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RESUMO

Introducéo: Atualmente a mensuracéo de insulina no diabetes é realizada por
procedimento invasivo, doloroso e de alto custo. Consequentemente a busca
por um método de mensuracdo de insulina mais barato (sem utilizacdo de
reagentes), nao-invasivo e indolor € de grande interesse. Objetivo: Esta
pesquisa buscou identificar modos vibracionais da saliva detectados por
espectroscopia de Infravermelno com Transformada de Fourier (FTIR)
associada a um sistema de reflexao total atenuada (ATR) para ser utilizado na
deteccdo da insulina em fluidos biologicos. Materiais e métodos: Para a
analise de ATR-FTIR utilizou-se 2 pL de cada amostra com diferentes
concentracdes de insulina (0 U/uL;1,5 x 103U/uL; 6,25 x 103 U/uL; 50 x 103
U/uL e 100 x 103U/uL) que foram colocadas sobre o cristal ATR e secas com
ar comprimido durante 3 min. As andlises de FTIR foram realizadas em
duplicata para garantir a confiabilidade do teste. A profundidade de penetracdo
da pelicula de insulina variou entre 0,1 e 2 ym e dependeu do comprimento de
onda, angulo de incidéncia do feixe e do indice de refracdo do material de
cristal ATR. Foi construido um algoritimo capaz de quantificar a concentracéo
de insulina em fluidos biolégicos detectados por espectroscopia. Utilizou-se a
correlacdo de Pearson como andlise estatistica da comparacdo entre as
concentracbes conhecidas de insulina com a aplicacdo da mensuracao de
insulina por ATR-FTIR apds a aplicacdo do algoritmo. Resultados: Foi
desenvolvido um algoritimo baseado (i) na area do espectro original entre
1620,9 cm™ e 1720,7 cm e (ii) no vetor de intensidade do modo vibracional do
espectro salivar em 1542 cm™. Conclusdo: Considerando que ndo existe
descricdo dessa metodologia em outros estudos e ndo existe esse método por
FTIR, concluiu-se que este algoritimo tem potencial para ser utilizado como
ferramenta complementar para mensuracao rapida, indolor e ndo-invasiva da

insulina em fluidos biolégicos como a saliva, urina e liquor.

Palavras chave: Diabetes, saliva, ATR-FTIR, biomarcador e diagndstico



ABSTRACT

Introduction: Currently the insulin measurements is performed by invasive
procedure, painful and costly. Consequently, the search for a cheaper method
of measuring insulin (without the use of reagents), non-invasive and painfulless
is of great interest. Objective: This study aim to identify vibrational modes
detected by infrared spectroscopy with Fourier transform of attenuated total
reflection (ATR-FTIR) of saliva to be used in the insulin detection in biological
fluids. Materials and Methods: It was used an algorithm able to quantify the
concentration of insulin in biological fluids detected by spectroscopy. We used 2
uL of each sample with insulin in different concentrations (0 U/uL;1.5 x 10-
3U/uL; 6.25 x 10-3 U/pL; 50 x 10-3 U/ul and 100 x 10-3U/uL) that were placed
on the ATR crystal and dry with compressed air during 3 min. The penetration
depth of the sample ranged between 0.1 and 2 um and depended on the
wavelength, angle of incidence of the beam and the index of refraction of the
ATR crystal material. It was used the Pearson correlation with statistical
analysis of the comparison between the known concentrations of insulin with
the application of measurement of insulin by FTIR after the implementation of
the algorithm. Results: It was found that there was the development of the
algorithm with the use of the average spectrum of artificial saliva without insulin,
of artificial saliva with growing solutions of insulin and insulin breeding in the
spectrum between 1750-1500 cm-1. Conclusion: Whereas there is no
description of this methodology in other studies and there is not this method by
FTIR, it was concluded that this algorithm has the potential to be used as a
complementary tool for fast, painless and non-invasive measurement insulin in

biological fluids such as saliva, urine and cerebrospinal fluid.

Key words: Diabetes, saliva, ATR-FTIR, biomarker and diagnostic.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia que resulta da insuficiente secre¢do e/ou redugédo da agédo da
insulina em tecidos periféricos. De acordo com a Federacao Internacional de
Diabetes (IDF) ha uma estimativa de 415 milhdes de adultos com diagndstico
de diabetes em todo o mundo, no entanto hd uma estimativa de mais 193
milhdes de pacientes potencialmente com DM e sem o devido diagnéstico. O
DM apresenta um grande impacto social, pois pode acometer individuos
durante a juventude e a prolongada exposicdo a hiperglicemia antecipa o
desenvolvimento das complica¢des cronicas. A hiperglicemia crénica promove
alteracdes microcirculatérias, retinopatias, nefropatias e neuropatias periféricas.
Adicionalmente, podem ocorrer desequilibrios na cicatrizacdo e no
desenvolvimento de complicacbes agudas que podem levar a risco de vida

como a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiperglicémica (Skyler

et al., 2017).
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Figura 1: Prevaléncia de diabetes mellitus (IDF, 2015).

Uma caracteristica do quadro clinico de DM, que € uma doenca auto-
imune, é a funcdo e/ou secre¢éo de insulina diminuida com reduzido controle

glicémico. O Diabetes tem sido classificado em dois tipos: Diabetes Mellitus
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Tipo 1 (DM1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Chopra, 2012). O DM1 é
classificado como uma doenca autoimune que resulta de uma combinacao de
susceptibilidade genética, desregulacdo imunoldgica e exposicdo a causas
ambientais (como, por exemplo, infecgbes virais), que levam a morte das
células beta e consequente deficiéncia na producéo de insulina. O DM2 tem
uma patogénese complexa que tem sido extensivamente estudada. Esta
estabelecido que o sedentarismo e a obesidade séo os principais fatores que
contribuem para o desencadeamento da doenca, embora possa haver fatores
genéticos de predisposicdo e ambientais que contribuem para estimular o
aparecimento da doenca (Maschio, 2014).

Os critérios atuais para diagnostico de DM séo: glicemia maior que 200
mg/dL associada aos sintomas classicos de diabetes (perda de peso, politria e
polidipsia); glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL; teste de tolerancia
oral a glicose com glicemia de 2 horas apés receber 75g de glicose maior ou
igual a 200 mg/dL e teste de hemoglobina glicada (HbAlc) com valores
maiores ou igual a 6,5% (ADA, 2017). Em humanos, a insulina é produzida
pelas células B que estdo localizadas nas ilhotas de Langerhans do péancreas.
Aproximadamente 80% das células das ilhotas sdo compostas de células B3, e
reducdo ou auséncia de fungéo destas células em individuos com diabetes leva
a baixa ou uma completa falta de secrecao de insulina (Chopra, 2012). Assim,
tem havido um grande interesse na determinacdo das vias envolvidas no
aumento das células beta pancreaticas e a aplicacdo deste conhecimento em
terapias moleculares e celulares do diabetes. Em especial, a via de sinalizacéo
da Whnt/beta-catenina (ou via Wnt candnica) tem sido pouco investigada no

pancreas enddcrino. Varias mutagdes na via Wnt (familia de glicolipoproteina)
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estdo invariavelmente ligadas a defeitos congénitos humanos e deteccéo
precoce no tumor de pancreas. Assim, em determinados 6rgaos, é sabido que
a proteina beta-catenina constitui nAo somente um componente estrutural das
juncbes de adesdo, mas também € uma molécula sinalizadora juntamente com
a Whnt, participando de varios processos celulares, tais como diferenciagéo e
proliferacdo. Hiperplasia da célula beta-pancreatica parece ocorrer em certas
condi¢gBes experimentais e in vivo, como no estado de resisténcia periférica a
insulina. Entretanto, as vias intracelulares envolvidas nesse processo ainda
permanecem desconhecidas (Maschio, 2014).

O céancer de péancreas € o segundo mais freqiente de malignidade
gastrointestinal. No geral, é a quarta causa mais comum de mortalidade
relacionada ao céancer, refletindo o seu avancado estagio de apresentacdo. A
deteccdo precoce de cancer pancreatico oferece a promessa de melhoria das
taxas de mortalidade apGs a resseccdo cirirgica. Um obstaculo significativo
para a deteccdo precoce do cancer de pancreas € o desenvolvimento de
métodos que eficientemente possam identificar os individuos potencialmente
afetados. Existem estratégias atuais para deteccdo precoce de cancer
pancreatico; no entanto, elas estdo confinadas a um pequeno numero de
pacientes de maior risco, muitas vezes contando com procedimentos invasivos,
ou falta-lhes a necesséaria sensibilidade e especificidade para fazer o seu
rastreio generalizado e aplicavel. A busca de biomarcadores Uteis em potencial
do cancer pancreatico € ainda mais complicada pela existéncia de varias
doencas pancreaticas benignas como a pancreatite crénica, que tem

sobreposicao fenotipica com inicio de cancer pancreatico. A falta de
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biomarcadores de cancer de pancreas altamente especificos € muitas vezes
devido a sua presenca em pacientes com pancreatite crénica (Hu et al., 2008).

Como um espelho do corpo, a saliva é facilmente acessivel e néo
invasiva. Os componentes salivares, incluindo DNA, RNA, proteinas e bactérias
tém sido amplamente ligados a ciéncias forenses, doenca bucal, e doenca
sistémica. Assim, uma abordagem de deteccdo de alta especificidade para
identificar os biomarcadores na saliva para a deteccdo de cancer pancreético
nao invasivo demonstrou que os perfis de transcriptoma salivar sao
significativamente diferentes entre 0s pacientes com céancer pancreatico e
controles saudaveis. Os biomarcadores salivares identificados e validados
demonstram poder discriminatério para a deteccdo de cancer pancreatico, com
alta especificidade e sensibilidade (Zhang et al., 2010).

O diagnostico precoce de DM é essencial para melhorar o prognéstico e
adiar as complicacdes clinicas relacionadas ao diabetes. Além disso, o rastreio
precoce do DM poderia ser uma estratégia primordial para reduzir a
morbimortalidade deste distlrbio metabdlico em todo o mundo. Apesar de ser
invasivo e doloroso, a analise de sangue por glicosimetro é atualmente viavel
para rastreio, monitoramento e diagndstico de DM por puncéo ungueal (local
frequente da retirada do sangue) com agulha. A necessidade constante de
perfurar os dedos véarias vezes ao dia pela maioria dos pacientes é
inconveniente, dolorosa e pode levar ao desenvolvimento de calos e dificuldade
em obter amostras de sangue (Dowlaty et al., 2013). Os testes atuais para
mensurar a glicemia também desenvolvem calos e diminuem a circulagio
sanguinea nos dedos, o que prejudica substancialmente a qualidade de vida

desses pacientes. Devido a esses inconvenientes, a media de avaliacOes
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glicémicas é de duas vezes por dia, 0 que é abaixo dos 4-7 monitoramentos
recomendados pelas sociedades médicas de endocrinologia (Fullerton et al.,
2014).

Os procedimentos laboratoriais mais utilizados com fins diagnosticos
envolvem a andlise dos constituintes quimicos e celulares do sangue. Além
disso, outros constituintes biolégicos também sado utilizados com esse fim,
como a urina, o liquor, sangue e as fezes. Uma diversidade de pesquisas tem
avaliado o potencial da saliva como fluido biolégico Util nos exames para
diagndstico de doencas sistémicas ou localizadas na boca (Moura et al., 2007).

Devido a facilidade de coleta da saliva em comparagcdo com o sangue,
este fluido biolégico tem despertado especial interesse nos pesquisadores. A
secrecdao salivar € um processo controlado por um arco reflexo formado por
uma parte aferente e outra eferente. A parte aferente é formada pelos
receptores e nervos que conduzem o0s impulsos, gerados por estimulos da
mastigacao, gustacao e olfacdo, até o sistema nervoso central. A parte eferente
€ formada por nervos do sistema nervoso simpatico e parassimpatico que
inervam as glandulas separadamente. O estimulo parassimpatico gera uma
saliva abundante em volume. Por outro lado, o estimulo simpético para as
glandulas salivares resulta em uma secregéo de baixo fluxo, viscosa e rica em
proteinas (Pedersen et al., 2002).

A saliva é um fluido misto, viscoso, com pH levemente acido (pH 6-7)
contendo agua, mucinas, sais organicos, proteinas, ions e glicose. O fluxo
meédio diario de saliva varia entre 1 e 1,5 litros. A contribuicdo de cada tipo de
glandula pode variar muito de acordo com o estimulo. No estado basal a

contribuicdo das diferentes glandulas no fluxo salivar é: 65% das
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submandibulares, 20% das parétidas, 7% a 8% das sublinguais, e menos de
10% das numerosas glandulas menores. Associado aos avangos na area de
nanobiotecnologia, plataformas diagndsticas sdo geradas com énfase na
identificacdo de biomarcadores sensiveis e especificos na saliva para uma
série de doencas (Lee e Wong, 2009; Saxena et al., 2017). A saliva é um
ultrafitrado do sangue onde varias moléculas podem atravessar do liquido
extracelular para o limen salivar via fluxo paracelular ou transcelular nas
células acinosas das glandulas salivares. Portanto, os componentes salivares
podem ter concentragbes semelhantes aos marcadores de sangue, refletindo
assim o estado fisiopatolégico das doencas sistémicas. Considerando o peso
molecular da insulina, este hormonio pode atravessar as células das glandulas
salivares e atingir a saliva em concentragdes proporcionais ao sangue (Bagalad
et al., 2017).

A saliva é simples de coletar, a coleta ndo é invasiva, conveniente de
armazenar e, em comparagdo com O sangue, requer menos manipulacéo
durante os procedimentos de diagnostico. Além disso, a saliva também contém
analitos com capacidade de diagnéstico em tempo real (Khaustova et al., 2010;
Javaid et al., 2016). Atualmente, um amplo conjunto de métodos utilizados para
analisar a saliva inclui imunoensaio, ensaio colorimétrico, analise enzimética,
andalise cinética, cromatografias e espectrometria de massa (Saxena et al.,
2017).

Sabe-se ainda que os biomarcadores encontrados na saliva atraem
interesse devido as vantagens sobre o sangue, principalmente como no

diagnostico salivar ndo-invasivo na infancia (Groschl, 2009).
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A saliva poderia ser um adequado substituto do sangue para o estudo de
complicacbes metabdlicas da obesidade em criancas. Nestes casos a coleta
repetida de sangue pode ser traumatica e dificil para as criancas. Verifica-se
que a insulina plasmatica elevada €& caracteristca do DM2 e também é
proporcional ao conteudo de gordura corporal. A insulina plasmética diminui
paralelamente a perda de peso em criangcas obesas. A insulina salivar esta
linearmente relacionada a insulina plasméatica durante o teste de tolerancia a
glicose e correlaciona-se bem com a concentracao plasmatica apos injecao de
insulina (Goodson e Welty, 2014).

Como outra alternativa de diagnostico salivar, a espectroscopia FTIR
tem sido sugerido como tecnologia viavel (Nunes et al., 2015). Sendo que, a
espectroscopia FTIR esta emergindo como uma poderosa técnica quantitativa
e gualitativa para deteccdo e caracterizacdo diagnostica de moléculas em
fluidos biologicos (Bellisola e Sorio, 2012).

A espectroscopia FTIR tem sido largamente utilizada para analisar os
Varios compostos, organicos ou inorganicos, que fornecem informacdes
valiosas sobre os grupos funcionais da amostra. A absor¢cdo na regido do
infravermelho é causada por movimentos rotacionais e vibracionais dos grupos
moleculares e ligagdes quimicas de uma molécula, causando por conseguinte,
um aumento na amplitude das vibracbes moleculares de acordo com a
concentracéo de cada componente na amostra (Lopes e Fascio, 2004).

A espectroscopia FTIR baseia-se na Lei de Hooke, que propde uma
investigacdo baseada em uma relacdo linear entre forca aplicada em um
sistema e sua elongacéo, ou seja, da concentracdo de cada componente da

amostra com seu grau de vibracao (Halliday, 2002; Halliday, 2004).
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A Espectroscopia FTIR consiste na producdo de um interferograma que
utiliza um interferémetro tipo Michelson ou configuracdo derivada, que é
formado por um espelho fixo, um espelho mével e um divisor de feixe. A
radiacdo que atravessa o divisor é separada, parte € direcionada ao espelho
fixo e parte ao espelho movel, onde é€ refletida e passa novamente pelo divisor
de feixe e é recombinada, no qual um filme semireflector bissecta o plano de
dois espelhos (beamsplitter). Os espectros sdo obtidos pelo célculo da
transformada de Fourier do referido interferograma reproduzidos na forma de
um gréafico de tempo contra a intensidade do sinal denominado interferograma

(Halliday, 2002; Halliday, 2004).
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Figura 2: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(Halliday, 2004).

Para realizacdo da espectroscopia FTIR, a radiagdo infravermelha
atravessa a amostra a ser analisada, a radiacdo transmitida € comparada com
aguela transmitida na auséncia de amostra. O espectrometro ira registrar o

resultado na forma de uma banda de absorcdo, fornecendo evidéncias da
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presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo
das moléculas ou &tomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de
vibragdo molecular. A radiagdo no infravermelho possibilita que os atomos e
grupos de a4tomos presentes em compostos organicos vibrem com uma maior
amplitude ao redor das ligacdes covalentes que os unem (Silverstein, 2000).

Sendo assim, o processo é quantificado, porém o espectro vibracional
pode aparecer como uma série de bandas, porque a cada mudanca de nivel de
energia vibracional corresponde uma série de mudancas de niveis de energia
rotacional, por conseguinte, as linhas se sobrepdem dando origem as bandas
observadas no espectro. As posi¢coes das bandas no espectro podem ser
apresentadas em numero de ondas, utilizando a unidade centimetro inverso
(4000 - 400 cm-1) ou em micrébmetros (2,5 - 16 ym) (Ojeda et al., 2012).

Desta forma, a espectroscopia FTIR € uma técnica analitica fisico-
quimica global, sensivel e altamente reprodutivel que identifica moléculas
estruturais com base na absorcdo de radiacédo infravermelha. Considerando
que cada biomolécula apresenta estrutura Unica, cada biomolécula exibira um
espectro diferente na espectroscopia FTIR (Ojeda et al., 2012). Um algoritimo
baseado em modos Vvibracionais detectados por espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier de reflexao total atenuada (ATR-
FTIR) da saliva ir4 ser utilizado na deteccao da insulina na saliva. Visto que, o
estudo do logaritmo surgiu, sobretudo, como um auxilio na solucdo de
equacdes exponenciais. Ele esta presente, também, em modelos matematicos
utilizados em varias areas, como exemplo temos que, a e b como nameros
reais positivos, chama-se logaritmo de b na base a, o expoente em que a deve

ser elevado de modo que a poténcia obtida de base a seja igual a b.


http://www.infoescola.com/matematica/equacao-exponencial/
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logab=x<ax=b

Com a>0, a#1 e b>0

Assim, o logaritmo nada mais é que um expoente. Dizemos que "a" é a

7 7

base do logaritmo, "b" € o logaritmando e "x" é o logaritmo (Dolce et al., 1997).
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2. ANEXO

“ALGORITIMO PARA DETECGCAO DE INSULINA EM FLUIDOS BIOLOGICOS
BASEADO EM COMPONENTES SALIVARES DETECTADOS POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA FTIR PARA UTILIZAGAO COMO PLATAFORMA

DIAGNOSTICA”

[1] Campo da Invencéo

[2] A presente invencdo refere-se a selecdo de um algoritimo baseado em
modos vibracionais detectados por espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier de reflexao total atenuada (ATR-FTIR) da saliva para
ser utilizado na detec¢édo da insulina em fluidos bioldgicos, especialmente a
saliva. Esta analise hormonal € realizada por parametros obtidos por
processamento de sinal baseado em uma técnica ndo destrutiva como a
(FTIR), do qual origina um modelo matematico aplicado a mensuracéo
pretendida. O modelo matematico é calibrado através do processamento de
dados da propriedade a inspecionar sobre amostras conhecidas.
Especificamente, a presente invencdo compreende um algoritimo baseado (i)
na area do espectro original entre 1620,9 cm™* e 1720,7 cme (ii) no vetor de
intensidade do modo vibracional do espectro salivar em 1542 cm™. Este
espectro do FTIR foi obtido em um sistema de reflexdo total atenuada (ATR-
FTIR) utilizando saliva artificial com diferentes concentracdes de insulina, saliva
artificial pura e insulina diretamente sobre o cristal para analise do ATR-FTIR.
Este algoritimo tem potencial para ser utilizado como ferramenta complementar

para mensuracdo rapida, indolor e ndo-invasiva da insulina em fluidos

biolégicos como a saliva, urina e liquor.
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[3] Estado da Técnica

[4] Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia que resulta da insuficiente secre¢do e/ou redugédo da agédo da
insulina em tecidos periféricos. De acordo com a Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF) ha uma estimativa de 415 milhdes de adultos com diagndstico
de diabetes em todo o mundo, no entanto h4 uma estimativa de mais 193
milhdes de pacientes potencialmente com DM e sem o devido diagnostico
(Skyler et al., Diabetes, v.66, p.241- 255, 2017).

[5] Uma caracteristica do quadro clinico de DM, que € uma doenca auto-imune,
€ a funcdo elou secrecdo de insulina diminuida com reduzido controle
glicémico. O Diabetes tem sido classificado em dois tipos: Diabetes mellitus
Tipo 1 (DM1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Chopra, National Center for
Biotechnology Information (US), 2012). O DM1 é classificado como uma
doenca autoimune que resulta de uma combinacdo de susceptibilidade
genética, desregulacdo imunolbgica e exposicdo a causas ambientais (como,
por exemplo, infeccBes virais), que levam a morte das células beta e
consequente deficiéncia na producao de insulina. O DM2 tem uma patogénese
complexa que tem sido extensivamente estudada. Est4 estabelecido que o
sedentarismo e a obesidade sdo os principais fatores que contribuem para o
desencadeamento da doenca, embora possa haver fatores genéticos de
predisposicdo e ambientais que contribuem para estimular o aparecimento da
doenca (Maschio, Possivel ativagcdo da via de sinalizacdo da Wnt/B-
Catenina no processo de hiperplasia compensatéria da célula beta

pancreatica em modelo animal de resisténcia periférica a insulina.
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Dissertacdo de Mestrado apresentada a Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia, 83p., 2014).

[6] Em humanos, a insulina é produzida pelas células B que estdo localizadas
nas ilhotas de Langerhans do pancreas. Aproximadamente 80% das células
das ilhotas sdo compostas de células B, e reducdo ou auséncia de funcao
destas células em individuos com diabetes leva a baixa ou uma completa falta
de secrecdo de insulina (Chopra, National Center for Biotechnology
Information (US), 2012). Assim, tem havido um grande interesse na
determinacdo das vias envolvidas no aumento das células beta pancreaticas e
a aplicagdo deste conhecimento em terapias moleculares e celulares do
diabetes. Em especial, a via de sinalizacdo da Wnt/beta-catenina (ou via Wnt
canbnica) tem sido pouco investigada no pancreas enddcrino. Varias mutacdes
na via Wnt (familia de glicolipoproteina) estdo invariavelmente ligadas a
defeitos congénitos humanos e deteccdo precoce no tumor de pancreas.
Assim, em determinados O6rgdos, € sabido que a proteina beta-catenina
constitui ndo somente um componente estrutural das juncdes de adesao, mas
também é uma molécula sinalizadora juntamente com a Wnt, participando de
varios processos celulares, tais como diferenciacéo e proliferacdo. Hiperplasia
da célula beta parece ocorrer em certas condicdes experimentais e in vivo,
como no estado de resisténcia periférica a insulina. Entretanto, as vias
intracelulares envolvidas nesse processo ainda permanecem desconhecidas
(Maschio, Possivel ativagao da via de sinalizagao da Wnt/B-Catenina no
processo de hiperplasia compensatoria da célula beta pancreéatica em

modelo animal de resisténcia periférica a insulina. Dissertacdo de Mestrado
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apresentada a Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia, 83p.,
2014).

[7] O cancer de péancreas é o segundo mais freqlente de malignidade
gastrointestinal. No geral, é a quarta causa mais comum de mortalidade
relacionada ao cancer, refletindo o seu avancado estagio de apresentagdo. A
deteccdo precoce de cancer pancreatico oferece a promessa de melhoria das
taxas de mortalidade apds a resseccao cirtrgica. Um obstéaculo significativo
para a deteccdo precoce do cancer de pancreas é o desenvolvimento de
métodos que eficientemente possam identificar os individuos potencialmente
afetados. Existem estratégias atuais para deteccdo precoce de cancer
pancreatico; no entanto, elas estdo confinadas a um pequeno numero de
pacientes de maior risco, muitas vezes contando com procedimentos invasivos,
ou falta-lhes a necesséaria sensibilidade e especificidade para fazer o seu
rastreio generalizado e aplicavel. A busca de biomarcadores Uteis em potencial
do céncer pancreatico € ainda mais complicada pela existéncia de vérias
doencas pancredticas benignas como a pancreatite crdnica, que tem
sobreposicao fenotipica com inicio de céancer pancreatico. A falta de
biomarcadores de céncer de péancreas altamente especificos € muitas vezes
devido a sua presenca em pacientes com pancreatite cronica (Hu et al., Clin
Cancer Res, v.14, p.6246-6252, 2008).

[8] Como um espelho do corpo, a saliva é facilmente acessivel e ndo invasiva.
Os componentes salivares, incluindo DNA, RNA, proteinas e bactérias tém sido
amplamente ligados a ciéncias forenses, doenca bucal, e doencga sistémica.

Assim, uma abordagem de deteccéo de alta especificidade para identificar os

biomarcadores na saliva para a deteccdo de cancer pancreatico nao invasivo



23

demonstrou que os perfis de transcriptoma salivar sé@o significativamente
diferentes entre os pacientes com cancer pancreético e controles saudaveis.
Os biomarcadores salivares identificados e validados demonstram poder
discriminatorio para a detecgdo de cancer pancreético, com alta especificidade
e sensibilidade (Zhang et al., Gastroenterology, v.138, n.3, p.949-957, 2010).
[9] O diagndstico precoce de DM é essencial para melhorar o prognéstico e
adiar as complicacdes clinicas relacionadas ao diabetes. Além disso, o rastreio
precoce do DM poderia ser uma estratégia primordial para reduzir a
morbimortalidade deste distlrbio metabdlico em todo o mundo. Apesar de ser
invasivo e doloroso, a analise de sangue por glicosimetro é atualmente viavel
para rastreio, monitoramento e diagnéstico de DM por puncao ungueal com
agulha. A necessidade constante de perfurar os dedos varias vezes ao dia
pela maioria dos pacientes € inconveniente, dolorosa e pode levar ao
desenvolvimento de calos e dificuldade em obter amostras de sangue (Dowlaty
et al., Curr Opin Clin Nutr Metab Care, v.16, n.4, p.466-472, 2013).

[10] Os procedimentos laboratoriais mais utilizados com fins diagnésticos
envolvem a andlise dos constituintes quimicos e celulares do sangue. Além
disso, outros constituintes bioldgicos também sao utilizados com esse fim,
como a urina, o liquor, sangue e as fezes. Uma diversidade de pesquisas tem
avaliado o potencial da saliva como fluido biolégico Gtil nos exames para
diagnoéstico de doencas sistémicas ou localizadas na boca (Moura et al., Pesq
Bras Odonto Pediatria e Clinica Integ, v.7, n.2, p.187-194, 2007).

[11] O fato de a saliva poder ser facilmente coletada quando comparada a
coleta de sangue, tem despertado especial interesse nos pesquisadores.

Associado aos avangcos na area de nanobiotecnologia, plataformas
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diagnosticas sdo geradas com énfase na identificacdo de biomarcadores
sensiveis e especificos na saliva para uma série de doencgas (Lee e Wong, Am
J Dent, v.22, n.4, p.241-248, 2009; Saxena et al., Advanced Biomedical Res,
v.6, p.90, 2017). Adicionalmente, a saliva é um ultrafiltrado do sangue onde
varias moléculas podem atravessar do liquido extracelular para o limen salivar
via fluxo paracelular ou transcelular nas células acinosas das glandulas
salivares. Considerando o peso molecular da insulina, este horménio pode
atravessar as ceélulas das glandulas salivares e atingir a saliva em
concentracbes proporcionais ao sangue. Portanto, os componentes salivares
podem ter concentracdes semelhantes aos marcadores de sangue (glicose,
insulina, cortisol, adiposinas), refletindo assim o estado fisiopatolégico das
doencas sistémicas (Bagalad et al., Dent Res J, v.14, n.1, p.13-18, 2017).

[12] A saliva é simples de coletar, a coleta ndo é invasiva, conveniente de
armazenar e, em comparagdo com O sangue, requer menos manipulacdo
durante os procedimentos de diagnostico. Além disso, a saliva também contém
analitos com capacidade de diagnéstico em tempo real (Khaustova et al.,
Analyst., v.135, n.12, p.3183-3192, 2010; Javaid et al., J Oral Biology
Craniofacial Res, v.6, p.67-76, 2016). Atualmente, um amplo conjunto de
métodos utilizados para analisar a saliva inclui imunoensaio, ensaio
colorimétrico, andlise enzimatica, andlise cinética, cromatografias e
espectrometria de massa (Saxena et al., Advanced Biomedical Res, v.6, p.90,
2017). Sabe-se ainda que os biomarcadores encontrados na saliva atraem
interesse devido as vantagens sobre o sangue, principalmente como no
diagnostico salivar ndo-invasivo na infancia (Groschl, Bioessays, v.31, n.8,

p.843-852, 2009).
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[13] A saliva poderia ser um adequado substituto do sangue para o estudo de
complicacbes metabdlicas da obesidade em criancas. Nestes casos a coleta
repetida de sangue pode ser traumatica e dificil para as criancas. Verifica-se
que a insulina plasmatica elevada é caracteristica do DM2 e também é
proporcional ao conteudo de gordura corporal. A insulina plasmética diminui
paralelamente a perda de peso em criangas obesas. A insulina salivar esta
linearmente relacionada a insulina plasmética durante o teste de tolerancia a
glicose e correlaciona-se bem com a concentracao plasmatica apos injecao de
insulina (Goodson e Welty, Diabetes Management, v.4, n.5, p.463-465, 2014).
[14] A insulina salivar avaliada em sujeitos em condi¢cdes normais e diabéticos
tipo 1 demonstrou uma correlacdo significativa entre os niveis séricos de
insulina e insulina salivar (r = 0,81; P < 0,01 em nao-diabéticos e r = 0,91; P <
0,001 em diabéticos tipo 1) (Pasic e Pickup, Diabetes Care, v.11, n.6, p.489-
494, 1988.). No entanto, devido aos varios perfis individuais revelarem
acentuada discrepancia entre a distribuicdo e a magnitude das alteracdes de
insulina, esses autores ndo recomendaram as concentracdes de insulina
salivar como um indice confiavel da insulinemia. Mais recentemente, estudos
demonstraram que as concentracbes de insulina salivares foram
aproximadamente 10 vezes inferiores do que as concentracdes de insulina
sérica (Fabre et al., Endocr Connect, v.1, p.58-61, 2012).

[15] Como outra alternativa de diagndstico salivar, a espectroscopia FTIR tem
sido sugerido como tecnologia viavel (Nunes et al., Biochemia Medica, v.25,
n.2, p.177-192, 2015). Sendo que, a espectroscopia FTIR esta emergindo

como uma poderosa técnica quantitativa e qualitativa para a deteccédo e
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caracterizagdo diagnostica de moléculas em fluidos biologicos (Bellisola e
Sorio, Am J Cancer Res, v.2, p.1-21, 2012).

[16] A espectroscopia FTIR tem sido largamente utilizada para analisar os
varios compostos, organicos ou inorganicos, que fornecem informacdes
valiosas sobre os grupos funcionais da amostra. A absor¢cdo na regido do
infravermelho é causada por movimentos rotacionais e vibracionais dos grupos
moleculares e ligagdes quimicas de uma molécula, causando por conseguinte,
um aumento na amplitude das vibragcbes moleculares de acordo com a
concentracdo de cada componente na amostra (Lopes e Fascio, Quimica
Nova, v.27, n. 4, p.670-673, 2004).

[17] A espectroscopia FTIR baseia-se na Lei de Hooke, que propbe uma
investigacdo baseada em uma relacédo linear entre forgca aplicada em um
sistema e sua elongacgéo, ou seja, da concentracdo de cada componente da
amostra com seu grau de vibracdo (Halliday, Fundamentos de Fisica 1-
Mecéanica, 6th, p.277, 2002; Halliday, Fisica 2, 5th (1), 384 p., 2004).

[18] A Espectroscopia FTIR consiste na producdo de um interferograma que
utiliza um interferémetro tipo Michelson ou configuracdo derivada, que é
formado por um espelho fixo, um espelho mével e um divisor de feixe. A
radiacdo que atravessa o divisor é separada, parte € direcionada ao espelho
fixo e parte ao espelho moével, onde é refletida e passa novamente pelo divisor
de feixe e é recombinada, no qual um filme semireflector bissecta o plano de
dois espelhos (beamsplitter). Os espectros sdo obtidos pelo céalculo da
transformada de Fourier do referido interferograma reproduzidos na forma de

um grafico de tempo contra a intensidade do sinal denominado interferograma
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(Halliday, Fundamentos de Fisica 1-Mecanica, 6th, p.277, 2002; Halliday,
Fisica 2, 5th (1), 384 p., 2004).

[19] Para realizagdo da espectroscopia FTIR, a radiacdo infravermelha
atravessa a amostra a ser analisada, a radiacdo transmitida € comparada com
aquela transmitida na auséncia de amostra. O espectrbmetro ird registrar o
resultado na forma de uma banda de absorcdo, fornecendo evidéncias da
presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo
das moléculas ou &tomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de
vibragdo molecular. A radiacdo no infravermelho possibilita que os atomos e
grupos de atomos presentes em compostos organicos vibrem com uma maior
amplitude ao redor das ligacbes covalentes que os unem (Silverstein,
Identificacdo espectrométrica de compostos orgéanicos, 6.ed., 460 p.,
2000).

[20] Sendo assim, o processo é quantificado, porém o espectro vibracional
pode aparecer como uma série de bandas, porque a cada mudanca de nivel de
energia vibracional corresponde uma série de mudancas de niveis de energia
rotacional, por conseguinte, as linhas se sobrepdem dando origem as bandas
observadas no espectro. As posi¢cdes das bandas no espectro podem ser
apresentadas em numero de ondas, utilizando a unidade centimetro inverso
(4000 - 400 cm-1) ou em micrometros (2,5 - 16 um) (Ojeda et al., Methods in
Molecular Biology, v.88, p.187-211, 2012).

[21] Desta forma, a espectroscopia FTIR € uma técnica analitica fisico-quimica
global, sensivel e altamente reprodutivel que identifica moléculas estruturais
com base na absorcdo de radiacdo infravermelha. Considerando que cada

biomolécula apresenta estrutura Unica, cada biomolécula exibira um espectro
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diferente na espectroscopia FTIR (Ojeda et al.,, Methods in Molecular
Biology, v.88, p.187-211, 2012).

[22] Na busca por patentes que tenham realizado a quantificacdo de insulina
por meio de técnicas de espectroscopia encontramos apenas as seguintes
patentes que apresentam relacdo parcial com este tema sem reivindicacdes de
mensuracao de insulina em fluidos biolégicos por meio de FTIR:

[23] A patente US5553616A descreve meio para determinar substancias
biolégicas usando espectroscopia raman, no entanto, a analise € focada
apenas na determinacao da glicose, sem a quantificacao de insulina.

[24] A patente US5079421A demonstrou a possibilidade de detectar
componentes biolégicos do sangue mensurados por meio de FTIR utilizando
uma membrana semipermeavel. Esta analise por meio desse dispositivo
proporcionou um mensuramento da glicose em situacdes onde houve a prévia
administracao de insulina. Considerando que a insulina pode reduzir a glicemia
destaca-se que a participacdo da insulina foi apenas um meio para promover
variabilidade da concentracdo de glicose.

[25] A patente US6421548B1 demonstrou a possibilidade de detectar glicose
no sangue por meio de um dispositivo que utiliza espectroscopia ATR-FTIR. O
dispositivo foi usado com sangue da ponta de dedo com intuito de comparar
duas regibes especificas de um espectro infravermelho mensurado para
determinar o nivel de glicose no sangue do paciente.

[26] A patente US20150250404A1 demonstrou a possibilidade de detectar
resisténcia a insulina, diabetes e complicacbes da diabetes, utilizando um
oximetro através da analise espectral da pletismografia de foto arterial. O

método compreende a realizacdo de uma analise espectral usando
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Transformacdo Rapida de Fourier (FFT). No entanto, apesar de alteragfes dos
niveis de insulina plasméatica serem relacionados com os indices mensurados a
insulina nao foi quantificada por esta técnica.

[27] A patente US8728753B2 demonstrou a possibilidade de medir em
amostras biolégicas o nivel do receptor do fator de crescimento 1 semelhante a
insulina (IGF1R) utilizando espectrometria de massa com Monitoramento por
Reacdo Selecionada (SRM) e também espectrometria de massa de
Monitoramento de Reacdo Multipla (MRM). A analise da medida do IGF1R é
importante para avaliagdo da atividade funcional da insulina, no entanto, a
deteccao de insulina no fluido bioldgico néo foi realizada.

[28] A patente W02014026113A1 demonstrou um método ndo-invasivo e
preciso para determinar um analito na corrente sanguinea de um mamifero. A
possibilidade de detectar glicose no sangue € dirigida a um patch para
transmissao e deteccédo de uma fluorescéncia resultante.

[29] A patente CN100421615C refere-se a parametros biol6gicos monitorados
pelo analisador compacto baseado em ensaios colorimétricos. Esta analise de
glicose ocorre por meio desse dispositivo com caracteristicas diferentes da
espectroscopia de infravermelho.

[30] A patente US5995860A abrange um dispositivo para medir o nivel de
glicose sanguinea, e inclui uma fonte infravermelha implantavel e um maodulo
sensor para direcionar a radiacao infravermelha através do tecido vascular e
para detectar a radiacdo infravermelha depois de passar pelo tecido e gerar um
sinal de saida representativo da radiacao infravermelha detectada.

[31] A patente US7027848B2 refere-se a um sistema de espectroscopia

quantitativa para medir as concentracdes de analito ou outros atributos do
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tecido utilizando técnicas ndo invasivas em combinagdo com analise
multivariada. Neste invento foi demonstrado um método para construir modelos
de calibracdo aprimorados que usam uma medicdo de referéncia de analito
combinada para assegurar que a relagéo correta entre o espectro e a medicéo
de referéncia do analito seja feita durante o processo de calibracdo e um
sistema incorporando o modelo de calibracdo desenvolvido.

[32] Desta forma, ndo é do nosso conhecimento qualquer método capaz de
quantificar insulina em fluidos biolégicos via FTIR ou ATR-FTIR, como descrito
nesta invencao. Considerando que a mensuragcao de insulina pode contribuir
como ferramenta auxiliar no diagnéstico de doencas como diabetes e cancer
de pancreas e que o diagndstico precoce facilita o tratamento, diminui custos e
diminui aspectos de morbidade destas doencas, acreditamos que a utilizacéo
destes achados pode contribuir para reducado da morbimortalidade em doencas
relacionadas com alteracdo da secrecéo de insulina

[33] A presente invencdo podera ser mais bem compreendida por meio da
descricéo dos resultados obtidos. Os procedimentos experimentais envolvidos
estdo detalhados a seguir.

[34] Metodologia Empregada

[35] Essa invencao caracteriza-se pela utilizacdo de um algoritimo capaz de
quantificar a concentracdo de insulina em fluidos biolégicos detectados por
espectroscopia ATR-FTIR. Considerando que esta invencdo pode demonstrar
um meio alternativo de quantificacdo de insulina de forma rapida, nao-invasiva
e com alta sensibilidade, esta invencdo pode ser aplicada em anélises de
sensibilidade a insulina em fluidos biolégicos como saliva, urina, lagrima, suor,

sangue e plasma.



31

[36] Esta invencdo apresenta diversas vantagens operacionais para
mensuracao de insulina, especialmente baixo custo operacional e de analise,
rapidez para realizagdo da mensuracdo e possibilidade de avaliacdo nao
invasiva com alguns fluidos bioldgicos. Essa invencao ainda possui a vantagem
de preservar as amostras avaliadas, sem causar qualquer dano fisico, quimico
ou estrutural nos fluidos biolégicos.

[37] A utilizacdo desta invencdo também permite andlises em uma quantidade
de fluido bastante reduzida (2 microlitros), fato que facilita sua aplicacdo
biomédica, principalmente em areas da Pediatria e Medicina ndo-invasiva.

[38] Para esta invencao foi utilizado saliva artificial com o0s seguintes
componentes: Cloreto de Sédio 0,08%; Cloreto de Potassio 0,12%; Citrato de
Potassio 0,03%; Carboximetil Celulose 1%; Carbonato de Calcio 0,015%;
Sorbitol Liquido 3%; Agua Deionizada QSP 100 ml.

[39] A seguir, descreveremos o preparo das solucbes utilizadas neste
processo. Para mensuracdo e para diluicdo da saliva artificial (0 U/uL de
insulina) , este fluido foi diluido em agua destilada na diluicdo de 1:1.

[40] As analises de insulina diluida em saliva artificial em concentracdes
crescentes deste hormonio foram realizadas em 3 concentracdes (1,5 x 107
U/uL; 6,25 x 102 U/uL; 50 x 107 U/uL). Adicionalmente, foi realizada uma
andlise da insulina sem diluicdo com saliva [forma pura] (100 x 10-3 U/uL).Para
a amostra da concentracdo 1,5 x 10 U/uL foi utilizado 49,21875 uL Saliva +
0,78125 pL Insulina (0,078125 U); para a amostra em 6,25 x 102 U/uL foi
utilizado 46,875 pL Saliva + 3,125 pL Insulina (0,3125 U) e para amostra em

50 x 1073 U/uL foi utilizado 25 pL Saliva + 25 pL Insulina (2,5 U).



32

[41] Em seguida, 2 pL de cada amostra (0 U/uL; 1,5 x 10-3U/uL; 6,25 x 103
U/uL; 50 x 103 U/uL e 100 x 10-3U/uL) foram colocadas sobre o cristal e secas
com ar comprimido durante 3 min. Desta forma, ocorreu a formagao de uma
pelicula e as analises de FTIR foram sempre realizadas em duplicata para
garantir a confiabilidade do teste. Entre a andlise de cada amostra o cristal foi
limpo, com alcool 70%, para remocdo completa da amostra, evitando
contaminacdo na analise pois o alcool apresenta rapida volatilidade.

[42] O material de cristal na unidade ATR €& um disco de diamante como
elemento de reflexdo interna. A profundidade de penetracdo da pelicula de
insulina varia entre 0,1 e 2 um e depende do comprimento de onda, angulo de
incidéncia do feixe e do indice de refracdo do material de cristal ATR. No cristal
ATR o raio infravermelho é refletido na interface em direcdo a amostra. Os
espectros de amostras e background foram realizados com 4 cm™ de resolucéo
e 32 varreduras foram realizadas para analise salivar.

[43] Exemplos

[44] Para uma melhor compreensdo das caracteristicas da presente invencao,
sdo apresentados os resultados dos graficos exemplificadores, os quais
representam uma forma de analise.

[45] Exemplo 1. Refere-se as diferentes concentragcbes de insulina,
discriminando 5 diferentes concentracbes deste hormoénio em saliva artificial
com quantidades crescentes de insulina representado pela FIGURA 1 a qual
apresenta um espectro meédio da saliva nestas concentragbes citadas no
espectro entre 4000-400 cm™.

[46] Exemplo 2: Refere-se a regidao de andlise para o desenvolvimento do

algoritimo que compreende o espectro entre 1750-1500 cm. Representado
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pela FIGURA 2 que apresenta um espectro médio da saliva artificial sem
insulina, da saliva artificial com soluc¢des crescentes de insulina e da insulina
pura no espectro entre 1750-1500 cm™.

[47] Exemplo 3: TABELA 1: Representa a area do modo vibracional entre
1620,9 cm™ e 1720,7cm™ de cada amostra e também a intensidade do modo
vibracional em 1542 cm para cada amostra.

[48] Exemplo 4: Calculo do algoritimo para cada amostra representado pela
FIGURA 3. A FIGURA 3 apresenta a correlagdo de Pearson com analise
estatistica da comparacédo entre as concentracfes conhecidas de insulina com
a aplicacdo da mensuracao de insulina por FTIR apés a aplicacao do algoritmo:

[49] Calculo do algoritimo usando a seguinte férmula:

[50] X= {[(area do modo vibracional entre 1620,9 cm e 1720,7cm da amostra
x 30) + (intensidade do modo vibracional em 1542 cm da amostra)] — [(area do
modo vibracional entre 1620,9 cm™? e 1720,7cm da amostra sem a presenca
de insulina x 30) + (intensidade do modo vibracional em 1542 cm-* da amostra

sem a presencga de insulina)]}.

[51] Amostra saliva artificial sem insulina:

X={[(6,3865 x 30) + (0,0445)] — [(6,3865 x 30) + (0,0445)]}
x={[(191,595 + 0,0445) - (191,595 + 0,0445)]}

x ={[(191,6395) - (191,6395)]}

X=0

[52] Amostra 1,5 x 103 U/pL:
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x={[(7,521 x 30) + (0,0536)] — [(6,3865 X 30) + (0,0445)]}
x= {[(225,63 + 0,0536) - (191,595 + 0,0445)]}
x = {[(225,6836) - (191,6395)]}

X= 34,0441

[53] Amostra 6,25 x 103 U/pL:

x= {[(8,125 x 30) + (0,0596)] — [(6,3865 X 30) + (0,0445)]}
x= {[(243,75 + 0,0596) - (191,595 + 0,0445)]}

x = {[(243,8096) - (191,6395)]}

X=52,1701

[54] Amostra 50 x 103 U/uL:

x= {{(10,2705 x 30) + (0,0913)] — [(6,3865 x 30) + (0,0445)]}
x= {{(308,115 + 0,0913) - (191,595 + 0,0445)]}

x = {{(308,2063) - (191,6395)]}

X=116,5668

[55] Amostra 100 x 10" U/pL:

x= {[(17,1995 x 30) + (0,1924)] — [(6,3865 x 30) + (0,0445)]}
x= {[(515,985 + 0,1924) - (191,595 + 0,0445)]}

x = {[(516,1774) - (191,6395)]}

X=324,5379
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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TABELA 1

Concentracdo de | Area (1620,9 - | Intensidade Resultado
Insulina (U/pL) 1720,7cm™) (1542cm™) Algoritimo
0 6,3865 0,0445 0,0

1,5x 103 7,521 0,0536 34,0441
6,25 x 103 8,125 0,0596 52,1701
50 x 103 10,2705 0,0913 116,5668
100 x 10°3 17,1995 0,1924 324,5379
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FIGURA 3
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REIVINDICACOES

1) Aplicacéo do sistema de quantificacdo do horménio insulina caracterizado
por ser constituido de uma anélise de dois modos vibracionais do espectro de
FTIR baseado (i) na area do espectro original entre 1620,9 cm e 1720,7 cm™e
(i) no vetor de intensidade do modo vibracional do espectro salivar em 1542
cmL,

2) Aplicagdo do algoritimo de quantificag@o de insulina via FTIR de acordo com
reivindicagdo 1 para analises de quantificagdo deste horménio em fluidos
biolégicos como saliva, urina, lagrima, suor, sangue e outras secrecoes.

3) Aplicacdo de varidveis do algoritimo, baseadas nos mesmos modos
vibracionais desta invencéo, para quantificacdo de insulina via FTIR de acordo
com reivindicagao 1.

4) AplicagcBes do algoritimo de acordo com a reivindicagdo 1, ou suas variaveis
de acordo com sua reivindicacdo 3, para analises de sensibilidade a insulina
em momentos que se correlaciona as concentragdes de insulina e glicose em
fluidos biologicos.

5) Aplicac6es do algoritimo de acordo com a reivindicacdo 1, ou suas variaveis
de acordo com sua reivindicagdo 3, para seu uso como ferramenta
complementar de diagnéstico de tumores de pancreas com alta producao de
insulina.

6) Aplicacao do algoritimo de acordo com a reivindicagéo 1, ou suas variaveis
de acordo com sua reivindicacdo 3, caracterizada por utilizar amostras como

saliva, soro, urina, lagrimas, suor, secrecoes, tecidos, além de amostras de
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alimentos ou ambientais, contendo insulina capaz de ser reconhecidas por
sondas nos mesmos modos vibracionais.

7) Aplicacdo do algoritimo de acordo com a reivindicagdo 1, ou suas variaveis
de acordo com sua reivindicagdo 3, caracterizado pelo uso de técnicas

fotbnicas como FTIR, ATR-FTIR e raman.
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