdo aos demais
genotipos (GG e AA). Além disso, a técnica ATR-FTIR mostrou-se eficiente na diferenciacdo
de individuos com diferentes concentracdes séricas de glicose por meio da analise de cluster
hierarquico, com acuracia de 78%.

A anélise espectral de DNA, associada a algoritmos de aprendizado de méaquina,
demonstrou o potencial da técnica ATR-FTIR para analise do polimorfismo -866G/A do gene
UCP2 e para a predicdo de concentracBes glicémicas, evidenciando a aplicabilidade dessa
abordagem como ferramenta preditiva e diagnéstica para diabetes tipo 2 (DM2). Entre os
modelos testados para as amostras de soro, o algoritmo ANN destacou-se ao alcancar uma
precisdo de 83%, com recall de 91% na separagéo entre grupos com glicose elevada e grupos
com niveis normais de glicose. No caso da classificacdo dos genotipos, 0 KNN-Cosine obteve
até 74% de acurdcia na distin¢do entre os gendétipos AA e GG, e 73,5% para GA versus GG na
faixa espectral de 1170-1800 cm ™, associada a proteinas.

Esses resultados reforcam a capacidade da integracao entre espectroscopia ATR-FTIR
e algoritmos de aprendizado de maquina para analises rapidas e de menor custo, tanto para a
estratificacdo de pacientes com base nos niveis de glicose em amostras de soro obtidas de
sangue humano quanto para a distincdo de polimorfismos genéticos em amostras de DNA
amplificado por PCR.

Apesar de limitaces, como o tamanho reduzido da amostra e a sobreposigéo espectral
em alguns gendtipos, a eficiéncia da técnica ATR-FTIR associada a algoritmos de aprendizado
de méquina na discriminagdo de polimorfismos genéticos especificos e na estratificacdo das
amostras com base em concentracfes glicémicas indica um caminho promissor para aplicagdes
clinicas. A simplicidade e o custo reduzido dessa metodologia destacam sua vantagem em
relacdo aos métodos diagnosticos tradicionais de analise bioquimica e molecular.

Este trabalho contribui para o campo da engenharia biomédica ao propor uma solucéao
tecnologica inovadora e acessivel, ressaltando a importancia da intersegdo entre biologia

molecular, analise espectral e inteligéncia artificial.
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APENDICE A: Dados bioquimicos referente a niveis de glicose, HbAlc, insulina,
colesterol total e triglicerides obitdos de amostras de sangue total coletados de 67 pacientes

Amostras Glicemia HbA1lc | Insulina Co-lrtzs:aelrol Triglicérides
(mg/dL) (%) | (uUl/mL) (mg/dL) (mg/dL)
1 74 4,9 6 152 87
2 74 4,7 8 150 92
3 73 51 14,6 106 26
4 73 4,9 7,2 158 101
5 82 5,6 13,6 155 74
6 81 5,6 10,1 126 71
7 74 4,8 20,4 230 138
8 78 4,6 16,3 159 117
9 71 5 9,9 177 70
10 86 51 9,4 133 32
11 112 6 20,7 148 114
12 73 5,2 21 155 237
13 84 5,8 16,5 113 56
14 123 7,8 7,5 179 92
15 84 5,2 12,8 116 63
16 78 5 9 104 40
17 80 5,2 219 143 60
18 109 6,5 17,8 264 85
19 85 4,8 11,2 189 140
20 85 5,2 20,5 150 150
21 81 4,7 1,7 183 93
22 93 5,5 12 159 52
23 95 4,9 6,7 242 182
24 112 7,3 10,1 102 71
25 156 7,6 9 241 67
26 128 8,5 5,1 170 133
27 119 7,3 26,4 120 159
28 90 5,9 8,1 220 236
29 99 5,8 12,3 57
30 118 6,5 8,5 182 103
31 108 6,3 20,2 154 179
32 98 5,9 263 235
33 116 6,2 23,8 145 43
34 76 5,3 4,5 188 75
35 114 6,9 36,6 142 112
36 60 5,8 10,5 137 96
37 86 6,1 25,4 182 86
38 192,5 8,3 19,6 110 166




39 985 55 5,6 161 113
40 90,7 5,1 9,6 151 91
41 98 5,6 14,1 199 118
42 95,7 6 7 132 103
43 94,3 5 6,4 127 98
44 93,6 5,2 15 190 179
45 118,7 6,6 8 150 50
46 94,3 6 12,9

47 936 5,1 18,7 194 79
48 97,5 53 32,2 166 90
49 140,6 8,9 30,9 245 265
50 88 4,9 7,9 175 115
51 134 7,7 12,8 208 277
52 857 54 17,1 245 117
53 105,6 5,1 9,7 167 75
54 95,7 4,8 22,9 161 65
55 924 54 17 162 185
56 872 45 17,3 153 282
57 90,3 4,6 15,1 167 81
58 96,1 5,3 19,6 167 137
59 148,8 9 14,9 197 207
60 142,9 7,3 25,8 217 164
61 94,7 6,1 28,5

62 100,6 5,7 16,9 284 168
63 95,6 5,8 18,3 205 90
64 2202 9,7 61,2 166 270
65 69 5,3 6,4 164 87
66 131,5 8,3 35,1 186 97
67 99,4 5,1 11,9 228 239
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APENDICE B: Andlises realizadas em amostras obtidas de sangue periférico de 67
participantes: analise molecular pela PCR-RFLP no DNA extraido da papa leucocitéria;
analises bioquimicas no plasma; analise de espectroscopia FTIR nas amostras de soro e
as analises de FTIR aliada ao algoritmo machine learning realizada nas amostras de soro
e amostras de DNA amplificado pela PCR.

Andlise Anidlise FTIR FTIR FTIR
molecular | bioquimica | soro machine | machine
learning | learning

soro DNA
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APENDICE C: Informagdes pessoais e historico familiar dos 67 participantes

perntencentes ao estudo

Idade . a .
Amostra Género | Raca/Cor | Descendéncia
(anos)
1 18 Feminino Branco Brasileira
2 19 Feminino Branco Brasileira
3 18 Feminino Parda Brasileira
4 20 Feminino Branco Brasileira
5 18 Feminino Branco Brasileira
6 19 Masculino | Branco Italiana
7 20 Feminino | Amarelo Japor?esja €
brasileira
19 Feminino Branco Brasileira
18 Feminino Branco Brasileira
10 19 Feminino Branco Brasileira
11 67 Feminino Branco Brasileira
12 70 Feminino Branco Brasileira
13 48 Feminino Branco Brasileira
14 63 Feminino Branco Brasileira
15 21 Masculino | Branco Brasileira
16 23 Feminino Branco Brasileira
17 23 Feminino Branco Brasileira
18 37 Feminino Parda Brasileira
19 23 Feminino Branca Brasileira
20 31 Feminino Parda Brasileira
21 28 Feminino Branca
22 47 Masculino | Branca Italiana
23 46 Masculino | Branca Italiana
24 70 Feminino Branca Portugués
25 75 Feminino Branca Portugués
26 76 Feminino Branca Italiana
N3 b
27 74 Masculino | Branca . d0 sabe
informar
28 77 Masculino | Branca Brasileira
Itali a
29 72 Feminino Branca aliana (mde) e;
portuguesa (pai)
30 54 Feminino Branca Nao sabe
informar




Italiana (avds
paternos) e

31 66 Feminino Branca . .
n brasileira (Avds
maternos)
32 54 feminino Branca Libanes
33 65 Masculino| Branca Indiana
34 50 Feminino Branca Brasileira
35 67 Masculino| Branca Brasileira
36 51 Feminino Branca Brasileira
37 50 | Feminino | Pardo Ndo sabe
informar
38 34 Feminino Pardo Italiana
Espanhol,
39 61 Feminino Branca Brasileira,
Francés
40 65 Feminino Branca Portuguésa
Indigena,
41 54 Feminino Branca Portuguesa,
Italiana
42 72 Masculino Preto Brasileiro
43 47 Feminino Branco Arabe
44 54 Feminino Branco Portugues e
Frances
Avé materna
45 73 Feminino | Branco indigena, avo
materno
brasileiro
Russo, espanhol,
46 77 Feminino X portuguesa,
italiana
47 36 Feminino | Branco Pai Europeu
48 19 Feminino Branco Brasileiro
49 50 Masculino| Branco Brasileiro
50 20 Feminino Branco Alemao




Materna(Polonés
e Portugués)

51 70 Feminino Branco Paterna
(Portugés e
indio)
Paterna
. (Indigena) e
52 46 Feminino Pardo
Materna
(Portugués)
53 21 Masculino| Branco Nao
54 18 Feminino Branco Polonesa e
Espanhola
Indigena,
55 57 Masculino| Pardo Espanhola,
Portuguesa
56 20 Feminino | Branco Indigena
57 20 Feminino Branco Portugues e
espanhol
Libanesa
58 62 Masculino | Branco (materna) e
portuguesa
(paterno
59 52 Masculino | Branco Italiano
60 60 Feminino Branco Brasileiro
Indiigena (pai) e
61 41 Feminino | Branco portuguesa
(mae)
62 37 Feminino Branco Nao
63 40 Masculino| Pardo Brasileiros
. Italiano
64 47 Masculino | Branco
(paterno)
65 32 Masculino| Branco Italiano
66 34 Masculino| Branco Italiano
67 65 Feminino Branco Italiana
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Amostra Exe’rF icio AIimenFagéo Fumante Etilista
Fisico Saudavel
1 Sim Sim Nao Nao
2 Sim Sim Nao Nao
3 Sim Sim Nao Nao
4 Sim Sim Nao Sim
5 Sim Nao Nao Nao
6 Sim Nao Nao Nao
7 Nao Sim Nao Ndo
8 Nao Nao Nao Ndo
9 Sim Sim Nao Ndo
10 Sim Nao Nao Ndo
11 Sim Nao Sim Nao
12 Sim Nao Nao Nao
13 Sim Sim N3o Nao
14 Nao Sim Nao Nao
15 Nao Nao Nao Nao
16 Sim Sim Nao Nao
17 Sim Sim Nao Ndo
18 Nao Sim Nao Ndo
19 Nao Sim Nao Ndo
20 Nao Sim Nao Ndo
21 Sim Sim Nao Sim
22 Nao Sim Nao Ndo
23 Sim Sim Nao Nao
24 Sim Sim Nao Ndo
25 Nao Sim Nao Nao
26 Sim Sim Nao Nao
27 Nao Sim Nao Ndo
28 Nao Nao Nao Ndo
29 Nao Sim Nao Ndo
30 Nao Sim Nao Ndo
31 Sim Sim Nao Ndo
32 ndo sim ndo nao
33 sim sim ndo nao
34 Sim Sim Nao Ndo
35 Nao Sim Nao Nao
36 Sim Sim Nao Nao
37 Nao Sim Nao Nao
38 Sim Nao Nao Nao
39 Sim Sim Sim Sim
40 sim Sim Nao Nao
41 Sim Sim Nao Sim
42 Sim Sim Nao Ndo
43 Sim Sim Nao Ndo
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44 Nao Sim Sim Nao
45 Sim Sim Nao Nao
46 Sim Sim Nao Nao
47 Nao Sim Nao Nao
48 Sim Sim Nao Nao
49 Nao Nao Nao Nao
50 Nao Nao Nao Nao
51 Nao Sim Nao Nao
52 Nao Sim Nao Nao
53 Sim Sim Nao Nao
54 Nao Sim Nao Nao
55 Nao Sim Nao Nao
56 Nao Sim Nao Nao
57 Sim Sim Sim Nao
58 Nao Sim N3o Nao
59 Sim Sim Nao Nao
60 Nao N3do Nao Nao
61 Nao N3do N3do Nao
62 Sim Sim Sim Nao
63 Nao Sim Nao Sim
64 Nao Sim Nao Nao
65 Sim Sim Nao Nao
66 Sim Nao Nao Nao
67 Nao Sim Nao Nao
Medicamento Medicamento
Diabetes Diabetes na Histérico de " Obesidade Cancer Cancer na Outras ou
Amostra .. P . para Pressao o .. s ~
Individual Familia Glicose Alta Alta na Familia | Individual Familia Doengas Suplementagdo
Regular
x . . ~ ~ . N Sim (Pai o «
1 Nao Sim (Pai DM2) Nao Nao Sim N3o . . Nao Nao
intestino)
o Sim (Avo - - Sim (Avé . . o o
2 Nao materno DM2) Nao Nao materna) Nao Nao Nao Nao
3 Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Ndo Ndo
4 N3o Sim (Pai DM2) N3o N3o Sim (Pai) N3o N3o N3o Creatina,
anticoncepcional
5 Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Ndo Ndo
Sim (Avb e
6 Nado Ndo Sim Nado Ndo Ndo avo Ndo Creatina, Whey
paternos
7 N3o Sim (Av6 N3o N3o Sim N3o N3o N3o N3o
materna DM2)
. . Sim (Avé
8 Nao Sim (Av6 Nao Nao Nao Nao materna Tremo.r Nao
materna DM2) « essencial
estdmago)
9 Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Ndo Anticoncepcional
~ Sim (Avé . - " « ~ ~
1
0 Nao paterna DM2) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Hipertensao, Rosuvastatina,
11 Pré-diabética | Sim (Pai DM2) Sim Sim Nao Nao Nao dislipidemia, bizoprolol,
osteoporose holmes
12 N3o Nzo N3o Sim Nao Ngo | Simluteroe Nzo Nzo
estdmago)
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13 Nao Ndo Nao Nao Sim Nao Nao Ndo Ndo
Sim
Tipo 2 (Glifage (Mama em
500mg - ) ) - 2007 e em - Ndo hd I
14 ’ N S S N N N3o h t
Jardiance 25 a0 m 'm a0 2013-2 a0 resposta <0 ha resposta
(1/dia)) tipos
diferentes)
Sim (avé Sim (avo
15 Nao Nao Nao Nao Nao materno de Rinite Ndo
materna DM2)
prostata)
Hipotiroidis
Sim (Avds mo, Puran T4 50mg,
16 Nado materno e Nado Nado Ndo Nado Ndo Colesterol Desve, Plenance
paterno DM2) Alto EZE
(Genético?)
Sim (Avo . R Omega 3,
A
" materno DM2 e . . Sim (Avd - Sim (Avo N Rhodiola, L-
17 Nao . Nao Nao Nao paterno Nao .
pai pré- materno) arganta) Teanina,
diabético) gare Coenzima Q10
- = p AV
18 N3o Sim (me e avo Sim Sim N3o N3o Vo paterna Rinite -
DM2) (mama)
N3 -
Sim (pai DM2 r:szzi(::;a Fluoxetina 60m
19 Ndo insulino Néo Néo N&o N&o Nao P ) . &
e pai eVit.D
dependente)
glaucoma)
20 Nao Nao Nao Nao Sim Nao Sim Nao -
Tipo 2 . . ~ . « .
21 N N - -
(Metformina) Sim Sim ao Sim do Sim
Sim (avo
maternoe 3
tios Ansiedade, Alprazolam;
Sim (Pai, maternos depressdo, Sertralina;
22 Nao Sim (Pai DM2) Nao Sim avoé N3o prostata; pressdo alta, Atenolol;
paterna) Avo materno | disturbios do Melatonina;
boca;intestin sono. Omega 3
0avo
paterno)
23 Nao Sim (mde DM2) Nao Nao Ndo Ndo Ndo - -
Tipo 2 (Glifage Sim (avo
2 . 500mg,. Nao sabe Sim Sim sim (pai) N3o intestino, ) )
glibenclamida, informar mama e pele
insulina) mae)
Artrodar,
losartana
0o 2 (Gli — ,
25 Tipo 2 (Glifage Ndo Sim Sim Ndo Ndo Ndo Néo ha hidroclorotiazida
500mg) resposta S
, levoid, vitamina
D)
janumet,selozok,
Tipo 2 glifage, insulina
(Suganon sim (Mie e avé 10u, sinvastatina
26 5mg, Glifage DM2) N3o Sim Nio Nao Nao - (dia s/n),
500mg, pregabalina,mirt
insulina 12U) azapina, vit D 1x
na semana
. Hipertensdo,
TIPO 2 crise de Vitamina D,
(Glifage,
licazida N3o (mas gota, Losartana,
27 5 ) Sim (pai) Sim Sim Sim Sim L . disfungdo Alopunirol,
dapaglifozina, irmdos sim) o .
. . tireoide, Levoid,
insulina NPH) astrite/llce Omeoprazol
-aos 70 anos & P

ras
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Tipo 2

28 ((?Ilfage, Nao sabe Sim Sim Ndo Nao N3o Gwllal’n- Glucerna, Impere
Nesina) - aos informar Barré
45 anos
Tipo 2 Sim «
29 (Glicosida) - Sim (pai) Sim Nao Nao (mama em ::sqoé(:iqni; Ndo Agﬁfzzrz]zl'
aos 45 anos 2019)
Tipo 2 - aos . . . ~ « « «
30 46 anos Sim (pai) Sim Nao N3o Nao Nao - -
Tipo 2 ) Sim Sim (avd Hipotiroidis
. o . Sim - mo, Euthyrox 75;
31 (Trayenta e Sim (mae) Sim N3o (mama em paterno . . .
. (Losartana) hipercoleste Pitavastatina
glifage) 2012) prostata) .
rolemia
: « . = . . « « . met-morfina,
32 Tipo 2 nao sim nao sim, mde nao nao nao . . .
clifage,insulina
Ndo, pré- ) . . = . sim . - vit D,
33 R . sim, mae sim ndo sim . sim nao . .
diabetico (Cérebro) sinvastatina
Sim (méde -
. x . pulmdo, vé - .
| Vit D, f
34 Nao Sim (mo e avo Nao Nao Nédo .S m intestino, pai Ndo D, erro,.
paterna) (Tireoide) N whey, synthroide
eavod -
prostata)
Sim (pai
tireoide,
35 Tipo 2 - aos Sim (m3e) Sim Sim Sim (m3e) Sim irmao N3o N3o
55 anos (Tireoide) tireoide,
irma
intestino)
Trezor 10mg;
sim (Avo Sim (Corus ) Sim (Pai Glifag.e 500m.g;
o . 50mg; N3o sabe . prostota e . - Estradial, Estrial,
36 Nao materno e Sim R Nao . Hipertensao
mie) Novanlo informar Tia materna Progesterona,
2,5mg) mama) Vagifen, DHEA;
Omega 3
Sim Hipertensdo Omega 3,
. ) Metiformina, | .., . . im (M3 = 29 Vitamina D,
37 Pré-diabétes Néo Sim (Meti qrmma Sim (mde) N&o S|r’n( a¢ acido urico |tam|na.
alopimol, utero) Magnesio,
elevado
losartana) curcuma
38 sim sim (av Sim Sim N3o nio N3o
paterno)
) N Oleo de
N&o sabe Sim (mde borragem
39 N3o R Sim N3o N3o N3o mama, pai N3o . sem,
informar o cloridrato de
estébmago) . .
vortioxetina
Hepatite C,
Cirurgia
bariatrica,
Retirada de
40 Nado Ndo Nado Sim Sim Ndo Ndo visicula, -
Cirurgia da
tiredide,
Histerectomi
a
41 Pré-diabétes Sim (pa|,~ mae e Nio Sim Sim N3o Nao sabe Ndo -
irmao) informar
42 Néo Nao Ndo Sim Nao Nao Nao Nado -
Creatina, Omega,
vit. C, Vit E,
. Sim (mde e - ~ . = . . Inflamagdo | colageno tipo 2,
43 Nao . Nao Nao Sim Nao Sim (avds) ~
avos) nos tenddes complexo B,
magnésio,

anticoncepcional




. Sim (pai Sim (avd Antidepressivo
~ . . o Sim o ~ .
44 N3o Sim (pai) Nao com N3o com cancer N3o (sertralina,
(losartana)
sobrepeso) de pele) omega 3)
sim Omega 3, vitE e
45 Nao Nao Sim Nao Nao Nao Ndo suplementagdo
(losartana)
para 0ssos
46 N3o Ndo sabe N3o N3o N3o N&o N&o N3o Medicamentos
informar naturais
Sim (Avo . .
47 Nao materno e Sim (durNante Nao Sim (Mde) Ndo Avo materna Ndo Omega 3
. gestagdo) (mama)
mae)
Si AvO
48 N3o im, (A6 N3o N3o N3o N3o N3o N3o N3o
paterno)
49 Sim Sim (Mae) Sim N3o Sim N3o N3o Ansiedade Ansiolitico
(Zoloft)
50 N3o Sim (Avo Sim N3o N3o N3o Ao - Nio Nio
paterno) pulmao
M3e (cancer
de mamae Pregabalina,
51 Sim Sim (Pai) Sim Sim N3o N3o de pele) e Osteoporose Losartana,
(Losartana) Avé materna P Atenalol,
(Aparelho Anlodipino, AAS.
digestivo)
M3e (cancer
52 Nio Ndo Nio Nio Sim, ave Nédo de gsofago), N3o Sertralina
paterna pai (cancer
de prostata)
53 N3o Sim (Pai) N3o N3o N3o N3o N3o Ndo N3o
Sim (Avé
54 Nao Ndo Sim Sim Sim Nao materna - Ndo Ndo
figado)
, Losartana,
~ ~ . . ~ i Pai (P o .
55 Nao Nao Sim Sim Nao ?'m ai( rosNtata Nao Cetralina,
(Prostata) e Pulmao) .
Indapamina
Sim (avé
56 Nao Nao Nao Nao Sim Nao materna - Nao Nao
mama)
57 Nao Sim (pai) Sim Nao Nao Nao Nao TDHA Denvans
58 Sim N3o Sim Sim (Benicar) N3o _ Sim Sim (me) Nzo Nio
(intestino)
59 Sim (tipo 2) Sim (méae) Sim Néo Sim N&o N&o Nado N&do
~ Levoid,
Sim Sim Pressdo alta, glotalgona
im (tino 2 . ) . . ~ . « A §
60 Sim (tipo 2) Sim (pai) Sim (lozartana) Sim (mae) (mama) Sim (mdae) dIS'tUbIIO da fenofibrada e
tireoide
losartana
. ) Colesterol Sinvastatina
Sim (mde - alto e 20mg
61 Nao Sim (mae) Nao Ndo Sim Ndo mama, avo - . (colesterol) e
A endometrios . .
ovario) o anticoncepcional
(endometriose)
. Ansiedade e .
62 Nio Nio Sim (durante Nio Nio N3o N3o Crise de Certalina e
gestagdo) a diazepam
panico
63 Nio Sim (tia e avo - Nio Nio NZo N3o N3o N3o N3o
tipo 1)
Célculos
Sim Sim (irma - renais, Lozartana,
64 Sim (tipo 2) Sim (mae) Sim Nao Nao : . pressdo alta metiformina e
(Lozartana) intestino) ) .
e esteatose insulina
hepatica
Sim ( mae -
65 Pré - diabético Sim (Mée - tipo Sim N3o Nao N3o tumor . Esteejt(I)se
2) gastrointesti hepdtica

nal)
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Sim ( mae -
Sim (M3e - tipo tumor
66 Nio ( P N3o N3o Nzo Nzo or— Nzo
2) gastrointesti
nal)
. Ferro
Anemia, intravenoso,
Sim (pai e Sim (Gist artrite e Ievotiroxina,
67 Sim (tipo 2) Lo p. Sim Nao Nao no N3o artrose, ; o
irmao - tipo 2) N o metiformina,
estdmago) hipotireoidis
ameprazol e
mo o
vitamina D3
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APENDICE D: Analise quantitativa amostras de DNA e respectivos genotipos obtidos de

52 participantes e resultado da PCR-RFLP das amostras analisadas por ATR-FTIT

Concentragao Razio Razio N
Amostra do DNA 260/280 260/230 Genoétipo
(ng/pL)

1 202,98 1,62 1,42 G/G
2 145,27 1,42 1,14 G/A
3 162,66 1,83 1,82 G/G
4 210,24 1,51 1,27 G/A
6 57,5 1,41 0,88 G/G
8 216,48 1,71 1,62 G/G
9 128,72 1,47 0,94 A/A
10 41,2 1,69 1,46 A/A
11 754,5 1,54 1,66 G/A
12 1101,7 1,73 1,95 G/A
13 1422,7 1,72 1,93 A/A
15 411,7 1,81 1,74 G/A
17 1113,5 1,83 1,84 G/A
21 1098,6 1,92 2,32 A/A
22 139 1,91 1,88 A/A
23 178,4 1,85 2 G/G
24 401,1 1,88 1,43 G/G
25 535,8 1,74 1,7 G/G
26 465,6 1,77 1,53 G/G
27 170,8 1,79 1,38 G/G
28 236,8 1,77 1,72 G/G
29 291,4 1,73 1,74 G/A
30 237,5 1,82 1,49 A/A
31 483,7 1,83 1,17 G/G
32 514,5 1,72 0,91 A/A
42 670,24 1,92 2,21 A/A
43 118,99 1,99 1,87 A/A
44 114,37 1,85 1,77 G/A
45 470,86 1,89 2,18 A/A
46 1171,63 1,96 2,16 G/A
47 945,18 1,77 2,25 G/A
48 1575,39 1,9 2,27 A/A
49 984,01 1,99 1,89 A/A
50 1.479,04 1,96 2,11 A/A
51 177,5 1,83 1,31 G/A
52 2550,4 1,88 2,14 A/A
53 244,35 1,8 1,42 A/A
54 168,48 1,86 1,25 A/A
55 926,3 1,98 2,07 G/A
56 142,46 1,85 1,21 G/G
57 531,04 1,92 1,9 G/A




58 1671,26 2 2,12 G/A
59 1884,09 2,02 2,12 A/A
60 706,86 1,92 1,84 G/A
61 294,16 1,85 1,58 G/A
62 311,39 1,84 1,34 G/A
63 309,851 1,78 1,25 G/A
64 46,592 1,98 0,58 G/A
65 1313,897 2,03 2,01 G/G
66 310,372 1,94 1,57 G/A
67 2260,577 2,04 2,27 A/A

97

Legenda: Razdes 260/280 e 260/230 na extracdo de DNA, utilizadas para avaliar a pureza da amostra.

A razdo 260/280 indica contaminacao por proteinas (ideal: 1,8-2,0), enquanto a 260/230 avalia

contaminantes organicos (ideal: 2,0-2,2).
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ANEXO A: Parecer do comité de ética em Pesquisa

PARAIBA - UNIVAP

UNIVERSIDADE DO VALE DO ,am

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADCE DA EMENDA

Titul da Pesquisa: Relagds do polmarfisme -BEEGIA do gene UCP2 com o desemvoliments de detivbics
rllifaborias na populagae brasilesa

Pesquisador: Renala de Azevedo Canevari

Area Temitica: Gendlica Humana:
(Trata-se de pesquisa envelvends Cendiiea Humana gque ndio necessita de andlise
diica por parle da COMEP;);

Versio: 4

CAAE: 6297022 0.0000.5503

Instituicdo Proponente: Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAP

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARD & PESQUISA DO ESTADD DE SAD PAULD

DADDE DO PARECER

Marmers do Parecar: 7204 487

Apresentacio do Projeto:
Trala-se de emenda a projelo agrovada por este CEP em 131202022, parecer n: 5.810.128. A emenda visa
acrescenlar no projelo seis membros, excluir dois membros & acrescenlar as léenicas gPCR SNP
genclyping & FTIR Infarma gue nks haverd nova colela de dades & de amosiras biokgicas, vislo que serdo
utilizadas as mesmas amosiras de sangue. O lema do prajels, as fomas de reduzir os scos & o8 crilérios
de inclusfo & exclusio descilos no projelo PEMAanscerio 08 Mesmos.

Oibjetive da Pesguisa:
Oibjetive Priméari:

Analigar o palimorfisme -BEBGIA (reE50368) da regiio promolara do gene UCP2 pelas \eenicas de PCR.
RFLP, gPCR BNP genatyping & especlioscopia ATR-FTIR para investigar por meio de sndkses boquimicas
& clinicas, se o mesme esid redadonade com a predisposicio ao desanvolviments da DM2 & obesidade & a
suscalibilidase a0 clncer na populagio brasileira,

Cibjetive Becundaiia:

- Analisar o palmeorfisme -B66GIA nos parlicipantes do sexo lamining enlre os grupos de baixo risco (grupe
W), rigen moderado (grupo DB) & allo rsco (grupa DC) para a DM2, segunda o

Endiaga: A, Shishima Hifumi, 2011 - Bloco 11 IPAD}, Saka 13

Bakro: Urbanoea CEP: 12 284000
UF: 3P Municigés: 340 JOEE D05 CAMPTS
Talefone: [12)3947-1111 Esmail  copefunivapbr
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Dados de Identificacdo da Pesquisa

Titulo do projeto: Relagdo do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento de distirbios multifatoriais na
populagdo brasileira.

Pesquisador Responsavel: Prof.2 Dra. Renata de Azevedo Canevari.

Equipe: Prof. MsC. Leoberto Lima e Prof. MsC. Matheus de Oliveira

Graduandos: Bianca Espindola Martins, Leticia Rodrigues Sobrinho, Clara Ribeiro de Oliveira, Aleph Vaz Arruda, Jodo Victor
Castro de Souza e Rayssa Gomes dos Santos.

Mestrandos: Igor Martins Alves Melo, Ramon Varella Diniz e Isabella Souza Silva.

Instituices: UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA — Univap e Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento — IP&D.
Avenida Shishima Hifumi, 2911. CEP: 12244-000. S&o José dos Campos - SP Telefones para contato: 12-39471165 e 12-
981591607

Nome do participante:

Data de nascimento: CPF n° Idade: Género:

Telefone/celular:

E-mail (para receber os resultados dos exames e analises):

O (A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa que tem como tema/titulo “Relagdo do polimorfismo
-866g/a do gene UCP2 com o desenvolvimento de distirbios multifatoriais na populagéo brasileira em desenvolvimento” de
responsabilidade da pesquisadora Prof.2 Dra. Renata de Azevedo Canevari e financiamento da Fundagéo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Séo Paulo (FAPESP Processo 2023/16314-6). O objetivo do estudo é coletar uma amostra do seu sangue (3 a 4
ml), identifica-la por codigo, armazené-la em geladeira ou freezer e neste material analisar o DNA como também realizar
exames de sangue. No DNA sera pesquisado a presenca de uma alteragdo especifica que pode ter relagdo com uma maior
chance de se desenvolver a Diabetes Mellitus tipo 2, ou ter facilidade para ganho de peso ou talvez uma maior possibilidade de
desenvolver futuramente um cancer em relacéo a populacéo geral. Os exames de sangue realizados serdo para avaliar a glicemia,
insulina, hemoglobina glicada, colesterol e triglicérides. Como auxilio a esta pesquisa, com a sua permisséo e apds a assinatura
deste termo, serd aplicado a vocé um questionario para obtermos suas informacdes de histérico pessoal e familiar em relagdo
as doencgas que serdo avaliadas neste estudo. Para a coleta de sangue, que sera realizada por um biomédico no laboratério
pertencente a universidade, sera necessario que vocé esteja em jejum de 8 horas. Durante a sua participacéo, podem ocorrer
hematoma, inflamagcéo e alguma dor no local do brago em que foi coletado o sangue. Para minimizar isto, medidas de seguranga
serdo tomadas, como a coleta de sangue em ambiente adequado e no local correto do corpo, higienizagdo e descontaminacao
correta, angulo e lado adequado da agulha corretos, uso de materiais estéreis e descartaveis, além do uso correto e completo
dos equipamentos de protecdo individual (EPI) pelo profissional que faz parte da Equipe de Pesquisa. Esperamos, que esta
pesquisa possa auxiliar a adogdo de habitos de vida mais saudaveis, no sentido de prevenir o surgimento de algumas dessas
doencas. Esclarecemos que os usos das informagdes por vocé oferecidas estdo submetidas as normas éticas destinadas a
pesquisa envolvendo seres humanos, da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Sade,
do Ministério da Saude. A sua participagdo € de livre escolha e de forma andnima, em que permitira a coleta de amostras do
seu sangue para que sejam realizadas as andlises descritas a partir da assinatura desta autorizagdo. Informamos que ha risco
relativo a quebra de sigilo e confidencialidade na manipulagdo e publicagdo das informagdes obtidas. Contudo, para minimizar
este risco iremos utilizar um codigo numérico correspondente ao seu nome e que sera dado a vocé no momento da coleta de
sangue no box do laboratério. Este codigo estara disponivel em uma tabela que sera consultada Pagina 2 de 2 apenas pelos
pesquisadores do projeto para garantirmos a confidencialidade das informacgdes e a sua privacidade. Contudo, vale ressaltar

que durante o atendimento na recepcdo da CPS da FCS todos as informagdes serdo coletadas como qualquer outro cliente
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seguindo as normativas da Vigilancia Sanitéria citadas na RDC no 302/2005 que s&o: nome completo, enderego, sexo, idade,
telefone para contato e e-mail para envio do laudo, que consta os resultados laboratoriais, se assim vocé desejar. As informacdes
e materiais obtidos nesta pesquisa ndo poderdo ser utilizados para outras finalidades que ndo sejam a desta pesquisa cientifica.
Garantimos a vocé de se retirar desta pesquisa a qualquer momento, sem prejuizos ou sofrer quaisquer sancdes ou
constrangimentos. No caso de gastos decorrentes da participacdo nesta pesquisa como, por exemplo, transporte e alimentagdo,
vocé e 0 seu acompanhante serdo imediatamente e integralmente ressarcidos de todos os gastos. No caso de algum dano,
imediato ou tardio, decorrente desta pesquisa, vocé também tem direito de ser indenizado pelo pesquisador desta pesquisa, bem
como a ter assisténcia gratuita, integral e imediata. Sempre que desejar, vocé podera entrar em contato para obter informagdes
sobre este projeto de pesquisa, sobre sua participagdo ou resultados da pesquisa, com a pesquisadora responsavel pelo telefone
12-39471165 ou email rcanevari@univap.br. Vocé também pode entrar em contato com o CEP — Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), corresponsavel por garantir e zelar pelos direitos do participante da pesquisa,
pelo telefone (12) 3947-1111, pelo e-mail cep@univap.br ou pessoalmente na Av. Shishima Hifumi, 2911, Urbanova — Bloco
11 - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento 11, sala 13, de segunda a sexta-feira, das 08:00h as 12:00h. Este termo esta
elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo participante da pesquisa e pelo
pesquisador, sendo uma das vias entregue ao participante.

Eu, , fui informado e concordo em participar do projeto de

pesquisa acima descrito.
S&o José dos Campos — SP, de de

Participante Pesquisador

Prof.2 Dra. Renata de Azevedo Canevari

Testemunha n® 1 Testemunha n® 2
Prof. MsC. Leoberto de Lima Prof.2 Dra. S6nia Khouri Sibe
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ANEXO C: Questionario

PROJETO: RELACAO DO POLIMORFISMO -866G/A DO GENE UCP2 COM O
DESENVOLVIMENTO DE DISTURBIOS MULTIFATORIAIS NA POPULACAO BRASILEIRA
Data da coleta e preenchimento do questionario:__ /[

DADOS PESSOAIS
Nome:

Data de Nascimento: [ Idade:

Género:
() Masculino

() Feminino

Raga/Cor:
( )Branco
( )Pardo

( )Preto

( )Indigena

( YAmarelo

Descendéncia(s) paterna e materna (italiana, indigena, africana e outras)

(' )Nao sabe informar

DADOS FiSICOS (preenchimento pelos pesquisadores)
indice de Massa Corporal (IMC)?
( )Abaixo do peso (abaixo de 18,5Kg/m?)
( )Peso normal (18,5 - 24,9Kg/m?)

( )Sobrepeso (25 - 30Kg/m?)

( )Obesidade (acima de 30Kg/m?)

Peso: Altura:

ESTILO DE VIDA

Vocé pratica pelo menos 30 minutos de atividade fisica diaria no trabalho e/ou durante o horério de
lazer?

()Sim

( )Nao



Com que frequéncia vocé come legumes, verduras, frutas ou graos?
( )Todos os dias

( )Pelo menos 4 a 5 vezes por semana

( )Pelo menos 2 a 3 vezes por semana

( Y)N&o consumo

Vocé é fumante (fuma ao menos um cigarro por dia todos os dias)?
()Sim
( )Néo

Vocé é etilista?

( )Sim, bebo com frequéncia

( )Bebo ocasionalmente

( )N&o consumo bebidas alcodlicas

C. INFORMAGCOES CLINICAS

Vocé ja foi diagnosticado com diabetes?
( )Sim, Tipo 1

( )Sim, Tipo 2

( Y)N&o, mas sou pré-diabético

( YN&o sou diabético

( )N&o sabe informar

Se sim, com qual idade foi diagnosticado?

Se sim, realiza qual tratamento?
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Algum membro de sua familia (irméos, pais e avds) ou parente préximo ja foi diagnosticado com

diabetes (tipo 1 ou tipo 2)?
( )Sim, ha casos na familia
( )Nao ha casos na familia
( )N&o sabe informar

Se sim, quem? (informar partes paterna e materna)

Vocé ja apresentou glicose alta em algum exame médico?
()Sim
( )Nao



( )Prefere ndo informar

Se sim, qual (is) os exames?

Vocé ja tomou regularmente algum medicamento para pressdo alta?
()Sim
( )Néo

\/oceé possui casos de pessoas com obesidade na familia (pais e avos)?
Obesidade: pessoas com IMC acima de 30Kg/m?, segundo a OMS

( )Sim, ha casos na familia

( )N&o ha casos na familia

(' )Nao sabe informar

( )Prefere ndo informar

Vocé ja teve cancer durante a sua vida?
( )Nunca
()Sim

Se sim, qual(is) o(s) tipo(s)?

Vocé tem casos de cancer na familia (pais e avos somente)?
( )Sim, ha casos na familia

( YN&o ha casos na familia

( )N&o sabe informar

Se sim, informar qual(is) o(s) tipo(s) e 0 membro familiar:

Espaco para descrever outras doencas e medicamentos e/ou suplementos em uso regular:
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