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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica en la cual la glucosa en la sangre
alcanza niveles muy altos. Estos niveles de glucosa anormales pueden danar los vasos
sanguineos grandes y pequenos, pueden provocar ceguera, enfermedades de los rinones,
amputaciones de extremidades, y enfermedades cardiovasculares. De acuerdo al Sistema
Nacional de Informacion en Salud actualmente existen mas de 10 millones de personas
diagnosticadas con diabetes y es la principal causa de mortalidad gencral ¢cn Mcxico,
con el 13.6 % de los fallecimientos.

En los pacientes diabéticos un monitoreo frecuente de las concentraciones de
glucosa en la sangre es crucial para seguir un tratamiento efectivo y asi reducir la
mortalidad. Sin embargo, el autoanalisis requiere que la persona diabética extraiga una
gota de sangre de la yema del dedo. Este método e¢s incomodo y doloroso para ¢l
paciente, sobre todo si se tiene que medir el nivel de glucosa varias veces al dia, ademas
conlleva riesgo de infeccion. Es por eso que se han llevado a cabo esfucrzos para
desarrollar un medidor de glucosa no invasivo mediante metodos opticos o cléctricos.

En este trabajo se describe una técnica conjunta basada cn mediciones de
impedancia eléctrica y de espectroscopia en el cercano infrarrojo (NIR) para predecir las
concentraciones capilares de glucosa.

Diez voluntarios sanos participaron en el experimento, con concentraciones de
glucosa desde 94 hasta 223 mg/dl. El error medio cuadratico de prediccion (RMSEP) de
la técnica conjunta electro - optica fue de 21.9¢ mg/dl y el error porcentual medio
absoluto tuvo un valor de 13.31%. Ll analisis de error de la rejilla de Clarke arrojo que
el 77.86% de los valores se encontrd en la zona A, un 22.14% en la region B y ninguno
en las zonas C-E. Estos resultados muestran evidencia preliminar que upa técnica
conjunta electro-6ptica puede utilizarse para predecir las concentraciones de glucosa
capilar de forma no invasiva. Se deberan ejecutar mas estudios para evaluar la utilidad y
limitaciones de dicha técnica en pruebas a largo plazo, asi también como considerar los

efectos en el modelo de prediccion de los factores ambientales y fisiologicos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease in which blood glucose levels are too high.
Abnormally high levels of glucose can damage the small and large blood vessels,
leading to diabetic blindness, kidney disease, amputations of limbs, stroke, and hcart
disease. According to the Mexican National Health Information System there are morc
than 10 million people who are currently diagnosed with diabetes and it is the main
cause of mortality in Mexico, accounting for 13.6 percant of deaths in general.

Frequent determination of glucose concentrations in diabetic patients is crucial
for effective treatment and reduction of the mortality of diabetes. However, self
monitoring of blood glucose currently requires the diabetic person to perform finger-
stick testing. This method is inconvenient and painful for the patient, specially when
testing 1s required a number of times a day, furthermore it carries a risk of infection.
That 1s why efforts to develop a noninvasive glucose¢ meter using optical or electrical
methods have been strong. This work describes a joint technique based on clectrical
impedance and near infrared (NIR) spectroscopy measurements to predict capillary
glucose concentrations.

Ten healthy volunteers took part in the experiment, with glucose concentrations
ranging from 94 to 223 mg/dl. The root mean square error of prediction (RMSEP) was
21.96 mg/dl and the mean absolute percent error (MAPE) value was 13.31%. Clarke
error grid analysis showed 77.86% of the values in zone A, 22.14% in zone B and nonce
in C-E. These results provide preliminary evidence that an electro—optical joimnt
technique can be used to predict capillary glucose concentrations noninvasively. Further
studies should be carried out to evaluate the usefulness and limitations of using such a
technique in long term tests, as well as the effects of physiological and environmental

factors on the prediction model.



Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabodlica que se presenta como un
complejo grupo de sindromes relacionados en gran parte con la produccion de insulina o
su utilizacion. La insulina es la principal hormona responsable de la regulacion de la
glucosa en el cuerpo humano, permite la entrada de glucosa en todas las células del
organismo para su transformacion en energia [1].

Una persona se considera como diabético cuando cumple con alguno dc los tres
criterios de diagndstico: al presentar un nivel de glucosa en plasima en ayunas mayor a
126 mg/dl, definiendo el ayuno como no ingerir calorias durante al menos & horas,
cuando el nivel de glucosa en plasma es mayor a 200 mg/dl a cualquicr hora del dia
independientemente de la hora del ultimo alimento y el tercer criterio dice que alguien
tiene diabetes si presenta una concentracion de glucosa en plasma mayor a 200 mg/dl a
las dos horas de haber ingerido 75 g de glucosa disuelta en agua [2].

Aungque la causa de la diabetes continua siendo un misterio, se¢ ha observado que
tanto los factores genéticos como los factores externos, como la obesidad y cl
sedentarismo desemperian un papel importante [3].

Existen tres tipos de diabetes. La diabetes tipo 1, la cual sc¢ diagnostica
generalmente en nifios o adultos jovenes; resulta de la incapacidad dcl cuerpo para
generar insulina, por lo que se debe administrar esta hormona diariamente. La dhabetes
tipo 2 se presenta usualmente en adultos mayores de 45 arnos; en este tipo la persona
presenta resistencia a la insulina y no puede utilizarla adecuadamente. El tercer tipo se
denomina gestacional y ocurre durante el embarazo, si una mujer la presenta, ticne un
40% de posibilidades de contraer diabetes tipo 2 mas adelante [3], [4].

Los principales complicaciones derivadas de un nivel elevado de glucosa ¢n la
sangre son: dafio en los rifiones, la retina, el sistema nervioso, el sistcma circulatorio,

gangrena y la subsiguiente amputaciéon de miembros [5], en general csto repercute en
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una reduccion de la longevidad. Por consiguiente un monitoreo frecuente de la glucosa
es crucial para seguir un tratamiento efectivo a través de inyecciones de msulina,
ejercicio y una dieta modificada, reduciendo asi las complicaciones de la enfermedad.
Para determinar la cantidad de insulina requerida se efectian mediciones periodicas de
los niveles sanguineos de glucosa (hasta cinco veces al dia), las cuales s¢ llevan a cabo
mediante una puncion en la yema del dedo, para extraer una gota de sangre, lo cual ¢s
incomodo, provoca callosidades, es doloroso e incluso representa un riesgo de infeccion
para el paciente.

Esta enfermedad representa un grave problema de salud publica en México: de
acuerdo con el Sistema Nacional de Informacion en Salud existen mas de 10 millones de
personas diagnosticadas con diabetes y ésta fue la principal causa de mortalidad general,
con el 13.6% de fallecimientos en 2005 [6].

El impacto econémico de la diabetes es de especiel interés debido a su magnitud.
En 2007 en los Estados Unidos de América se estimo un costo de 127 mil millones de
ddlares, considerando tanto gastos médicos directos como indirectos relacionados con un
descenso en la productividad economica [7]. En México el tratamiento de la diabetes
representa 34% del presupuesto de servicios sociales del pais con costos directos de 100
millones de dolares y costos indirectos de 330 millcnes de dolares, segun un

comunicado emitido por la Secretaria de Salud [8].

1.2 Tecnologias para la medicion no invasiva de glucosa

El uso de técnicas de deteccion no invasivas ofrece varias ventajas, tales como la
ausencia de dolor al no emplear objetos punzo-cortantes ni materiales que presenten un
riesgo de infeccion, ademas con estas técnicas no invasivas sc ticne la capacidad para
realizar un monitoreo continuo y por consiguiente tener un control mas riguroso de la
concentracion de glucosa; inclusive estas técnicas tienen el potencial para constituir la

retroalimentacién de un sistema de lazo cerrado que incluya una bomba de insulina [9].



1.2.1 Tomografia de Coherencia Optica (OCT)

Es una técnica en la cual una fuente de luz con una longitud de coherencia muy
corta se acopla a un interferometro con la muestra en un brazo y un espejo de referencia
en el otro. Al desplazar el espejo, se producen franjas de interferencia cuya amplitud
depende de la amplitud de la radiacion esparcida. Un incremento en la concentracion de
glucosa en el fluido intersticial provoca un incremesnto en su indice de refraceion
determinando un decremento en el indice de esparcimiento. Por lo tanto esta variacion
puede detectarse como un cambio en la amplitud de OCT, y asi cstimarse la
concentracion de glucosa [1], [10].

Aunque esta técnica puede ser particularmente sensible a cambios cn el indice de

refraccion, también lo es a los artefactos inducidos por movimiento [ 10].

1.2.2 Espectroscopia Fotoacustica

Para adquirir un espectro de absorcién de manera no invasiva se¢ puede cmplear
la espectroscopia fotoacustica. La serial se obtiene al hacer incidir un laser pulsado en cl
tejido. La radiacion absorbida por la muestra resulta en un calentamiento localizado dc
corta duracion. Esta expansion térmica da lugar a una onda de presion, la cual pucde
detectarse con un transductor adecuado. Una ventaja de esta técnica es que la sciial
registrada depende unicamente de la absorcion, ya que el esparcimiento y la dispersion
no desempefian ningun papel en la sefial adquirida. Esta tecnologia requicre que se
desarrollen complicados modelos de calibracion empirica para explicar el traslape de
bandas espectrales de absorcion de otros compuestos distintos a la glucosa. Ademas se¢
requiere instrumentaciéon cara y las mediciones son sensibles a variables como la

temperatura, la presion aplicada al transductor y la morfologia [1].
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1.2.3 Espectroscopia en el Medio Infrarrojo (MIR)

Se efectua en el rango de 2.5 — 10 um [10], donde resulta especialmente atractiva
la region de 2.5 — 5 um debido a que se encuentra en un valle entre dos regiones de
fuerte absorcion debido al agua [ 1], permitiendo profundidades de penetracion del orden
de milimetros, conteniendo picos especificos de absorcion de la glucosa a 2.13, 227 y
2.34 um. La instrumentacion requerida es algo mas cara que la utilizada para longitudes
de onda mas cortas, ya que las fibras que exhiben buena transmisién en esta region,
como las de zafiro son mas costosas, mas fragiles y menos flexibles que las de vidrio.

Para el rango comprendido entre 5 y 10 pm, una fuerte himitante ¢s su poca

penetracion, y una fuerte dependencia del espectro en el contemdo de agua [10].

1.2.4 Espectroscopia en el Cercano Infrarrojo (NIR)

Esta técnica aprovecha una parte de la denominada “ventana terapéutica™, cs
decir donde la mayor parte del tejido tienc una absorcion débil y permite una
penetracion significativa de la luz [11], ya que en longitudes de onda menores existe
absorcion por parte de los pigmentos de la piel y la sangre y a mayores longitudes dc
onda predomina la absorcion del agua [22], como se indica cn la figura 1.2. Varios
autores han propuesto la deteccion de glucosa en la region de 700 a 1300 nm, la cual
abarca dos bandas de absorcion debidas a los grupos 3vOH y 3vCH [9]. La primera de
estas bandas de absorcién ocurre en 939 nm (10650 ¢cm™) y corresponde al scgundo
armoénico del grupo OH, cuya vibracion fundamental sc presenta al absorber luz
infrarroja con una longitud de onda igual a 2.9 pm (3418 cm’™). Para el grupo CH
también hay una banda de absorcion en 1126 nra (8830 em’™') correspondiente al
segundo arménico, cuya vibracion fundamental se encuentra en 3.37 pum (2963 cm’)
[19]. Esta vibracion se presenta en el segundo atomo de carbono C2 de la molécula

mostrada en la figura [.1.
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Figura 1.1 Estructura de la glucosa donde se muestran los grupos funcionales OH y el dtomo (2,

responsables de la absorcion NIR [20].

La luz enfocada hacia el tejido es parcialmente absorbida y esparcida, debido a
su interaccion con los diferentes compuestos quimicos dentro del tejido. Ta
concentracion de glucosa puede estimarse midiendo las variaciones de intensidad de la
luz que es retlejada por el tejido que la contiene [10]. Una caracteristica atractiva de csta
region del infrarrojo es que los detectores y fuentes son comunes, la transnusion a través
del tejido es bastante buena y se pueden emplear fibras opticas para facilitar el disciio de
las sondas [1], [42].

Sin embargo las bandas de absorcion de la glucosa son particularmente débiles
en esta region y puede ser dificil adquirir datos con una relacion sefial a ruido sustancial
que permitan mediciones robustas. Ademas existen otros parametros fisicos y quimicos
que pudieran interferir con la medicion, tales como presion arterial, temperatura corporal
y concentracion de trighcéridos y albiumina [10]. Ya que es practicamente imposible
tener informacién cuantitativa de todos los componentes que contribuyen a la medicion
espectroscopica, se requiere efectuar una regresion de las concentraciones de glucosa
contra los datos espectrales, utilizando un algoritmo de analisis multivariante, cn ¢l cual
se hace una calibracion con datos que abarquen todo el rango que pueda tener influencia
en los espectros de futuras muestras desconocidas. Estos sistemas dc calibracion por lo
general presentan dependencias lineales en los datos espectrales, por lo que se aplica

comunmente el método de regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) [12].
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Figura 1.2 La “ventana terapéutica” se muestra entre las lineas punteadas, donde la absorcion de varios

componentes del tejido humano es débil [11].

1.2.5 Espectroscopia Raman

Cuando se hace incidir radiacion monocromaZica en un medio activo Raman, la
mayor parte de la luz incidente a una frecuencia vg se 2sparce ineldsticamente a la misma
frecuencia (esparcimiento Rayleigh); sin embargo, una porcion muy pecquena de la luz
presenta esparcimiento Raman y exhibe corrimientos de frecuencia * v,, que s¢ asocian
con transiciones entre los niveles rotacionales y vibracionales. Un decremento en la
energia (vo — vin) se denomina corrimiento Stokes y un incremento en la energia (vg
vm) s€ denomina corrimiento anti-Stokes. Ya que los corrimientos Stokes son mucho
mas frecuentes, la mayoria de los estudios los utilizan, centrando el interés sobre las
bandas recorridas a mayores longitudes de onda que la longitud de onda de cxcitacion
[1].

La emision de luz esparcida esta influenciada por la vibracion de las moléculas,

la cual depende de la concentracion de €stas en la solucion. Por lo tanto c¢s posible
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obtener una estimacion de la concentracion de glucosa presente en fluidos corporales. [
espectro Raman de la glucosa se puede diferenciar de otros compuestos en ¢l intervalo
de 200 — 1800 cm™ (50 — 5.5 um).Esta técnica proporciona picos mas definidos (Ngura
1.3) que otras técnicas como espectroscopia NIR, otras ventajas son una modcsta
interferencia de fenomenos de luminiscencia y fluorescencia, ademas de la utilizacion de
laseres de longitud de onda fija a un relativo bajo costo.

Las mayores limitantes se relacionan con la inestabilidad de la longitud de onda ¢
intensidad del laser y los tiempos largos de adquisicién espectral, asi como ¢l traslape

debido a interferencia de otros compuestos [10].
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Figura 1.3 Espectro Raman de glucosa, el cual muestra los picos bien definidos que se pueden obtener

con esta técnica [1].

1.2.6 Cambios en Polarizacion

Se basa en el fenomeno que ocurre cuando la luz polarizada atraviesa una
solucion que contiene solutos dpticamente activos: la luz rota su plano de polanzacion
un determinado angulo, el cual esta relacionado con la concentracion de cstos solutos
Opticamente activos. Esta técnica se reporta como el primer método no invasivo para

medicion de glucosa en humanos. Una ventaja es que puede hacer uso de la luz visible,
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facilmente disponible y que los dispositivos opticos pueden miniaturizarse facilmente
[10].

Realizar estas mediciones en la piel no es factible debido a su alta propiedad de
esparcimiento de la luz [5], lo cual tiende a despolarizar la luz y disminuir ¢l valor

medido del dangulo de polarizacion [9].

1.2.7 Fluorescencia

Esta técnica se basa en la generacion de fluorescencia de tejido humano cuando
se excita por luz a longitudes de onda especificas. En el caso de la glucosa un cstudio
demuestra que cuando se excita una solucion de glucosa con luz ultravioleta de un laser
a 308 nm, se puede detectar fluorescencia a 340, 380, 400 nm, con un maximo a 380 nm.
Una ventaja es que la intensidad de la fluorescencia depende de la concentracion de
glucosa. Sin embargo, también depende de otros parametros, como la pigmentacion de la

piel, enrojecimiento y grosor de la epidermis [10].

1.2.8 Recoleccion de fluidos

Esta técnica se basa en el uso de luz laser o ultrasonido para crear un arrcglo de
agujeros microscopicos, denominados microporos, en la piel humana. LI {luido
intersticial, que contiene glucosa, tiende a migrar a través de estos microporos hacta un
sensor de glucosa, de tipo tradicional, puesto en contacto con la picl en el lugar donde se
hicieron los microporos y asi llevar a cabo una medicidn directa de la glucosa. Al ser
minimamente invasiva se reduce la herida, se tiene un sanado mas rapido y se elimina la
lanceta como fuente potencial de contaminacion del tejido [1].

No se han reportado desventajas, excepto un posible desacuerdo entre las

mediciones de glucosa en fluido intersticial y las de glucosa en sangre[10].
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1.2.9 Tlontoféresis Inversa

Es un tipo de extraccién de fluidos, el cual utiliza una corriente eléctrica aplhicada
a la piel. Esta corriente extrae la sal, la cual lleva consigo agua, la que a su vez contiene
glucosa. La concentracion de glucosa de este fluido extraido se mide y es proporcional a
la concentracion en la sangre [13]. Esta técnica se denomina minimamente mvasiva, yi
que atraviesa la barrera de la piel, pero no perfora ningun vaso sanguinco [14]. Una
desventaja de este método es que tiende a causar rritacion cn la piel. Ademas csta
técnica no puede ser usada si el paciente esta sudando de manera significativa [10].

Cabe mencionar que el dispositivo GlucoWatch® de la comparia Cygnus, Inc.
Es el unico glucometro “no invasivo™ aprobado por la FDA [4] y se basa cn csta téenica
para su funcionamiento. Aunque no puede reemplazar la medicion convencional de
glucosa, debido a la incapacidad de detectar cambios rapidos de concentracion, lo cual
es un problema general de toda medicion no se efectua directamente en la sangre [10], ¢s
de gran utilidad para detectar tendencias y patrones ¢n los niveles de glucosa, al poderla

monitorear de manera continua, hasta tres mediciones por hora.

1.2.10 Sensado Electromagnético

Este tipo de medicion aprovecha el acoplamiento electromagnético cntre dos
bobinas, las cuales se enrollan alrededor del medio bajo estudio: en un contexto in vitro
el sistema se puede describir como el bosquejo de la figura 1.4. Los tubos que conticnen
sangre simulan las venas del cuerpo humano. El acoplamiento entre ambas bobinas sc¢
modifica por variaciones en los parametros dieléctricos de la sangre, los cuales son
influenciados por la glucosa, de ahi que se pueda derivar un estimado de la
concentracion de glucosa. La temperatura tiene un fuerte efecto en la medicion y debido
a su reciente introduccién, todavia no se han llevado a cabo estudios en humanos con

esta técnica [ 10].
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Figura 1.4 Esquema del sistema de senszdo clectromagnético [9].

1.2.11 Espectroscopia por Impedancia Eléctrica

La impedancia de un tejido puede encontrarse al hacer circular una corriente de
una intensidad conocida a través de este tejido. Si el experimento sc repite con corriente
alterna a diferentes frecuencias, se puede determinar un espectro de nmpedancia
eléctrica. Debido a las reacciones especificas de la sangre y las células del iepdo ante las
variaciones de glucosa en el plasma, hay un cambio en el balance de clectrolitos entre
las membranas de la sangre y el tejido subyacente. Es decir, las propicdades dicicetricas
del tejido son sensibles a los cambios en el balance electrolitico, lo cual esta relacionado
con los niveles de glucosa en la sangre. El intervalo de frecucncia cn ¢l que cs posible
detectar estas variaciones no debe ser demasiado alto ya que se perderia sensibilidad a la

conductividad por iones (< 200 MHz) ni tampoco demasiado bajo ya que sc¢ tendrian

20



problemas con la polarizacion de los electrodos v las variaciones por humedad en la picl
(> 100 KHz). Por lo tanto se elige un rango de frecuencias entre 1y 200 MHz [15], [16].
La figura 1.5 ilustra como la magnitud de la impedancia varia de mancra directa
con la concentracion de glucosa. Una limitante es que los factores cxternos vy
fisiologicos pueden afectar la medicion, talcs como flujo de sangre, la temperatura
corporal y posicionamiento del sensor [17].
. Esta técnica fue empleada por el dispositivo Pendra ® de Pendragon Mcdical, cl
cual fue retirado del mercado poco después de su lanzamiento en ¢l 2003, debido su
pobre precision y la necesidad de calibrarse para cada paciente [ 18]
En la tabla [ se resumen tanto las ventajas como las desventajas de cada téenica

no invasiva que se ha utilizado para la deteccion de glucosa.
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Figura 1.5 Correlacion entre la impedancia (—~#-) y concentracion de glucosa (—4- 2+ -»-)[16].
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TABLA |

METODOS NO INVASIVOS DE DETECCION DE GLUCOSA

Tecnologia

Ventajas

Desventajas

Tomografia de Coherencia?)ptica (OCT)

Espectroscopia Fotoactstica

Espectroscopia en el Medio Infrarrojo

(MIR)

Espectroscopia en el Cercano Infrarrojo

(NIR)

Particularmente sensible a cambios en el
indice de refraccion.

La senial registrada depende unicamente de
fa absorcion, no del esparcimiento ni la
dispersion

Profundidad de penetracion del orden de
mm.

Existen picos especificos de absorcion de
la glucosa

Los detectores y las fuentes son
€Conomicos y comunes.

Este rango permite una buena transmision
a través del tejido.

Aprovecha la ventana terapéutica entre la
influencia de pigmentos de la piel y la

absorcion del agua.

Muy sensible a artefactos inducidos por
movimiento.

Instrumentacion cara.

Sensible a otros factores como la presion
aplicada al transductor.

Instrumentacion mas cara y dificil de
conseguir que para NIR.

Fuerte dependencia del contenido de agua
en el tejido.

Bandas de absorcion de la glucosa débiles.

Interferencia de otros compuestos.

Necesidad de modelos de

elaborar

calibracion multivariantes.
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Espectroscopia Raman

Cambios en Polarizacion

Fluorescencia

Recoleccion de fluidos

fontoferesis Inversa

Picos del espectro Raman de la glucosa
muy definidos.
Los laser empleados son relativamente de

bajo costo.

Uso de luz visible.

Posible miniaturizacion de los
componentes empleados.

La intensidad de la fluorescencia depende

de la concentracion de glucosa.

Se elimina el uso de lancetas como fuente

posible de infeccion.

No pertora ningin vaso sanguineo.
Tecnica utilizada en el glucometro menos

invasivo aprobado por la FDA.

Influencia substancial de la fluorescencia
en tejido biologico.

Inestabilidad de la longitud de onda y
potencia del laser.

Traslape de picos de otros compuestos.

El esparcimiento en la piel disminuye el

valor medido del angulo de polarizacion.

También depende de la pigmentacion de la
piel, enrojecimiento y grosor de la
epidermis.

Minimamente Invasivo

Posible disparidad entre la concentracion
en el fluido intersticial y en la sangre.
Lesiones muy leves.

Minimamente Invasivo

Posible disparidad entre la concentracion
en el fluido ntersticial v en la sangre.

Irritacion cn Ja piel.

2]
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Sensado Electromagnético

Espectroscopia por impedancia eléctrica

Los cambios en la concentracién de

glucosa

se pueden detectar

debido a

variaciones en el balance electrolitico

Es el unico método eléctrico totalmente no

1nvasivo.

La temperatura posee una fuerte influencia
en la medicion.

No hay reportes de expertmentos in vivo.
Los factores externos y fisiologicos pueden
afectar la medicion, tales como flujo de
sangre, la temperatura corporal vy

posicionamiento del sensor.

24




Capitulo 2

UNA TECNICA CONJUNTA PARA LA PREDICCION DE
CONCENTRACION DE GLUCOSA

En este trabajo se utiliza una técnica conjunta basada en mediciones dc
impedancia eléctrica, en un rango de 1 a 200 MHz; y de espectroscopia en ¢l cercano
infrarrojo, en la region de 700 a 1000 nm. Con ambos conjuntos dc datos se desarrolla
un modelo de calibracion empleando una técnica de analisis multivariante como PLS.

Al emplear de manera conjunta las mediciones de impedancia eléetrica (1 - 13
MHz) y de absorcion en el cercano infrarrojo (850 — 1740 nm) para soluctonces acuosas
de glucosa con un rango de concentraciones de 0.5 a 10 g/dl se demuestra que existe una
reduccion de 18% en el porcentaje de error medio cuadratico de prediccion (RMSEP por
sus siglas en inglés), al hacer la comparacion con ¢l modelo que usa solo las medicionces
de espectroscopia NIR.

Como se observo una mejoria en el error de prediccion al usar ambas
mediciones, se disend una serie de experimentos in vivo para aprovechar la ventaja de
combinar ambas técnicas, y asi reducir el error de prediccion.

Al hacer uso de esta técnica conjunta en experimentos in vivo para un cstudio de
10 voluntarios se logré un modelo de prediccion con un error medio cuadratico RMSI:P
de 21.96 mg/dl y un error medio absoluto porcentual MAPE de 13.31 %, el cual es del
mismo orden del que presentan glucémetros portatiles convencionales; estos dispositivos
tienen una desviacion de entre 0.14% y 16.9% [50] cuando se comparan con ¢l método
de laboratorio, lo que lleva a pensar que si se hiciera la calibracion de nuestro método no
invasivo con la referencia de laboratorio podria mostrar un desempenio comparable al de
los glucometros portatiles.

Una desventaja que presenta este método, al igual que otras técnicas no
invasivas, es la necesidad de calibrarse individualmente, ya que no es un mctodo para
medir directamente la glucosa, sino para predecir su concentracion a partir de

mediciones de parametros opticos y eléctricos, y estos varian de un individuo a otro.
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Ahora bien, esta técnica muestra gran potencial para el monitorco continuo de
los niveles de glucosa al lograr la totalidad de estas predicciones dentro del margen de
error clinicamente aceptable, segun el analisis de error de Clarke y por alcanzar una
disminucion en el RMSEP, respecto a trabajos previos donde han desarrollado téenicas

no invasivas para la medicion de glucosa.
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Capitulo 3

METODO EXPERIMENTAL

3.1 Espectroscopia en el cercano infrarrojo

Varios estudios recientes se han enfocado ¢n la posibilidad de utilizar téenicas
espectroscopicas en el cercano infrarrojo (NIR) para monitorear un cambio c¢n la
concentracion de glucosa en el tejido. La base de este método radica en ¢l hecho que un
cambio de indice de refraccion en el fluido extracelular debido a la presencia de glucosa
adicional causa un pequefio cambio en las propiedades de esparcimiento del tejido, cf
cual puede ser detectado por espectroscopia NIR [33].

Todas los experimentos se llevaron a cabo ¢n un espectrometro USB4000-VIS-
NIR (Ocean Optics) el cual estd configurado para efectuar mediciones ¢n ¢l rango de
350 a 1000 nm. El USB4000-VIS-NIR contiene un arreglo lincal CCD dc 3648 pixcles,
cada uno de dimensiones de 8 pm x 200 pm. El espectrometro viene con una rendija de
entrada de 25 um, alcanzando una resolucion optica de aproximadamente 1.5 nm
(FWHM). Su relacion sefial a ruido es de 300:1. La conversion de datos la rcahiza con un
convertidor analogico digital de 16 bits a 3 MHz, mientras que la transmision de ¢stos
hacia la computadora la efectiia via USB 2.0 a 480 Mbps.

Para las mediciones /n vitro se utilizo un sistema de pruebas integrado USB-ISS-
VIS (Ocean Optics), que contiene el espacio para colocar una cubeta de | cm de
longitud de camino optico, en la cual se coloca la solucion a analizar. Tambicn tiene
incluida una fuente de excitacion de tungsteno y LED con un rango espectral de 390 a
2000 nm, mostrado en la figura 3.1 a). Las cubetas empleadas para los experimentos
fueron de plastico, desechables, con un espectro de transmision de aproximadamente
80% , mostrado en la figura 3.1 b) el cual es casi plano en todo el rango del

espectrometro.
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Figura 3. a) Espectro de emision del sistema integrado USB-ISS-VIS, b) Espectro de transmision de la

cubeta de plistico empleada en los experimentos in vitro

Se prepararon 16 muestras de solucidon acuosa con concentracioncs de glucosa ¢n
el rango de 70 a 500 mg/dl, es decir dentro del rango fisioldgico [23]. A cada una de las
muestras se le hizo medicion de absorbancia [24], [25], también llamada atcnuacion o

densidad optica (0.D.) [11] la cual se define como:

)i N\

A=-log, ]J (1
0

Donde:
A = absorbancia
[ = intensidad transmitida

I, = intensidad incidente

Para mediciones practicas es necesario modificar la ecuacion (1) para climinar la
contribucion hecha por el instrumento utilizado, ya que el espcctrometro sicmpre
presenta una sefial eléctrica de 2 a 5 mV [26] en el arreglo de detectores, aunque no
capte nada de fuz, esta lectura se denomina espectro de oscuridad D, y se incluye en la

definicion de absorbancia de la siguiente manera:
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La expresion bdsica que relaciona la intensidad de la luz absorbida con la

concentracion del soluto [24],[25] es la denominada ley de Beer-Lambert:
1
A =~log,, p = é&lc (3)

Donde:
&= coeficiente de extincion molar [I-mol™ -cm™)
/= longitud de camino 6ptico {cm]

¢ = concentracion molar [mol-1"']

Podemos observar que la ecuacion (3) es analoga a la formula para una linca
recta:
y=mx+bh (4)
Donde:
v = valor de las ordenadas para cada punto de datos
m = pendiente de la recta
x = valor de las abscisas para cada punto

b = interseccion de la recta con el eje de las ordcnadas

Al comparar las ecuaciones (3) y (4) se observa que una grafica con absorbancia
en el eje de las y vs. concentracion en el eje de las x, deberia dar una linca recta con una
pendiente de & y una interseccion de cero. Para el andlisis de la concentracion de
glucosa, se puede hacer esta curva de calibracion al medir la absorbancia de una serie de
soluciones conocidas a cierta longitud de onda donde se presente un pico de
absorbancia. Para predecir la concentracion desconocida simplemente se divide la
absorbancia medida para la muestra desconocida entre la pendicnte de la curva de
calibracion. Sin embargo al graficar las mediciones in vitro, se observa en la figura 3.2
que no se obedece la relacidn lineal de la ley de Beer—Lambert entre absorbancia y
glucosa, lo que puede atribuirse a fluctuaciones en el funcionamiento del mstrumento o a

la precision al preparar las muestra, debido a la bajisima concentracion de las soluciones.
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Figura 3.2 Grifica de absorbancia contra concentracion llamada curva de calibracion

Debido a la pobre correlacion entre las mediciones de absorbancia y la curva de
ajuste de la ley de Beer—-Lambert para poder predecir estas concentraciones de glucosa
se tuvo que recurrir a técnicas de analisis multivariante como se explica en la seecion
3.3.

Como fuente de excitacion para las mediciones in vivo s¢ empled una lampara de
tungsteno—halégeno LS-1 (Ocean Optics) optimizada para el visible y cercano infrarrojo,
capaz de proveer un amplio espectro de emision de radiacion electromagnética [12] que
abarca desde los 360 hasta los 2500 nm con ura potencia de salida de 6.5 W y sc
muestra en la figura 3.3.
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Figura 3.3 Espectro de emision de la lampara de tungsteno—halogeno LS-1
.
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En el presente estudio se emplea una sonda de reflectancia R200-7-VIS/NIR
(Ocean Optics). Esta sonda posee una punta ergonomica formada por un cihindro de
acero inoxidable de 4" de diametro externo y 37 de longitud, que alberga en su interor
7 fibras oOpticas de silice. Cada fibra tienc un diametro de 200 pm, apertura numcrica NA
= (.22, y estan optimizadas para transmutir desde el visible hasta el infrarrojo cercano

(400 — 2000 nm). Un haz de seis fibras colocadas ¢n forma de anillo levan la luz desde

°
la fuente hasta la piel y la luz reflejada se recolecta por medio de la fibra central, como
se indica mediante la figura 3.4. Para mantener fija la distancia de la sonda respecto al
lugar de medicion se utilizo como separador un cilindro hueco de aluminio, se fij0 con
un tornillo, a la vez protegiendo a la fibra de interferencia por la luz externa.
s i ] :
300 i, 200 uh 200
|
.
{  Deteccion
‘_’/
1 [luminacion
Figura 3.4 Acomodo de las fibras Opticas en la sonda de reflectancia R200-7-VIS/NIR.
Antes de cada medicidon se tomod un espectro de referencia para normalizar, sc
empled un cilindro de teflon ya que es el mismo material que emplean los estandares de
° reflectancia comerciales. En la figura 3.5 se muestra un esquema dcl arreglo
experimental para llevar a cabo estas mediciones Opticas.
®
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Figura 3.5 Arreglo experimental utilizado en las mediciones de reflectancia.

Para efectuar la prediccion de niveles de glucosa a través de las mediciones de
reflectancia en el cercano infrarrojo se llevo a cabo una serie de prucbas de tolerancia a
la glucosa oral (OGTT por sus siglas en inglés) e¢n diez sujetos sanos. La poblacion que
participo en el experimento tiene las siguientes caracteristicas (media £ desviacion
estandar): edad 26.1 = 3.7 anos, indice de masa corporal 25.24 + 3.67 kg/ml’. Ll
protocolo de prueba consistio en un periodo de ayuno de aproximadamente & horas,
luego del cual se hizo la primera puncion para tener una medicion de referencia, en
seguida se¢ les suministré via oral 100 gramos de glucosa disueltos en 300 ml de agpua
[21] [41] [47]; después de esta ingesta se hicieron otras trece mediciones, cada 15
minutos. Para obtener cada espectro de retflectancia se promediaron 100 mediciones con
un tiempo de integracion de 40 ms, la reflectancia esta definida como:

R = /- D),
[o - D}.
Donde:
R = reflectancia
[ = intensidad de 1a luz reflejada por la muestra

Iy = intensidad de la luz reflejada por el estandar

D, = espectro de oscuridad



La figura 3.6 muestra los catorce espectros de reflectancia que se tomaron para
un mismo voluntario durante el experimento.

Las mediciones invasivas de referencia con las cuales se hace la calibracion sc
efectuaron con un glucometro portatil Accu-Check®© (Roche), instrumento que ticne un
rango de medicion de 10 — 600 mg/dl, con un limite de deteccion de 10 my/di, este
instrumento presenta un error estandar de 12.2 mg/dl [27] al compararsc con ¢l método
de hexoquinasa para un rango entre 13.1 y 572.1 mg/dl. Cabe mencionar que ¢l aparato
mide la concentracion de glucosa a nivel capilar, la cual es significativamente mas alta
que la glucosa en sangre venosa después de una ingesta oral de glucosa [28] ¢n un
promedio de 32.4 mg/dl, para mediciones entre 15 y 90 minutos posteriores a dicha

ingesta [29].
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Figura 3.6 Espectros de reflectancia para diferentes concentiaciones de glucosa en un mismo sujeto,

3.2 Mediciones de impedancia eléctrica

Dentro de los enfoques no 6pticos para predecir concentracion de glucosa, la
espectroscopia de impedancia eléctrica, también llamada cspectroscopia dieléctnea, se
utiliza ampliamente. Varios reportes describen el uso de sistemas de deteccion basados
en impedancia para el monitoreo no invasivo de la glucosa [15] - [17]. Se menciona que

los cambios dentro de los niveles fisiolégicos de glucosa no afcctan dircctamente cl



espectro dieléctrico de la piel y el tejido subyacente en un amplio espectro de frecuencia,
Por lo tanto, la concentracion no podria medirse directamente por medio de la
espectroscopia dieléctrica. Sin embargo, los cambios en la concentracion de glucosa
conducen a cambios en el balance electrolitico de la sangre, de las células y del fluido
intersticial tanto en sujetos sanos como en pacientes con diabetes [31]. Los cambios
resultantes en la conductividad de CA y CD pueden medirse a través de cspectroscopia
de impedancia. No obstante, existen resultados parcialmente contradictorios, que
mencionan que la glucosa afecta directamente los parametros de mmpedancia de
soluciones acuosas, especialmente en frecuencias menores a la banda de los MHz y que
el cambio es mas evidente en la magnitud de la impedancia [32].

En la primera serie de experimentos se determino la concentracion de glucosa ¢n
soluciones mediante mediciones de fase de impedancia, ya que la magnitud de la
impedancia no presenté cambios tan evidentes como ocurrio con el espectro de fase, ¢l

cual si mostro cambios evidentes, tal y como se aprecia en la figura 3.8.

Analizador de Impedancia HP4192A
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Adaptador HP16047A 7 | )

Figura 3.7 Arreglo experimental para mediciones de impedancia in vitro.

El arreglo experimental de la figura 3.7 se basa en un analizador de impedancias
HP4192A (Hewlett-Packard), el cual puede trabajar en una rango de frecuencias desde 5

Hz hasta 13 MHz con una resolucion maxima de | mHz. El rango de medicion del valor
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absoluto de la impedancia |Z| es de 0.1m€ a 12999Q); para el angulo de fasc 0 ¢s desde -
180° hasta +180°, con una precision de 0.1%.

La solucién acuosa de glucosa sc utiliza como dieléctrico en una celda capacitiva
de placas paralelas con un drea de 2.56 cm” y una separacion entre placas de 63.5 mm, la
cual se conecta al adaptador HP16047A (Hewlett-Packard) de modo quc nuestra celda
de dos terminales se pueda medir con el analizador que emplea cuatro puntas para
determinar la impedancia. Los datos de la medicion s¢ transmiten a la computadora, via
la interfaz IEEE-488. El rango de los MHz se ve limirado por el propio istrumento. Un
total de 241 mediciones por muestra se efectuaron en este intervalo, con pasos de 50
kHz.

Los espectros de fase de impedancia se grafican en la figura 3.8 , donde pucde
observarse que el angulo de fase varia notoriamente de acuerdo a la concentracion dc
glucosa, lo que no ocurre con el espectro de la magnitud de impcedancia, en donde sc
traslapan los espectros correspondientes a diferentes concentraciones, como asi sc
aprecia en la figura 3.9, y por consiguiente no se pueden emplear estos cspectros de

magnitud de impedancia para encontrar la concentracion de glucosa.
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Figura 3.8 Espectros de fase de impedancia para diferentes concentraciones de glucosa in vitro [34].
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Figura 3.9 Espectros de magnitud de impedancia para diferentes concentraciones de glucosa in vitro,

En la serie de experimentos in vivo se utilizd un analizador vectonal de
impedancias VIA Echo 2500 (AEA Technologies) con un rango en frecuencia de | MHz
— 2.5 GHz, un rango de impedancia de 2 — 2000 €, con una resolucion d¢ | KHz. Los
electrodos desechables se fijaron en la parte interma del antebrazo izquierdo de cada
voluntario, como el arreglo experimental descrito en la figura 3.10. Se empleo una
caracteristica que tiene este instrumento, denominada cable nulling, la cual sirve para
eliminar los efectos del cable en la medicion, de modo que la linea de transmision que se
conecta de los electrodos hacia el analizador vectorial de impedancias no afecte cl
experimento. El rango empleado fue de 1 — 200 MHz, el cual se ¢ligio para no tener
problemas con la polarizacion de los electrodos y minimizar la contribucion dc la
humedad en el tejido humano, ya que en este intervalo de frecuencias la piel presenta
propiedades dieléctricas muy similares independientzmente de su contenido de humedad
[31]. El espectro obtenido consistio de 251 puntos en el rango con una diferencia de 800
KHz entre cada medicion. Estos catorce espectros de impedancia, capturados para cada

voluntario se grafican en la figura 3.11. Para desarrollar el modelo de prediccion sc
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utilizd el espectro de fase de impedancia ya que muestra una mayor varacion

relacionada con cambios en la glucosa que el espectro de magnitud de impedancia [34].

Analizador Vectorial de Impedancia

-
: ALY
N | Lo
TN ~ A \ A

RV ¥
|
Computadora

Re(Z) (2]

121 0]
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;

Electrodos

Figura 3.10 Arreglo experimental para espectroscopia de impedancia clcetrica.
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Figura 3.11 Espectros de impedancia para diferentes concentraciones de glucosa enun mismo sujeto.
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33 Analisis multivariante: Regresion por minimos cuadrados parciales

Para analizar los datos espectrales obtenidos, se emplearon mdétodos de analisis
multuivariante. Estas técnicas de analisis multivariante se utilizan para medir fa
concentracion de un componente dentro de una mezcla compleja. Uno de las téemcas
mas conocida es la regresion por minimos cuadrados parciales (PLS por sus siglas en
inglés), inventada y popularizada por Wolde en 1975 [35]. Es un método de calibracion
que es capaz de relacionar la concentracion de elementos directamente con los espectros
medidos, enfatizando en la prediccion de {as concentraciones pero no necesartamente en
la comprension de las relaciones existentes entre las variables [30]

Su ventaja radica en la baja sensibilidad a las impurezas y al empleo de todos los
datos espectrales que describen cierta muestra, por consiguiente ¢s bastante tolerante a
datos tomados con baja resolucion, con ruido o con artefactos, los cuales se pucden
emplear con €xito en el analisis multivariante. l.a principal desventaja ¢s que al ser un
algoritmo iterativo las operaciones matematicas son pueden llegar a scr laboriosas [25].

Sin embargo existen paquetes comerciales de computo que facilitan csta tarca
como The Unscrambler (Camo Software AS), que se empled en este trabajo, ya que ¢l
desarrollar un programa para la regresion por PLS esta fuera del alcance de esta tesis. L
principal proposito de este paquete es proveer herramientas para analizar datos
multivariantes, nos permite encontrar la relacion entre una matriz de respuesta y su
matriz de factores de prediccion, y asi de este modo estimar la concentracion de un
componente en una mezcla a partir de datos espectrales que describan la mezcla.

El proceso de calibraciéon se llevo a cabo de manera individual, ¢s decir
desarrollando un modelo de prediccion para cada sujeto, empleando 14 muestras de
sangre. Las variables espectrales, reflectancia € impedancia se introdujeron cn una
matriz X, en la que el nimero de filas es igual al numero de muestras (14) y ¢l numero
de columnas es igual al nimero de variables, o sea el nimero de puntos que conforman
cada espectro tomado: 251 de impedancia + 1675 de reflectancia = 1926 puntos. Lsta
matriz X es llamada matriz de datos. Las concentraciones relacionadas con cada espectro
se forman en una matriz Y con el mismo numero de filas (14) y con una sola columna,

ya que se quiere predecir la concentracion de un solo componente, glucosa en este caso.
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La regresion por PLS encuentra las componentes de X que son relevantes para Y.
Asi, el método PLS busca un conjunto de componentes, llamado vectores latentes, que
lleven a cabo una descomposicion simultanea de X e Y, con la restriccion que cstas
componentes expliquen tanto como sea posible la relacion entre X ¢ Y. Asi la matniz de
datos independientes se descompone como X = TP'. Por analogia con el anahsis de
componentes principales (PCA) a T se le denomina matriz de variables latentes o scores,
y a P se le llama matriz de cargas o loadings. De manera similar Y se estima con la
relacion Y = TBC' donde C es la matriz de pesos (weights) de la varable dependicente y
B es una matriz diagonal con los coeficientes de regresion como clementos de la
diagonal. Notese que en general Y no es igual a Y, sino que unicamente ¢s una
estimacion [37].

El método de regresion por PLS comprime las variables originales en un nimero
de variables latentes. La primera variable latente tiende a describir la vananza
sistematica en los datos, es decir la relacion entre espectros y concentraciones, y en
menor medida al ruido. Conforme el nimero de variables latentes se incrementa, la

contribucion del ruido también aumenta. Por consiguiente, es importante ¢

cgIr un
numero optimo de variables latentes, de modo que nuestro modelo tenga una bucna
capacidad de prediccion. Esta optimizacion s¢ calcula principalmente cuando cl crror

medio cuadratico de prediccion RMSEP [36] definido en la ecuacién (6) es minimo.

RMSEP = & (6)

Donde:

y; = valores de referencia
Wi

n = numero de pares de datos evaluados

valores de prediccion

Este valor de RMSEP es una medida de la diferencia entre los valores de

concentraciones conocidas y los predichos por el modelo. El calculo del RMSEP se
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realizé mediante una validacion cruzada, ya que se¢ tiene solamente un namero himitado
de muestras (n = 14) para construir y validar la calibracion. En la validacion cruzada se
excluye una muestra del conjunto de datos de calibracién y se construye ¢l modclo con
los datos restantes. Entonces se predice el valor para esta muestra que fue excluida y sc
calculan las desviaciones. El proceso se repite con las muestras restantes, hasta que todas
hayan sido excluidas una sola vez; entonces todas las desviaciones s¢ combiman para

calcular el RMSEP [39].

Otra medida de la capacidad de prediccion es el error medio absoluto porcentual

MAPE [3§], definido como:

Mape=""03 % =0
n =1 )')1 +.«0i (7)

2

Aunque esta medida del error de un modelo de prediccion presenta scrios
problemas cuando el valor medido es cero [40], se puede emplear sin ningun problcma
por el rango fisioldgico de la glucosa (40 — 400 mg/dl) [ 1] en cl que se esta trabajando.

Para mejorar la capacidad de prediccion de nucstro modelo de regresion por PLS
se procesaron los espectros: al de impedancia eléctrica se derivo dos veces de modo que
la presencia de picos se hiciera mas evidente [35], como lo senala la figura 3.12. I'n ¢l
caso de los espectros NIR el proceso fue primero transformar los espectros mediante
SNV (Standard Normal Variate), definida en (8) y cuyo efecto practico cs ¢l climinar
efectos de esparcimiento en estos datos espectrales [39]; después se¢ aplico un hltro
Gaussiano para reducir el efecto del ruido [35] en nuestras mediciones, como lo muestra

la figura 3.13.
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Donde:

X, (SNV) = Valor corregido de cada punto espectral.
X, , = Valor medido de cada punto espectral.

X, = Media aritmética de los datos espectrales de la i-ésima muestra.
o(X,) = Desviacion estandar de los datos espectrales de la 1-ésima

muestra.

0 [deg]

0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 1.4 1.6 1.8 2

® f[Hz] < 10°

—_
o
~

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
(Ira 10"

Figura 3.12 a) Espectro de fase de impedancia y b) su segunda derivada.
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Figura 3.13 a) Espectro de reflexion NIR, b) el resultado de aplicar SNV, y ¢) un filtrado gaussiano,
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Capitulo 4

RESULTADOS

En el estudio realizado in vitro se hizo una regresion mediante PLS con tres
conjuntos de datos: el primero de ellos consta de doce espectros NIR, capturados ¢n los
experimentos de Facundo Ruiz er al. [36], el segundo estd conformado por doce
espectros de impedancia eléctrica que describen las soluciones de glucosa a las mismas
concentraciones, mientras que el ultimo conjunto de datos se constituyd por la
combinacion de los dos anteriores. Se demuestra asi que al utilizar datos generados de
diferentes mediciones, unas Opticas y las otras eléctricas, se mejora la capacidad dc
prediccion del modelo, ya que el RMSEP se reduce en un 18% al descender de 872.41
mg/dl hasta 659.15 mg/dl, como se sefala en la tabla II. En la figura 4.1 se muestra la
correlacion entre los valores predichos por el modelo y los valores de referencia, es decir

la concentracion indicada por el glucometro.

10000 - -
®
9000 RMSEP = 659.15 mg/d!
®
— 8000 MAPE = 15.61%
3 °
®
E 7000 o
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]
8 6000
3 °
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° 5000 °
©
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9 4000
o
£ °
S 3000
Q
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o)
O 2000 P
‘ ®
1000 ¢
®
0 :
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentracion de referencia [mg/dl]
Figura 4.1 Correlacion entre los valores predichos y los valores de referencia para mediciones o vifro.
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TABLA TT

COMPARACION DE TECNICAS IN VITRO

RMSEP (mg/dl) MAPE (%)

Espectroscopia NIR (850-1740nm) 872 41 28 13
Espectroscopia de impedancia (1-13 MHz) 807.15 18 78
Datos combinados de ambas técnicas 659 15 1561

La figura 4.2 ilustra la prueba de respuesta a la glucosa oral y muestra los perfiles
de glucosa vs. tiempo para todos los sujetos que participaron en el experimento; ¢n esta
grafica se observa el comportamiento que tiene la concentracion capilar al ingerir la
carga de glucosa en ayunas. Cada punto corresponde a un valor indicado por cl

glucometro para la muestra de sangre .
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Figura 4.2 Concentraciones de glucosa capilar durarte la prueba de respuesta a la glucosa.
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Se desarrollé un modelo de prediccion para cada individuo de mancra individual,
ya que las propiedades dielectricas y opticas varian de sujeto a sujcto y asi no seria
posible generalizar un modelo valido para toda la poblacion, esta ¢s una desventaja que
presenta la medicion indirecta de glucosa a través de mediciones eléctricas — opticas.
Este modelo se construyo con las 14 muestras tomadas durante esta prucba de respuesta
a la glucosa, mediante el método de validacion cruzada. La tabla I1l muestra un resumen
con los resultados de la regresion para todos los sujetos, mientras que la figura 43
muestra los valores de glucosa capilar de un sujeto, que fueron obtenidos con el modcelo
de regresion por PLS, haciendo la comparacion con los valores reales; es posible
observar como los datos del modelo se aproximan bien a los de referencia, excepto en el

penultimo dato que se aleja 38.22 mg/dl del valor marcado por el glucometro

TaBLa 111

RESUMEN DE RESULTADOS DEL MODELO DE REGRESION

RMSEP (mg/dl) MAPL (%)
Sujeto | 27.44 18.58 )
Sujeto 2 17.87 11.58
Sujeto 3 18.08 10.77
Sujeto 4 20.41 13.05
Sujeto 5 27.91 17.27
Sujeto 6 21.14 13.39
Sujeto 7 16.25 9.13
Sujeto 8 21.25 12.89
Sujeto 9 23.56 13.29
Sujeto 10 22.58 13.16
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Figura 4.3 Perfiles de glucosa para un sujeto dado.

Los resultados de validacion cruzada para la serie de cxperimentos in vivo sc
resumen en la figura 4.4 que muestra como la mayoria de los datos arrojados por ¢l
modelos de prediccion se encuentran dentro de la frontera de error de 15%.
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Figura 4.4 Resultados de validacion cruzada para todos los sujetos. La linea continua representa la linca
tedrica de regresion de 45°. Las lineas punteadas representan fronteras de error de 157,
®
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Con este modelo de prediccion creado a partir de una calibracion individual sc
logré un error de prediccion (RMSEP = 21.96 mg/dl) el cual es menor al publicado ¢n
trabajos previos [9] [12] [16] [21] [42] [45] [46] [47].

Se han empleado métodos estadisticos para describir el desempeno del mcétodo
no invasivo para medicion de glucosa, como el RMSEP y MAPE; pero ademas de estas
descripciones del error de prediccion es posible utilizar la rejilla de Clarke [43], [44]
para presentar los datos. Esta rejilla es un diagrama cartesiano en el cual los valores
generados por el método no invasivo se despliegan en el eje y, mientras que los valores
tomados del método de referencia, es decir el glucometro se despliegan en ¢l ¢je x. La
diagonal de 45° con linea punteada representa una perfecta prediccion. La rejilla de
Clarke se encuentra dividida en cinco zonas A — E. La zona A contiene los valores de
glucosa que se alejan de los valores de referencia en < 20% o los que se encuentran cn ¢l
rango hipoglucémico (< 70 mg/dl) cuando los valores de referencia también estan c¢n ¢l
rango hipoglucémico. Los valores dentro del rango de la region A son clinicamente
exactos. La zona B se situa por encima y por debajo de la zona A; esta region conticne
los datos con errores benignos. Los valores que se localizan en las zonas A y B son
clinicamente aceptables, en cambio los que se encuentran en las regiones C, D y [ son
potencialmente peligrosos y existe la posibilidad de cometer fallas significativas
clinicamente [44].

Los resultados del experimento se presentan en la figura 4.5. El 77.857% de los
valores obtenidos en el experimento in vivo se encuentran en la zona A clinicamente
exacta y un 22.143% se localiza en la zona B de errores benignos. Ningun valor sc

encontrd en las zonas C, D o E clinicamente inaceptables.

47



400
E C B
350
= 300
g
© 250 B
<
L
© .
o
a 200 AR
. 8 ° * : o= ¢
3 i
— S e g®
R I I
g RS R,
5 o oo D
o 100 *
»
50
A C E
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentracion de Referencia [mg/dl]
. Figura 4.5 Analisis de error de Clarke para todas las mediciones in vivo(n = 140).
®
@

48




Capitulo 5

CONCLUSIONES

5.1 Conclusiones

Con la utilizacion de dos clases diferentes de mediciones espectroscopicas, ¢s
decir de impedancia eléctrica y de reflectancia se ha demostrado que es posible construir
un modelo de prediccion de concentracion de glucosa en una solucion acuosa
consiguiendo ademas una mejor precision que al utilizar los datos recolectados de forma
independiente.

Al aplicar esta técnica conjunta a una poblacion de individuos sanos y haciendo
el modelo de calibracion de forma individual se logré un error de prediccion (RMSEP =
21.96 mg/dl) menor al publicado en trabajos previos.

Como se obtuvo la totalidad de los resultados de prediccion dentro de las
regiones A (77.86%) y B (22.14%) de la rejilla de Clarke, s¢ puede concluir que cl
método es clinicamente valido, aunque se deben hacer mas estudios para determinar
durante cuanto tiempo tendria validez la calibracion realizada para un mismo sujcto.

Este método conjunto, no invasivo presentd un error porcentual (MAPE =
13.31%) similar al que tienen los glucometros convencionales, que tienen una
desviacion de entre 0.14% y 16.9% cuando se ccmparan con el método de laboratorio
[50]; en consecuencia, la técnica conjunta promete ser una opcion para monitorear
continuamente los niveles de glucosa en pacientes que se encuentren inmovilizados, por
ejemplo al encontrarse bajo terapia intensiva.

Esta practica frecuente de monitoreo de niveles de glucosa se¢ menciona el
protocolo de Portland [48] y se recomienda para asi tener un control de glucosa estricto
[49] y de esta manera evitar riesgos de infeccion en la cirugia.

Después de una calibracion donde se toman las mediciones de referencra de
forma invasiva, el método desarrollado se puede aplicar de manera frecuente sin extracr
una sola gota de sangre al paciente y por lo tanto sin lastimarlo, reduciendo asi también

el riesgo de hematomas o infeccion por las punciones.
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5.2 Trabajo a futuro

Como este método se valido unicamente con voluntarios sanos, sc¢ tendria que
aplicar a una poblacion de pacientes diabéticos para determinar su vahdez, lo que seria
posible debido a que la prueba de tolerancia a la zlucosa oral que efectuamos para la
calibracion es un prueba aceptada y segura [51]. A pesar de que la calibracion es ¢l
mayor inconventente de la técnica conjunta optica — eléctrica, las mediciones que
usualmente se tienen que hacer los diabéticos (de 4 a 7 al dia [5]) pucden servir como
referencia para el modelo, para posteriormente emplear el método no nvasivo.

Los valores que se tomaron de referencia para la calibracion se llevaron a cabo
en condiciones relativamente controladas: un periodo de tiempo no mayor a 3 horas, una
temperatura y humedad mas o menos estables, el voluntario se abstuvo de moversce al
momento de tomar los espectros de impedancia eléctrica y reflectancia NIR, la
humectacion de la piel no debio de haber cambiado considerablemente, ya que los
voluntarios no presentaron sudoracion evidente; por consiguiente se tendria que hacer un
estudio clinico durante un periodo de tiempo considerablemente largo para determinar s
el modelo generado el dia de la calibracion individual sigue siendo vahdo dias, scmanas
o meses despugs.

Otra actividad dentro del trabajo a futuro es efectuar las medictones bajo
diferentes condiciones de temperatura o de humedad, ya que estas condiciones hacen
variar las propiedades dieléctricas y opticas del tejido, lo que modificaria
sustancialmente la capacidad de prediccion del modelo. Al tomar en cuenta estas
variaciones se podria desarrollar un modelo mas robusto que se pueda aplicar ¢n

condiciones menos controladas.
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