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Resumo 
 

A Lesão Renal Aguda (LRA) é uma condição grave com elevado risco de progressão para 

Doença Renal Crónica (DRC), especialmente quando não detetada precocemente. Este 

trabalho investiga o uso de técnicas optoelectrónicas, nomeadamente a espectroscopia de 

fluorescência e Raman, como métodos inovadores e não invasivos para a identificação de 

biomarcadores em amostras de urina. A espectroscopia de fluorescência demonstrou-se 

altamente eficaz na deteção de padrões espectrais relacionados com biomarcadores como a 

creatinina, permitindo diferenciar claramente amostras de indivíduos saudáveis e de pacientes 

com DRC. Esta abordagem, ao fornecer informações detalhadas sobre a concentração e 

presença de biomarcadores na urina, tem o potencial de revolucionar o diagnóstico precoce 

de doenças renais, permitindo intervenções terapêuticas mais rápidas e precisas. Com base 

nos resultados obtidos, as técnicas optoelectrónicas mostram grande viabilidade para futuras 

aplicações clínicas no diagnóstico de LRA e DRC. 

 

Palavras-chave: Lesão Renal Aguda, Doença Renal Crónica, Espectroscopia de 

Fluorescência, Espectroscopia Raman, Biomarcadores, Diagnóstico Não Invasivo. 
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Abstract 
 

Acute Kidney Injury (AKI) poses a significant risk of progressing to Chronic Kidney Disease 

(CKD), especially when early detection is delayed. This study explores the use of 

optoelectronic techniques, particularly fluorescence and Raman spectroscopy, as innovative 

and non-invasive methods for identifying biomarkers in urine samples. Fluorescence 

spectroscopy proved highly effective in detecting spectral patterns associated with key 

biomarkers such as creatinine, enabling clear differentiation between healthy individuals and 

patients with CKD. By providing detailed insights into the concentration and presence of 

biomarkers in urine, this approach has the potential to revolutionize early renal disease 

diagnostics, allowing for faster and more precise therapeutic interventions. Based on the 

results, optoelectronic techniques demonstrate strong viability for future clinical applications in 

the diagnosis of AKI and CKD. 

 

Keywords: Acute Kidney Injury, Chronic Kidney Disease, Fluorescence Spectroscopy, Raman 

Spectroscopy, Biomarkers, Non-Invasive Diagnosis. 
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Capítulo 1 . Introdução 
 

A Lesão Renal Aguda (LRA) é uma condição caracterizada por uma perda abrupta e 

geralmente reversível da função renal, com um aumento significativo dos riscos de 

mortalidade e de progressão para doença renal crónica (DRC). No entanto, os métodos de 

diagnóstico atuais, baseados principalmente na medição da creatinina sérica (SCr), são 

insuficientes para uma deteção precoce e eficiente da LRA, uma vez que os níveis de SCr 

podem permanecer normais nas fases iniciais da lesão. Essa limitação pode atrasar o 

tratamento, aumentando a probabilidade de complicações, como progressão para 

insuficiência renal crónica ou necessidade de diálise. Consequentemente, é fundamental 

desenvolver métodos de diagnóstico mais sensíveis, capazes de identificar precocemente os 

biomarcadores indicativos da LRA, reduzindo os impactos clínicos e sociais desta condição 

(Bellomo et al., 2012). 

A LRA afeta principalmente pacientes hospitalizados, sobretudo em unidades de cuidados 

intensivos, com uma prevalência que pode atingir 30%. Apesar da sua elevada incidência e 

dos avanços na medicina, a dificuldade de deteção precoce resulta na perda de oportunidades 

para uma intervenção terapêutica mais eficaz, colocando em risco a vida dos pacientes 

(Bellomo et al., 2004). 

O presente estudo propõe o uso de técnicas optoelectrónicas, como a espectroscopia de 

fluorescência e a espectroscopia Raman, para a deteção não invasiva de biomarcadores 

associados à LRA. Essas técnicas são capazes de analisar amostras de urina e identificar 

variações espectrais que correspondem à presença de biomarcadores específicos, como a 

creatinina e no futuro a lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos (NGAL) (Bellomo et 

al., 2012; Fantoni et al., 2024). 

A espectroscopia de fluorescência permite monitorizar a emissão de luz em diferentes 

comprimentos de onda, proporcionando informações detalhadas sobre a concentração de 

biomarcadores fluorescentes na urina. Por outro lado, a espectroscopia Raman oferece uma 

"impressão digital" molecular, permitindo a identificação precisa da composição química das 

amostras. Ambas as técnicas, quando aplicadas de forma combinada, podem aumentar a 

sensibilidade e a especificidade na deteção de LRA, ao identificar variações mínimas nas 

amostras de urina que seriam impossíveis de captar por métodos tradicionais (Lakowicz, 

2006; Vandenabeele, 2013). 



2 
 
 

 

Essas técnicas, além de serem não invasivas, também são economicamente viáveis para a 

implementação em ambiente clínico, podendo revolucionar o diagnóstico precoce da LRA e 

DRC e, por conseguinte, melhorar os desfechos clínicos. Com base em resultados 

preliminares, é possível observar diferenças significativas nos espectros de fluorescência e 

espectros Raman entre amostras de urina de indivíduos saudáveis e de pacientes com LRA 

ou DRC, indicando o potencial dessas ferramentas na prática médica (Fantoni et al., 2024). 

O desenvolvimento desta abordagem inovadora permite facilitar a implementação de métodos 

de diagnóstico mais rápidos e precisos, assegurando que os profissionais de saúde possam 

intervir mais cedo, reduzindo o risco de complicações graves associadas à LRA. O impacto 

desta tecnologia poderá ser vasto, melhorando a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo 

custos hospitalares e contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas de saúde (Bellomo et 

al., 2012; Fantoni et al., 2024). 

1.1. Motivação 

A LRA é uma doença que comporta riscos graves para a saúde do paciente, incluindo 

insuficiência renal crônica e morte. Por isso, é vital diagnosticá-la o mais cedo para minimizar 

os riscos associados a complicações renais. A maior parte dos métodos de diagnóstico atuais 

são invasivos ou inadequados, dado que estes podem não ser suficientemente sensíveis ou 

específicos para descobrir a LRA desde o início. 

É por isso que encontrar métodos de diagnóstico alternativos e menos invasivos é pertinente. 

A espectroscopia de fluorescência e a espectroscopia Raman são a solução correspondente. 

Estas técnicas optoelectrónicas exploram as características moleculares de substâncias 

examinadas na urina e ajudam a identificar os biomarcadores correspondentes à LRA e DCR. 

Este trabalho destina-se ao estudo do potencial da aplicação de espectroscopia por 

fluorescência e Raman na análise de urina de doadores voluntários. Para tal pretende-se 

comparar espectros a fim de descobrir as variações espectrais entre a urina de doadores 

voluntários saudáveis e diagnosticados com LRA ou DCR. O futuro desenvolvimento da 

hipótese pode revolucionar a abordagem utilizada para detetar a LRA, facilitando o 

diagnóstico e, como resultado, aperfeiçoando os parâmetros dos resultados clínicos e vida 

diária dos pacientes. Esse trabalho apoia a iniciativa mais ampla de desenvolvimento e 

implementação de métodos de diagnóstico inovadores. 
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1.2. Objetivos 

Os objetivos deste trabalho centram-se na exploração e validação de métodos 

optoelectrónicos de análise para a deteção precoce de biomarcadores associados a doenças 

renais, como a LRA e a doença renal crónica DRC. A necessidade de técnicas não invasivas 

e mais sensíveis para diagnóstico motivou a aplicação da espectroscopia de fluorescência e 

Raman como ferramentas principais para a análise de amostras de urina. Através destas 

técnicas, pretende-se obter uma correlação fiável entre os padrões espectroscópicos e a 

presença de biomarcadores clínicos relevantes, contribuindo assim para a melhoria do 

diagnóstico e monitorização de patologias renais. 

Deste modo, os principais objetivos desta investigação são: 

1. Confirmar laboratorialmente a correlação das propriedades espectroscópicas óticas 

da urina humana para a deteção de biomarcadores específicos ou padrões 

característicos causados pela presença de múltiplos biomarcadores. 

2. Validar a deteção de biomarcadores comuns como a creatinina sérica (SCr) e a 

cistatina C (Cys C), e no futuro a lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos 

(NGAL), através da análise espectroscópica. 

3. Realizar análises de urina utilizando técnicas de espectroscopia de fluorescência e 

Raman para identificar os padrões de biomarcadores. 

4. Comparar os resultados obtidos com dados clínicos, proporcionando conclusões 

valiosas sobre a incidência dos biomarcadores e a sua relação com a presença de 

doenças como LRA e DRC. 

5. Desenvolver uma abordagem inovadora para o diagnóstico não invasivo de doenças 

renais, aplicando técnicas optoelectrónicas para facilitar a identificação precoce de 

biomarcadores. 

6. Avaliar a precisão das técnicas de espectroscopia de fluorescência e Raman na 

análise de amostras biológicas e seu potencial na prática clínica. 

Este conjunto de objetivos orienta a investigação para fornecer soluções tecnológicas e 

científicas que permitam melhorar a precisão no diagnóstico das doenças renais, abrindo 

novas possibilidades para a prática clínica. 
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1.3. Organização da tese 

O presente documento está organizado em 5 capítulos, os quais descrevem toda a evolução 

do projeto, desde os fundamentos teóricos até à parte prática referente à análise de amostras 

e respetivos resultados. 

O capítulo 1 oferece uma breve introdução ao projeto, explicando os objetivos e metodologias 

do trabalho realizado. 

Nos capítulos 2 e 3 é apresentado o estado da arte, onde se discute a literatura existente 

sobre o tema e se introduzem os conceitos chave para a compreensão deste estudo. 

O capítulo 4, correspondente aos materiais e métodos, abrange toda a parte experimental do 

projeto em questão, desde o equipamento utilizado, passando pelo procedimento da técnica 

até à caracterização das amostras analisadas. 

No capítulo 5 são apresentados e discutidos os resultados obtidos através da análise dos 

espectros obtidos. 

Finalmente, no capítulo 6 são elaboradas as conclusões finais do trabalho de investigação, 

respondendo aos objetivos propostos, e são apresentadas as perspetivas de melhorias 

futuras a serem realizadas neste âmbito. 
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1.4. Contribuições da tese de mestrado 

O presente projeto de pesquisa faz parte de uma parceria entre o Instituto Superior de 

Engenharia de Lisboa (ISEL) com o departamento de investigação em nefrologia do centro 

hospitalar de Setúbal. 

Esta tese encontra-se envolvida no projeto LUMINA (Light Based Urine Monitoring and 

Analysis), financiada pelo programa IDI&CA 2023 do IPL, que resultou na publicacação de um 

artigo com o título “The LUMINA setup for a light-based urine monitoring and analysis” (Fantoni 

et al., 2024).  

O presente estudo provém da continuação de uma outra ideia, sendo esta a deteção de 

proteínas na urina através de um sensor portátil, vencedora do 1º prémio do concurso ACE 

2023 e do 3º prémio do concurso H-INNOVA. 

Com este desafio procura-se uma nova forma de aprendizagem e de contacto com novos 

equipamentos, como neste caso, o espectrofluorímetro e espectroscópio Raman. Além disso, 

pretende-se facilitar o diagnóstico de doenças do foro nefrológico. 
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Capítulo 2 . Biomarcadores 

 

A quantificação, no plasma e/ou na urina, de moléculas endógenas de baixo peso molecular, 

que são livremente filtradas pelo endotélio capilar, pode ser utilizada clinicamente para estimar 

a taxa de filtração glomerular (TFG). Níveis séricos elevados destes biomarcadores podem 

indicar (I) lesão renal constitucional ou adquirida, pela afetação glomerular ou tubular como 

ocorre na DRC, ou (II) perda abrupta da função renal que pode ser lesão intrínseca ou 

transitória da função tubular, que ocorre na LRA (S. R. Vaidya & Aeddula, 2024). 

A DRC ocorre devido à perda progressiva da função renal. Esta é  definida, como a presença 

de lesão renal ou uma taxa de filtração glomerular estimada (TFGe) inferior a 60 ml/min/1,73 

mt2, persistindo por 3 meses ou mais, independentemente da causa (“Chapter 1: Definition 

and Classification of CKD,” 2013) A lesão renal refere-se às anomalias patológicas em estudos 

de imagem ou biópsia renal, anomalias no sedimento urinário ou aumento das taxas de 

excreção urinária de albumina. A classificação KDIGO (Kidney Disease: Improving Global 

Outcomes) DCR de 2012 classifica a DRC em 6 categorias com base na TFG, mas também 

inclui o subestadiamento baseado em três níveis de albuminúria (Inker et al., 2014). 

A queda da TFG está correlacionada com a gravidade da DRC, a albuminúria indica o grau 

do dano glomerular (Lousa et al., 2020; McMahon & Waikar, 2013; S. R. Vaidya & Aeddula, 2024). 

A LRA, anteriormente chamada de insuficiência renal aguda (IRA), indica uma redução súbita 

e muitas vezes reversível da função renal, medida pela TFG (Bellomo et al., 2004; Farrar, 

2018). No entanto, imediatamente após uma lesão renal, os níveis séricos de ureia ou 

creatinina (SCr) podem estar dentro da faixa normal, e o único sinal de LRA pode ser uma 

redução do volume urinário. Vários critérios têm sido utilizados para identificar LRA, o KDIGO 

é a ferramenta mais recentemente utilizada. De acordo com KDIGO, LRA é a presença de 

qualquer um dos seguintes (“Chapter 1: Definition and Classification of CKD,” 2013): 

Aumento da SCr em 0,3 mg/dL ou mais em 48 horas; 

Aumento da SCr para 1,5 vezes ou mais do que o valor basal dos 7 dias anteriores; 

Volume de urina menor que 0,5 mL/kg/h por pelo menos 6 horas. 
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Além do impacto a curto prazo da LRA pela acumulação hídrica e de resíduos não filtrados, 

existe evidência sobre a associação entre a LRA e resultados adversos a longo prazo, como 

episódios recorrentes de LRA em 25-30% dos casos, readmissões hospitalares em até 40% 

dos doentes, um risco aumentado de eventos cardiovasculares e da progressão da DRC, bem 

como a LRA tem causado um aumento significativo da mortalidade a longo prazo (“Chapter 1: 

Definition and Classification of CKD,” 2013; Inker et al., 2014). 

Embora a SCr seja amplamente reconhecida como um marcador impreciso e tardio de lesão 

renal, todos os critérios de definição de DRC e LRA baseiam-se neste biomarcador. Extensas 

pesquisas pré-clínicas e clínicas sobre biomarcadores de LRA e DRC abriram uma nova 

perspetiva neste campo. Foi afirmado que um diagnóstico mais oportuno usando novos 

biomarcadores permitiria uma intervenção mais precoce e poderia melhorar os resultados dos 

doentes.  

Um biomarcador é um indicador mensurável de normalidade de processos biológicos ou 

patológicos e/ou expressão de resposta a alguma intervenção. Novos biomarcadores da LRA 

sem dúvida alcançaram um papel importante no diagnóstico e até mesmo no prognóstico, não 

apenas para LRA como para resultados associados, mas apenas em campos de pesquisa 

específicos. A questão de como utilizá-los de forma otimizada à beira do leito ainda não foi 

resolvida. Apesar do grande número e extensão de biomarcadores propostos na última 

década, as elevadas expectativas não foram seguidas por um resultado confiável para 

determinar uma mudança na prática clínica. Aparentemente, ainda não há motivos suficientes 

para abandonar a SCr, apesar das suas limitações (Bellomo et al., 2004). 

O desempenho dos biomarcadores na LRA é influenciado por muitos fatores: amostra de 

população, tempo de medição após a lesão, limiar de diagnóstico de LRA entre outros. Todos 

estão estreitamente relacionados com a complexidade da patogénese e patobiologia da LRA. 

Isto foi demonstrado no desempenho de seis biomarcadores em doentes com LRA e com 

DRC pré-existente (“Chapter 1: Definition and Classification of CKD,” 2013). 
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Depois de mais de um século restrito aos primeiros biomarcadores para deteção de danos 

renais, foram aparecendo novas moléculas utilizadas como biomarcadores, muitas delas com 

repetidas validações para que possam ser adequadamente incorporadas à prática clínica 

(Strimbu & Tavel, 2010; Younes-Ibrahim & Younes-Ibrahim, 2022). 

O desenvolvimento destes biomarcadores não está focado na identificação da etiologia da 

doença, mas na deteção de um fenómeno fisiopatológico renal, relacionado com a forma de 

como estes afetam a função de filtrado glomerular ou da função tubular. 

2.1. Lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos (NGAL) 

A NGAL é uma proteína de 25 kiloDaltons (kDa) e é descrita pela primeira vez nos grânulos 

dos neutrófilos, mas também é sintetizada em vários tecidos, como no rim, no pulmão e no 

trato digestivo, após lesão epitelial (Schmidt-Ott et al., 2006; Yang et al., 2003). As moléculas 

circulantes são filtradas pelo glomérulo e reabsorvidas no túbulo proximal (TP). A produção 

fisiológica de NGAL aumenta com a idade e é maior em mulheres. Os principais locais de 

produção de NGAL no rim, são a alça ascendente de Henle e o ducto coletor (Schmidt-Ott et 

al., 2006; Yang et al., 2003). 

Plasma NGAL foi identificado como um biomarcador preciso de LRA em doentes admitidos 

no serviço de urgência, tendo sido proposta uma classificação de três graus de LRA com base 

nos níveis de NGAL no plasma associados aos dados clínicos e biomarcadores adicionais 

para identificar com mais precisão a LRA (“Chapter 1: Definition and Classification of CKD,” 

2013). As concentrações urinárias e plasmáticas de NGAL demostraram identificar doentes 

com alto risco de LRA na prática clínica tendo sido sugerido um cut-off que requer validação 

(Bellomo et al., 2004). 

Na LRA, a diminuição da reabsorção tubular promove a deteção urinária precoce de NGAL, 

que aumenta na urina e no plasma entre 3 horas e 5 dias após a lesão inicial. O aumento da 

expressão de NGAL também pode ocorrer devido a infeções bacterianas, síndrome da 

resposta inflamatória sistémica e doenças sistémicas crónicas e não infeciosas. Por 

conseguinte, a inflamação é um fator de confusão para a utilização de NGAL como 

biomarcador de LRA, especialmente em doentes críticos com sépsis (Schmidt-Ott et al., 2006; 

Yang et al., 2003). 
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2.2. Cistatina C (Cys C) 

A Cys C é uma proteína inibidora da cisteína proteinase de 13 kDa e é sobre tudo um 

biomarcador de filtrado glomerular. A Cys C é sintetizada em todas as células nucleadas, os 

venterníveis séricos não dependem do peso nem da idade, sendo por isso vantajosa para uso 

clínico aquando comparada com a creatinina. No rim, a Cys C é livremente filtrada através da 

membrana glomerular, sendo imediatamente reabsorvida no TP, onde é catabolizada, não 

retornando à circulação, nem é detetada na urina. Os níveis séricos de Cys C são afetados 

pela função tireoideia (aumenta com o hipertireoidismo e diminui com o hipotireoidismo). 

Como os níveis séricos de Cys C e creatinina têm a mesma relação hiperbólica com a TFG, 

ambos os biomarcadores são utilizados nas equações de estimativa da TFG (Randers & 

Erlandsen, 1999; Van Deventer et al., 2011). 

A CysC sérica é um excelente biomarcador precoce para o diagnóstico de LRA demostrado 

em doentes de urgência, com capacidade para diferenciar de forma confiável a LRA da lesão 

pré-LRA, mas não da DRC (Bellomo et al., 2004).  

2.3. Molécula-1 de lesão renal aguda (Kim-1) 

A KIM-1 é uma glicoproteína transmembranar de 38,7 kDa, cuja produção é regulada pelo 

túbulo renal proximal. A deteção quantitativa de Kim-1 urinária aumenta linearmente com a 

idade, mesmo em indivíduos saudáveis, sendo os níveis mais elevados observados em 

homens (Ichimura et al., 1998, 2008). Os valores urinários e plasmáticos de Kim-1 mostram 

que este é um biomarcador precoce da proliferação e regeneração de células do TP com 

sensibilidade e especificidade significativas para LRA, tanto em estudos humanos como em 

testes experimentais (V. S. Vaidya et al., 2006, 2008). Além da LRA, este biomarcador é uma 

ferramenta útil para deteção e acompanhamento da progressão da DRC, orientando as 

intervenções terapêuticas em pacientes com risco de desenvolver DRC. Níveis elevados de 

Kim-1 estão relacionados com os estadios da DRC e estão alterados em casos de proteinúria 

e doença renal inflamatória (McWilliam et al., 2018; Sabbisetti et al., 2014; V. S. Vaidya et al., 

2009). 
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2.4. Interleucina-18 (IL-18) 

A IL-18 é uma citocina pró-inflamatória de 24 kDa, originalmente identificada como um fator 

pró-inflamatório indutor do interferão-γ (fator pró-inflamatório que regula a imunidade inata e 

adaptativa), sendo secretada por células do sistema imunitário e libertada no TP. O precursor 

inativo da IL-18 é sintetizado em vários órgãos, incluindo as células epiteliais do TP e dos 

ductos coletores renais (Hall et al., 2010; Krawczeski et al., 2011; Lin et al., 2015; Melnikov et 

al., 2001). 

Os processos inflamatórios produzem caspase 1 que ativa a IL-18, que é eliminada na urina. 

A IL-18 urinária tem sido investigada como um biomarcador de LRA. Detetada 6 horas após 

a lesão isquémica, pode atingir 25 vezes o valor normal em 12 horas e a IL-18 antecipa o 

diagnóstico de LRA, aquando comparada com a creatinina, em 24 a 48 horas (Hall et al., 2010; 

Krawczeski et al., 2011; Lin et al., 2015; Melnikov et al., 2001). 
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Capítulo 3 . Fundamentos teóricos 

 

3.1. Espectroscopia de Fluorescência 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica analítica preponderante e amplamente 

utilizada em várias áreas da ciência e tecnologia, incluindo bioquímica, química, biologia e 

medicina. 

A espectroscopia de fluorescência baseia-se na capacidade que certas moléculas, chamadas 

fluoróforos ou fluorocromos, têm de absorver luz numa determinada faixa de comprimentos 

de onda e, subsequentemente, emitir luz em comprimentos de onda mais longos, ou seja, de 

menor energia (Lakowicz, 2006). Este processo envolve duas etapas principais: excitação e 

emissão. A intensidade da fluorescência é proporcional à concentração da espécie emissora 

e pode ser usada na construção de modelos quantitativos. 

Quando um fluoróforo absorve um fotão de luz de alta energia, este é promovido de um estado 

de energia fundamental (S0) para um estado excitado (S1) (Lakowicz, 2006). Após um curto 

período, normalmente na ordem dos nanossegundos, o fluoróforo retorna ao seu estado 

fundamental, emitindo um fotão de luz de menor energia, correspondendo a um comprimento 

de onda superior ao da luz absorvida (Lakowicz, 2006). Este fenómeno é representado pelo 

diagrama de Jablonski (Figura 3.1), que ilustra as transições entre diferentes estados 

energéticos de uma molécula (Lakowicz, 2006). 

 

Figura 3.1 - Diagrama de Jablonski (Lakowicz, 2006). 
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Os espectrofluorímetros são os instrumentos primários utilizados para realizar medições de 

fluorescência, este equipamento regista as intensidades do sinal de emissão de fluorescência, 

sob uma dada excitação numa faixa de comprimentos de onda pré-determinados pelo 

analista. Nesse instrumento, o comprimento de onda de excitação também pode variar à 

escolha do analista. (Jasco, n.d.). 

Os espectrofluorímetros contém vários componentes-chave, incluindo a fonte de luz 

(geralmente uma lâmpada de xenônio ou LED), os monocromadores e os detetores (Jasco, 

n.d.).Os monocromadores são utilizados para selecionar comprimentos de onda específicos 

tanto para excitação como para emissão (Jasco, n.d.). Os detetores, tais como 

fotomultiplicadores ou detetores de estado sólido, são usados para medir a intensidade da luz 

emitida (Jasco, n.d.). A Figura 3.2. mostra um diagrama esquemático simplificado de um 

espectrofluorímetros. 

 

Figura 3.2 - Diagrama esquemático de um espectrofluorímetro (Lakowicz, 2006). 

A espectroscopia de fluorescência é extremamente versátil e tem várias aplicações práticas. 

Na análise de biomoléculas, permite o estudo da conformação, interações e as dinâmicas de 

proteínas, ácidos nucleicos e outras biomoléculas (Lakowicz, 2006). No diagnóstico médico, 

é utilizada em técnicas de imagem, como a fluorescência in situ (FISH) para detetar anomalias 

genéticas (Lakowicz, 2006).  
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Entre as vantagens desta técnica, destacam-se a sua sensibilidade, que permite detetar a 

emissão luminosa contra um fundo escuro. Em geral, para garantir a linearidade da 

intensidade da emissão, com a concentração, é importante evitar o chamado “efeito filtro”, que 

é a supressão da luminescência observada, quando a radiação emitida pela substância em 

análise é absorvida por moléculas próximas, inclusive do próprio analito em altas 

concentrações. Por isso, é necessário verificar se a absorvância da amostra não é superior a 

0,05 (Skoog et al., 2014). 

No entanto, existem também desvantagens, como a fotodegradação, onde os fluoróforos 

podem degradar-se com a exposição prolongada à luz, afetando assim a precisão das 

medições, e a interferência da fluorescência, onde substâncias contaminantes ou 

autofluorescentes podem interferir nas medições (Lakowicz, 2006). 

Em suma, a espectroscopia de fluorescência é uma técnica crucial na investigação científica 

moderna, pois permite um conhecimento detalhado sobre a estrutura e dinâmica de moléculas 

fluorescentes. O seu desenvolvimento e aplicação contínua são suportados por avanços 

tecnológicos na instrumentação e uma compreensão dos princípios teóricos subjacentes 

(Jasco, n.d.; Lakowicz, 2006). 

3.2. Espectroscopia Raman 

A espectroscopia Raman é uma técnica de análise não destrutiva, que se baseia na dispersão 

inelástica da luz para identificar e caracterizar a composição molecular de uma amostra. Esta 

técnica foi descoberta por Chandrasekhara Venkata Raman em 1928 e tornou-se uma 

ferramenta indispensável em diversas áreas científicas e industriais, devido à sua capacidade 

de fornecer informações detalhadas sobre a estrutura química e molecular dos materiais 

analisados (Vandenabeele, 2013). 

O princípio fundamental da espectroscopia Raman envolve a interação entre a luz e as 

moléculas de uma amostra. Quando um feixe de luz monocromática, geralmente emitido por 

um laser que incide sobre a amostra, a maior parte da luz é espalhada de forma elástica, 

mantendo a energia da luz incidente, este processo é conhecido por espalhamento de 

Rayleigh (Vandenabeele, 2013). 
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Contudo, apenas uma pequena fração da luz é espalhada de forma inelástica, resultando 

assim numa alteração na energia dos fotões dispersos, sendo este fenómeno, denominado 

de efeito Raman que ocorre devido à interação da luz com as vibrações moleculares ou modos 

rotacionais da amostra (Vandenabeele, 2013). 

As alterações de energia observadas nos fotões dispersos resultam num desvio da frequência 

de luz espalhada, que é característico das vibrações moleculares específicas da amostra. 

Este desvio de frequência, conhecido como deslocamento Raman, é altamente específico e 

pode ser utilizado para identificar as diferentes moléculas presentes na amostra. 

Consequentemente, a espectroscopia Raman oferece uma espécie de "impressão digital" 

molecular, permitindo a identificação precisa dos constituintes químicos da amostra 

(Vandenabeele, 2013). 

A espectroscopia Raman possui várias vantagens que a tornam extremamente útil em 

diversas áreas. Uma das principais vantagens é a sua capacidade de analisar amostras no 

seu estado natural, sem necessidade de preparação complexa ou destrutiva. Esta 

característica é particularmente relevante em situações onde a integridade da amostra deve 

ser preservada, como na análise de material biológico ou compostos farmacêuticos 

(Vandenabeele, 2013). 

Outra vantagem significativa da espectroscopia Raman é a sua alta especificidade molecular. 

Ao contrário de outras técnicas espectroscópicas, a espectroscopia Raman consegue 

distinguir, entre moléculas com estruturas químicas muito semelhantes, a molécula de 

interesse. Esta característica é crucial em análises complexas onde a presença de isómeros 

ou compostos com diferenças estruturais mínimas pode afetar os resultados. Além disso, a 

espectroscopia Raman é compatível com a análise de amostras em diferentes estados físicos, 

incluindo sólidos, líquidos e gases, podendo ser usada em condições de análise variadas 

(Vandenabeele, 2013). 

Uma aplicação particularmente promissora da espectroscopia Raman encontra-se na área 

biomédica, especialmente na análise de fluidos corporais, como a urina. Neste contexto, a 

técnica oferece uma abordagem não invasiva e rápida para o diagnóstico e monitorização de 

várias condições de saúde.  
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No estudo "The LUMINA setup for a light-based urine monitoring and analysis", os autores 

exploram o uso da espectroscopia Raman para a monitorização e análise de urina, 

demonstrando como a técnica pode ser integrada em sistemas de diagnóstico baseados em 

luz. O projeto LUMINA utiliza a espectroscopia Raman para identificar e quantificar diferentes 

componentes químicos na urina, sem a necessidade de reagentes adicionais ou preparação 

complexa da amostra, o que é essencial em aplicações clínicas onde a rapidez e a precisão 

são essenciais (Fantoni et al., 2024). 

Apesar das suas numerosas vantagens, a espectroscopia Raman enfrenta alguns desafios 

técnicos. Um dos principais desafios é a baixa intensidade do sinal Raman, que resulta da 

pequena fração de fotões que sofrem dispersão inelástica. Esta limitação pode ser 

parcialmente superada através do uso de lasers de alta potência, da otimização dos sistemas 

de recolha de sinal e da aplicação de técnicas avançadas, como a espectroscopia Raman 

amplificada por superfície (SERS), que aumenta significativamente a sensibilidade da deteção 

(Vandenabeele, 2013). Outro desafio reside na interferência da fluorescência, que pode 

disfarçar o sinal Raman, especialmente em amostras biológicas ou orgânicas. No entanto, 

este problema pode ser amenizado pelo uso de lasers com comprimentos de onda na faixa 

do infravermelho próximo (NIR), que reduzem a probabilidade de fluorescência 

(Vandenabeele, 2013). 

A espectroscopia Raman é uma técnica poderosa e versátil, que tem demonstrado grande 

potencial em diversas áreas de aplicação, desde a caracterização de materiais até ao 

diagnóstico médico. A sua capacidade de fornecer informações detalhadas sobre a estrutura 

molecular das amostras, sem necessidade de preparação destrutiva, torna-a uma ferramenta 

valiosa em ambientes laboratoriais e clínicos. 
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Capítulo 4 . Metodologia 

Este projeto enquadra-se no protocolo assinado entre o Instituto Superior de Engenharia de 

Lisboa (ISEL) e a Unidade Local de Saúde da Arrábida (ULSA), tendo sido aprovado pela 

comissão de ética do hospital, por isso a recolha das amostras foi realizada no Serviço de 

Nefrologia do hospital de São Bernardo, bem como a voluntários envolvidos no projeto 

LUMINA. Neste estudo foram utilizadas amostras biológicas. 

4.1. Caracterização das amostras 

4.1.1. Amostra de urina 

As amostras de urina foram recolhidas de voluntários anónimos envolvidos no projeto 

LUMINA, bem como de doentes internados na unidade de Nefrologia do Hospital São 

Bernardo, após o preenchimento do consentimento informado (Anexo 1). O critério de 

inclusão para as amostras seguiu as normas definidas para o estudo, assegurando a análise 

de amostras provenientes tanto de indivíduos saudáveis quanto de doentes diagnosticados 

com LRA ou DRC. Além disso, foram utilizadas 6 amostras padrão de creatinina com 

concentrações conhecidas, como referência para a validação dos espectros obtidos. 

4.1.2. Amostras Padrão 

Foram analisadas 6 amostras padrão de creatinina, cuja concentração era conhecida, com o 

intuito de comparar os seus espectros com os obtidos pelas amostras de urina. Encontram-

se representadas na tabela 4.1. as amostras de creatinina analisadas e a respetiva 

concentração. 

Tabela 4.1 - Caracterização das amostras de creatinina. 

Amostra Concentração (mg/dL) 

Cr1.25 1,25 

Cr2.5 2,5 

Cr5 5 

Cr7.5 7,5 

Cr10 10 

Cr100 100 
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4.2. Instrumentação 

A analise de várias amostras em estudo foi realizada no Laboratório de Optoelectrónica do 

ISEL. 

Para a realização deste estudo, foi escolhida a utilização de técnicas de espectroscopia de 

fluorescência e espectroscopia Raman. Estas técnicas foram selecionadas devido à sua 

capacidade de fornecer informações detalhadas sobre as propriedades moleculares das 

amostras de urina, permitindo a deteção não invasiva de biomarcadores associados à LRA e 

à DRC (Lakowicz, 2006; Vandenabeele, 2013). Estas técnicas foram previamente validadas 

em estudos semelhantes para a identificação de biomarcadores renais, revelando-se 

altamente sensíveis e adequadas para a análise de líquidos biológicos sem necessidade de 

preparação invasiva das amostras (Fantoni et al., 2024) . 

A espectroscopia de fluorescência permite a monitorização de emissões de luz em diferentes 

comprimentos de onda, enquanto a espectroscopia Raman fornece uma identificação da 

composição molecular, essencial para distinguir variações entre amostras de indivíduos 

saudáveis e de doentes renais. Ambas as técnicas são cruciais para alcançar os objetivos do 

estudo, que incluem a comparação de padrões espectroscópicos entre grupos de doadores 

saudáveis e doentes (Lakowicz, 2006; Vandenabeele, 2013). 

4.2.1. Espectroscópio de fluorescência 

As medidas de espectroscopia de fluorescência foram realizadas utilizando um 

espectrofluorímetro Jasco FP-8300 Series (Figura 4.1.) Utilizou-se uma cuvette de quartzo 

com caminho ótico de 1 cm. A analise realizada teve como objetivo a monitorização dos 

espectros de fluorescência das amostras em função de diferentes comprimentos de onda de 

excitação e de emissão, ou seja, espectros de fluorescência tridimensionais (3D). Todas as 

medidas foram realizadas à temperatura ambiente. 
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Figura 4.1 - Espectrofluorímetro Jasco FP-8300 Series (imagem original). 

4.2.2. Espectro Raman 

O espectrómetro Raman utilizado foi todo montado no ISEL, e encontra-se representado na 

Figura 4.2., assim como a descrição dos componentes utilizados bem com a sua montagem. 

Este espectrómetro utiliza como fonte de excitação o Laser CPS532 da Thorlabs. Escolheu-

se trabalhar na zona do visível com a intenção de aumentar a intensidade do sinal Raman. O 

comprimento de onda excitação é de 532 nanometros, pois seria a intensidade em que a urina 

emite uma menor fluorescência quando atingida pelo feixe de luz.  

O detetor é a câmara Blackfly GigE da marca FLIR, modelo BFLY-PGE-31S4M-C, tendo sido 

escolhido este devido à sua compatibilidade com o software de recolha dos espetros Raman 

(Software Spectrum Analyzer). 

Inclui-se filtros de rejeição Rayleigh tipo edge-pass e uma janela de compensação. Como filtro 

foram utilizadas 2 lentes acromáticas, uma do modelo AC254-050-A e outra AC127-019-A, 

tendo uma fenda, a CRM1/M, e uma grade de difração. 
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Figura 4.2 - Espectrómetro Raman usado na montagem do projeto LUMINA (Fantoni et al., 2024). 

4.3. Calibração 

Antes de se iniciar a análise através da espectroscopia de fluorescência ou espectroscopia 

Raman, foi necessário realizar uma calibração com uma amostra padrão conhecida, neste 

caso foi utilizada uma amostra de água destilada. 

A amostra foi colocada numa cuvette e realizou-se primeiro a leitura no espectrofluorímetro 

recorrendo ao espectro 3D, sabendo que a água na sua forma pura não tem fluorescência. 

 

Figura 4.3 - Espectro 3D de uma amostra de água destilada (imagem original). 

De seguida realizou-se a leitura dessa mesma amostra no espectroscópio Raman, sabendo 

que a água tem um pico principal na região de cerca de 3400 cm-1 (Ahmad & Iles, 2001). 
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Figura 4.4 - Espectro Raman de uma amostra de água destilada (imagem original). 

4.4. Preparação da amostra 

As amostras de urina foram obtidas de pacientes voluntários. Para cada amostra, foi solicitado 

o preenchimento de um consentimento informado, no qual o voluntário concorda em participar 

do estudo (Anexo 1).  

Para a recolha das amostras utilizou-se um frasco de recolha estéril adequado à recolha de 

urina, sem qualquer conservante. Informou-se o voluntário sobre a importância de descartar 

o primeiro jato de urina (Cristino, 2017). 

Após a colheita, as amostras foram codificada, mantendo-se a confidencialidade dos 

pacientes. As amostras terão a seguinte codificação: 

P+ nº- Amostra de paciente saudável, que não apresenta qualquer patologia nefrológica; 

A+ nº- Amostra de paciente com patologia nefrológica. 

As amostras foram armazenadas de maneira apropriada (4ºC) no Instituto Superior de 

Engenharia de Lisboa (ISEL), garantindo a preservação das mesmas e a confidencialidade 

dos voluntários (Cristino, 2017). 
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4.5. Procedimento de analise de amostras 

O processo de análise das amostras teve início na aquisição e conhecimento ou não dos 

parâmetros das mesmas. 

Previamente a cada dia de utilização, foi verificada a calibração dos equipamentos através da 

mediação de uma amostra padrão, neste caso de água. 

Foram retirados 4 mililitros de urina de cada tubo e transferidos para cuvetes de quartzo, 

efetuou-se a análise utilizando, primeiro o espectrofluorímetro, efetuando uma medição 3D. 

Criou-se um ficheiro com o nome da amostra para armazenamento dos respetivos espectros. 

Depois efetuou-se a medição dessa mesma amostra através do espectroscópio Raman, 

utilizando para isso parâmetros de aquisição próprios, os espectros foram armazenados no 

formato CSV com a respetiva codificação das amostras, sendo posteriormente vistos 

recorrendo ao programa Spectrum Analyzer. Realizou-se o mesmo processo para as 

amostras padrão de creatinina. 

É de salientar que todos os ensaios espectroscópicos foram realizados à temperatura 

ambiente (aproximadamente 20ºC). 

Todos os dados necessários foram recolhidos e sujeitos a tratamento estatístico para análise 

comparativa. Após se proceder à análise de cada amostra, as mesmas foram descartadas de 

forma adequada, não se mantendo nenhuma amostra guardada. 

 

4.6. Parâmetros de aquisição 

 

4.6.1. Espectroscópio de fluorescência 

Os parâmetros de aquisição dos espectros de fluorescência que serão analisados no Capítulo 

4 foram obtidos através do programa Spectra Manager que efetua espectros 3D (3-D Spectra 

Measurement), ou seja, fez-se variar tanto o comprimento de onda de excitação (horizontal), 

como o de emissão (vertical). 
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4.6.2. Espectroscópio Raman 

Os parâmetros de aquisição dos espectros Raman que serão analisados no Capítulo 5 foram 

os seguintes: 

Número de imagens: 10 

Tempo de Aquisição: 31622,777 milissegundos (ms) 

Ganho: 1,5 dB 

ROI: 128 px 

 

4.7. Processamento de dados 

Após a aquisição dos espectros de fluorescência e Raman, os mesmos foram identificados 

utilizando a codificação das amostras e armazenados num computador. No caso dos 

espectros de fluorescência, apenas foram mantidas as imagens, no caso dos espectros 

Raman, estes foram armazenados na extensão CSV para poderem ser analisados no 

software SpectraGryph. 

A interpretação dos espectros inicialmente foi feita através da comparação dos espectros das 

amostras A e P, bem como das amostras padrão de creatinina. Com o intuito de se conseguir 

associar informação aos picos em causa, recorreu-se a revistas científicas como referência 

para a interpretação dos resultados. 
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Ao contrário do espectrofluorímetro cujos resultados não sofreram alteração, o espectro 

Raman devido a ter sofrido várias intervenções com intuito de melhorar a sua calibração, teve 

uma alteração nos espectros obtidos pelo que os espectros iniciais obtidos em comparação 

com os atuais apenas nos mostram como é importante calibrar adequadamente um 

equipamento, pois o ruído afeta os resultados obtidos, como é percetível através da Figura 

4.5. onde estão representados 2 espectros da mesma amostra com diferentes calibrações, 

sendo que a azul está representado o espectro da amostra após a primeira calibração e a 

laranja a mesma amostra, mas após ter sido efetuada a calibração adequada. 

 

Figura 4.5 - Espectro Raman obtidos da mesma amostra com diferentes calibrações (imagem 

original). 
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Capítulo 5 . Análise e Discussão dos Resultados 

Neste capítulo são apresentados os espectros obtidos utilizando o espectrofluorímetro bem 

como o espectrómetro Raman construído. Os espectros foram adquiridos utilizando o 

programa Spectra Manager e o SpectraGryph. 

5.1. Amostras padrão de creatinina 

As amostras padrão de creatinina, com concentrações de 1,25; 2,5;5;7,5 e 10 mg/dL, foram 

analisas, obteve-se um espectro Raman com as 5 amostras (Figura 5.1.) e 5 espectros de 

fluorescência (Figura 5.3.). 

 

Figura 5.1 - Espectro Raman de 5 amostras padrão de creatinina com diferentes concentrações 

(1,25;2,5;5;7,5 e 10 mg/dL) (imagem original). 

Não foi possível retirar qualquer conclusão dos espectros obtidos, através da espectroscopia 

Raman, e com o intuito de perceber se seria devido a erros de calibração efetuou-se a 

medição de uma sexta amostra de creatinina com uma concentração de 100 mg/dL (Figura 

5.2.), valor muito superior ao possível na urina. 
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Figura 5.2 - Espectro Raman de uma amostra padrão de creatinina com uma concentração de 100 

mg/dL (imagem original). 

No espalhamento Raman, as moléculas polares, como é o caso da creatinina, podem 

influenciar os espectros de uma forma diferente aquando comparadas com as moléculas 

apolares, isto deve-se às suas propriedades elétricas (Larkin, 2011). 

Sabendo que o efeito de espalhamento Raman depende principalmente da polarizabilidade 

da molécula, ou seja, da facilidade com que o campo elétrico pode distorcer a nuvem 

eletrónica ao redor da molécula (Larkin, 2011).  

O espalhamento Raman está relacionado com as mudanças na polarizabilidade da molécula 

durante as vibrações. Moléculas polares possuem um momento dipolar permanente, porém 

isso não afeta diretamente o Raman, uma vez que este é mais sensível às variações na 

polarizabilidade, e não ao momento dipolar (Larkin, 2011).  

Todavia, vibrações que resultam em grandes mudanças na polarizabilidade tendem a gerar 

picos fortes no espectro Raman, enquanto vibrações que afetam mais o momento dipolar, 

mas não a polarizabilidade, podem ser mais visíveis no infravermelho (IR) (Larkin, 2011). 

Contudo, em moléculas polares, as interações intermoleculares podem modificar as 

frequências vibracionais observadas no espectro Raman, deslocando picos ou alterando a 

intensidade dos mesmos (Larkin, 2011). Neste caso, devido a esse acontecimento, não é 

possível retirar qualquer tipo de conclusão quando se observa os picos, apenas se pode 

afirmar que esta técnica não é sensível para a creatinina. 
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Figura 5.3 - Espectros de fluorescência de 5 amostras padrão de creatinina com diferentes 

concentrações (a-1,25 mg/dL; b-2,5 mg/dL; c-5 mg/dL; d-7,5 mg/dL e e-10 mg/dL) (imagem original). 

Com as amostras de creatinina analisadas por fluorescência conseguiu-se perceber uma 

diferença na intensidade à medida que se aumenta a concentração de creatinina, contudo 

esse aumento não ocorre de forma proporcional, ou seja, numa amostra de creatinina com 10 

mg/dL temos como intensidade máxima 4000 enquanto numa amostra com uma concentração 

de 2,5 mg/dL de creatinina temos 7000 de intensidade máxima. Este fenómeno deve-se ao 

facto de o equipamento fazer um auto-ajuste à medida que efetua as medições. 
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5.2. Amostras de urina 

Foram analisadas mais 15 amostras de voluntários anónimos com intuito de comparar os 

espectros entre amostras de voluntários saudáveis com amostras de voluntários com DCR e 

LRA. Estando representadas na Tabela 5.1. as codificações das amostras analisadas. 

Tabela 5.1 - Codificação das amostras analisadas. 

Codificação Patologia 

P1 Saudável 

P2 Saudável 

P3 Saudável 

P4 Saudável 

P5 Saudável 

P6 Saudável 

P7 Saudável 

A1 DCR 

A2 DCR 

A3 DCR 

A4 DCR 

A5 DCR aguda 

A6 DCR 

A7 LRA 

A8 LRA 

 

Estas amostras foram todas analisadas da mesma forma, com o intuito de não existir dúvida 

se o procedimento de análise teria sido igual em todas as amostras. Após a análise de cada 

amostras obtiveram-se os espectros, estes foram analisados e comparados conforme a 

literatura existente. Iniciou-se a análise pelas amostras saudáveis. 

5.2.1. Amostras P 

Na Figura 5.4. está representado o espectro Raman das amostras P e é possível verificar que 

todas as amostras de voluntários saudáveis têm um pico característico junto à região que se 

encontra entre os 500 e os 400 cm-1. Esse pico pode ser representativo de dois compostos 

sendo eles o ácido úrico e o oxalato de cálcio. 
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O ácido úrico apresenta múltiplos picos Raman, contudo existem alguns estudos sugerindo 

que há bandas associadas às vibrações da estrutura heterocíclica na faixa dos 400 a 450 

cm⁻¹, estando essas vibrações relacionadas com as deformações da estrutura molecular do 

anel (Wang et al., 2020). O oxalato de cálcio comumente presente nos cálculos renais, exibe 

picos Raman fortes em torno de 450 cm⁻¹ devido às vibrações das ligações C-O (Frost & Weier, 

2004). 

 

Figura 5.4- Espectro Raman das amostras de doadores saudáveis (imagem original). 

Através dos espectros de fluorescência adquiridos (Figura 5.5.) é possível verificar que todas 

as amostras têm características distintas, contudo tem uma zona central vermelha similar 

entre elas, com a mesma intensidade. 

 

Figura 5.5 - Espectros de fluorescência das amostras de doadores saudáveis (imagem original) 
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5.2.2. Amostras de voluntários com DCR 

Depois efetuou-se a analise das amostras de voluntários com DCR. Através do espectro 

Raman obtido (Figura 5.6.) é possível verificar que as amostras A1 até à A4 têm um pico 

característico junto à região entre os 800 e os 600 cm-1, bem como o mesmo pico que as 

amostras saudáveis.  

 

Figura 5.6 - Espectro Raman das amostras A1 à A4 (imagem original). 

Na Figura 5.7. estão representados os espectros de fluorescência das amostras A1 à A4, que 

apresentam uma área central de coloração vermelha, indicando uma intensidade de 

fluorescência máxima semelhante. A forma oval e a distribuição da intensidade ao redor dessa 

zona central são relativamente similares entre as amostras, sugerindo que estas compartilham 

propriedades fluorescentes comuns. Estas 4 amostras apresentam um padrão central 

vermelho semelhante às amostras saudáveis, contudo a sua forma não é igual. 

 

Figura 5.7 - Espectros fluorescência das amostras A1 à A4 (imagem original). 
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Em contraste, na Figura 5.8., que mostra os espectros das amostras A5 e A6, é evidente que 

os perfis de fluorescência diferem consideravelmente dos observados nas amostras A1 à A4. 

Apesar de serem amostras de outros voluntários com DCR, era esperado que exibissem 

semelhanças com as primeiras amostras (A1 à A4). Contudo, as amostras A5 e A6 

apresentam variações notáveis na distribuição e intensidade das regiões fluorescentes, o que 

sugere diferenças na composição ou nas características específicas dessas amostras de 

urina.  

Figura 5.8 - Espectros fluorescência das amostras A5 e A6 (imagem original). 

Tendo em conta que a amostra A5 apresentava uma cor avermelhada e o seu espectro é o 

que mais diverge dos restantes, podemos afirmar que é possível diferenciar esta amostra das 

demais com base nas suas características fluorescentes únicas. Esta diferença pode indicar 

uma variação significativa na composição química ou em algum parâmetro bioquímico 

específico, sugerindo que as propriedades fluorescentes da urina em doentes com DCR não 

são uniformes e podem variar entre indivíduos. Assim, o espectro da amostra A5 pode ser 

utilizado como uma referência para identificar ou caracterizar variações específicas dentro do 

grupo de pacientes com DCR, demonstrando que a espectroscopia de fluorescência tem 

potencial para distinguir entre diferentes perfis de amostras de urina. 
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Através do espectro Raman obtido das amostras A5 e A6 (Figura 5.9.) não foi possível retirar 

qualquer conclusão específica, ambos exibem um pico comum com diferentes intensidades 

junto da zona dos 400-500 cm-1, contudo o espectro apresenta demasiado ruido, podendo 

isso dever-se a um tempo de aquisição baixo ou a um ganho elevado. 

 

Figura 5.9 - Espectro Raman das amostras A5 e A6 (imagem original). 

 

5.2.3. Amostras de voluntários com LRA 

De seguida efetuou-se a análise das amostras de voluntários com LRA. Através do espectro 

Raman obtidos (Figura 5.10.) é possível observar que a amostra A7 apresenta picos mais 

distintos e uma linha de base mais elevada em comparação com a amostra A8, contudo na 

região que se encontra entre os 400-600 cm-1 a amostra A8 apresenta um pico de maior 

intensidade.  

Isto pode sugerir uma maior presença de compostos que causam a dispersão de Raman, 

como proteínas, lipídios ou cristais. No entanto, esse efeito também pode ser causado pelo 

ruído excessivo, resultante de um tempo de aquisição curto. 

 A literatura indica que esses compostos são frequentemente encontrados em urinas mais 

concentradas e estão associados a estados de insuficiência renal (Jeng et al., 2022). A 

concentração elevada desses compostos reforça a hipótese de um estado de insuficiência 

renal na voluntária da amostra A7, uma vez que esses resíduos tendem a acumular-se quando 

a produção de urina é reduzida.  
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Figura 5.10 - Espectro Raman das amostras A7 e A8 (imagem original). 

Através dos espectros de fluorescência adquiridos (Figura 5.11.) a amostra A7 revela áreas 

de alta intensidade (em tons de vermelho e laranja), especialmente na região de emissão 

entre 400-600 nanometros (nm), com uma excitação em torno de 300-400 nm. Esse padrão 

indica uma maior concentração de compostos fluorescentes, como derivados de proteínas e 

resíduos metabólicos, que tendem a acumular-se em casos de insuficiência renal (Bellomo et 

al., 2012).  

Essa acumulação pode estar relacionada ao facto do voluntário com a amostra A7 apresentar 

baixa produção de urina, o que resulta em uma urina mais concentrada.  

Em oposição, a amostra A8 mostra um espectro de fluorescência mais semelhante ao das 

amostras saudáveis, não sendo por isso possível retirar uma conclusão especifica. Sendo por 

isso possível afirmar que apesar de os voluntários terem a mesma patologia os seus espectros 

de fluorescência são completamente distintos. 

 

Figura 5.11 - Espectros fluorescência das amostras A7 e A8 (imagem original). 
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5.2.4. Comparação das amostras P com as amostras A 

Quando comparamos uma amostra de um doador voluntário saudável com a amostra de um 

com DCR é de se esperar que haja diferenças nos seus espectros. No espectro Raman 

(Figura 5.12.) a principal diferença encontrada é a intensidade dos picos, ou seja, tanto no 

intervalo entre os 400-500 cm-1, bem como no intervalo entre 600-800cm-1 os picos na amostra 

A1 tem uma menor intensidade do que os da amostra P1. 

 

Figura 5.12 - Espectro Raman de amostras de doadores com DCR, amostra A1, e doadores 

saudáveis, amostra P1(imagem original). 

No caso dos espectros de fluorescência, os mesmos são completamente diferentes para 

doadores saudáveis e para doadores com DCR. Comparando as amostras A1 e P1 é possível 

notar diferenças nas intensidades.  

Comparando as amostras A1 e P1 (Figura 5.9.) é possível notar diferenças nos seus 

espectros de fluorescência, pois tem centros diferentes com formas distintas, enquanto a 

amostra A1 tem um coloração vermelha na forma oval, a amostra P1 tem um centro de 

coloração vermelha irregular que ao se estender para os lados perde intensidade passando a 

amarelo. 
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Figura 5.13 - Espectros fluorescência de amostras de doadores com DCR, amostra A1, e doadores 
saudáveis, amostra P1(imagem original). 

Com base no artigo “A review on fluorescence spectroscopic analysis of water and 

wastewater” é possível perceber onde cada tipo de proteína se encontra no espectro de 

fluorescência (Figura 5.10), sendo assim possível estimar a localização de proteínas que 

contém na sua constituição triptofano (Khan et al., 2022). 

 

Figura 5.14 - Localização dos picos de fluorescência de compostos químicos (Khan et al., 2022). 

Com base nos espectros de fluorescência obtidos para a amostra P1 e A1 (Figura 5.13.) e 

segundo a fonte referida e representada na Figura 5.14. podemos afirmar que ambas as 

amostras apresentam a presença de proteínas que na sua constituição tem triptofano, visto 

que a região central apresenta uma mancha de grande intensidade. 
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5.2.5. Limitações ao estudo 

Uma das limitações mais significativas deste estudo foi o número reduzido de amostras, o que 

fez com que não fosse possível generalizar os resultados. Devido a contratempos burocráticos 

que levaram ao atraso da obtenção das amostras, houve a necessidade de uma reformulação 

da metodologia que tinha sido planeada e que se encontra no Anexo 2. 

A escolha do comprimento de onda de excitação de 532 nm para o LED utilizado no 

espectroscópio Raman foi fundamentada pela expectativa de que esta frequência minimizaria 

a fluorescência emitida pela urina quando exposta ao feixe de luz. No entanto, verificou-se 

que esse comprimento de onda apresentou limitações na análise de amostras contendo 

compostos polares, devido à baixa sensibilidade para deteção de tais substâncias. 

Além disso, a metodologia original incluía a comparação direta dos espectros de urina com 

dados clínicos, como os níveis de creatinina sérica e outros biomarcadores. Sem um número 

robusto de amostras, a correlação entre os resultados espectroscópicos e os dados clínicos 

não pôde ser estabelecida, reduzindo a possibilidade de quantificar os espectro e identificar 

padrões, limitando a aplicabilidade dos resultados à prática clínica. 
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Capítulo 6 . Conclusões 

Este estudo demonstrou avanços significativos na aplicação de técnicas optoelectrónicas para 

a deteção não invasiva de biomarcadores associados à LRA e DCR, com particular destaque 

para a espectroscopia de fluorescência. Um dos principais objetivos deste trabalho foi a 

validação destas técnicas, em especial a espectroscopia de fluorescência e a espectroscopia 

Raman, para a identificação de biomarcadores renais em amostras de urina. Esse objetivo foi 

parcialmente alcançado, visto que a espectroscopia de fluorescência mostrou resultados 

promissores ao diferenciar amostras de urina com diferentes concentrações de creatinina, 

confirmando a sua viabilidade para a deteção de biomarcadores (objetivos 1 e 2). No entanto, 

a espectroscopia Raman não apresentou a sensibilidade esperada, possivelmente devido à 

interferência de moléculas presentes nas amostras, o que limitou a sua eficácia na análise de 

creatinina. 

Outro objetivo fundamental foi a comparação entre os espectros de urina de doadores 

saudáveis e doentes com DRC, de modo a identificar padrões espectrais distintos que 

pudessem ser correlacionados com a presença de biomarcadores clínicos (objetivo 3). Os 

resultados obtidos revelaram diferenças claras nos espectros de fluorescência entre amostras 

de doadores saudáveis e de pacientes com DRC, sugerindo a presença de biomarcadores 

como o triptofano. Estas diferenças robustecem o potencial da espectroscopia de 

fluorescência como uma técnica promissora para o diagnóstico precoce de doenças renais. 

Relativamente ao objetivo de proporcionar uma correlação entre os padrões espectrais e 

dados clínicos, a ausência de um número robusto de amostras clínicas limitou o alcance desse 

objetivo e dificulta assim a generalização dos resultados (objetivo 4).  
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Por fim, o desenvolvimento de uma metodologia inovadora para o diagnóstico precoce de 

doenças renais foi parcialmente atingido (objetivo 5). A abordagem experimental com a 

utilização de espectroscopia de fluorescência mostrou-se eficaz na identificação de padrões 

específicos, indicando que esta técnica pode ser melhorada para uma futura aplicação em 

ambiente clínico. No entanto, para que essas técnicas se tornem viáveis na prática clínica, 

são necessárias melhorias nos equipamentos e um maior refinamento dos procedimentos de 

calibração. 

Em suma, o estudo avançou na compreensão das técnicas optoelectrónicas e do seu 

potencial no diagnóstico de doenças renais, especialmente com a espectroscopia de 

fluorescência. Embora o trabalho tenha enfrentado desafios técnicos e logísticos, os 

resultados são promissores e indicam um caminho claro para futuros desenvolvimentos nesta 

área. 

O futuro desta investigação apresenta várias oportunidades de desenvolvimento, tanto a nível 

técnico como clínico, de modo a validar plenamente o uso de técnicas optoelectrónicas no 

diagnóstico de doenças renais. Um dos principais focos deverá ser o aprimoramento das 

metodologias experimentais, nomeadamente através da otimização da calibração dos 

equipamentos, em especial o espectroscópio Raman, que não apresentou a sensibilidade 

esperada para biomarcadores como a creatinina. A introdução de técnicas avançadas de 

filtragem e redução de interferências nas amostras pode melhorar significativamente a 

qualidade dos espectros obtidos, aumentando assim a precisão dos resultados 

(Vandenabeele, 2013). 

Outro aspeto essencial para o progresso deste trabalho é a colaboração direta com centros 

hospitalares e a obtenção de amostras clínicas. A recolha de amostras de pacientes com LRA 

e DRC permitirá uma análise mais robusta, possibilitando a comparação dos resultados 

espectroscópicos com dados clínicos, como níveis de creatinina sérica e outros 

biomarcadores estabelecidos. Este passo será fundamental para validar as técnicas utilizadas 

e aferir a sua viabilidade na prática clínica. Além disso, a inclusão de um maior número de 

amostras permitirá um tratamento estatístico mais rigoroso, fortalecendo as conclusões do 

estudo. 
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A espectroscopia de fluorescência demonstrou ser uma técnica promissora, e a sua aplicação 

pode ser expandida para a análise de outros biomarcadores associados a doenças renais. 

Estudos futuros poderão focar-se na utilização desta técnica para a identificação de novos 

biomarcadores que complementem a creatinina, como a lipocalina associada à gelatinase de 

neutrófilos (NGAL) ou a molécula de lesão renal aguda (KIM-1). A integração dessas 

moléculas nas análises espectroscópicas poderá aumentar a sensibilidade e especificidade 

dos diagnósticos, tornando o método mais completo e preciso. 

De seguida, será necessário desenvolver uma plataforma portátil e acessível baseada nestas 

técnicas optoelectrónicas, que possa ser utilizada em ambientes clínicos. A criação de um 

dispositivo compacto, capaz de realizar análises rápidas e precisas de amostras de urina, 

facilitará o diagnóstico precoce de LRA e DRC, contribuindo para uma intervenção mais rápida 

e eficaz. Este desenvolvimento tecnológico será crucial para a implementação dos resultados 

desta investigação no dia-a-dia dos profissionais de saúde. 

Por fim, o trabalho futuro deverá focar-se em três principais áreas: a melhoria dos 

procedimentos experimentais, a validação clínica através de amostras hospitalares, e o 

desenvolvimento de uma tecnologia acessível e aplicável em contextos clínicos. Com esses 

avanços, será possível consolidar o uso de técnicas optoelectrónicas como ferramentas 

eficazes no diagnóstico de doenças renais. 
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Capítulo 8 . Anexos 

Anexo 1- Consentimento Informado ULSA 
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Anexo 2- Metodologia apresentada para aprovação pelo hospital 

Este projeto enquadra-se no protocolo assinado entre o Instituto Superior de Engenharia de 

Lisboa (ISEL) e a Unidade Local de Saúde da Arrábida (ULSA), por isso a recolha das 

amostras será realizada no Serviço de Nefrologia do hospital, que de forma paralela medirá 

como habitualmente a função renal com SCr e SCysC e na urina medirá densidade, 

ionograma, creatinina urinária no mesmo dia do estudo. Todas as análises específicas do 

estudo serão de responsabilidade do ISEL que transportará as amostras de urina ao seu 

laboratório. 

1. Recolha das amostras no Hospital 

As amostras são recolhidas no internamento de Nefrologia do Hospital São Bernardo (ULSA), 

em Setúbal, seguindo os procedimentos padrão estabelecidos pela equipa médica. 

As amostras de urina serão obtidas de pacientes voluntários. Para cada amostra, será 

solicitado o preenchimento de um consentimento informado, no qual o paciente concorda em 

participar do estudo. 

Para a recolha das amostras deve-se utilizar um tubo adequado à recolha de urina, sem 

qualquer conservante. Deve-se avisar o paciente que quando urinar para o tubo deve 

dispensar o primeiro jato (Cristino, 2017). 

Após a colheita, as amostras serão codificada, para que se mantenha a confidencialidade dos 

pacientes. As amostras terão a seguinte codificação: 

S- Amostra de paciente saudável, que não apresenta qualquer patologia nefrológica; D- 

Amostra de paciente com DRC por algum tipo de patologia nefrológica. 

LRA- Amostra de paciente diagnosticado com lesão renal aguda 

Estas amostras deveram ser mantidas refrigeradas a uma temperatura entre 2º e 8ºC, após 

uma semana deveram ser congeladas a -20º C (Cristino, 2017). 

As amostras serão armazenadas de maneira apropriada (4ºC) no Serviço de Nefrologia, 

garantindo a preservação das amostras e a confidencialidade dos pacientes. A colheita das 

amostras será realizada ao longo da semana e a sua recolha será feita aos sábados, sendo 

as mesmas analisadas na semana seguinte no ISEL. 
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2. Análise das amostras no ISEL 

Após receção das amostras no ISEL, estas serão subdivididas em dois tubos designados 

como A e B, sendo armazenados ambos os tubos a uma temperatura entre os 2º e 8º C. 

No tubo A, as amostras serão mantidas sem qualquer tratamento, enquanto no tubo B, as 

amostras serão submetidas a centrifugação a 800 rpm durante 5 minutos (Yacouba et al., 

2023). 

Serão retirados 4 mililitros de urina de cada tubo A e transferidos para cuvetes de quartzo, a 

fim de efetuar a leitura nos equipamentos de espectroscopia Raman e espectroscopia de 

fluorescência. 

Após centrifugação, o sobrenadante de cada tubo B será removido para análise por 

espectroscopia de fluorescência e espectroscopia Raman, enquanto o pellet resultante será 

submetido a secagem e posterior análise por microscopia eletrónica de varrimento (SEM). 

Todos os dados obtidos serão recolhidos e sujeitos a tratamento estatístico para análise 

comparativa. 

Depois de se proceder à análise de ambos os tubos (A e B) de cada amostra, as mesmas 

serão descartadas de forma adequada, não se mantendo nenhuma amostra guardada. 
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